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Leveraging genomics to tackle the tsunami of resistance in Enterobacteriaceae

Anne-Catrin Uhlemann®.
(1) Columbia University

Antimicrobial resistance has been recognized by the WHO as one of the three major threats to human health.
Carbapenem-resistant Enterobacteriaceae (CRE), ubiquitous bacteria that have acquired broad-spectrum
anti-microbial resistance, have emerged in many parts of the world and continue to increase in incidence.
Multiple factors have contributed to this expansion including the increasing complexity of medical care and
the ability of Enterobacteriaceae to readily transmit antimicrobial resistance and virulence determinants via
mobile genetic elements such as plasmids. The emergence and rapid dissemination of a plasmid-encoded
carbapenemases has led to CRE evolving as a major public health threat in many parts of the world. In the
face of this threat, novel tools such as whole genome sequencing are providing crucial insights into how
antimicrobial resistance develops and spreads. We will discuss how whole genome sequencing has made
it possible to elucidate detailed phylogenetic relationships between organisms and track the development
of genetic resistance determinants and their transmission between different bacteria using the example of
Enterobacter cloacae. Polymyxins have been considered antimicrobials of ‘last resort’ for treatment of CRE
infections. Despite their toxicity, they have increasingly been used in the last decade, leading to concern
about the emergence of polymyxin resistance. We conducted a genomic survey of clinical polymyxin-
resistant (PR) Klebsiella pneumoniae to determine molecular mechanisms of PR. Molecular mechanisms
leading to PR in clinical K. pneumoniae isolates were remarkably heterogenous, even within clusters or
individual patients. Polymyxin exposure with de novo PR emergence led to PR in the majority of patients,
rather than transmission.
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Development of a Rapidly Active Live-attenuated Cholera Vaccine

Matthew K Waldor®.
(1) Brandon Sit, Alyson Warr, Bolutife Fakoya and Troy Hubbard Department of
Microbiology, Harvard Medical School, Boston MA

We initiated a project to develop a new oral live attenuated cholera vaccine because current killed oral
vaccines have several critical limitations. In contrast to existing cholera vaccines, the vaccine we created
(HaitiV)is derived from a‘variant El Tor’ biotype V. cholerae strainisolated from the Haitian cholera outbreak,
the globally predominant cause of cholera. HaitiV was engineered to ensure biosafety while maintaining its
capacity for intestinal colonization so that, like wild-type V. cholerae, it may impart long-term immunity
after a single oral dose. In contrast to other live vaccines, it was engineered to be resistant to reversion to
toxigenicity by CTXf transduction (or other means) through instillation of a CRISPR system that targets
ctxA. In experiments in suckling rabbits and mice, the vaccine robustly colonized the small intestine but did
not cause diarrhea or other untoward effects. In both infant rabbit and mouse models, the vaccine confers
protection from a lethal V. cholerae challenge even before eliciting protective adaptive immune responses.
Epidemic modeling suggests that the extremely rapid protection engendered by this vaccine could have a
significant impact in reactive vaccine campaigns to limit epidemic spread. We adapted an adult germ-free
mouse model to evaluate its immunogenicity. All orally immunized mice developed vibriocidal antibodies
and pups of immunized females were protected from challenge with lethal doses of various WT strains.
Collectively, our pre-clinical studies have revealed that HaitiV appears to be safe and has the potential to
provide both rapid probiotic-like protection as well as to elicit long-term immunity to cholera. Thus, HaitiV
could become a transformative tool for global cholera control.
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Bacterial protection mechanisms against membrane peroxidative stress
mediated by antibiotics: Critical role of lipocalins

Miguel A Valvano.
(1) Queen’s University of Belfast

My research group has made seminal contributions in the molecular pathogenesis of the opportunistic
cystic fibrosis pathogen Burkholderia cenocepacia and gained international recognition as a leader in
Burkholderia research. We described for the first time the biology of the Burkholderia cenocepacia infection in
macrophages. We also developed novel genetic tools that allow us to manipulate and better understand this
difficult organism, elucidated the role of lipopolysaccharide in antimicrobial resistance, and discovered all the
components of a general protein glycosylation pathway in Burkholderia. Pioneering studies demonstrated
that Burkholderia strains could survive in macrophages within a specialized vacuole that delays the fusion
with the phagolysosome and has properties of an arrested autophagosome. We also identified the Type
Vl-secreted effector protein TecA, which disarms Rho type GTPases and causes the activation of the pyrin
inflammasome. Also, we have contributed to elucidate mechanisms of high-level multidrug antibiotic
resistance in B. cenocepacia, in particular a novel mechanism of extracellular resistance based on bacterially
secreted molecules that can scavenge antibiotics outside the cell. | will present new results indicating this
mechanism is also part of conserved antioxidant bacterial response to protect the outer membrane from
lipid peroxidation stress.
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Human Photosynthesis as a new theraputic approach.

Tomas Egaia®.
(1) IBM, 1IBM, Universidad Catolica

The extreme dependency to external oxygen supply observed in humans, represents a serious clinical issue
as several pathological conditions are related to acute low oxygen tension in tissues. Ischemia reperfusion
injuries, hemorrhage, stroke and fibrosis are only some of many of such conditions. Additionally, chronic
hypoxia plays also a key role in tumor survival as well as in the development of other pathological conditions
such as non-healing chronic wounds and peripheral artery disease. In order to circumvent the limitation
of oxygen self-production in animals, and improved tissue oxygenation, the main focus of our research
is to engineer symbiotic approaches to generate photosynthetic plant-vertebrate chimeric organisms
(plantebrates), which could be further use for medical purposes. In this context, we have created the
first generation of photosynthetic materials that produce and release oxygen upon light stimulation,
thus improving tissue regeneration. Further, in order to provide other therapeutic molecules in addition
to oxygen, we have genetically engineered microalgae to generate materials capable to release human
recombinant proteins in vitro and in vivo.

CORFO 18-PIDE-98887; CORFO 18 COTE 89629
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SO1 - Insights into host-pathogen interactions

Prevalence of Genogroup Il norovirus in young children with acute gastroenteritis
in Antofagasta

Andrea M Avellaneda?, Daniela C Reyes?, Cristian Flores-Gorigoitia*, Daniel Herrera3,
Ana V Mercado?, Christian A Munoz?, Jan Vinje4, Margarita K Lay*. (1)Department
of Biotechnology, (2)Department of Medical Technology, University of Antofagasta,
Antofagasta, Chile.(3)Clinical Laboratory Unit, The Dr. Leonardo Guzman Regional
Hospital, Antofagasta, Chile. (4)Division of Viral Diseases, Centers for Disease
Control and Prevention, Atlanta, Georgia, USA.

Introduction. Noroviruses are the cause of more than 95% of epidemic nonbacterial gastroenteritis
worldwide, with some lethal cases. Moreover, several norovirus infections and outbreaks have been
reported in Chile. In addition, it is: the most common cause of diarrhea in adults; the second most common
cause in children; and the main cause of severe gastroenteritis in children < 5 years old worldwide after
rotaviruses. Nowadays, neither commercial vaccine nor therapeutic tools are available to prevent norovirus
infections. Noroviruses belong to the Caliciviridae family, which are classified in 7 genogroups (Gl- VII). The
Gl, Gll and GIV infect humans, being the Gll the most prevalent genogroup worldwide. The prevalence of
norovirus genogroups in young children with acute gastroenteritis (AGE) in Chile is unclear. In this study, we
determined the prevalence of Gl and GlI noroviruses in children under 5 years old with AGE in Antofagasta
during the year 2019. Aims. To determine the prevalence of Gl and Gll noroviruses in young children with
AGE in Antofagasta, Chile. Methods. 29 stool samples positive for norovirus by immunochromatography
from children under 5 years old (20 samples from hospitalized children and g samples from outpatient
children) diagnosed with AGE, were analyzed for the presence of Gl and GlI by a real-time RT-PCR multiplex
assay (TagMan®). Results. Of the 29 stool samples analyzed, 26 (89.6%) were positive for Gll and none
for Gl. Three of these samples were undetermined for these two genogroups. Conclusion. From the 26
positive Gl norovirus stool samples, 86.2% were detected in children under 24 months of age and 68%
of those were hospitalized. These results suggest that Gll norovirus is the most prevalent genogroup that
affect young children in Antofagasta during the year 2019. The positive Gll norovirus stool samples will be
further analyzed for the identification of norovirus genotypes.
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SO1 - Insights into host-pathogen interactions

Nanovaccine-mediated immune protection against influenza A virus

Kevin Legge*.
(1) Department of Pathology, Center for Immunology and Immune-based Diseases,
University of lowa

Influenza A virus (IAV) is a major cause of serious respiratory illness. Given the disease severity and the
associated economic costs there has been a renewed interest in developing novel and efficacious “universal”
influenza vaccination strategies. Recent studies have highlighted that local tissue-resident memory T
and B cells responses in addition to systemic immunity offer the greatest protection against future IAV
encounters. The currently licensed IAV vaccines are designed to largely induce IAV-specific antibodies, and
by their design, do not induce the lung resident T and B cell memory. In order to address this problem,
we have developed a biodegradable polyanhydride nanoparticle-based 1AV vaccine (IAV-nanovax) that
mimics many of the key attributes important for lung resident T and B cell induction and maintenance.
Importantly, our results demonstrate that i.n. IAV-nanovax administration confers protection to subsequent
homologous and heterologous IAV challenges, reduces viral load in the lungs during such challenges, and
induces influenza-specific CD4+ and CD8+ T cells, Trm T cells, and B cell responses within the lungs and
systemically. Altogether, our results suggest that IAV-nanovax may induce long-lived, local and systemic
adaptive immune responses that confer robust protection upon subsequent exposures to |AV.
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SO1 - Insights into host-pathogen interactions

Exonuclease activity and quasispecies behavior of a herpesvirus

Nikolaus Osterrieder.
(1) Institut fu?r Virologie, Freie Universitat Berlin, Berlin, Germany

In 1971, Manfred Eigen mused on the biological chicken-and-egg problem. He wondered whether
information (encoded in nucleic acids) followed function (executed by proteins) or vice versa. Eigen
proposed a mathematical framework that tried to encompass and explain the “self-organization of matter
and the evolution of macromolecules” — in light of physicochemical principles and Darwinian evolutionary
theory. He concluded that “selective advantage is always related to the reproduction of the whole species
or ensemble”. This initial theoretical concept is now known as the foundation of quasispecies theory. Some
viruses behave in ways commensurate with quasispecies predictions, where viruses exist as a “complex,
self-perpetuating population of diverse, related entities that act as a whole”. Here, RNA virus genomes
form a cloud of closely related sequences that are present in a replicative environment at mutational
equilibrium and at frequencies that reflect their individual fitness. Importantly, selection of a quasispecies is
on the population as a whole, the “ensemble”, rather than on the level of single, individual genomes. In our
experiments, we e experimentally augmented genomic variability of a large DNA herpesvirus, an unusual
choice for addressing the concept of quasispecies. Marek’s disease virus (MDV) is an oncogenic and deadly
virus of the domestic chicken. We modified the viral DNA polymerase such that it lost the ability to efficiently
perform proofreading, an essential function of all replicative DNA polymerases, which removes erroneously
incorporated bases and significantly contributes to DNA replication fidelity. Increasing error rates 8o-fold —
from about 0.5 per passage of the virus with its 180,000 bp genome to 40 or more —resulted in the so-called
error catastrophe and caused the collapse of the virus populations. However, increasing population sizes
resultedin viable virus progeny that, as we concluded, then adopted quasispecies behavior. Virus populations
replicated in cultured cells with wild-type like kinetics and maintained high genetic diversity across multiple
generations. Intriguingly, most individual virus clones were significantly less fit than the quasispecies-like
population as a whole. This suggested that selection might indeed be operating on the ensemble and that
the virus stably maintained diversity with virtually no detectable selection of advantageous mutations.
Perhaps most surprising of all, the quasispecies-like populations were more virulent than wild-type in the
natural host. Importantly, we are able, in the herpesvirus system, to defuse one argument brought forward
in the case of RNA virus variability, namely that high mutational loads are not proof of quasispecies but
rather a corollary of high replication speed. In our engineered MDYV, error frequency can be decoupled from
DNA polymerase processivity, meaning that error frequency can be investigated separately from the speed
of DNA replication.
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S02 - Novedades en el Diagndstico Molecular Aplicado a la Clinica

Diagnosticos microbioldgicos respiratorios accesibles que identifiquen
severidad: desafios y oportunidades

Bueno Susan M-.

(2) Millennium Institute on Immunology and Immunotherapy, Departamento de
Genética Molecular y Microbiologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Pontificia
Universidad Catdlica de Chile., CL

Las infecciones respiratorias agudas son las principales causas de hospitalizacion y muertes a nivel mundial.
Estas infecciones generan cerca 4 millones de muertes de nifios cada ano en los paises desarrollados,
presentando una alta tasa de morbilidad y mortalidad. Los principales afectados son infantes menores de
5 afos y adultos mayores de 65 anos. El diagndstico de estas infecciones se basa principalmente en los
sintomas clinicos, lo cual a veces no es suficiente para entregar un buen tratamiento. Actualmente, técnicas
de diagndstico como la inmunofluorescencia o PCR, pueden detectar algunos virus y bacterias que causa
una infeccion respiratoria simultaneamente. Sin embargo, ninguna incluye marcadores moleculares que
puedan predecir la gravedad de la infeccion y el grado de inflamacion en el paciente de las vias respiratorias
inferiores. El mal diagndstico de una infeccion respiratoria, la cual no se pesquisa la gravedad del paciente
a tiempo, puede conllevar un alto nUmero de hospitalizaciones o muertes, que pueden ser prevenidas a
tiempo. Ademas, determinar solo el agente etioldgico que causa la infeccion, no es resultado suficiente para
que el clinico pueda tomar una decision rapida con respecto al tratamiento adecuado del paciente. Es por
esto que se necesitan herramientas adicionales, complementarias al diagndstico viral o bacteriano, para
realizar un manejo dptimo, eficaz y rapido de los pacientes afectados. En los Ultimos afios, se ha realizado
una busqueda intensa de moléculas o biomarcadores que permitan diferenciar si la infeccion es causada por
virus o bacterias. Otros estudios han descrito la busqueda de marcadores moleculares que pueden ayudar a
determinar el estado de inflamacidn del paciente para predecir la gravedad de la enfermedad y su evolucion
en el tiempo. Por Ultimo, investigaciones recientes han centrado su atencion en la deteccion de moléculas
pro-inflamatorias y como éstas se correlacionan con los pardmetros de los resultados clinicos. Por lo tanto,
se necesita un diagnostico etioldgico rapido y conocer en corto tiempo la gravedad de la enfermedad a
través de marcadores de severidad y prognosis, lo cual ayudaria a seleccionar el protocolo de tratamiento
mas apropiado y apoyar la decision de usar otros tipos de medicamentos.
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S02 - Novedades en el Diagndstico Molecular Aplicado a la Clinica

Novedades en el diagnostico de Infecciones de transmision sexuval

Cecilia Tapia®.
(1) Laboratorio de especialidad Clinica Davila. Laboratorio de Microbiologia de
Vidaintegra, CL

Las infecciones de transmision sexual (ITS), se encuentran entre las enfermedades mas prevalentes a nivel
mundial y tienen un impacto en la calidad de vida, vida reproductiva, salud infantil y en la economia global
de cada pais e individual. Cabe mencionar el impacto colateral de estas infecciones en la facilitacion de
adquisicion y transmision del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Ademas, se esta poniendo una
mayor atencion en el diagndstico de la vaginosis bacteriana (VB), disbiosis no considerada una ITS, porque
ademas de aumentar el riesgo de parto prematuro, aumenta el riesgo de adquirir una ITS. Un diagndstico
tratamiento adecuados de las ITS son vitales para prevenir la transmisidn y secuelas de infecciones no
tratadas. Tradicionalmente el diagnostico de las ITS, se basaba en 1) técnicas de cultivo convencional (N.
gonhorroae, Candida spp), 2) cultivo y antibiograma basico en medios enriquecidos (Ureaplasma urealyticum
y Mycoplasma hominis), 3) inmunofluorescencia directa o IFD (Chlamydia trachomatis) y 4) examen directo al
fresco (VB, Candida spp. y Trichomonas vaginalis). La baja sensibilidad de algunas de estas técnicas, la falta
de estandarizacion y la escasa gama de patdgenos detectables, entre otras, han impulsado la emergencia
de técnicas moleculares para el diagnodstico de patdgenos asociados a ITS, para uso de diagndstico in
vitro (IVD). Es asi como en el Ultimo tiempo ha habido una rapida evolucidn de los métodos basados en la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), desde PCR convencionales, PCR en tiempo real automatizadas,
hasta técnicas rapidas (“point of care tests” o POCT), que permiten hacer un diagnostico rapido, sensible y
especifico. Laimplementacion de estas metodologias requiere de un fuerte apoyo gubernamental, dado que
son de costo mas elevado que los métodos convencionales. Por otra parte, nuevas herramientas basadas en
PCR han surgido para disbiosis, como la VB, que complementan el estudio de las recurrencias en la mujer
en edad fértil. Finalmente ha habido cambios en los paradigmas en la toma de muestra de estos examenes,
incluyendo la auto-toma de muestras, lo cual podria simplificar el diagndstico de estas infecciones.
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S02 - Novedades en el Diagndstico Molecular Aplicado a la Clinica

Del cultivo a la deteccion molecular multiple de patégenos

Mauricio Farfan.
(1) Pediatria, Medicina, Universidad De Chile

La identificacion del agente etioldgico en infecciones es clave para la caracterizacidon del cuadro clinico
y el tratamiento. En los laboratorios de diagndstico microbioldgicos, el cultivo de microorganismos es la
metodologia comUnmente utilizada. A pesar de los avances en las técnicas de cultivo, el uso de herramientas
de diagndstico molecular ha cambiado radicalmente la identificacién de microorganismos patdgenos.
Los altos valores de sensibilidad y especificidad de las técnicas moleculares han entregado al clinico
herramientas determinantes en el manejo infectoldgico. Ademas, la deteccidn de patdgenos que no son
cultivables en el diagndstico microbioldgico tradicional, junto con la deteccion multiples de patdgenos en
una misma muestra, ha permitido tener un conocimiento global de los agentes etioldgicos de enfermedades
infecciones. A pesar de impacto del diagnostico molecular en enfermedades infecciosas, el uso masivo de
estas técnicas ha presentado varias dificultades, principalmente en la interpretacion de los resultados.
En esta presentacion nos enfocaremos en entregar evidencia sobre el impacto del diagndstico molecular
multiple, sus ventajas y desventajas, discutiendo nuevas estrategias para optimizar el uso de estas técnicas
en el manejo de infecciones.
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S03 - Enzimas microbianas con aplicacién en la industria
agrodlimentaria

Aplicacion de glicosido hidrolasas en la produccion de prebiodticos

Carlos Vera*.
(1) Biologia, Facultad de QuimicaY Biologia, Universidad de Santiago de Chile

Los prebioticossondefinidos como “sustratos que pueden serselectivamente utilizados porlos microorganismos
presentes en el hospedero, confiriéndole beneficios para su salud”. Dentro de estos beneficios se encuentran
el restablecimiento de un adecuado balance de la microbiota intestinal, una mayor absorcién de minerales,
mayor motilidad intestinal, mayor saciedad y reduccion en el riesgo de contraer cancer de colon, entre otros.
Existen muchos compuestos que han sido propuestos como prebidticos; sin embargo, sélo unos pocos
pueden ser considerados como tal. Dentro de los compuestos con un estatus de prebidtico bien establecido
destacan los fructo-, xilo-, manano-, galacto-oligosacaridos (FOS, XOS, MOS y GOS, respectivamente), la
inulina y lactulosa; pudiéndose obtener todos ellos mediante el uso de glicdsido-hidrolasas. Los GOS son
un ejemplo de las bondades de estos compuestos, puesto que ademas de su efecto prebiotico presentan
otras propiedades tecnoldgicas que los convierten en ingredientes ideales para la formulacidn de alimentos,
entre ellas: mejoran las propiedades organolépticas y poseen una excelente estabilidad térmica y bajo
condiciones acidas. Los GOS son sintetizados a partir de lactosa utilizando B-galactosidasas. Esto presenta
tres ventajas: i) permite revalorizar la lactosa, un residuo abundante de la industria lactea que posee pocas
aplicaciones perse, ii) su produccion se inserta en un esquema de economia circular y iii) se utiliza una enzima
comunmente empleada en la industria de lactea, pero en un contexto diferente a su aplicacion tradicional.
En este caso, la B-galactosidasa se utiliza para formar enlaces B-glicosidicos en vez de escindirlos. La sintesis
de GOS esta cinéticamente controlada por la competencia entre la reaccion de hidrdlisis y las reacciones
de transgalactosilacion que forman los GOS. Esto ha representado un gran desafio para la biocatalisis, ya
que ha debido desarrollar estrategias de ingenieria del biocatalizador, del medio de reaccidn y del reactor
para deprimir la actividad hidrolitica y favorecer la actividad de transgalactosilacién con miras a mejorar
el rendimiento de sintesis. Todos estos aspectos seran analizados en esta charla, empleando la sintesis
de GOS como un paradigma de la utilizacion de glicosido-hidrolasas en la produccion de prebidticos y la
revalorizacion de residuos de la industria de alimentos.

Fondecyt iniciacion 11180282, Fondecyt Regular 1190104
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S03 - Enzimas microbianas con aplicacién en la industria
agrodlimentaria

Valorizacion de los residuos agroalimentarios utilizando enzimas de
microorganismos

Maria Cristina Ravanal*.

(1) Instituto de Ciencia y Tecnologia de los alimentos, Facultad de Ciencias Agrarias,
Universidad Austral de Chile

(Sponsored by Cooperativa De Lacteos Santa Rosa.)

Las enzimas producidas por diferentes microorganismos (hongos, levaduras y bacterias), han sido utilizadas
en diferentes procesos biotecnoldgicos. En las diferentes industrias agroalimentarias, como la carnica,
quesera, lactea, cervecera, etc., se eliminangran cantidad de “desechos”. Estos se clasifican en sélidos (RISES)
o liquidos (RILES), al ser eliminados directamente contaminan las aguas de los rios, disminuye la fertilidad
delastierrasy afectando la floray fauna del sector. Aqui surge la pregunta: ;Son realmente estos “desechos”
residuos que se deben eliminar?. Cuando se estudia la composicion de aquellos que se producen en las
diferentes empresas de este rubro, se vislumbra que son potencial fuente para otros bioprocesos, debido a
que son ricos en proteinas, carbohidratos, acidos grasos, minerales, etc. Entonces, a partir de un “desecho”
se pueden obtener nuevos productos con valor agregado. En esta conferencia, se mostrara como utilizando
enzimas procedentes de diferentes microorganismos, los desechos agroalimentarios se pueden valorizar.
En particular, se expondran dos ejemplos interesantes de abordar: 1) Produccion de biocombustibles a partir
delsuerolacteo. Este es uno de los principales RILES generados por laindustria lactea en la produccion de sus
quesos. Para este proceso, se requiere una etapa de hidrolisis de la lactosa por la accion de B-galactosidasasy
unasegunda etapa de fermentacion, utilizando levaduras como Saccharomyces cerevisiae y 2) Generacion de
prebidticos a partir de rastrojo de cereales. Estos residuos agricolas son generados después de la cosecha del
grano por los agricultores. Utilizando una bateria de enzimas (xilanasas, xilosidasas, arabinofuranosidasas,
etc.) provenientes de diferentes hongos principalmente del género Aspergillus y Penicillium, se obtienen los
oligosacaridos con capacidad prebidtica.

Vicerrectoria de Investigacion, Desarrollo y Creacion Artistica de la Universidad Austral de Chile.
ICYTAL-UACh Cddigo: 41606901
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S03 - Enzimas microbianas con aplicacién en la industria
agrodlimentaria

Una xilanasa fungica con propiedades mejoradas para panificacion

Carlos Gil-Duran?, Renato Chavez*.
(1) Departamento de Biologia, Facultad de Quimica y Biologia, Universidad de
Santiago de Chile

Los arabinoxilanos son los principales polisacaridos no amilaceos de los granos de cereales, donde se
encuentran presentes en una proporcion del 2-3%. Estos polisacaridos estan presentes de forma natural en
las harinas usadas para panificacion, y ejercen un efecto significativo sobre la calidad de |a harina y también
de los productos elaborados como el pan. Las endoxilanasas son enzimas que se obtienen principalmente
de microorganismos, y que hidrolizan aleatoriamente el esqueleto de arabinoxilano, disminuyendo su grado
de polimerizacidn, teniendo de esta forma unimpacto significativo en las propiedades de la harina y del pan.
De esta forma, las endoxilanasas son usadas ampliamente en la industria de la panificacion para mejorar el
procesamiento y la calidad del producto, conduciendo a una mayor flexibilidad y estabilidad de la masa, asi
como a un mayor volumen de pan. Diferentes endoxilanasas aisladas de hongos termdfilos y meséfilos han
sido utilizadas para la elaboracion de pan, obteniendo mejoras en las masas. Sin embargo, en la actualidad
no existe ningun reporte de la aplicacion de enzimas aisladas a partir de hongos filamentosos de ambientes
antarticos. Nuestro grupo caracterizé una endoxilanasa de un hongo antartico, la cual tiene alta actividad
frente a arabinoxilanos. Adicionalmente, generamos una variante mutante de esta proteina, la cual presenta
propiedades mejoradas respecto a la enzima nativa. Ambas enzimas (nativa y mutante) fueron utilizadas
en la elaboracién de pan, comparando su desempefio con una endoxilanasa comercial. Ambas enzimas
disminuyeron la tenacidad de la masa, aumentaron su elasticidad, y aumentaron el volumen especifico
del pan, siendo la variante mutante la mejor entre las tres enzimas comparadas. En esta presentacion, se
mostrard en detalle este desarrollo, el cual esta actualmente en proceso de patentamiento.

DICYT-USACH, Proyecto POSTDOC_DICYT, Codigo 021943CHR_POSTDOC
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Uso de microorganismos para la biosintesis de nanomateriales de interés
biotecnoldgico

Jose M. Pérez-Donoso®.
(1) Centro de Bioinformatica y Biologia Integrativa (CBIB), Ciencias de la Vida,
Universidad Andrés Bello

La nanotecnologia estudia la materia a escala nanométrica, es decir materiales con al menos una dimensién
menor a 100nm. Debido a su tamano, las nanoparticulas (NPs) presentan propiedades quimicas, fisicas y
biologicas muy diferentes a las de la misma materia a mayor tamafo. Las NPs metalicas de elementos
como Cd, Cu, Li, Ag o Te son de gran interés tecnoldgico debido a las propiedades unicas que presentan. En
este contexto, el interés en la produccion bioldgica de NPs metalicas ha crecido fuertemente durante los
ultimos anos debido a sus menores costos de produccion, baja contaminacion, y sobre todo a la posibilidad
de generar NPs con propiedades Unicas, diferentes a las de NPs obtenidas por los métodos de sintesis
quimica. Nuestro laboratorio ha desarrollado métodos bioldgicos basados en microorganismos de distintos
ambientes que permiten la produccion de NPs de sulfuros metalicos (CdS, CuS y Li2S) con interesantes
aplicaciones fluorescentes, en optoelectrénica (quantum dot TV), celdas solares o baterias. A pesar de los
avances de los Ultimos anos, el (los) mecanismo(s) molecular(es) involucrado(s) en la biosintesis de NPs
son aun desconocidos, asi como las biomoléculas que otorgan las propiedades a estos nanomateriales. A
la fecha, mediante microscopia electronica, RNA seq, generacion de mutantes, protedomica, entre otras
técnicas hemos determinado la importancia del metabolismo del fosfato y del azufre en el proceso.
Nuestros resultados indican la participacion de polifosfatos en la sintesis y estabilizacion de las NPs, y de
distintos tioles bioldgicos (cisteina y glutation) en la formacion (generacion de S2-) y estabilizacion de las
NPs. Finalmente, nuestros resultados nos han llevado a proponer la hipdtesis que el proceso de biosintesis
de NPs de sulfuros metalicos seria un nuevo mecanismo de tolerancia a los metales, el cual actuaria
al menos de dos maneras; i) disminuyendo la concentracion intra y extracelular de iones metalicos, v ii)
disminuyendo el efecto oxidante de los metales en solucion actuando como un “antioxidante”. Actualmente
estamos desarrollando experimentos para probar esta hipotesis y a la vez trabajando en la aplicacion de
las NPs biosintetizadas en procesos de bioremediacion, generacidon de celdas solares bioldgicas, sondas
fluorescentes y terapia fotodinamica.

INACH RT-25_16
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Bioreduction of metals and metalloids: synthesis of nanostructures

F. Arenas®.
(1) Departamento de Biologia, Facultad de Quimica y Biologia, Universidad de
Santiago de Chile

Microbes are suitable candidates to recover and decontaminate different environments from soluble
metal ions, either via reduction or precipitation to generate insoluble, non-toxic derivatives. In general,
microorganisms reduce toxic metal ions generating nanostructures (NS), which display great applicability
in biotechnological processes. Here, 47 microorganisms isolated from a number of environmental samples
were analyzed for their tolerance or sensitivity to 19 metal(loid)s. Ten of them were highly tolerant to
some of them and were assessed for their ability to reduce these toxicants in vitro. Results showed that
they belong to the Enterobacter, Staphylococcus, Acinetobacter, and Exiguobacterium genera. Most strains
displayed metal(loid)-reducing activity using either NADH or NADPH as cofactor. We used these bacteria
to synthetize, in vivo and in vitro Te, Au, and Ag-containing nanostructures. Specifically, Enterobacter
cloacae exhibited higher resistance to gold(lll) and tellurium(lV) under aerobic and anaerobic conditions,
respectively. While E. cloacae exhibited intra- and extra-cellular gold(lIl)-reducing activity, tellurite reduction
was observed only intracellularly. Then, Au and Te-containing nanostructures were synthesized using crude
extracts from E. cloacae and their size, morphology, and chemical composition was evaluated. On the other
hand, tolerance levels to silver(l), gold(lll) and tellurium(lV) compounds of Exiguobacterium acetylicum, E.
aurantiacum and E. profundum were analyzed. All isolates exhibited higher tolerance to these toxicants
in anaerobiosis and crude extracts were used to synthesize NS containing silver, gold or tellurium. Silver
and tellurium nanostructures exhibited smaller size and their morphology was circular (silver NS), starred
(tellurium NS) or amorphous (gold NS). Finally, we also used purified E. cloacae glutathione reductase to
synthesize in vitro Te-, Ag-, and Se-containing NS. We assessed the putative anti-bacterial activity exhibited
by the in vitro synthesized NS: Te-containing NS were more effective than Au-NS in inhibiting Escherichia
coli and Listeria monocytogenes growth.
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Utilizacion de biomoléculas como fotosensibilizadores en Celdas solares tipo
Gratzel

Quezada Carolina Paz *, Giovanna Anziani-Ostuni ?, Carolina Arriaz-Echanes?,
Jessica Campo- Giraldo?, Nicolas Ordenes- Aenishanslins®, Osorio Manuel I*, Pérez-
Donoso José M=,

(1) Laboratorio de BioNanotecnologia y Microbiologia, Ciencias Bioldgicas,
Universidad Andrés Bello, Santiago, CL

Delas energias renovables, laluz solar es la fuente mas abundante y disponible. Las celdas solares de primera
generacion, hechas principalmente de Silicio, permiten la conversion de la radiacion solar en electricidad con
una eficiencia cercana al 20%. Sin embargo, el mercado de las celdas fotovoltaicas esta evolucionando para
mejorar los costos de produccion, la eficiencia y la sustentabilidad. Nuevas generaciones de celdas solares
usan fotosensibilizadores que pueden ser tintes, nanoparticulas o incluso, mas recientemente, proteinas.
Estas celdas presentan ventajas en cuanto a la amplitud en el rango de absorcion de luz, menor toxicidad
de sus componentes y mayor estabilidad a radiacion UV. Nuestro laboratorio ha desarrollado métodos de
sintesis biologicos y biomiméticos para la generacion de nanoparticulas metalicas sulfuradas (MeNPs),
utilizando distintos microorganismos mas una sal del metal y cisteina o glutation como fuente de sulfuro.
Hemos demostrado que MeNPs de CdS, CdS/CdSe, CdAg Sy CulnS_ funcionan como fotosensiblizadores en
celdas solares tipo Grétzel, utilizando TiO_ como anodo, una solucion de sulfuro/polisulfuro como electrolito
y Pt como contraelectrodo. Ademas, se han construido contraelectrodos a partir de MeNPs de CuS para
celdas fotosensibilizadas con MeNPs de CdTe. Por otra parte, al agregar una proteina redox (azurina)
recombinante, proveniente de Pseudomonas fluorescens 198 aislada desde Antartica, se halogradoaumentar
la eficiencia de las celdas que se fotosensibilizan con MeNPs de CdS o CulnS2. La orientacion mas estable
de la azurina (con un epitope His-Tag) esta siendo calculada por quantum mechanics/molecular mechanics
(QM/MM) calculations, con el fin de determinar una posicion en particular que favorezca la transferencia
de electrones hacia el anodo. Sumado a esto, algunos ensayos con biomoléculas como frustulas y
maltodextrina mezcladas con TiO_ (anodo) y Rutenio (como fotosensibilizador), resultaron ser funcionales
en celdas solares. Aunque las eficiencias de las celdas producidas aun no son comparables a las ofrecidas
en el mercado actual, el desarrollo de estas nuevas tecnologias contribuye a avanzar en la optimizacidn de
paneles solares sustentables/menos toxicos para, por ejemplo, ser utilizados en un futuro en las plantas de
energia solar proyectadas en el norte del pais.

Estos proyectos son financiados por INACH RT-25_16 y FONDECYT Postdoctorado 3170718.
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Rol de la microbiota en la estimulacion del sistema inmune en Salmonidos
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Introduccion: Lamicrobiotaparticipaactivamenteenvariosprocesosfisioldgicos, enparticularjuegaunpapel
activo en la modulacion del sistema inmune de mamiferos. En Salmonidos, la caracterizacion y funciones
de la microbiota han sido menos exploradas estando hasta ahora los trabajos principalmente relacionadas
la caracterizacion a nivel de su composicion microbiana. En los Ultimos afos nuestro grupo ha tenido como
foco estudiar la relacion que existe entre la microbiota y el sistema inmune de Salmoénidos, y como esta
relacion puede ser utilizada para generar nuevas estrategias terapéuticas contra patdgenos. Hipdtesis: La
microbiota de Salmonidos participa activamente en lamodulacion de la respuestainmune contra patdgenos.
Metodologia: Mediante el uso de antibidticos (Bacitracina/neomicina, Florfenicol) aislamiento de bacterias
cultivables, analisis metagendmico 16S rRNA, expresion de citoquinas (inflamatorias, antiinflamatorias e
interferones), y ensayos de desafio, evaluamos los efecto de la microbiota sobre el desemperio del sistema
inmune de salmdnidos. Resultados: La administracion de antibidticos estimula una respuesta inmune
inflamatoria (IL1-b), reduce las poblaciones de linfocitos y modifica las propiedades inmunomoduladoras
de extractos vegetales. Nuestros estudios también nos permitieron determinar que en peces resistentes
a infecciones experimentales con Flavobacterium psychrophilum existen microorganismos cultivables con
propiedades antagonicas al patdgeno, los cuales administrados en el alimento confieren proteccion contra
la mortalidad ocasionada por F. psychrophilum. Por otra parte, probidticos mejorados con la capacidad
de expresar proteinas inmunoestimulantes son capaces de conferir proteccion contra patdgenos como F.
psychrophilumy Piscirickettsia salmonis, logrando una sobrevida del 80% en ensayos desafio. Conclusiones:
Nuestros resultados permiten concluir que la microbiota de salmdnidos estimula el sistema inmune del pez
participando activamente en la proteccion contra patogenos.

GIAP-02 y MACH (SATREPS-JICA) a AG. Mecesup USA1799, DICYT 081872GM a MT
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Levaduras probidticas, aisladas de la microbiota intestinal de peces de interés
comercial, previenen la inflamacién inducida por la infeccion con Vibrio
anguillarum en larvas de pez cebra (Danio rerio)

Paola Navarrete*>.

(1) Millennium Nucleus in the Biology of Intestinal Microbiota, CL

(2) Laboratorio de Microbiologia y Probidticos, INTA, Universidad De Chile,
Santiago, CL

(Sponsored by FONDECYT Regular N° 1181499, This Work Was Supported By
Millennium Science Initiative, Ministry Of Economy, Development And Tourism
Of Chile Under Grant ?Millennium Nucleus In The Biology Of The Intestinal
Microbiota”)

Las levaduras se encuentran ampliamente distribuidas en diferentes ambientes naturales como suelo, agua
y océanos, pero también pueden formar parte de la microbiota de peces. Hemos identificado la presencia
de levaduras en el tracto digestivo de peces marinos carnivoros de interés comercial en Chile (salmdnidos,
corvina y palometa) por métodos moleculares y de cultivo. La prevalencia de levaduras en los peces
correspondid a un 85,4%, de los 103 peces silvestres y de cultivo analizados. Se identificaron 43 especies de
levaduras, de las cuales Debaryomyces hanseniiy Rhodotorula mucilaginosa fueron comunes a las 3 especies
de peces. Investigamos la capacidad protectora de 15 aislados frente a la infeccion con Vibrio anguillarum,
para lo cual desarrollamos un modelo de infeccion en larvas de pez cebra (Danio rerio), observando una alta
tasa de mortalidad (=50%) luego de 5 dias post desafio. En las larvas infectadas, se observo una respuesta
inflamatoria reflejada por la migracion de neutroéfilo fuera del tejido hematopoyético y aumento en la
expresion de citoquinas inflamatorias. Las 15 levaduras analizadas colonizaron el tracto digestivo de las
larvas, pero se observaron diferencias en la persistencia de las diferentes cepas. Trece levaduras protegieron
las larvas de lainfeccidn, reduciendo sumortalidad. En las cepas Debaryomyces hansenii 97 (Dhgy)y Yarrowia
lypolitica 242, observamos que la proteccion fue dependiente de la concentracion de las levaduras
inoculadas. Ambas levaduras protegieron tanto las larvas germ-free (sin su microbiota) como las larvas con
su microbiota, lo que muestra que el efecto probiodtico puede ejercerse sin modulacion de la microbiota.
Ademas, las levaduras previnieron el aumento de la expresion de citoquinas inflamatorias provocado por
la infeccion con el patdgeno. Estos resultados muestran que algunas levaduras, aisladas del intestino de
peces, pueden ser usadas como potenciales probidticos en la acuicultura. Futuros estudios deben realizarse
para dilucidar otros mecanismos involucrados y estudiar efectos probioticos directamente en los peces de
interés comercial.

This work was supported by Proyecto FONDECYT Regular N° 1181499 and Millennium Science Initiative,
Ministry of Economy, Development and Tourism of Chile under Grant “Millennium Nucleus in the Biology
of the Intestinal Microbiota”
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Prospeccion de rizobios y bacterias promotoras del crecimiento vegetal para la
rizoremediacion de suelos contaminados con metales

CarolinaYanez*.
(1) Laboratorio de Microbiologia, Instituto de Biologia, Facultad de Ciencias,
Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso, Valparaiso, CL

La contaminacion del suelo por metales pesados es un problema ambiental significativo y tiene un impacto
negativo en la salud humana y en la agricultura. A diferencia de los contaminantes organicos, los metales
pesados no pueden degradarse, solo pueden hacerse menos biodisponibles. Por ello, diversas estrategias
quimicas y bioldgicas han sido desarrolladas para mejorar la calidad de los suelos. Es en este contexto que
surge la rizoremediacion, es decir, el uso de plantas e interacciones de rizésfera con un gran potencial para
remediar eficientemente los suelos contaminados. Tradicionalmente, la simbiosis leguminosas-rizobio
se ha utilizado en la practica agricola para proporcionar nitrogeno a las plantas y, por lo tanto, mejorar
su crecimiento y los suelos. Las plantas leguminosas son las especies vegetales dominantes en areas
contaminadas con metales por lo que el estudio de sus simbiontes y de la comunidad rizosférica asociada
surge como un enfoque prometedor para mejorar la fitorremediacion de los suelos afectados por metales.
En nuestro grupo nos enfocamos en el estudio de rizobios y bacterias promotoras del crecimiento vegetal
(PGPR) nativas asociadas a leguminosas de suelos contaminados de manera de buscar posibles candidatos
para lainoculacién de leguminosas y asi mejorar la eficiencia de la rizoremediacion de metales.

FONDECYT 1150503; DI PUCV Consolidado 039.367/2019.
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Coinoculation with rhizobia and plant growth promoting bacteria: Effects on
early nodulation and legume production

Macarena Gerding?, Tamara Quezada®, Marcelo Doussoulin?, Kianyon Tay3, Carlos
Ovalle3, Pia Oyarzua®.

(1) Produccion Vegetal, Agronomia, Universidad De Concepcion, Chillan, CL

(2) Produccion Animal, Agronomia, Universidad de Concepcion, Chillan, CL

(3) Instituto de Investigaciones Agropecuarias, CL

Thelegume - nitrogen-fixing bacteria (rhizobia) mutualismis exposed to stressorsthat affectits effectiveness.
Plant growth promoting bacteria (PGPR), in plant rhizosphere improve plant development through the
synthesis of hormones and enzymes, nutrient availability and pest control. Some PGPR produce indole
acetic acid (IAA) and express ACC-deaminase activity, allowing greater root development and improving
plant stress tolerance. In addition, in legumes, they can improve rhizobia nodulation and allow rapid root
colonization by decreasing ethylene levels. The objective of this work was to select rhizobia-PGPR symbiotic
partners to improve legume nodulation in the field and to achieve higher levels of nitrogen fixation and
seed and forage production. PGPR strains were obtained from the rhizosphere of forage and grain legumes
in Central-South Chile. Strains were selected for their ability to produce IAA and for their ACC-deaminase
activity in vitro and for promoting legume nodulation under controlled conditions. The legume species
evaluated in the field were the perennial forage legume alfalfa (Medicago sativa) and the annual grain
legume: lentil (Lens culinaris). The selected PGPR strains were inoculated in alfalfa and lentil in combination
with the specific rhizobia Rhizobium leguminosarum bv. vicieae and Ensifer meliloti. Experiments were set
up under rainfed conditions. Co-inoculation of alfalfa with a rhizobium-PGPR bacterial consortia, increased
nodulation rate in 8 days, induced higher seed germination and plants survival to drought (49%), increasing
forage production by 36%. In the case of lentil, co-inoculation with PGPR with ACC-deaminase activity
allowed agreatercompetitiveness of rhizobia, increasingits presencein nodules by 60% (determined through
RPOa fingerprint), a higher seed yield (500 kg more per hectare) and further improving the fodder and grain
protein content. The co-inoculation of legume seeds with specific rhizobia and with PGPR producing ACC-
deaminase allows improving productive aspects in both forage and grain legumes.

FONDECYT 1180821 and 11130479
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Modulacion Bacteriana de la sefalizacion de etileno mejora tolerancia ante
estrés salino en lechuga (Lactuca sativa L.)

Maximo Gonzalez*, Paloma Morales?, Jonathan Fortt?, Nelson Araya?, Francisco
Remonsellez3, Teodoro Coba De La Pefa#, Enrique Ostria-Gallardo#, Alexandra
Stoll~.

(1) Biotec, Laboratory of Applied Microbiology, Centro de Estudios Avanzados en
Zonas Aridas CEAZA

(2) Escuela de Ingenieria en Biotecnologia Vegetal, Facultad de Ciencias Forestales,
Universidad de Concepcion, Concepcion, CL

(3) Departamento de Ingenieria Quimica, Facultad de Ingenieria y Ciencias
Geoldgicas, Universidad Catolica del Norte, Antofagasta, CL

(4) Biotec, Centro de Estudios Avanzados en Zonas Aridas CEAZA, La Serena, CL

La salinidad tiene amplios efectos negativos sobre el crecimiento de las plantas y el rendimiento de los
cultivos, convirtiéndose en imperativo el desarrollo de nuevas estrategias agrondmicas para mejorar la
tolerancia a la sal de los cultivos. En este contexto, se sabe que las rizobacterias promotoras del crecimiento
de las plantas (PGPR) mejoran el crecimiento de las plantas en condiciones de estrés. Segun el modelo
actual, una PGPR disminuiria la sintesis de etileno, una fitohormona con un papel central en la respuesta al
estrés de la planta, por la accion de la enzima ACC-desaminasa. Nuestro objetivo es identificar otros posibles
mecanismos involucrados en la regulacidn de los niveles de etileno de la planta y / o sefializacion por PGPR.
Realizamos un estudio comparativo con tres cepas PGPR en plantas de lechuga sometidas a estrés salino.
Solo una de estas cepas lleva el gen ACC-desaminasa. Medimos los parametros de crecimiento (peso fresco
| seco, altura), clorofila, carotenoides y contenido de prolina, peroxidacion lipidica (medida como contenido
de MDA) y actividad de enzimas antioxidantes (catalasa, superoxido dismutasa, ascorbato peroxidasa).
Se evaluaron los niveles de expresidn de genes implicados en la sefalizacion de etileno (CTRz1, EBF1) y los
factores de transcripcion inducidos por etileno (ERF5, ERF13). Todas las cepas bacterianas indujeron la
promocion del crecimiento en plantas de L. sativa estresadas con sal y aumentaron significativamente los
niveles de prolina. Las cepas ESLoo7 (portadoras del gen ACC-desaminasa) y SH31 desencadenaron una
actividad mejorada de catalasa y ascorbato-peroxidasa, en comparacion con las plantas no inoculadas. Se
observd la expresion diferencial de genes relacionados con la sefializacion de etileno en plantas inoculadas
sometidas a salinidad. Obtuvimos evidencia consistente de la existencia de mecanismos alternativos en la
modulacion del etileno, que no dependen de la degradacion bacteriana del ACC. A raiz de ello, postulamos
un modelo complementario para la regulacion de la sefializacion de etileno por PGPR.

Conicyt R16A10003
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Non-optimal codons control the solubility of a cyclin, and the cell cycle of
Schizosaccharomyces pombe

Loreto Arias?, Sandra Moreira-Ramos?, Assaf Katz*, Orellana Omar Omar*.
(1) Programa de Biologia Celular y Molecular, ICBM, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile, Santiago, CL

(2) Programa de Biologia Celular y Molecular, ICBM, Facultad de Medicina,
Universidad deChile, Santiago, CL

Cdca3 is a cyclin essential for the G2/Mitosis (G2/M) cell cycle transition in S. pombe. At this stage of the
cell cycle, the level of this protein increases without changing the level of the mRNA. The gene encoding
Cdc13 contains a number of non-optimal codons that might control the translation level of the protein. An
increase in tRNA levels is also observed at the G2/M transition. This change in tRNA levels might explain the
effect on the level of Cdca3 at this stage of the cell cycle. We hypothetize that non-optimal codons control
the translation and function of Cdca3 in the cell cycle of S. pombe. To test this hypothesis we increased the
levels of a tRNA decoding a non-optimal codon and also we replaced these non-optimal codons by optimal
counterparts. The effect of these alterations on the expression of Cdc13 and in the cell cycle were assessed.
For this purpose we use, among others, the following techniques:Northern blot to asses tRNA levels.
Microscopy forassessment of cell phenotype. PAGE to assess protein aggregation. Because tRNAGlyUCChas
a low gene dosage (decoding a rare codon), we studied the effect of the overexpression on this tRNA in
the expression and solubility of Cdc13. Overexpression of the tRNAGlyUCCgene increased aggregation of
Cdca3 but did not affect the mRNA and protein levels. Additionally, overexpression of this tRNA resulted
in elongated cells. However, overexpression of the high gene dosage isoacceptor tRNAGlyGCC decoding
optimal codon, did not generate the elongated cell phenotype. Replacement of non-optimal Gly codons by
optimal counterparts resulted in a partial altered phenotype of the cell cycle. In conclusion, these results
revealed that although overexpression of the tRNAGlyUCCaffected the solubility of Cdca3, the effect on the
cell cycle might be the result of this alteration of Cdc13 and additional effects on the proteome of the cell.

Fondecyt Chile, 1150834 and 1190552 to OO, 3150366 to SM and CONICYT Chile Fellowship 22151224 to LA.
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RNA language in interspecies communication and transgenerational memory

Marcela Legue?, Carolaing Gabaldon?, Andrea Calixto*>.

(1) Centro de Gendmica y Bioinformatica, Facultad de Ciencias, Universidad Mayor,
Santiago, CL

(2) Centro Interdisciplinario de Neurociencias de Valparaiso, CL

Microbes have interacted with metazoans since their origin and have contributed to their evolution (Alegado
and King, 2014). Nematodes, the majority of which are bacterivores, are one of the most ancient metazoans
and have adapted to living in nearly all the environments in which bacteria have been found (Cobbs, 1914).
The nematode Caenorhabditis elegans feeds on a great variety of bacteria, from commensals to human
pathogens; hence it is an excellent holobiont model to study interspecies relationships (Legie and Calixto,
2019). C. elegans manifests short- and long-term adaptive behaviors to detrimental bacterial diets. In the
first stage of host-bacteria adaptation small non-coding RNAs (sRNA) are likely to be used as interspecies
language. They are dynamically regulated mobile molecules capable of messaging precise information to
distant targets (Jose, 2015). Additionally, sSRNAs has been found to be required for sustained behaviors
across generations (Marré 2016, Kalinava 2017, Houri-Zeevi, 2016). We asked which specific SRNA from
intestinal bacteria trigger behavioral changes in hosts using transgenerational paradigms. To this end we
performed Dual-small RNAseq of C. elegans and its intestinal bacteria (P. aeruginosa PAO1 or E. coli OP50)
in a transgenerational fashion for six generations. We identified and classified SRNAs as transcriptional units
(TUs) located within protein coding, non- coding RNAs or intergenic regions, and other genomic contexts not
previously annotated. In C. elegans TUs exact-matched with tRNAs, snoRNAs, miRNAs or were contained
within 3'UTRs of coding genes, exons or pseudogenes. To identify bacterial sSRNAs specific of the interaction
and those of constitutive expression, we compared sRNA profiles from intestinal with naive bacteria (never
exposed to worms). To identify C. elegans sRNA of the response to pathogens, we compared nematodes
feeding on P. aeruginosa PAO1 with those feeding on E. coli OP5o in each generation. We identified the
cohorts of small RNAs from bacteria (pathogenic and non- pathogenic) interacting with C. elegans in naive
states and while in the intestine of worms for six generations. We show that specific bacterial sSRNAs change
during worm generations. Accordingly, SRNAs from worms also fluctuate. We discovered a bacterial SRNA,
rsmY as a mediator of a defensive transgenerational behavior.

Millennium Scientific Initiative of the Chilean Ministry of Economy, Development, and Tourism (Po29-
022-F).
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Computational RNomics in Archaea: non-coding RNAs identification,
biogenesis, conservation and lifestyle associations

Vinicius Maracaja-Coutinho.
(1) Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile

Non-coding RNAs (ncRNAs) are known to have key roles in gene regulation, nucleotides modification,
transposable elements silencing and defense against foreign genetic material. In Archaea, ncRNAs are as
abundant as in Bacteria. However, its identification has been confined to a few species and little efforts
have been performed to extend the repertoire in non-models Archaea. In Sulfolobus, an archaeal genus that
contain species widely used as models for the study of extreme-environment adaptation, transcriptome
sequencing has allowed the identification of some ncRNAs in S. solfataricus and S. acidocaldarius. However,
the number of complete available genomes for this genus cover more than 20 strains, and a limited number
of computational methodologies have been applied to identify the complete repertoire of ncRNAs in
these microorganisms. In order to extend the ncRNA repertoire in the Sulfolobus genus, we performed an
exhaustive identification using three complementary in-house developed approaches: sequence similarity,
covariance models inference and transcriptome data analyses. We identified a variation of 350-600 ncRNAs
in each genome, including classes described for the first time in Archaea, totallying more than 1400 ncRNAs
spreaded over 28 Sulfolobus species. Curiously, ~80% of predicted ncRNAs presented no annotations based
on databases comparisons. Additional insights were obtained from transcriptome, sequence conservation
and experimental analyses. It revealed the presence of validated promoter regions controlling their
biogenesis, expressed ncRNAs under different lifestyle conditions, ncRNAs associated to biofilm production
and a predominance of species specific-ncRNAs. Our findings suggests that the complexity of the non-
coding transcriptome in Archaea is still an opened avenue for future research.

Fondecyt 11161020 and PAI-CONICYT PAl79170021
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Regulacion de la traduccidn bajo estrés oxidativo: un balance entre la
modulacidn del inicio y la elongacion. (Regulation of translation under oxidative
stress: a balance between modulation of initiation and elongation.)

Leiva Lorenzo E*4, Martinez Juan P*3, Sara Elgamal? Orellana Omar O* Michael Ibba?,
Assaf Katz*.

(1) Programa de Biologia Celular y Molecular, ICBM, Facultad de Medicina,
Universidad De Chile, Santiago, CL

(2) Depratment of Microbiology and The Center for RNA Biology, Ohio State
University, Columbus, OH, US

(3) Universidad De Chile, CL

(4) Universidad De Chile, CL

Escherichia coli puede enfrentar estrés oxidativo bajo diversas condiciones ambientales incluyendo, entre
otras, la interaccion con células inmunes de sus hospederos. Como parte de la reqgulacion de la respuesta
se ha descrito que factores transcripcionales como OxyR y SoxR modulan la expresion de diversos genes.
Adicionalmente, nuestro grupo y otros han intentado describir la regulacion traduccional de la respuesta al
estrés oxidativo. Nuestros resultados muestran que el inicio canodnico de la traduccion es inhibido, mientras
que se activa la traduccion de mRNA carentes de lider (sin o con pocos nucledtidos rio arriba del coddon de
inicio). Asi mismo, observamos que algunos tRNA se inactivan, pero que los niveles de la mayor parte de
los tRNA no se alteran, lo que alteraria la velocidad de traduccion de algunos codones. Esto contrasta con
lo observado por otros grupos que proponen que la traduccion global se inhibe debido a la degradacion
del total de los tRNA. Esto abre la interrogante de cual es la etapa limitante de la traduccion bajo estrés
oxidativo. Aca mostramos datos que indican que la iniciacion se vuelve mas limitante bajo estrés oxidativo
que bajo condiciones control sugiriendo que la regulacion de la velocidad de traduccion de los mRNA bajo
estrés oxidativo depende fundamentalmente de la etapa del inicio del proceso.

Enlace VID, U de Chile ENLo5/18 Fondecyt 11910474
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Analisis de los mecanismos moleculares que regulan la interaccion entre
Botritys cinerea y Trichoderma atroviride

Consuelo Olivares-Yaiiez?, Marlene Henriquez*, Elena Vidal?, Paulo Canessa3,
Larrondo Luis F3.

(1) Genética Molecular y Microbiologia, Ciencias Bioldgicas, Pontificia Universidad
Catodlica De Chile

(2) Centro de Gendmica y Bioinformatica, Facultad de Ciencias, Universidad Mayor,
Santiago, CL

(3) Centro de Biotecnologia Vegetal, Facultad de Ciencias de la Vida, Universidad
Andrés Bello, Santiago, CL

El uso de microorganimos para controlar las enfermedades de las plantas, control bioldgico o biocontrol,
ha emergido como una alternativa promisoria al uso de pesticidas quimicos. Trichoderma atroviride es uno
de los hongos biocontroladores mayormente utilizado debido a que es capaz de atacar un amplio rango
de patogenos, entre ellos Botrytis cinerea. Una interaccion compleja tiene lugar entre Trichoderma, el
fitopatogeno y la planta, la cual puede conducir o no, al control exitoso de la infeccion. Trichoderma puede
micoparasitar directamente al hongo patdgeno; como también, se ha visto que la respuesta generada por
Trichoderma comienza antes del contacto con su blanco. Los patdgenos secretan moléculas difusibles, las
cuales al ser captadas por Trichoderma generan cambios transcripcionales que conllevan a la produccion de
quitinasas. Ademas, Trichoderma puede producir otras enzimas (glucanasas y proteasas) y metabolitos que,
por un lado, inhiben el crecimiento del patdgenoy, por otro promueve el crecimiento y mejoran la respuesta
de defensa de la planta. Botrytis cinerea es un hongo necrotrdfico que es capaz de infectar a mas de 200
especies vegetales en pre y post cosecha, causando considerables perdidas econdmicas a nivel agrondmico.
Actualmente, para su control los biocontroladores no son suficientes y deben ser combinados con pesticidas.
Con el fin de poder generar estrategias de biocontrol efectivas, es necesario entender los mecanismos que
se encuentran comandando la interaccion entre Trichoderma y Botrytis. Para estudiar esto, tomamos dos
aproximaciones. Primero, realizamos analisis de enfrentamientos in-vitro bajo diferentes condiciones, como
luz y oscuridad. Segundo, realizamos analisis de secuenciacion de RNA (RNAseq) de enfrentamientos entre
T. atroviride y B. cinerea. Hemos observado la importancia de las condiciones de crecimiento en el resultado
de la interaccion entre ambos organismos, observandose que en oscuridad Trichoderma presenta mayor
capacidad de limitar el crecimiento de Botrytis. Por otra parte, los analisis de RNAseq han mostrado vias
especificas en Botrytis que se ven activadas al momento de encontrarse con Trichoderma, principalmente
relacionadas con estrés oxidativo.

REDI170218. Postdoc 3190628. iBio



Congreso

S08 - Young researchers symposium in yeast and fungal scientific
advances

A Population-level view of Structural Variation in the Budding Yeast

Samuel O'Donnell*.
(1) Department of Biology, Science and Technology, Sorbonne Univeristy

Population genomics within the last few years has been primarily driven by short-read sequencing. For my
species of interest, Saccharomyces cerevisiae, there has been a large number of strains with high coverage
llluminaread datasets, havingbeenreleased withinthe lasttwo years, totalingapproximately 2000. Although
this have given us a good view of both SNPs and INDELSs, heterozygosity and the pangenome, we currently
lack a comprehensive view of structural variation, which can impact a greater proportion of the genome.
Our project has taken advantage of long-read sequencing technologies to assemble a Reference Assembly
Panel of 113 contiguous de-novo assemblies representing the diversity within the species. These assemblies
are then aligned to a reference genome and analysed for Structural Variation (SV) using a tool we developed
called MUM&Co. This Population-level SV catalogue, alongside detailed SNP and phenotype data, would
give us the means to tease apart the phenotypic impact of SVs and SNPs, using CRIPSR technology to
engineer the discovered SVs into a known genetic background.

Agence Nationale de la Recherche [ANR-16-CE12-0019]
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Exploiting the local Patagonian yeast genetic diversity for novel brewing strains

Pablo Villarreal®.
(1) Departamento de Biologia, Facultad de Quimica y Biologia, Universidad de
Santiago de Chile

The particular biogeographical conditions present in Patagonia have prompted the presence of an
unprecedent yeast genetic diversity in this region, conferring this ecosystem an extreme genetic and
phenotypic richness. Nevertheless, only a handful of yeasts from Patagonia have been characterized at
a genomic and physiological level. In this sense, the isolation and identification of fermentative yeast are
still in their infancy, representing an attractive pole for the characterization of the microbiological genetic
patrimony with biotechnological potential. This work aimed to isolate, identify and characterize the
genetic and phenotypic diversity of ethanol-tolerant native yeasts from the Huilo-Huilo National Reserve
with fermentation potential. For this, yeasts were isolated from barks of Nothofagus dombeyi and N.
pumilio trees. ITS Sequencing showed the presence of five species: Saccharomyces eubayanus, S. uvarum,
Lachancea cidri, Kregervanrija delftensis and Hanseniaspora valbyensis. To determine the phenotypic
diversity and brewing potential of these isolates, a micro-culture analysis was carried out under different
carbon sources and ethanol content. Strains with the best growth performance were selected for wort
fermentation. S. eubayanus strains represented the best brewing fermentative yeast at low temperature
(12°C), demonstrating their high potential in the beer industry. Interestingly, a variance coefficient analysis
showed the greatest phenotypic diversityamong Lachancea cidriisolates, likely suggesting extensive genetic
differences between strains. Furthermore, the production of volatile compounds in these non-conventional
L. cidri strains with best fermentative profile was characterized, showing significant differences among
species. Altogether, our results demonstrate the great abundance and phenotypic variability of yeasts in
Patagonia Forests, and demonstrate the high fermentative capacity of different strains with potential in the
brewing industry.

FONDECYT Project 1180161; Millennium Institute (iBio); ECOS18003
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Desentraiiando la relacion paciente-laboratorio en infecciones bacterianas

Andrés Felipe Opazo*.
(1) Microbiologia, Ciencias Bioldgicas, Universidad de Concepcion

Los bacilos Gram-negativos no fermentadores (BGNNF), tales como Pseudomonas aeruginosa y
Acinetobacter baumannii resistentes a carbapenémicos, corresponden a patdgenos bacterianos clasificados
como “prioridad critica” segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). En nuestro pais, representan a
dos de los principales agentes etioldgicos de Infecciones Asociadas a la Atencidn en Salud (IAAS), como por
ejemplo neumonia asociada a ventilacion mecanica. Es por esto que la vigilancia epidemioldgica de éstos
patdgenos, al igual que el estudio de los mecanismos genéticos involucrados en la resistencia a antibidticos
en éstos microorganismos, son fundamentales para adoptar medidas de control a nivel hospitalario.
Debido a la urgencia de investigar a BGNNF resistentes a carbapenémicos, es que han surgido
diversas técnicas orientadas a caracterizar a dichos patogenos, permitiendo conocer su dinamica de
diseminacion, asi como también a los elementos genéticos mdviles involucrados en este proceso.
Un ejemplo de esto, es la caracterizacion de A. baumannii resistente a carbapenémicos en Chile, en
donde se ha determinado la presencia de linajes o clones locales resistentes, los que se han descrito en
diversos centros hospitalarios. Si bien existen diversos trabajos relacionados con la caracterizacion
de bacterias resistentes hospitalarias en Chile, aun son escasos, en donde nuevas investigaciones son
necesarias para conocer con mayor profundidad, la realidad epidemioldgica de nuestros hospitales.
Debido alo anterior, el objetivo de éste panel es presentar las principales técnicas utilizadas en la tipificacidn
de BGNNF resistentes, mostrando resultados que evidencian laimportancia de la investigacion colaborativa
entre centros clinicos y laboratorios de investigacion.

AttractionandInsertionofAdvancedHumanCapitalProgram(PAI),CONICYT,Chile,undertheprojectPAl79170082.
Millennium Science Initiative of the Ministry of Economy, Development and Tourism, Government of Chile.
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El camino hacia una vacuna contra Streptococcus pyogenes

Aniela Wozniak®.
(1) Laboratorios Clinicos, Facultad de de Medicina, Pontificia Universidad Catdlica
de Chile

Streptococcus pyogenes es un patogeno que causa desde faringo-amigdalitis (FA) hasta infecciones
invasoras como la fasceitis necrotizante. S. pyogenes ocupa el noveno lugar dentro de las causas infecciosas
de muerte a nivel mundial. No existe actualmente una vacuna contra este patogeno. El inmundgeno mas
atractivo para el desarrollo de una vacuna anti-estreptococica es la region hipervariable de la proteina M,
de la cual existen mas de 200 tipos diferentes. La vacuna que se encuentra en fase clinica mas avanzada (Il)
es una vacuna formada por una proteina quimérica que contiene inmundgenos de 26 tipos M diferentes.
Esta vacuna es parenteral e induce la produccidn de IgG sérica que protege frente al desafio. La IgG sérica
es necesaria para la proteccion frente a infecciones invasoras. Hemos desarrollado una vacuna basada en
un vector bacteriano inocuo (Lactococcus lactis) que expresa el fragmento hipervariable de la proteina M
de los 10 tipos mas prevalentes en Chile. La vacuna, llamada Mx10, es de administracion intranasal y tiene
el potencial de inducir la produccion de IgA en mucosas (saliva), ademas de IgG sérica. Las bacterias como
L. lactis, son una alternativa de bajo costo para la produccion de vacunas, y son potentes inductores de IgA
secretora la cual es crucial para la proteccion contra FA.

MICROB-R INICIATIVA CIENTIFICA MILENIO
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Fagoterapia en el manejo de Salmonella en la industria productiva

Andrea Isabel Moreno-Switt*.
(1) Escuela de Medicina Veterinaria, Ciencias de la Vida, Universidad Andrés Bello

Salmonelosis es un importante enfermedad zoondtica que su principal mecanismo de transmision es la
cadena de produccion de los alimentos, sequido por contacto directo con animales. A nivel mundial se
estiman 93.8 millones de casos de salmonelosis en humanos, resaltando la importancia de este patéogeno
en la salud publica. La industria avicola realiza multiples esfuerzos para controlar la presencia de Salmonella
en sus planteles, como por ejemplo vacunas, las que estan desarrolladas para la etapa de reproductoras. Sin
embargo, en etapa de engorda, las intervenciones disponibles son minimas. Como una intervencion surge la
aplicacion de bacteriofagos, los cuales podrian reducir la carga de Salmonella en engorda de pollos broiler,
apoyando a las intervenciones libres de antimicrobianos en produccion animal. El desarrollo de un coctel de
fagos requiere varias etapas de investigacion basica, desde el aislamiento y caracterizacion fenotipica (rango
de hospedero e imagen de microscopia electrdnica) y gendmica, estudios de inocuidad (que no transfieran
genes de resistencia), caracterizacion de receptores, caracterizaciones de las cinéticas de lisis y finalmente
son muy importantes los estudios de la resistencia de Salmonella alos fagos. Luego, lainvestigacion aplicada
en que las dosis de administracion, junto con la efectividad in vivo en unidades experimentales, sequido por
estudios en granja son necesarios. A la fecha, los pocos trabajos que han reportado la eficiencia de fagos en
modelos de pollos broiler y en granja, han reportado resultados prometedores de la aplicacion de fagos en
la cadena productiva.

FONDEF-IDEA 1D18l10235, FONDECYT 1181167, Millennium Initiative for Collaborative Research on
Bacterial Resistance (MICROB-R)
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Prodigiosinas bacterianas y sus potenciales aplicaciones

Alejandro Cuevas®.
(1) Unidad de Microbiologia Clinica, Departamento de Ciencias Preclinicas, Facultad
de Medicina, Universidad de La Frontera, Temuco, CL

Las prodigiosinas son wuna familia de pigmentos rojos producidos por varias bacterias,
siendo descrita por primera en Serratia marcescens. Compuestos como prodigiosina,
undecylprodigiosina, cicloprodigiosinaometacicloprodigiosinasecaracterizanportener en comun un
esqueletopirrolilpirrometanoyse hademostrado que poseenactividad antiproliferativa,inmunomoduladora
e incluso antimicrobiana. Estas propiedades han despertado el interés de investigadores en los campos de la
medicina e industria farmacéutica, sin embargo, los antecedentes encontrados son contradictorios y faltan
estudios que repliquen lo demostrado. En la presente conferencia, se presentara nuestra experiencia en la
optimizacion de la produccion de prodigiosina en S. marcescens y se discutira como el conocimiento del
quorum sensing en estos microorganismos, la caracterizacion de la diversidad genética por secuenciacion
del genoma de microorganismos productores y la expresion heteréloga de su via sintética en organismos
como E. coli, P. pastoris, Pseudomonas spp. y otros, mejora significativamente las cantidades obtenidas
in vitro. Por otra parte, se presentard nuestro trabajo sobre la actividad antimicrobiana encontrada
sobre microorganismos gram positivos, en particular nuestros resultados sobre Staphyloccocus aureus
resistente a meticilina, problema de salud publica emergente en nuestro pais, donde el estudio de estos
compuestos pudiese tener un impacto. Al respecto, es relevante presentar el conocimiento existente
sobre sus posibles mecanismos de accion como antibidticoylascontroversiasexistentesenestetema.
Finalmente,sediscutirasobrela actividad inmunomoduladora y otras propiedades bioldgicas atribuidas a
estos pigmentos, destacando nuestros resultados sobre inflamacion y modulacion de linfocitos T in vivo en
un modelo murino deaterosclerosis.

Agradecimientos: proyecto FONDECYT Iniciacion N° 11140906
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Growth associated PHB accumulation in Azohydromonas lata: evidence from
chemostat culture and its analysis using a central carbon metabolism model

Felipe Scott?, Luz Yafnez*, Raul Conejeros?, Alberto Vergara®.

(1) Facultad de Ingenieria y Ciencias Aplicadas, Universidad de los Andes. Chile.
Email: fscott@mivandes.cl

(2) Escuela de Ingenieria Bioquimica, Facultad de Ingenieria, Pontificia Universidad
Catolica de Valparaiso.

Polyhydroxyalkanoates (PHAs) are ubiquitous prokaryotic storage compounds of carbon and energy, acting
as sinks for reducing power during periods of surplus of carbon source relative to other nutrients. In most
studied bacteria, polyhydroxybutyrate (PHB) accumulation occurs only after a nutrient required for balanced
growth (such as the nitrogen source, but not the carbon source) is depleted, leading to a non-growth
associated polymer accumulation. PHB accumulation in Azohydromonas lata was studied using batch and
nitrogen, glucose or oxygen limited continuous cultures -with glucose as carbon and energy source. Glucose,
3-hydroxybutyrate (3HBA), oxygen, carbon dioxide, ammonium ion, PHB and biomass concentration
were quantified using standard methods (glucose oxidase and 3HBA dehydrogenase enzymatic kit, pO,
electrode, CO, infrared detector, ammonia electrode, gas-chromatography and biomass dry weight). The
experimental information gathered was used to calibrate a central carbon metabolism reaction network
that models the batch and chemostat data with reasonable accuracy. A maximum yield of 0,31 gPHB per g
of consumed glucose and a volumetric productivity of 0.27 gPHB L*h* were found at a dilution rate of 0.2
h*. At this dilution rate, it was shown that the accumulated PHB can be continuously depolymerized to its
monomer (3HBA) in a second reactor in series using a simple pH shift with high recovery yield. A positive
correlation between the PHB specific productivity per unit mass of PHB-free cell dry weight confirms that
the accumulation of PHB in A. lata is growth associated, unlike the accumulation in C. necator, a model
organism of PHB production. Moreover, our results suggest that a nitrogen free-polymer, different than
PHB, is produced concomitantly. Funding: F. Scott would like to thank CONICYT's research grant Fondecyt

Iniciacion N° 11170081 for funding this research.
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B-ionone is an attractive industrial fragrance produced naturally from the
cleavage of the pigment B-carotene. The production of this ionone is mostly
made by chemical synthesis and despite that several biotechnological platforms
have been constructed for its production, the titers, yield and productivities
necessary to produce it at commercial level are not yet achieved

Lopez Javiera1
(1) Centro de Aromas y Sabores, Centro de Aromas y Sabores, DICTUCS.A.

In this work, we constructed several Saccharomyces cerevisiae strains able to accumulate increasing
concentrations of the pigment B-carotene and of the apocarotenoid B-ionone. For this purpose we integrated
the carotenogenic genes: CrtE, CrtYB and Crtl, from Xanthophyllomyces dendrorhous, using CRISPR/
Casg to avoid the use of genome-integrated gene markers. We evaluated different gene arrangements to
determine the best architecture for the expression cassettes, and we increased the gene dosage in order to
maximize B-carotene yields. A single-copy of the carotenogenic genes in a wild type CEN.Pk strain was able
to produced approximately 4 mg/gDCW of total carotenes. Subsequently, by fine-tuning the gene-dosage
we were able to reached a yield of 16 mg/gDCW of total carotenoids. As an additional resource we increased
the carbon flux through the MVA pathway adding two copies of the hydroxymethylglutaryl-CoA reductase
(NADPH) (HMGR1), a described key-gene in the MVA pathway. Thus, more than 30 mg/g B-carotene yield
were achieved in shake flask cultures, the highest concentration reported by a constitutive system in S.
cerevisiae. The different B-carotene producing strains were used for the expression of the carotene cleavage
dioxygenase 1 (CCD1) gene, from Petunia hybrida, to produce B-ionone. By increasing the gene dosage of
this latter, we constructed a improved B-ionone cell factory, named Bionos.2, capable to produce more than
300 mg/L of B-ionone in shake flasks cultures at 72 hours.
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Thraustoquitridos antarticos; un modelo biotecnolégico de produccion de acidos
grasos para la acuicultura

Alex R. Gonzalez?, Paulina Pradel®, Nicolas Vera?, Esteban Caamano?, Mario Tello>.
(1) Departamento de Ciencias Bioldgicas y Biodiversidad, Laboratorio de
Microbiologia Ambiental y Extremofilos, Universidad de los Lagos, Osorno, Chile
(2) Centro de Biotecnologia Acuicola, Universidad de Santiago de Chile, Alameda,
Santiago, Chile

Los Traustoquitridos son protistas ubicuos que juegan un papel clave en la degradaciony mineralizacién de la
materiaorganicaenambientes marinos. Estos microorganismos hansido descritos como unafuente eficiente
y alternativa de acidos grasos saturados y poliinsaturados capaces de llegar a acumular la mitad de su peso
en acidos grasos. Recientemente hemos descrito el aislamiento y caracterizacion de estos microorganismos
desde las costas de la Peninsula Antartica colocando en perspectiva su potencial biotecnoldgico basado
en los altos valores de acidos grasos sintetizados y su capacidad para modular el acido eicosapentaenoico
(EPA) y el acido Docosahexaenoico (DHA) a diferentes temperaturas. Los resultados obtenidos revelaron
que la temperatura juega un rol preponderante en el metabolismo de los acidos grasos evidenciando que a
25 °C se favorece la sintesis de acido estearico (con un valor de 11.3% y otros acidos grasos monosaturados y
saturados). Por otro lado, las bajas temperaturas (10 ° C) aumentaron el contenido de DHA y EPA mostrando
el porcentaje mas alto de 46.6% y 9.3%, respectivamente. Esta investigacion describe por primera vez
el efecto de las temperaturas en el crecimiento de los traustoquitridos de origen antartico y muestra su
potencial capacidad de producir acidos grasos saturados y principalmente acidos grasos poliinsaturados
que son utilizados como suplementos nutricionales el campo médico y en la acuicultura.

Agradecimientos por apoyo financiero a Direccion de Investigacion U. de los Lagos, programa Acuicultura
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Marine actinobacteria from Chilean coasts: a prospective source for the
discovery of keratinases

Valentina Gonzalez?, Ricardo Valencia?, Pedro Valencia?, Beatriz Patricia Camara>.
(1) Ingenieria Quimica y Ambiental, Universidad Técnica Federico Santa Maria,
Valparaiso, CL

(2) Quimica/Centro de Biotecnologia, Quimica/Centro de Biotecnologia,
Universidad Técnica Federico Santa Maria

(Sponsored by Beca Doctorado Nacional CONICYT N° 21161188, Fondecyt Regular
N° 1171555, Conicyt PIA ACT172128)

Marine actinobacteria constitute an important source of industrial enzymes that can be employed for
the recovery of various added-value products with applications in biotechnological industries and waste
management. These strains can produce extracellular enzymes, which enable decomposition of various
materials. Among them are keratin-derived wastes, such as feathers of poultry processing plants, where
tonnes of feather residues are generated annually, leading to a serious environmental pollution problem.
Keratinases are a group of enzymes that can degrade keratin, providing an eco-friendly approach to
convert keratin wastes into valuable peptides. Seventy-three bacterial strains from our Chilean marine
actinobacterial culture collection, isolated from marine sediments, were analyzed for keratinase activity.
Isolates were screened for their ability to hydrolyze keratin in turkey feather agar plates. Strains exhibiting
large hydrolysis zones were grown in liquid culture medium containing feather as carbon and nitrogen
source. During culture growth, the enzymatic activity, sulfhydryl groups, and percentage of degradation
were measured. One strain that presented higher enzymatic activity was Streptomyces sp. G11C, isolated
from marine sediments from Golfo de Penas. The genome was sequenced with the Pacbio technology
(Macrogen) and assembled by Canu and Unicycler software yielding one single contig with a genome size
of 7 Mbp. Open reading frame prediction and genome annotation were acquired by Prokka, Eggnog, and
Pannzer. Then, the identification of extracellular protease and potential keratinase genes was performed.
194 protease genes were identified, of which 67 encode putative extracellular proteases. Subsequently,
these sequences were compared with known functional keratinase genes, and 17 genes were identified that
had some degree of similarity to these sequences. Of these, 11 genes encode for extracellular proteases
and possibly have keratinolytic activity. Finally, partial characterization of the crude enzymatic extract was
performed. Maximum keratinolytic activity was observed at 60°C and pH 9, and at least six protein bands of
SDS-PAGE showed enzymatic activity in a zymogram. We report a marine keratin-degrading streptomycete
and its ability to synthesize a set of proteases to degrade turkey feathers. Keratinolytic actinobacteria from
marine habitats could open new opportunities for the discovery of novel keratinases for application in
poultry processing industries.

Beca Doctorado Nacional CONICYT N° 21161188, Fondecyt Regular N° 1171555, Conicyt PIA ACT172128
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Production of novel biopolymers and unsterile bioprocessing using the Antartic
bacterial Pseudomonas frigusceleri MPC6 on low-cost substrates

Ignacio Poblete*.
(1) Centro de Bioinformatica y Biologia Integrativa, Ciencias de la Vida, Universidad
Andrés Bello

Ourdependence on petroleum-based materials hasimpelled the generation of a myriad of contaminants that
have profoundly contributed to deteriorating the environment from greenhouse gases to the accumulation
of persistent products such a synthetic plastics. Microbial biopolymers are sustainable materials that can be
synthesized through whole-cell fermentation of renewable feedstocks and wastes. Polyhydroxyalkanoates
(PHAs) are a family of industrial bioplastics obtained mainly from sugars and vegetal-derived fatty acids
where the production costs are still high as compared to petroleum-based plastics. In this work, | present
a novel PHA-producing Pseudomonas strain isolated from the Antarctic territory. Firstly, Pseudomonas
frigusceleri MPC6 has the ability to synthesize a novel PHA from raw glycerol —a waste byproduct from
the biodiesel industry. We developed a continuous PHA production process under unsterile conditions,
making a reduction of the energy expenditure during bioconversion. Moreover, P. putida H is well known
for its capacity to degrade various aromatic compounds. We engineered thecatechol degradation pathway
redirecting the carbon flux towards the meta-cleavage route, which leads to an improvement of PHA by
morethan 9o% as compared to the parental strain from benzoate. In addition, we developed a fed-batch
process attaining more than 30 (g/L) of biomass and 25% of the CDW as PHA, using for the first time benzoate
as the only C source. Taken together, this work contributes to accelerating the pace of development for
efficient bioconversion of waste glycerol and aromatics into sustainable biopolymers.

LignoValue (BMBF).
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Global surveillance of infectious diseases and antimicrobial resistance using
toilet waste from airplanes and urban sewage

Bent Petersen.
(1) Departamento de salud y bioinformatica, Bioinformatica, Universidad de
Copenhague

Bent Petersen hasabackgroundin Biotechnology and Bioinformatics and has been working in Bioinformatics
for the last 13 years. As a senior member of the Computational Biodiscovery group at the GLOBE Institute
University of Copenhagen, he is utilizing his thorough experience in machine learning to advance
projects that aim to decipher the medicinal potential of rainforests. BP brings in expertise in genomics
and metagenomics and work extensively with NGS data. BP will talk about two Antimicrobial resistance
(AMR) projects. Human populations worldwide are increasingly confronted with infectious diseases and
antimicrobial resistance spreading faster and appearing more frequently. Knowledge regarding their
occurrence and worldwide transmission is important to control outbreaks and prevent epidemics. AMR is a
serious threat to global public health and antibiotic resistance bacterial infections are predicted to kill more
people than cancer by 2050 with the cost of $100 trillion in healthcare. Successful and fast detection of
human health threatening genetic elements, infectious agents and resistance genes is the first step towards
a potential novel strategy for global surveillance. As a pilot project, we performed shotgun sequencing of
toilet waste from 18 international airplanes arriving in Copenhagen, from nine cities in three world regions
to track genes encoding antimicrobial resistance. Obtaining representative data on AMR for healthy human
populations is however difficult. From a surveillance point of view, urban sewage is attractive because it
provides sampling material from a large and mostly healthy population, which otherwise would not be
feasible to monitor. Here, we use metagenomic analysis of untreated sewage to characterize the bacterial
resistome from 79 sites in 60 countries. We find systematic differences in abundance and diversity of AMR
genes between Europe/North-America/Oceania and Africa/Asia/South-America. AMR gene abundance
strongly correlates with socio-economic, health and environmental factors, which we use to predict AMR
gene abundances in all countries in the world. We propose metagenomic analysis of sewage as an ethically
acceptable and economically feasible approach for continuous global surveillance and prediction of AMR.
MICROB-R

INICIATIVA CIENTIFICA MILENIO
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Entendiendo el fendmeno de resistencia antibacteriana en el cultivo de
salmones en Chile: *Hacia la Vision de Una Salud”

Jorge Olivares-Pacheco*3, Sebastian Higuera-Llantén3*, Felipe Vasquez-Ponce3?,
Juan Paras-Silva3?, Gerardo Gonzalez-Rocha *?, Andrés Opazo-Capurro®2.

(1) Laboratorio de Genética e Inmunologia Molecular, Instituto de Biologia,
Facultad de Ciencias, Pontificia Universidad Catolica De Valparaiso, Valparaiso, CL
(2) Laboratorio de Investigacion en Agentes Antimicrobianos, Facultad de Ciencias
Bioldgicas, Universidad de Concepcion, Concepcion, CL

(3) Nucleo Milenio para la Investigacion Colaborativa en Resistencia Antimicrobiana
(MICROB-R), CL

El cultivo de salmones en Chile es una de las principales actividades econdmicas. Sin embargo las
enfermedades infecciosas cada vez son mas comunes debido a las condiciones de cultivo utilizadas.
La principal enfermedad que afecta a los cultivos de salmones en Chile es provocada por una bacteria
intracelular facultativa llamada Piscirickettsia salmonis . A pesar que hasta hoy mas de 40 vacunas se han
desarrollado, ninguna de ellas es totalmente efectiva, por tanto la principal estrategia para su control es el
uso de antibidticos. Segun el informe de uso de antimicrobianos entregado por SERNAPESCA, desde el afio
2007 hasta el afio 2018 se han utilizado mas de 3.500 toneladas de antibioticos. Los pricipales antibidticos
utilizados para el control de esta enfermedad son el florfenicol y la oxitetraciclina. Con el fin de entender el
impacto del uso de estos antibidticos en nuestro grupo se determind la prevalencia de bacterias resistentes
a estos antiboticos en centros de cultivo con elevado uso de antibidticos y se comprard con la prevalencia de
bacteriasresistentes en centros libres de antibioticos. A suvez se determind silas bacterias resistentes a estos
antibidticos presentaban resistencia cruzada a los antibidticos de la familia de betalactamicos, principales
antibioticos utilizados en la medicina humana y a colistina, el Ultimo recurso utilizado en la clinica en la
actualidad. Uno de los principales resultados encontrados es que existe una seleccidon cruzada de bacterias
resistentes a los betalactamicos y colistina en los centros de cultivo con un mayor uso de antibidticos. Las
bacterias fueron encontradas en la microbiota intestinal de los peces, por tanto puede existir un riesgo de
consumo de bacterias resistentes por parte de las personas. Es por este motivo que es totalmente necesario
entender el fendmeno de resistencia a los antibidticos en el sistema de produccion de salmones en Chile,
para entender de esta forma los riesgos que podria tener el elevado uso de antibidticos en los salmones para
la salud humana y si estas bacterias pueden llegar a colonizar a las personas con el consiguiente riesgo de
que éstas se vuelvan portadoras de bacterias resistentes.

FONDECYT 11150858
Iniciativa Cientifica Milenio del Ministerio de Economia, Fomento y Turismo, Gobierno de Chile.
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S12 - Host-pathogen interactions: system based approaches for the
understanding of viral pathogenesis

Interplay between Viral and Host Transcription During Influenza Infection

Harm Van.
(1) Genetics and Genomic Sciences, Medicine, Icahn School of Medicine at Mount
Sinai, New York, US

The impact on the transcriptome and epigenome by pathogens that exploit cellular functions is largely
unknown. Influenza A virus (IAV) is critically dependent on host RNA transcription to provide capped mRNA
fragments that are used to prime viral mMRNA expression. By mapping cellular:viral RNA hybrids we show
that preferences for substrates starting with purines allow viral polymerases to avoid host transcripts
encoding proteins essential for translation. This selectivity is conserved among three cap-snatching viruses,
despite differences in polymerase domains and subcellular localizations, suggesting a common evolutionary
strategy to maximize viral fitness. We further demonstrate that capped nuclear RNAs are protected from IAV
capsnatching by the host nuclear cap-binding complex (nCBC) once they become elongated. This explains
why IAV polymerase needs to associate with nascent host RNAs before they are bound by the nCBC, and
may allow further manipulation of host processes at the epigenomic interface.

The Center for Research in Influenza Pathogenesis (CRIP), an National Institute of Allergy and Infectious
Diseases, National Institutes of Health funded Center of Excellence for Influenza Research and Surveillance
(CEIRS, contract # HHSN272201400008C).
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understanding of viral pathogenesis

The upper respiratory tract microbiome and the effects of influenza and
pneumonia

Christopher Dupont®.
(1) Microbial and Environmental Genomics Department, Environment and
Sustainability, J. Craig Venter Instiutute, San Diego, US

The native upperrespiratory tract (URT) microbiome likely plays arole in the severity of infectious respiratory
diseases. However the effects of influenza infection or pneumonia on the URT microbiome are largely
unknown. We performed a longitudinal study to assess the temporal dynamics of the URT microbiomes
of uninfected and influenza virus-infected humans and ferrets. Uninfected human patients and ferret URT
microbiomes had stable “heathy ecostate” communities both within and between individuals. In contrast,
infected patients and ferrets exhibited large changes in bacterial community composition over time and
between individuals. The “unhealthy” ecostates of infected individuals progressed towards the “healthy
ecostate” overtime, coinciding with viral clearance and recovery. Blooms of Pseudomonas were a statistically
associated constant in the disturbed microbiomes of infected individuals. The dynamic and resilient nature
of the microbiome during influenza virus infection in multiple hosts provides a compelling rationale for the
maintenance of the microbiome homeostasis as a potential therapeutic target to prevent IAV associated
bacterial co-infections. More recently, we have been examining effects of multiple types of pneumonia on
the upper respiratory tract microbiome in children using shotgun metagenomics, which has led to a more
detailed of the juvenile URT microbiome in the context of health and disease.

National Institute of Allergy and Infectious Diseases, National Institutes of Health, Department of Health
and Human Services under Contract Number HHNS272200900007C/ HHSN266200700010C and Grant
Number U19Al110819 and FONDECYT 1121172 and 1161791 from CONICYT
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Understanding the pathogenesis of human Influenza virus: a systems virology
approach

Medina Rafael A. *.
(1) Departamento de Enfermedades Infecciosas e Inmunologia Pediatrica, Facultad
de Medicina, Pontificia Universidad Catolica De Chile, Santiago, CL

Multiple factors can affect and impact infection dynamics and virulence produced by influenza virus (IV)
infections. Susceptibility factors and host responses can also have major effects in disease severity. It has
become apparent that innate and adaptive immune responses can modulate clinical evolution to infection,
which is directly and indirectly modulated by factors such as pre-existing conditions and host and virus
genetic background. Thus, a major leap forward lies in understanding and integrating global virus-host
interactions. To identify viral and host molecular markers of disease severity and outcome we investigated
IV diversity and evolution and host responses to infection. Hence, we evaluated the status of the innate
and adaptive immune responses, and established clinical parameters associated with poor outcome. A
comprehensive multiscale analysis of clinical metadata and cytokine profiling, revealed that comorbidities
such as arterial hypertension, chronic cardiovascular disease and obesity, together with early increased
expression of pro-inflammatory cytokines, including of IL-6, 8 and the anti-inflammatory IL-10, were
associated with severity. Additionally, we used next generation sequencing and developed bioinformatics
tools to investigate viral diversity and to evaluate different IV variants obtained from severe individuals.
We identified a number of transitional amino acid changes over time in functional sites. Notably, we found
two novel mutations of epidemiological relevance in the viral glycoproteins. The 1223M mutation on the
Neuraminidase was found to confer resistance to the antiviral oseltamivir, whereas a K180Q residue change
inamajorantigenicsite of the Hemagglutinin was found to contribute to the evasion of preexisting immunity
(antibody responses). These changes occurred independently in severe subjects and were detected as
mixed populations in sequential samples, indicating a dynamic change in the IV genome over time. Overall,
our systematic approach suggests that early aberrant immune responses and increased viral diversity in
susceptible individuals can play a crucial role in disease outcome. This translational virology approach allows
us to interrogate complex biological systems in depth, to define and dissect the global molecular processes
involved in viral infection and disease.

FONDECYT 1121172, 1161791 and PIA-ACT 1408 from CONICYT, the Chilean Ministry of Economy,
Development and Tourism, Pog/o16-F, the Center for Research in Influenza Pathogenesis (CRIP)
HHSN272201400008C and grant U19Al135972 both from NIH-NIAID
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Mini-taller "Ensayos de Gendmica Funcional basados Tn-seq y CRISPR/
Cas para estUdios de Biologia de la Infeccién"

Este taller presentara y discutira consideraciones practicas para disefiar experimentos y analizar datos para
ensayos de genética funcional utilizando las tecnologias de Tn-Seq y CRISPR/Cas, para estudiar la fisiologia
bacteriana y la virulencia de bacterias patdgenas humanas. Ademas de compartir vifietas de ensayos
genéticos publicados.

Waldor Matthew K
Brandon Sit, Alyson Warr, Bolutife Fakoya and Troy Hubbard Department of
Microbiology, Harvard Medical School, Boston MA

Alyson Warr
Brigham and Women'’s Hospital, Harvard Medical School

' Brandon Sit
Brigham and Women's Hospital, Harvard Medical School

Carlos Blondel
Instituto de Ciencias Biomédicas, Universidad Andrés Bello
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Coordina: Dra. Claudia Saavedra, Facultad de Ciencias de la Vida, Universidad Andrés Bello

Protedmica comparativa entre dos serovares de Salmonella enterica con diferente
invasividad

Martinez-Sanguiné AY*, D"Alessandro B*, Langleib M*, Portela M?, Duran R? Chabalgoity
JA*, Betancor L3, Yim L*

(1) Departamento de Desarrollo Biotecnoldgico, Instituto de Higiene, Facultad de
Medicina, Universidad de la Republica, Montevideo, URUGUAY

(2) Unidad de Bioquimica y Protedmica Analiticas, Instituto Pasteur de Montevideo,
URUGUAY

(3) Departamento de Bacteriologia y Virologia, Instituto de Higiene, Facultad de Medicina,
Universidad de la Republica, Montevideo, URUGUAY

Los serovares Enteritidis y Dublin de Salmonella enterica estan estrechamente relacionados a nivel genomico,
pero difieren significativamente en su virulencia y epidemiologia. S. Enteritidis es un serovar de amplio rango de
hospedadores que comUnmente causa gastroenteritis autolimitada en humanos, mientras que S. Dublin estd adaptado
al ganado bovino pero puede infectar humanos resultando a menudo en enfermedad invasiva. Para investigar factores
proteicos que contribuyan a estos comportamientos diferenciales, realizamos un analisis protedmico comparativo
entre aislamientos clinicos de cada serovar, crecidos en condiciones que simulan el ambiente intestinal (GMC- baja
aerobiosis, elevada osmolaridad y presencia de acidos grasos de cadena corta y salesbiliares). Usando LC-MS/MS,
identificamos 1,936 y 1,989 proteinas en S. Dublin (SDu) y Enteritidis (SEn), respectivamente. En SDu, la expresion de
270 proteinas fue significativamente mayor que en SEn, mientras que se identificaron 299 proteinas sobreexpresadas
significativamente en SEn respecto a SDu. El proteoma de SDu demostrd estar enriquecido en proteinas vinculadas
a la respuesta a varias condiciones de estrés (acido, oxidativo y osmdtico), como las encontradas en los tejidos del
hospedero, asi como a virulencia. Por otro lado, el proteoma de SEn contenia proteinas relacionadas con las vias
del metabolismo anaerdbico central ausentes en SDu. A diferencia de lo que se ha observado en otros serovares
extra-intestinales, en S. Dublin los genes codificantes para estas vias no estan ausentes o degradados, lo que
sugiere diferencias en la regulacion de la expresion génica. Los niveles de ARNm revelaron diferencias similares a las
protedmicas para 17 de los 20 genes analizados. Remarcablemente, estas diferencias fueron evidentes en GMC pero
no cuando las bacterias se cultivaron en condiciones optimas de laboratorio. Construimos mutantes nulos simples y
dobles en los genes que codifican para tres proteinas de respuesta a estrés enriquecidas en SDu los cuales se analizaron
en el modelo murino de salmonelosis invasiva. Nuestros resultados demuestran que las proteinas no caracterizadas
YgaU eYciF, asi como Dps, contribuyen a lainvasividad de los serotipos Dubliny Enteritidis. También demostramos que
S. Dublin expresa mayores niveles de proteinas relacionadas con respuesta a estrés, y que es significativamente mas
resistente a condiciones ambientales hostiles que S. Enteritidis, lo que postulamos contribuye a la mayor virulencia
exhibida por el primero.
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The emerging Salmonella Typhimurium ST213 genotype in Mexico displays
distinctive accessory genome elements

Silva Claudia ?, Calva Edmundo?, Fernandez-Mora Marcos?, Puente José L.%,

Vinuesa Pablo?

(1) Microbiologia Molecular, Instituto de Biotecnologia, Universidad Nacional Auténoma de
México, Cuernavaca, MX

(2) Ingenieria Gendmica, Centro de Ciencias Gendmicas, Universidad Nacional Autonoma
de México, Cuernavaca, MX

The Salmonella enterica serovar Typhimurium sequence type 213 (5T213) emerged as a predominant genotype in
Mexico. ST213 strains were found both in ill and healthy humans, as well as in pork, beef and chicken meat sources,
from four representative geographic regions across the country (Sonora, San Luis Potosi, Michoacan and Yucatan).
ST213 strains were characterized by A) the presence of multidrug resistance (MDR) IncA/C plasmids, which were
of Type | (~150 kb; carrying or not the blaCMY-2 gene) or Type Il (~100 kb; lacking the blaCMY-2 gene), and B) the
lack of the Salmonella virulence plasmid (pSTV), which is commonly found in other Typhimurium strains (1, 2). The
complete genome of ST213 strain YU3g showed a 89 kb plasmid (pYU39_89) containing bacteriophage-related genes
(3), suggesting the presence of a lysogenic phage with a plasmid lifestyle, similar to the Escherichia coli P1 and D6
prophages. We used the nucleotide sequence of pYU39_89 to design a PCR typing scheme for the detection of Dé-like
prophagesinthe Mexican Typhimurium strain collection. Moreover, the complete nucleotide sequences for the D6-like
prophages of three additional ST213 strains were determined. Genome comparisons showed two prophage variants:
1) a complete prophage (p8g), containing homologous sequences for most of the genetic modules described in P1and
D6 phages, which most likely allow for the lytic and lysogenic lifestyles; and ii) an incomplete prophage (p75), lacking
a 15 kb region containing morphogenesis genes, suggesting that it is defective. Statistically significant associations
were found between these three variables: 1) the two prophage variants (p75 or p89), 2) the type of IncA/C plasmids
(Type | or Il), and 3) the geographic isolation regions (Sonora, San Luis Potosi, Michoacan and Yucatan), suggesting a
genetic structure composed of locally adapted subclones. We are exploring other accessory genome elements, such
as plasmids and chromosomally integrated prophages, in the eight complete genome sequences of Mexican ST213
strains, and compared with the ST213 genomes available at the EnteroBase. (1)Wiesner M, et al.2011. BMC Microbiol
11:9. (2) Wiesner M, Z et al.2009. BMC Microbiol 9:131. (3) Calva E, et al. 2015. GenomeAnnounc 3. This work was
supported by the Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (FC-2015-2/879; Edmundo Calva), and by the Direccion
General de Asuntos de Personal Académico (PAPIIT IN215119; José L. Puente).
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Sublinajes de Salmonella enterica serovar Enteritidis ST-11 en Uruguay: buscando las
bases de la capacidad epidémica

D’Alesandro Brunoz, Bisio Julieta?, Iriarte Andrés?, Chabalgoity Alejandro?, Yim Lucia?,
Betancor Laura*
(1) Instituto de Higiene, Facultad de Medicina, Universidad de la Republica, Uruguay.

Salmonella enterica subespecie enterica es una causa principal de enfermedad trasmitida por alimentos en todo
el mundo. De los mas de 1600 serovariedades existentes, unos pocos prevalecen ampliamente, diseminandose de
forma epidémica. En particular, serovar Enteritidis prevalece como causa de epidemias en Uruguay desde 1995, con
ciclos de mayor o menor prevalencia en comparacion con otros serovares. Analizamos los genomas de un conjunto
de mas de 60 cepas aisladas en Uruguay en diferentes periodos de tiempo, y encontramos que la amplia mayoria
de las cepas pertenecen a 2 sublinajes diferentes del ST11, que denominamos tipo E1 y tipo E2. En los periodos de
mayor cantidad de brotes epidémicos, predominan las cepas de tipo E2, mientras que las E1 parecen estar igualmente
representadas a lo largo del tiempo. Estos dos linajes también son prevalentes entre los genomas disponibles de
Brasil y de Argentina, y circulan en regiones mas distantes en proporcion minoritaria. Identificamos un conjunto de
variantes alélicas asociadas a cada uno de los linajes. Tres genes (ycdX, pduD y hsdM) presentan variantes conducen
a la produccion de proteinas truncadas en las cepas del linaje E1. Otros 4 genes (ybiO, yiaN, aas y aceA) presentan
variantes especificas para el linaje E2. La evaluacion fenotipica utilizando diferentes condiciones de estrés oxidativo,
osmotico y acido muestran que existe heterogeneidad entre los aislamientos y que aquellas cepas aisladas de brotes
epidémicos resultan ser mas resistentes. Las cepas del linaje E1 no son capaces de utilizar el propanediol como fuente
de carbono y resisten en menor proporcion las distintas condiciones de estrés. Hipotetizamos que esta combinacion
particular de variantes alélicas puede estar relacionada con la capacidad de de ciertas cepas de serovar Enteritidis
para diseminarse epidémicamente. Agradecimiento: Comision sectorial de investigacion cientifica, Universidad de la
Republica
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Recombinant human monoclonal antibodies as therapy against Andes hantavirus

Maria Ines Barria*, Jose Luis Garrido*?, Felipe Bravo?, Joseph Prescott?, Mario Calvo#, Williamson Brandi N5,
Heinz Feldmanns.

(1) Microbiologia, Ciencias Biologicas, Centro de Biotecnologia, Universidad de Concepcion, Concepcion, CL
(2) Ichor Biologics LLC, US

(3) Comparative Immunology of Risk Group-4 viruses, Center for Biological Threats and Special Pathogens,
Robert Koch Institute , Berlin, DE

(4) Institute of Medicine, Universidad Austral de Chile, Valdivia, CL

(5) Laboratory of Virology, National Institute of Allergy and Infectious Diseases, National Institutes of Health,
Rocky Mountain Laboratories, US

Hantavirus cardiopulmonary syndrome (HCPS) caused by Andes hantavirus (ANDV) is a severe disease
that results in around 36% case-fatality rate in humans. Currently, there is no specific treatment or vaccine;
however, several studies have indicated that generation of neutralizing antibody responses correlates with
survival of HCPS. Our aim was to develop human monoclonal antibodies (mAb) against ANDV-glycoprotein
(GP) and evaluate their potential as post exposure therapy at different stages of infection using the Syriam
hamster HCPS model. Recombinant IgG antibodies isolated from a neutralizer responder previously
infected with ANDV were cloned, produced and characterized. For the in vivo protection experiment, Syriam
hamsters were challenged with 200 focus-forming units (FFUs) of ANDV and administrated intraperitoneally
with isotype control (5omg/kg) or a combination of two mAbs (25mg/kg JL16 + 25mg/kg MIB22). Hamsters
were monitored daily for signs of disease and survivors were euthanized and sera and lung were collected
for analysis. Two mAbs, JL16 and MIB22, recognized ANDV-GP and neutralized ANDV using pseudoviral
particles and full replicative virus. Moreover, our data suggest that both mAbs bind different regions on the
ANDV-GP and that mAb JL16 posses a higher relative affinity than MIB22. In examining the post-exposure
efficacy of the mAbs in the Syrian hamster model of ANDV-induced HCPS, the combination of both mAbs
protected 100% of animals from a lethal challenge even when the mAb cocktail was administrated 5 days
post-infection. Interestingly, the combination of mAbs protected 50% of animals even when they were
administrated at day 8-10 post-infection. These data suggest that combination therapy of JL16 and MIB22
mADbs could be an effective post-exposure treatment for patient infected with ANDV.

FONDECYT 11140561, FONDEF ID14110084, FONDEF ID14120084, FONDEQUIP EQM1500631, Ichor Biologics
and Intramural Research Program of the National Institute of Allergy and Infectious Diseases.
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Experiencias y desafios en el uso de bacteriéfagos como antimicrobianos

Roberto Bastias®.
(1) Instituto de Biologia, Facultad de Ciencias, Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso, Valparaiso, CL

Los bacteridfagos son las entidades bioldgicas mas abundantes del planeta, en el ambiente juegan un rol
importanteregulandolascomunidadesbacterianasylaevoluciondesusbacteriashospederos.Recientemente
haresurgido laidea de utilizar los bacteriéfagos como antimicrobianos naturales contra bacterias patdgenas
asociadas a distintas areas como salud humana, inocuidad alimentaria, acuicultura y agricultura. En nuestro
grupo hemos explorado esta idea y los distintos desafios que presenta su implementacion, como lo son
la proliferacion de bacterias resistentes, o el desarrollo de mecanismos eficientes para la administracion
y produccidon de bacteriofagos. Nuestra investigacion se ha centrado principalmente en bacteriéfagos
contra bacterias del género Vibrio que afectan a la industria acuicola, y bacteriéfagos contra Pseudomonas
syringae pv. actinidiae (Psa), causante del cancro bacteriano del kiwi que ha afectado durante los Ultimos
anos a este sector industrial en nuestro Pais. Experimentos realizados con la bacteria Vibrio anguillarum y
el bacteridéfago litico CHOED, que ha sido utilizado exitosamente para prevenir la Vibriosis en salmonidos,
revelaron que este fago puede ademas favorecer la diversificacion de esta bacteria, y que la resistencia al
fago no necesariamente esta asociada a una disminucion en la virulencia de las bacterias resistentes. Esto
refuerza la necesidad de estudiar en detalle los distintos sistemas bacteridfagos-bacteria antes de su posible
aplicacion real. Del mismo modo, hemos observado que la encapsulacion en esferas de alginato puede ser
una buena alternativa para aumentar la viabilidad de los bacteriéfagos, y también pueden ser utilizadas
como un sistema de dosificacion para sistemas de recirculacion en acuicultura. Por otro lado, nuestro equipo
también ha desarrollado un cdctel de fagos capaz de reducir el dafio producido por la bacteria Psa en plantas
de kiwi en condiciones de invernadero. Asi mismo, hemos desarrollado un medio de cultivo alternativo para
esta bacteria, que permite la produccion de estos fagos en forma mas eficiente en términos econdmicos y
productivos. Nuestra experiencia sugiere que los bacteridfagos pueden ser utilizados exitosamente como
antimicrobianos en acuicultura y agricultura, sin embargo, aun se requiere investigacion que permita su
aplicacion real.

FONDEF IDa15l20032



Congreso

Simposio Nuevos Socios

Microbial community dynamics and microbial dark matter in a unique human-impacted ecosystem in
Patagonia

Katterinne Mendez N*, Sergio Guajardo-Leiva*, Eduardo Castro®.

(1) Center for Bioinformatics and Integrative Biology, Facultad de Ciencias de la Vida, Universidad Andrés
Bello, Santiago, CL

(Sponsored by ECN Would Like To Thank George Washington University?s High-performance Computing
Facility, ColonialOne, For Providing Data Storage, Support, And Computing Power For Genomic Analyses
(colonialone.gwu.edu).)

Humans have affected the Earth System in indelible ways, in what has been dubbed a new epoch in Earths
geological history, the Anthropocene. This new epoch is characterized by humans recent, yet profound,
influence on the global environment ranging from biogeochemical cycles to the evolution of life. Human
industrial activity is one of the factors contributing to these long-lasting effects on the Earth System,
where food animal production, e.g., animal husbandry and aquaculture, plays a vital role. Here, we reveal
the composition, structure, and function of microbial communities of the Comau Fjord (42°S) and discover
marked seasonal changes notable even at the Phylum level, including Dark Matter taxa (e.g., high levels
of Thaumarchaeota, Cyanobacteria, and Actinobacteria phyla in Winter, as opposed to high levels of
Verrucomicrobia, Proteobacteria, and Bacteroidetes in Summer). We detect consistent signals of antibiotic
resistance genes, including against antibiotics used in aquaculture. With more than 70 samples (20 M
reads on average), we were able to reconstruct > 100 high-quality microbial genomes, which combined
with single-cell sequencing and Hi-C genomes, comprise the most extensive collection of fjord genomes
available to date. Altogether, we were able to associate taxonomic composition with environmental drivers
such as temperature and salinity and to identify microbial lineages that carry antibiotic resistance genes and
mobile genetic elements.

ECN was funded by "CONICYT-FONDECYT de iniciacion en la investigacion 11160905"



Congreso

Simposio Nuevos Socios

Human metapneumovirus (HMPV) and respiratory syncytial virus (RSV) coinfections in immortalized
cell lines: when two is not better than one

Nicolas Cifuentes-Mufioz?, Rachel Thompson?, Tyler Kinder?, Rebecca Dutch>.

(1) Instituto de Ciencias Biomédicas, Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad Autonoma de Chile,
Santiago, CL

(2) Department of Molecular and Cellular Biochemistry, College of Medicine, University of Kentucky,
Lexington, US

Human metapneumovirus (HMPV) and respiratory syncytial virus (RSV) are two of the most important
pediatric respiratory pathogens worldwide. Infections by these viruses can lead to bronchiolitis and
pneumonia, with estimations of >57,000 hospitalizations for RSV and 20,000 hospitalizations for HMPV
in the US annually. Reinfections throughout lifetime are frequent, as well as viral coinfections, but only
clinical data is available for these occurrences. However, no FDA approved vaccines are available against
either RSV or HMPV. As members of the Pneumoviridae family, HMPV and RSV genomes are negative-sense
single-stranded RNA. Our previous efforts have described the role of inclusion bodies (IB) as the cytosolic
organelles for HMPV genome replication. The role of IBs in replication of RSV has been described by others
as well. In this work, we aimed to study the replication of HMPV and RSV in the context of viral coinfections.
To quantitatively detect viral coinfections, we generated a recombinant mCherry-HMPV, and used it in
conjunction with arecombinant GFP-RSV to coinfectVero, LLCMK2 and BEAS2B cells, and analyzed them by
flow cytometry. Our results indicate that occurrence of coinfected cells was low, with RSV replicating faster
and to higher titers than HMPV. Interestingly, a closer inspection of coinfected cells using fluorescence in
situ hybridization revealed the presence of IBs where VRNA from both viruses were found. As pneumovirus
IB formation can be achieved by coexpression of the nucleocapsid (N) and phosphoprotein (P) for both
HMPV and RSV, we cotransfected cells with different combinations of these plasmids. Our data shows that
RSV can use either N or P from HMPV to partially form IB-like structures, but conversely HMPV cannot use
RSV proteins for IB formation. Our results are the first description of viral coinfections at the cellular level,
and highlight important interactions between two important respiratory pathogens.

NCM is funded by Fondecyt Inicio 11180269
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Estudio del virus de la Anemia Infecciosa del Salmon (ISAV): Desde su aislamiento hasta el
entendimiento de sus mecanismos de evolucion

Marcelo Cortez-San?, Matias Cardenas?, Javiera Alarcon?, Claudia Galleguillos?, Sofia Michelson*, Margarita
Montoya?, Jorge Toledo?, Yesseny Vasquez-Martinez3.

(1) Biologia, Quimica y Biologia, Universidad de Santiago de Chile, Santiago, CL

(2) Fisiopatologia, Ciencias Bioldgicas, Universidad de Concepcidn, Concepcion, CL

(3) Escuela de Medicina, Ciencias Medicas, Universidad de Santiago de Chile, Santiago, CL

Para Chile como productor mundial de salmones los ataques de patdgenos afectan la produccion. En el afio
2007 la anemia infecciosa del salmdn (ISA) causo la denominada “Crisis del Salmon”. El agente etioldgico
es el Isavirus o ISAV, Orthomyxoviruscon 8 segmentos de ssSRNA(-) como genoma. El segmento 6 codifica
para la proteina Hemaglutinina-Esterasa, proteina de union al receptor celular. Esta proteina posee en el
tallo una regidn altamente polimorfica (HPR), observandose la existencia de diferentes largos de la region
dependiendo de la cepa viral analizada. Es destacable que las cepas mas prevalentes durante los brotes
fueron aquellas que tenian regiones HPR mas cortas, cultivables en lineas celulares establecidas y a las
cuales se les denomind ISAV HPRD, siendo el ISAV HPR7b el mas prevalente. En contraste aquellos virus
ISA detectados en baja carga, avirulentos y no cultivables presentan una region HPR de largo completo
denominandose HPRo, los cuales hoy son altamente prevalentes, existiendo la hipdtesis que ISAV HPRo
es precursor de ISAV HPRD virulentos. Estos antecedentes sugieren que el segmento 6 es el principal
factor de virulencia, no descartando que en ISAV otros segmentos puedan ser factores de virulencia. Para
dilucidar esto desarrollamos el primer sistema de genética reversa para ISAV que permitiria producir virus
sintéticos y realizar reordenamientos artificiales del segmento 6 para asi crear hibridos de ISAV usando
la base genética de la cepa HPR7b. En los virus obtenidos se observd una evolucion de la region HPR en
los sucesivos pasajes. Los analisis mostraron inéditos genotipos HPRs desde ISAV HPR2 y 3 en el pasaje
1, pero destacandose que genotipos HPR7b, 2, y 14 evolucionaron a HPRo en el tercer pasaje. En cambio,
HPR3 y HPR10 evolucionan a HPR7b y 2 respectivamente. Esto se deberia al movimiento de secuencias de
hasta 11nt explicando la formacion de HPR, en particular, se observan fendmenos de insercion/delecion de
secuencias cortas desde los segmentos 1, 5, 6 y 8 que permitieron elaborar una modelo de recombinacion
del tipo "Template Switching” para la génesis de la region HPR que contradice la hipdtesis de ISAV HPRo
avirulento como precursor de HPRA virulento.

Proyecto FONDECYT 1161006 (CONICYT); MECESUP-USACH USA1555, DICYT, DGT-VRIDEI (USACH).
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Updates on the microbial ecology of extreme environments

Sara Cuadros-Orellana®.
(1) Centro de Biotecnologia de los Recursos Naturales, Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales,
Universidad Catolica Del Maule

The study of extreme environments has helped us understand some of the mechanisms underlying the origin
of life on Earth and those that govern the complex dynamics of modern microbial communities. Extreme
environments (hypersaline, hyperacid, hyperthermal, among others) represent good model systems for
studying microbial ecology, since the strong selective pressures have shaped the communities inhabiting
these environments, affecting their evolutionary history and influencing their ecological relationships in
general. Earth’s most extreme environments also represent important analogues for life off Earth. In this
talk, some of the advances in this area, the contributions of our research team and some possibilities for
research on extremophiles in Chile will be presented.

Vale S.A. (#1786221), Fondecyt Regular (#1181773), Universidad Catdlica del Maule (#434223)
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The origin of lager yeast and its link with Tierra del Fuego

Francisco Cubillos*, Nespolo Roberto F?, Villarroel Carlos A*, Wladimir Mardones®.
(1) Biology Deparment, Chemistry and Biology Faculty, Universidad De Santiago De Chile
(2) Instituto de Ciencias Ambientales y Evolutivas, Universidad Austral de Chile, Valdivia, CL

Saccharomyces eubayanus represents the missing cryotolerant ancestor of lager yeast hybrid and can be
found in Patagonia in association with Nothofagus forests. The limited number of isolates and associated
genomes available has prevented to resolve the S. eubayanus origin and evolution. In our lab we have
isolated more than 200 strains from twelve sampling sites along 2,000 km distance in Chile. We sequenced
the genome of 82 strains and, together with other 25 available genomes, we revealed the presence of three
main Patagonia-B lineages together with dozens of admixed strains distributed in three mosaic clusters. The
PB-1 lineage isolated from Tierra del Fuego exhibited the highest genetic diversity compared to the other
lineages, suggesting a successful adaptation to cold temperatures in extreme environments and greater
inbreeding rates in Tierra del Fuego. Overall, the Patagonian lineages, particularly southern populations,
showed a greater global genetic diversity compared to Holarctic and Chinese lineages, supporting the
scenario of a S. eubayanus colonization from Patagonia and then spread towards northern and western
regions, including the Holarctic (North America and China) and New Zealand. Interestingly, fermentative
capacity (in beer wort) and maltose consumption resulted negatively correlated with latitude, indicating a
better fermentative performance in norther populations. Genetic improvement of these strains allowed us
to obtained new yeasts with greater fermentation capacities and new organoleptic profiles, demonstrating
its potential in the brewing industry. Our genome analysis together with previous reports in the sister
species S. uvarum strongly suggests that the S. eubayanus ancestor could have originated in Patagonia
or the Southern Hemisphere, rather than China, yet further studies are needed to resolve this conflicting
scenario. Understanding S. eubayanus evolutionary history is crucial to resolve the unknown origin of the
lager yeast and might open new avenues for biotechnological applications.

FONDECYT 1180161
Millennium Institute for Integrative Biology (iBio)
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Diversidad clonal y susceptibilidad antimicrobiana de aislados de C. difficile derivados de pacientes
con diarrea asociada a antibioticos del hospital Dr. Hernan Henriquez Aravena de Temuco

Alejandro Cuevas®, Hadelberth Machmar?, Carla Concha3, Vijna lllesca*.

(1) Unidad de Microbiologia Clinica, Departamento de Ciencias Preclinicas, Facultad de Medicina,
Universidad de La Frontera, Temuco, CL

(2) Carrera de Tecnologia Médica, Facultad de Medicina, Universidad de La Frontera, Temuco, CL

(3) Unidad de Infectologia, Hospital Dr. Hernan Henriquez Aravena, Temuco, CL

(4) Subdepartamento de Laboratorio Clinico, Departamento de Apoyo Clinico y Diagndstico, Hospital Dr.
Hernan Henriquez Aravena, Temuco, CL

Clostridioides difficile (C. difficile, anteriormente Clostridium difficile) es uno de los principales agentes
infecciosos asociados a la atencion de salud en adultos. La aparicion de cepas hipervirulentas y cepas
resistentes a antibidticos se han asociado a grandes brotes intrahospitalarios incidiendo en la tasa de
mortalidad y los costos asociados al manejo de esta infeccion. Asi, el objetivo de este trabajo fue evaluar
la diversidad clonal y susceptibilidad antimicrobiana de aislados de C. difficile derivados de pacientes con
diarrea asociada a antibioticos del Hospital Regional Hernan Henriquez Aravena de Temuco (HHHA).
Metodologia: Pacientes adultos hospitalizados en el HHHA, con cuadro clinico compatible con una infeccidn
asociada a Clostridioides difficile(ICD), fueron evaluados durante el afio 2018. Se obtuvieron heces diarreicas
que fueron sembradas en el medio selectivo CCFA 5% sangre de cordero para obtener colonias aisladas. El
perfil de toxinas de las cepas aisladas se evalué por PCR multiplex, con primers especificos para los genes
tcdA. tcdB, cdtA y cdtB, utilizando el gen 2165 como control interno. Las cepas toxigénicas fueron tipificadas
por ribotipificacion por PCR, utilizando controles de los ribotipos mas frecuentes reportados en nuestro
pais. Finalmente, la susceptibilidad antimicrobiana a metronidazol y vancomicina se realizé por dilucion
en agar, segun lo especificado por el manual M11-A7 del CLSI. Resultados: Se evaluaron 381 muestras
diarreicas derivadas de un cuadro compatible con ICD, de las cuales un 7,9% (n=30) fueron confirmadas como
toxigénicas. Entre ellas, un 40% (n=12) presentd toxinas binarias, sinembargo, no se detectod la cepa 027 entre
las muestras analizadas. No se detectaron cepas relacionadas, predominando clones locales, detectandose
en un caso el ribotipo 012 anteriormente descrito en brotes de nuestro pais. Cabe destacar que 2 pacientes
Finalmente, no se detectd resistencia al antibidtico vancomicina, sin embargo, un 40% (n=12) de las cepas
mostro resistencia a metronidazol. Conclusion: No se detectaron brotes intrahospitalarios por alguno de
los ribotipos prevalentes descritos en estudios anteriores en nuestro pais, sin embargo, se evidencié una
inusual resistencia a metronidazol, lo cual debe ser confirmado con estudios complementarios.

Proyecto Dl17-0084, Direccion de Investigacion, Universidad de La Frontera.
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Virulence factors of Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa) Biovar 3: Phytopathogen responsible of
bacterial canker in Kiwifruit plants

Oriana Flores?*, Camila Prince?, Mayra Mérida*, Maria Isabel Rodriguez-Escudero?, Maria Molina?, Victor
Jiménez?, Dionisia Sepulvedas3, Victor Cifuentes 3, Jorge Araya*, Roberto Bastias *.

(1) Grupo de Biologia de Bacteridfagos e Interacciones Microbianas, Laboratorio de Microbiologia,
Instituto de Biologia, Facultad de Ciencias, Pontificia Universidad Catdlica De Valparaiso, Valparaiso, CL
(2) Departamento de Parasitologia y Microbiologia, Facultad de Farmacia, Universidad Autdnoma de
Madrid, Madrid, ES

(3) Departamento de Ecologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile, Santiago, CL

Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa) is the causal agent of bacterial canker of kiwifruit that has caused
severe economic losses in Italy, China, New Zealand, and Chile. The Psa Biovar 3 (Psa-V) group includes the
most virulent strains in this species; however their virulence mechanisms are not entirely understood. In this
work, we characterized Psa-V isolates obtained from Chilean Kiwifruit orchards, according their phenotype
and considering different virulence factors such as motility, phytohormone production, and their repertoire
of type Ill effector genes, which were studied in a yeast heterologous expression system. Our results show
thatall Psaisolates are highly homogenous in their growth, antimicrobial resistance, and biofilm production,
but present differences in their biochemical profile and one stain (Psa889) have a reduction in their motility.
Interestingly, Psa889 causes a reduced number of necrotic spots in Kiwifruit leaves in comparison with
Psa743 and Psa5g8 isolates. These strains were sequenced showing that Psa889 harbor mutations in genes
implicated in cell-wall recycling and quorum sensing, which could be related to the lower virulence and
motility. Our analysis show, for the first time in this pathovar, that all the isolates are able to produce the
phytohormone indole-3 acetic acid, which has been related to virulence in other phytopathogens. 27 type llI
effectors genes were identified and cloned in galactose inducible yeast plasmid, and six of them displayed
growth inhibition or lethal phenotypes in yeast transformants. However, an analysis of fluorescence
microscopy suggests that these effectors do not alter actin cytoskeleton, mitochondria distribution and
endosomal trafficking in the yeast. Induction of MAPKs stress pathways, cell wall integrity (CWI) and high
osmolarity glycerol (HOG) were also analyzed in transformants yeast, showing effectors can reduce yeast
viability in osmotic and cell-wall stress conditions, while HopAl1 effector can attenuate the activation of
HOG and CWI pathways under prolonged exposition to the stress inductor. This study represents the most
extended analysis of Chilean Psa isolates performed to date and the first functional characterization of type
lll effectors in this pathovar. Our results contribute to the understanding of the molecular mechanisms ruling
the virulence of this important phytopathogen.

FONDECYT POSTDOCTORADO 2017 N°3170567, FONDEF IDEA N° ID15120032
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Structure and association networks in microbial communities across an altitudinal gradient in the
Atacama Desert

Mauricio Alejandro Gonzalez*.

(1) Unidad de nutricion Basica, Instituto de Nutricion y Tecnologia de los Alimentos, INTA., Universidad de
Chile

(Sponsored by Center For Genome Regulation, FONDAP 15090007. )

Association networks have been used to examine putative ecological interactions among microbial OTUs
or ‘nodes’, as well as their associations to physicochemical and nutritional variables. These network
associations provide a graphic visualization of potential relationships between microorganisms (positive
and negative interactions, representing co-presences and mutual exclusions, respectively), providing a
starting point for further investigations on the ecological mechanisms underlying the establishment and
maintenance of microbial structures. In this work, we tried to identify some of these factors by comparing
two microbial co-occurrence networks representing bacterial soil communities from two different sections
of a pH, temperature and humidity gradient occurring along a western slope of the Andes in the Atacama
Desert. We observed that a fraction of association patterns identified in the co-occurrence networks
are persistent despite large environmental variation. This apparent resilience seems to be due to: (1) a
proportion of OTUs that persist across the gradient and maintain similar association patterns within the
community and (2) bacterial community ecological rearrangements, where an important fraction of the
OTUs come to fill the ecological roles of other OTUs in the other network. Actually, potential functional
features suggest a fundamental role of persistent OTUs along the soil gradient involving nitrogen fixation.
Conclusion & Significance: Our results allow identifying factors that induce changes in microbial assemblage
configuration altering specific bacterial soil functions and interactions within the microbial communities in
natural environments.

FONDAP 15090007.
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Trayectorias evolutivas de las mutationes que confieren resistancia a aminoglicdsidos en Escherichia
coli

Claudia Ibacache?, Juan Carlos Oliveros3, Alejandro Couce?, Jesus Jesus Blazquez3.

(1) Centro de MicroBioinnovacion, Escuela de Nutricion y Dietética, Facultad de Farmacia, Universidad de
Valparaiso

(2) Université Paris Diderot, FR

(3) Centro Nacional de Biotecnologia, ES

(Sponsored by PAl79170114. DIUV-CIDI 4/2016. REIPI RD16/0016/0009. FIS Pl13/00063 )

La resistencia a los antibidticos es uno de los principales problemas de salud publica, generando 700.000
muertes al ano a nivel mundial. En este contexto, es de especial interés conocer las trayectorias evolutivas
a través de las cuales las bacterias susceptibles desarrollan resistencia a los antibioticos disponibles
en la practica clinica. Entre los antibioticos mas importantes en la salud humana se encuentran los que
pertenecen alafamilia de los aminoglicdsidos, los cuales se utilizan para el tratamiento infecciones causadas
por patdgenos gram negativos como Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. Este trabajo evaluod las
mutaciones y trayectorias evolutivas que confieren resistencia a los aminoglucésidos en cepas de E. coli
con fenotipos normo e hipermutadores, utilizando gentamicina como modelo de mutaciones. A partir de
lo anterior se determind que tanto el fenotipo normomutador como el hipermutador pueden desarrollar
resistencia a aminoglicosidos a través de mutaciones, alcanzando concentraciones minimas inhibitorias >
1,000 veces mayor que sus ancestros. La secuenciacion del genoma completo de las cepas resistentes a
la gentamicina y de sus ancestros reveld que todos los microordanismos resistentes presentaban diversas
mutaciones en cinco elementos genéticos comunes: fhuA, fusA y los operones atpIlBEFHAGDC, cyoABCDE'y
potABCD. En contraste con estudios recientes, en este trabajo la tasa de mutaciones afecto principalmente
la velocidad (tempo) pero no el patron (modo) de evolucion: ambos fondos adquirieron las mutaciones en
el mismo orden, aunque la cepa con fenotipo hipermutador lo hicieron mas rapido. Lo anterior se relaciona
a que el paisaje de mutaciones en la evolucion hacia la resistencia a altas concentraciones de gentamicina
sea relativamente suave, con pocos maximos locales; lo cual podria ser una caracteristica comun entre los
antibidticos para los cuales la resistencia involucra mutaciones multiples loci.

REIPI RD16/0016/0009, FIS Pl13/00063, Becas Chile Doctorado en el Extranjero (72110933), Consejo
Nacional de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica (CONICYT) Chilean Government, DIUV-CIDI 4/2016 and
PAl79179114 (CONICYT).
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Identification of a compound with antiviral activity against HSV present in some mouthwash products

Pablo Alberto Gonzalez*.
(1) Genética Molecular y Microbiologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Pontificia Universidad Catdlica De
Chile

Herpes simplex viruses (HSVs) type 1 (HSV-1) and type 2 (HSV-2) are highly prevalent in humans and
infections are lifelong. Nearly 70% of the world populationis infected with HSV-1, while approximately 10%is
infected with HSV-2. Although 10-20% of the individuals that are infected with these viruses manifest clinical
symptoms, the remaining 80-90% that are asymptomatic nevertheless shed infectious particles throughout
their life, promoting new infections in the population. The most typical clinical manifestation produced by
HSVs are skin lesions, yet infections with these viruses can also lead to more severe diseases, such as life-
threatening encephalitis or permanent blindness. Although several antivirals are currently available against
HSVs, which can reduce disease severity and avoid death, these drugs are somewhat ineffective for some
clinical manifestations and thus, novel strategies that boost the host antiviral response against HSVs, or
new antivirals that directly target these viruses are needed. At present, we have identified a compound with
antiviral activity against HSV present in some mouthwash products. This compound limits HSV replication
likely by interfering with NF-KB activation in infected cells and viral gene transcription. Hopefully, these
findings may contribute to the addition of novel strategies to treat HSV infections and reduce the burden
these viruses produce.

The Millennium Institute on Immunology and Immunotherapy, grant number Pog/016-F.
FONDECYT grant numbers 1140011 and 1190864 from CONICYT Chile.
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¢Son las especies de Vibrio una amenaza real en condiciones ambientales variables, que podrian
representar un potencial riesgo tanto para la sanidad animal como para la salud de las personas?

Carmen Lopez-Joven*.
(1) Instituto de Medicina Preventiva Veterinaria, Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Austral De
Chile

Fenomenos climaticoscomo “EINifio”y "LaNifa”, producen cambios enlas condicionesambientales bidticas
y abidticas, consideradas componentes clave de las especies patdgenas de Vibrios (PVS) que generan brotes
tanto a organismos marinos como a humanos. Ademas, en la Ultima década, las floraciones de algas nocivas
(HAB) han aumentado sustancialmente en el sur de Chile, siendo responsables de la mortalidad de animales
marinos vertebrados e invertebrados, al liberar la toxina paralitica de mariscos (PST), que aumenta la
susceptibilidad de los moluscos tanto a los patdgenos como a sus depredadores. Se llevo a cabo un estudio
de campo longitudinal (17 meses) para determinar la prevalencia, distribucion espacial y temporal de PVS
asociadas a M. chilensis, y su dinamica en dos areas marinas del sur de Chile (Region de Los Lagos y Region
de Los Rios). Complementariamente, se determind la presencia y abundancia de fitoplancton y zooplancton
local en la columna de agua para estudiar las potenciales interacciones in situ entre PVS y las especies
locales que podrian actuar como reservorios potenciales de PVS. Finalmente, se llevara a cabo una infeccion
experimental en un ambiente controlado con un dinoflagelado toxico (Alexandrivm catenella) para estudiar
su impacto en la susceptibilidad de los moluscos para responder a una infeccion por vibrios patdgenos.
Estos resultados aumentaran el conocimiento sobre la abundancia, la ecologia y las caracteristicas de PVS
presentes en dos zonas importantes tanto en produccién como en consumo de mariscos del pais.Y ayudaran
al Programa de Monitoreo y Evaluacion Ambiental.
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Investigacion traslacional en enfermedades infecciosas. Del mesdn a la cama del paciente

Jose M Munita*.
(1) Enfermedades Infecciosas, Medicina, Universidad del Desarrollo

En el presente simposio desarrollaremos temas a traves de los cuales se releva la importancia de la
investigacion basica y traslacional para impulsar cambios en la medicina clinica al lado de la cama del
paciente y de los problemas de la cadena productiva. Para hacer esto, usaremos ejemplos de proyectos
de investigacion que se encuentran en camino de dar soluciones creativas a problemas de gran relevancia
clinica y/o productiva. Los titulos de las charlas y nombres de conferencistas a continuacion: Andres Opazo
Capurro, Univ. de Concepcion - MICROB-R Titulo: Investigacion de la cama del paciente al mesén y vice
versa en infecciones bacterianas Aniela Wozniak, Facultad de Medicina Pontificia Universidad Catdlica de
ChileTitulo: El camino hacia una vacuna contra Streptococcus pyogenes Andrea Moreno Switt, Universidad
Andrés Bello - MICROB-R Titulo: Fagoterapia en el manejo de Salmonella en la industria productiva

Millennium Initiative for Collaborative Research On Bacterial Resistance (MICROB-R) Millennium Science
Initiative, Ministerio de Economia, Gobierno de Chile.
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Production a unique biopolymer from Natural and engineered bacteria

Nicolas Pacheco®.
(1) CBIB, Ciencias de la vida, Universidad Andrés Bello

The pollution resulting from the excessive use of petroleum-based plastic has generated a worldwide alert
and the urgent need to replace these types of materials. In this regard, microbial biopolymers arise as an
environmental-friendly alternative to this issue. Biopolymers are biodegradable macromolecules produced
by microorganisms under nutritional imbalance or shortages of certain inorganic nutrients. Within the
limited current range of biopolymers, the polyhydroxyalkanoates (PHAs), which have a structure of the
polyoxoesters, are considered as the future substitute for petrochemical plastic, due to their similar physical
and mechanical characteristics. To date, several natural PHA producing bacteria have been described, as well
as the metabolically engineered strains to optimize biopolymer production as well as its chemical backbone.
One of the biggest challenges is to reduce the production costs of biopolymers, mainly focused on using low-
cost raw materials as well as boosting the yields of bacterial strains used in their production. Considering
the aforementioned background, this work shows the production of novel and unique biopolymers of the
PHAs type from two different biocatalysts; an Antarctic isolate of the genus Pseudomonas sp, which has the
capacity to produce a very specific PHA in a wide range of temperature. By applying metabolic engineering
of the central and fatty acid metabolism of Pseudomonas putida KT2440, a PHA with altered monomer
compositions was obtained in batch cultures. In addition, glycerol was utilized as the sole source of carbon,
a by-product of the biodiesel industry. Taken together, this work demonstrates that the use of novel
bacterial isolates and the rewiring of the metabolic network of well studied Pseudomonas strains enable
the diversification of the portfolio of novel biopolymers from cheap substrates, thus contributing to the
bioeconomy.

This study was funded by CONICYT (Fondecyt Inicio 11150174) to I.P-C, scholarship provided by Doctorado
en Biotecnologia (UNAB), and from the Chilean Antarctic Institute (INACH) (RT_51-16) to A.E.M.
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Selective biodesalination of seawater mediated by ureolytic bacteria and MICP

Mariella Rivas?, Dayana Arias>*, Grecia Villca>.
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Copper mining in Chile is mainly developed in the northern part of the country, where fresh water is a scarce
resource, therefore seawater has become a powerful alternative to be used in mineral processes; however,
reverse osmosis desalination is an expensive process favoring the use of seawater without desalinating,
what presents disadvantages caused by ions such as Ca and Mg which are the main problem, for example
in the flotation of molybdenite minerals. Microbially induced calcium carbonate precipitation (MICP) or
bacterial-mediated biomineralization represent a feasible alternative for the selective precipitation of ions
from seawater, for this purpose the use of ureolytic and halophilic (and/or halotolerant) bacteria has great
advantages. By using the Christensen urea method, various ureolytic bacteria were selected from the salt
flats at the Atacama Desert. Through the SEM-EDX and DRX analyses, its ability to precipitate crystals,
mainly monohydrocalcite and struvite (31-66% and 24-27% respectively) was determined. Of those, Bacillus
subtilis LN8B removes up to 97% calcium and 63% soluble magnesium from seawater in 14 bioassay days.
Additionally, a calcification reactor was designed and built, and an experimental design was carried out
determining the best conditions for its operation. Finally, B. subtilis LN8B was immobilized in PVA beads
demonstrating the same efficiency in biodesalinating seawater compared to free bacterium. Subsequently,
biodesalinated water (or biologically pretreated) was used in mineral processes of sedimentation and
flotation, effectively demonstrating that the absence of these ions and the permanence of NaCl favors
these processes.

Anillo Project ACM170005 Tailing & Seawater
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Evaluation of myeloid-derived suppressor cells (MDSC) recruitment to airways during human
Metapneumovirus infection in mice
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Introduction: Human Metapneumovirus (hMPV) is one of the most common agents causing acute lower
respiratory tract infections (ALRTIs) in newborns and children under 5 years. hMPV infection is associated
with the production of IL-6 and TNF-asecretion in the lung and an inadequate Th-2 T cell profile. In addition,
the effect of the hMPV infection in dendritic cells (DCs) promotes a reduction in CD4+ T cell activation.
However, there are a subset of immune cells, called Myeloid-derived suppressor cells (MDSC), which is a
group of anti-inflammatory cells that trigger an inhibitory effect on the activation of T cells, modulating
a dual role in the severity of the several diseases caused by pathogens. The possible role of MDSC and
hMPV-infection is unknown. Aim: To evaluate the contribution of MDSC in the pathology induced by hMPV
infection. Methods: Mice were infected with hMPV and cells from the lungs collected were evaluated by
flow cytometry. Results: We found an early increase of this MDSC in the lungs of hMPV infected mice,
whose recruitment was correlated with an increase in infection parameters in these animals. Additionally,
a specific dynamic of other innate immune cells recruited to airways was found, which is related on the
presence of this MDSC population. Conclusion: To our knowledge, this is the first study that describe the
presence of MDSCs during hMPV infection in the airways.

Acknowledgment: FONDECYT POSTDOCTORADO 3190590, FONDECYT Regular 1170964, 1190830,
Millennium Institute on Immunology and Immunotherapy.
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Differences of the intestinal microbiome between obese dogs and normal weight,using next-
generation sequencing

Pamela Thomson?, Carla Flores?, Rodrigo Santibanez*, Daniel Garrido™.
(1) Ingenieria Quimica y Bioprocesos, Ingenieria, Pontificia Universidad Catdlica De Chile
(2) Clinica Veterinaria Los Avellanos, CL

Obesityisamultifactorial nutritional disorderhighly prevalentindogs, bothindevelopedand underdeveloped
countries. It is estimated that over 40% of the canine population suffers from this disease, which manifests
itself in anincreased risk of suffering from chronic osteoarticular, metabolic and cardiovascular diseases. The
intestinal microbiome in obese animals presents differences in the relative abundance of different phylos,
changesthat have been related to the ability to obtain energy from food via fermentation and increasing the
bioavailability of carbohydrates present in the diet. In our country there are no investigations related to this
topic, so the objective of this study was to compare the intestinal microbiome of obese and normal weight
adult dogs. Twenty clinically healthy dogs were studied: 10 obese and 10 normal weight, classified according
to their body condition. DNA was extracted from a stool sample, followed by massive sequencing of the
16S rRNA gene and bioinformatic analysis. The clinical study revealed statistically significant differences
between the operational taxonomic units (O.T.U.) between both groups when analyzing major phylos:
firmicutes and bacteroidetes. These results raise the need to continue research that relates the metabolic
pathways used by these microorganisms and how they are associated with obesity.
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HIV-1 is the etiologic agent of human immunodeficiency syndrome. Once that HIV-1 genome integrated
into the genome of the infected cell, the synthesis of the 9-kb genomic RNA (gRNA) is produced. Early
during viral gene expression, the gRNA undergoes alternative splicing generating a set of fully and partially
spliced transcripts. In the late-stage, the gRNA is exported to the cytoplasm and used as an mRNA for the
synthesis of the structural protein Gag and the viral enzymes. Gene expression from the gRNA is highly
dependent on the viral protein Rev, which promotes nuclear export and translation of this viral transcript.
The activity of Rev on nuclear export is achieved through interactions with the host karyopherin CRM1 and
the function of Rev in translation is expected to be exerted through the specific recruitment of host factors
such as translation initiation factors. However, the precise composition of these Rev-dependent mRNP
complexes has never been characterized. In this work, we have reported two translation initiation factors
that interacting with Rev and the HIV-1 gRNA. Moreover, we have characterized the specific host RNAs
that are part of the Rev-dependent mRNP complex. Our results showed that the CBP8o binds Rev and the
gRNA in the nucleus and the cytoplasm. We have also demonstrated that Rev interacts with the translation
initiation factor 4Al (elF4Al), which translocates to the nucleus and cooperates with Rev to promote the
Gag synthesis. Furthermore, to identificate the Rev-associated transcriptome, we have performed an
immunoprecipitation and RNA-seq. As results, we have determined the cellular RNAs that participate in
the Rev-dependent mRNP complex. The most represented RNA belong to the classification of protein_
coding (sequence that contains an ORF) and, interestingly, lincRNA (Long intergenic non-coding RNA). In
conclusion, our results provide evidence to understand the molecular mechanisms of the Rev-dependent
MRNP complex.

FONDECYT 1160176, FONDECYT 3160091, FONDECYT 11180621
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Nueva Aproximacion para disminuir la resistencia antimicrobiana, mediada por bombas de expulsion,
en patdgenos de importancia médica
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Lasbacteriassonlosprincipalesagentesetioldgicosdeenfermedadesinfecciosassituacidnquesetraducetanto
en pérdidas humanas como econdmicas. Este problema se ve agravado debido a que estos microorganismos
han venido desarrollando multiples mecanismos de resistencia a los agentes antimicrobianos. Las bacterias
poseen varios mecanismos que les otorgan resistencia a los antimicrobianos. Uno de los mas importantes
es la expresion controlada de proteinas denominadas “bombas de expulsidn”, las que expulsan activamente
el antibidtico fuera de la bacteria. Estas bombas son proteinas localizadas en la membrana citoplasmatica
ubicacion que es compartida junto con muchas otras proteinas. Un ejemplo son las permeasas, las cuales son
inducidas para la incorporacion de azucares alternativas, distintas de glucosa. Debido a que la Membrana
Interna bacteriana (MI) es un espacio limitado y la sobreexpresion de proteinas especificas puede cambiar,
es predecible que las bombas de expulsion también cambien su ocupacion en la MI. Por lo tanto, en este
trabajo estudiamos si la sobreexpresidn de proteinas de MI, distintas de bombas de expulsidn, producen
una interferencia con la resistencia mediada por sistemas de expulsion, incrementando consecuentemente
la susceptibilidad hacia distintos compuestos antimicrobianos. Nuestros estudios muestran que cuando
crecemos bacterias en xilosa (una pentosa que ingresa a la bacteria via la permeasa inducible XylE) como
Unica fuente de carbono disminuye la resistencia antimicrobiana mediada por bombas de expulsion. De esta
manera bacterias multirresistentes tales como: S. Typhimurium, P. aeruginosa, A. baumannii, K. pneumoniae
presentan mayor susceptibilidad a Paraquat, Meropenem, Tetraciclina, Cloranfenicol respectivamente
cuando xilosa es la Unica fuente de carbono presente en el medio de cultivo. Luego, nuestro siguiente paso
fue evaluar la efectividad de combinar xilosa con antibioticos para tratar infecciones de piel producidas por
bacterias multirresistentes en ratones. Nuestros resultados muestran que la mezcla de Tetraciclina-Xilosa
y Cloranfenicol-Xilosa produjo una menor recuperacion de A. baumanniiy K. pneumoniae multirresisrentes
desde la piel infectada de ratones, en comparacion a los ratones sélo tratados con antibioticos o sélo
tratados con xilosa. En conclusion, la mezcla de xilosa y antibidtico podria ser un tratamiento efectivo contra
infecciones producidas por bacterias multirresistentes.

UNAB Regular DI-4-17RG
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One of the most interesting traits of viruses is the amazing structural diversity of their genomes. This
feature turns even more complicated the analysis intended to characterize complex samples where many
families of viruses may be present. In the specific case of segmented viral genomes an additional step for
their reconstruction is the association of segments that could configure a complete genome in the context
of multiple segments mixes. Rotaviruses have a genome that includes eleven segments of dsRNA. Direct
next generation sequencing (NGS) of sewage samples usually provides many sequences matching each
segment, so, in the absence of additional information regarding circulating strains, supplementary criteria
are needed to associate segment sequences into complete genomes. This task is further complicated when
considering the new reassortant strains described in the literature reflecting the combinatorial essence
of Rotaviruses to increase its natural variability. After shotgun metagenomic sequencing using short-read
technology, the data can be assembled into contigs, providing bigger sequences that can span complete
segments. After mapping the reads to the reconstructed sequences, the coverage of each sequence can
be calculated, even to nucleotide resolution. With this in mind, we hypothesized that the segments of a
Rotavirus strain in a sample, given its equal stoichiometry, will provide similar patterns of coverage, at least
for segments of similar sizes. To test our model we developed a pipeline, feed with reconstructed Rotavirus
contigs and its reads source files, to generate a report of probability of associated sequences based on the
contigs coverage and a non-parametric statistical test. We applied our strategy to previously archived NGS
experiments and to samples of sewage from Santiago, Chile. Our results show that, as expected, many
segments with low coverage have multiple possible associations, but dominant sequences have almost
unique patterns of association, leading to the reconstruction of information spanning big portions of viral
genomes. Despite its inherent caveats, our assays allow to provide insights about the circulating viruses in
our country, not only from human sources.

Fondecyt # 1181656.
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;Tienen un valor pronostico la expresion génica, actividad enzimatica y presencia de variantes
genéticas de adenosina desaminasa (ADA) en la gravedad de adultos con neumonia adquirida en
comunidad?
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Adenosinadesaminasa (ADA)catalizaladesaminaciondeadenosinay participaeneldesarrolloy proliferacion
de linfocitos. Disminucion en su actividad por mutaciones pueden producir inmunodeficiencias. En perfiles
de expresion génica entre adultos con neumonia adquirida en la comunidad (NAC) graves respecto a no
graves se detecto una menor expresion de ADA, pero se desconoce su actividad enzimatica y alteraciones
genéticas asociadas a gravedad en NAC. En este estudio se determind, en adultos chilenos con NAC, la
expresion génica (veces de cambio: Vc) de ADA mediante transcripcion inversa-PCR tiempo real (n: 62) y
variantes genéticas mediante secuenciacion (n: 20) en muestras sanguineas. Ademas, se evalud la actividad
de ADA (n:54) mediante un ensayo enzimatico (Diazyme Laboratories, Inc.) y concentracidon de adenosina
mediante ELISA (n: 34) en suero y plasma. Se incluyeron 10 adultos sin sintomatologia respiratoria (ASN).
Se realizdo hemograma y se usaron las escalas pronosticas de Fine y CURB65 para categorizar gravedad
(grave: NAC-G; no grave: NAC-NG). La expresion génica fue menor en NAC respecto a ASN (Vc: 0,20; p:
0,027) y entre NAC grave versus no grave, aunque no significativa (escala Fine NAC-G: 28; NAC-NG: 34, Vc:
0,81; escala CURB65 NAC-G:14; NAC-NG:48; Vc: 0,47). En este grupo NAC (n:62), el recuento de plaquetas
fue menor en NAC-G (mediana: 184000/ul) respecto a NAC-NG (mediana: 288000/ul; p: 0,033). No hubo
diferencia en el recuento linfocitario. La actividad enzimatica sélo fue diferente entre NAC (mediana: 1,390
U/L) y ASN (mediana: 2,595 U/L) en muestras de suero (p: 0,044). La concentracidn de adenosina fue mayor
en ASN respecto a NAC (medianas: 37,89 y 26,12 ng/ml, respectivamente; p:0,004). No se encontraron
diferencias en la actividad enzimatica o concentracion de adenosina entre NAC-G y NAC-NG en plasma
o suero. En el analisis genético se detectaron adultos NAC heterocigotos (NAC-G:2; NAC-NG:1) para
tres polimorfismos en zonas intrénicas: rsg79089 (C/T), rs6031679 (G/T) y rs6031678 (G/A). Por el numero
muestral no se pueden asociar con gravedad. Hay una expresion disminuida de ADA en adultos NAC pero
no se asocia a una actividad enzimatica disminuida ni a gravedad. Tampoco detectamos variantes genéticas
con relevancia en el sitio catalitico.

Fondecyt 1171643
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Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is in part, associated with high-risk human papilloma virus 16 (HPV16)
infection. The viral life cycle implies the expression of two viral oncoproteins, E6 and E7 that promote
degradation of key regulators of apoptosis and cell cycle: p53 and pRb. It has been suggested that HPV
contributes to poor prognosis of this disease by acting directly on the nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells (NF-kB) pathway to induce a metastatic phenotype. Previously, we have found
that HPV16 E7 oncoprotein promotes an increase of pirin levels, a regulator of NF-kB. In addition, since
pirin protein positively regulates epithelial-mesenchymal transition (EMT) and migration, this is associated
with tumor progression. However, signaling pathways and mechanisms involved are unclear. Methods.
Molecular markers associated to the oncogenic role of HPV16 E7 were evaluated using transcriptase-
reverse quantitative PCR (RT-qPCR) and Western Blot (WB). In addition, migration ability of the cells was
evaluated using transwells. On the other hand, we performed Luciferase reporter assays for evaluating NF-
kB activation. Finally, EGFR/MAPK activation was evaluated by WB and Proteome Profiler Human Phospho-
Kinase Array Kit. Results. Our data suggest that EGFR and PI3K/AKTz are involved in PIR regulation induced
by E7, mainly related to response to oxidative stress. We also show that EGFR/PI3K/AKT is activated in the
presence of HPV16 E7. Through the use of reporters and array kit we observed that HPV16 E7 regulates the
activation of NF-kB. Conclusion. These findings suggest that HPV16 E7 requlates PIR/NF-kB and EGFR/
PI3K/AKT1 pathways in human oral cells. The characterization of the mechanism involved in PIR activation
opens the possibility of new therapeutic targets in HPV-associated oral cancer.

Proyecto fodecyt 1161219
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Caracterizacion de cepas chilenas de Salmonella Infantis obtenidas de planteles avicolas: analisis de
relacion clonal y resistencia a antibidticos

Cristobal Romero*3, Génesis Pineda*3, Saldias Maria Esther?, Salazar Juan Carlos3, Cecilia Toro3

(1) Escuela de Tecnologia Médica, Facultad de Medicina, Universidad de Chile

(2) Departamento Laboratorios y Estaciones Cuarentenarias, Unidad Bacteriologia Pecuaria, Servicio
Agricola Ganadero SAG

(3) Programa de Microbiologia y Micologia, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile

cristobal.romero@ug.uchile.cl

Introduccion: Salmonella enterica serotipo Infantis es un patdgeno emergente que tiene gran importancia
tanto en la cadena productora de alimentos como en salud publica a nivel mundial, debido al aumento en la
prevalencia en carnes de aves y cerdos. En Chile hay pocos estudios que describan las cepas que circulan en
nuestro pais. Materiales y métodos: Se determind el patron de susceptibilidad a 11 antibidticos en 60 cepas
chilenas de S. Infantis, obtenidas desde planteles avicolas de dos regiones del pais y a una cepa de origen
inglés, mediante antibiograma. Se estudio lapresenciade los genesaadAz, floR, bla, ,,grupo 9, dfrAz, dfrA8,
dfrA14, suli, tetA, Int1 e Int2 por PCR convencional. Se determind la presencia y organizacion de cassettes
genéticos asociados a los Integrones clase 1y clase 2 utilizando combinaciones de partidores. Finalmente se
realizo electroforesis en campo pulsado (PFGE) con la enzima de restriccion Xbal para establecer la relacion
clonal. Resultados: El 100% de las cepas chilenas estudiadas (n=60) resultd multirresistente a tres o mas
antibidticos, con resistencia a Tetraciclina, Estreptomicina y Acido Nalidixico simultdneamente, mientras
que la cepa inglesa fue pansensible. Se detecto la presencia de Integron clase 1y los cassettes aadAz, tetA
y sulz en las 60 cepas. El 70% de las cepas presento el gen dfrA14, el 60% bla_,, ,, grupo 9y el 78% el gen
floR. La presencia de cada gen estudiado tiene directa relacion con el respectivo fenotipo de resistencia.
El Integrdn clase 1 contiene aadAz en su region variable y el Integron clase 2 contiene dfrA14. Mediante
PFGE se observo que todas las cepas presentaron una similitud mayor al 9o%, distribuidos en 2 pulsotipos,
uno de ellos asociado a la presencia del integron clase 2. Conclusiones: Las cepas chilenas de S. Infantis
obtenidas de planteles avicolas son genéticamente muy relacionadas entre si y presentan multirresistencia
a antibidticos. La caracterizacion de estas cepas permite contar con informacion relevante no solo para el
area de salud publica sino también para la industria avicola.
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Evaluacion de los extractos vegetales EV1 y EV2 como antimicrobianos y su potencial uso en el
control de la infectividad de Piscirickettsia salmonis
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En la actualidad el excesivo uso de antibioticos para el tratamiento de enfermedades, ha llevado a la
generacion de multiples bacterias resistentes, lo que dificulta la tarea de eliminarlas. En Chile, la industria
salmonicultora es una de las que mas antibidticos utiliza para combatir patogenos acuicolas, siendo el
patdgeno Piscirickettsia salmonis una de las principales preocupaciones, debido a las grandes pérdidas
econdmicas que este genera. Considerando estos antecedentes resulta de mucha importancia encontrar
compuestos que sean capaces de contrarrestar el dafio generado por los microorganismos patégenos y que
asuvez ayuden a disminuir la cantidad de antibidticos utilizados en las distintas industrias. Por tal motivo en
estetrabajo se propuso estudiarel efectode EV1yEV2 dosextractos vegetales como antimicrobianos, y surol
en el control de la capacidad infectiva de P.salmonis. Para ello se evalud la sensibilidad de algunos patdgenos
que infectan plantas, peces y humanos, a los extractos vegetales, mediante el método de Kirby-Bauer. Se
estimd la Concentracion minima inhibitoria (CMI) de los extractos por si solos y en conjunto con antibidticos,
y se realizaron infecciones en lineas celulares para evaluar citotoxicidad. Los resultados demostraron que
ambos extractos oleosos vegetales generan halos de inhibicion de crecimiento bacteriano, en comparacion
con los antibidticos comUnmente utilizados para cada microorganismo; los valores mas bajos de CMI de
los extractos fueron en el patdgeno acuicola P.salmonis; la CMI de Florfenicol (antibiotico predilecto contra
P.salmonis) presenta una disminucidn en conjunto con cada extracto, producto de una sinergia entre ellos; y
los extractos no generan citotoxicidad enlineas celulares de peces. Lo que permite concluir que los extractos
oleosos vegetales estudiados presentan actividad antimicrobiana y que en sinergia con Florfenicol son una
alternativa para su potencial uso en el control de las infecciones por P.salmonis favoreciendo la disminucion
en el uso de antibidticos en la salmonicultura.

Agradecimientos al proyecto Fondecyt 1170342.
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Gram-positive bacteria, such as Streptococcus pyogenes, use their adhesive pili to attach to host cells during
early stages of a bacterial infection. These extracellular hair-like appendages experience mechanical stresses
of hundreds of picoNewtons; however, the presence of an internal isopeptide bond prevents the protein
from unfolding. Here, we designed a peptide to intervene in the formation of the isopeptide bond on the
pilin Spyo128 from Streptococcus pyogenes, preventing folding and rendering the Spyo128 susceptible to
protease digestion. By using a combination of protein engineering and single-molecule force spectroscopy,
we demonstrate that the isopeptide-blocker peptide interferes with the formation of the isopeptide bond.
While the intact Spyo128 is inextensible under mechanical forces, the intervened Spyo128 is completely
extensible and lacks of mechanical stability. We propose that this isopeptide-blocker affords a novel strategy
for mechanically-targeted antibiotics which, by blocking the folding structure of bacterial pili, could prevent
the colonization of infectious microorganisms.

This work was supported by the National Institutes of Health Grants GM116122 and HL61228 (to J.M.F.) and
FONDECYT Inicio 11180705 (to JARP)



Congreso

CL3-1

Salmonella Typhimurium is able to survive HOCI-related stress inside neutrophils through the
modulation of transcription factor ArcA target genes
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Once pathogens such as the intracellular bacteria Salmonella Typhimurium are phagocyted by neutrophils,
as part of the host’s innate immune response, they face an intense oxidative burst mediated the enzyme
Myeloperoxidase, and as a consequence the major toxic compound released in this phagosome is
hypochlorous acid (HOCI). Thus, to evaluate the participation of the Transcription Factor ArcA as gene
regulator when the bacteria is under HOCI related stress and therefore relevant during this part of the
infection cycle, we carried out a whole transcriptomic evaluation (RNAseq) of S. Typhimurium facing 1 mM
of sodium hypochlorite (NaOCl) on wild type and mutant strains (14028s and the arcA mutant respectively),
we found several metabolic pathways that are enriched in the mutant strain, namely: lysine and fatty acid
degradation, oxidative phosphorylation, as well as pyruvate, propanoate, arginine and proline metabolism.
Furthermore, we evaluated the expression of genes from these pathways from the same bacteria strains
but harvested from infected neutrophils and validated the results found in vitro and determined that these
same metabolic routes are regulated by ArcA inside the phagocyte. Also, we evaluated oxidative stress-
related damage on the bacterial cells inside the neutrophil and found that the mutant strains are more
prone to membrane peroxidation and protein carboxylation suggesting a relevant role of ArcA in the
pathogen defense against this toxic compound. We conclude that the Transcription Factor ArcA is necessary
for S. Typhimurium’s survival inside neutrophils, mainly through the adaptation of the pathogen’s central
metabolism.

FONDECYT 1160315, Beca Doctorado Nacional CONICYT 2015



Congreso

CL3-2

Effect of Hemoxigenase 1 (HMOX1) modulation in the severity of Salmonella enterica serovar
Typhimurium infection in mice

Sebastian P. Valentina?, Salazar Geraldyne A%, Catalina Pardo-Roa?*, Schultz Barbara M.?, Farias Modnica
A, Manuel Alvarez-Lobos**, Gonzalez Pablo A.%, Kalergis Alexis M.3*, Bueno Susan M.}

(1) Genética Molecular y Microbiologia, Ciencias Biologicas, Millenium Institute on Immunology and
Immunotherapy, Pontificia Universidad Catolica de Chile

(2) Gastroenterologia, Escuela de Medicina, Pontificia Universidad Catdlica de Chile

(3) Endocrinologia, Escuela de Medicina, Pontificia Universidad Catdlica de Chile

valesebastian.g@gmail.com

Background. The main virulence trait of Salmonella Typhimurium (S. Typhimurium) is the ability to avoid
immune response of the host, generating systemic and persistentinfections. One of the immunomodulatory
molecules expressed by the host that has arole in bacterial clearance isHeme oxygenase 1 (HMOX1). HMOX1
is an enzyme that catalyzes heme degradation, releasing Fe3+, biliverdin and carbon monoxide (CO). The
role of HMOXa during S. Typhimurium infection is not clear and previous studies show contradictory results.
In this study, we proposed to evaluate the effect of HMOX1 modulation in a mouse model of acute and
persistent S. Typhimurium infection. Methods. To achieve this, we induced HMOXz1 expression and inhibit
HMOX1 enzymatic activity in mice by treatment with cobalt protoporphyrin (CoPP) and tin protoporphyrin
(SnPP), respectively, prior or after infection with S. Typhimurium. Clinical score was measured daily. At the
end of experiments bacterial loads and inflammation were measured. Mice were euthanized at day 5 post-
infection (pi) in the acute infection model. For persistent infection, all mice were treated with antibiotic at
day 3 pi for 3 weeks, and then euthanized at day 38 pi. Results. Our results show that infected mice that were
treated with CoPP (STm-CoPP) and SnPP (STm-SnPP) tend to survive more and present a reduced clinical
score, ascompared to infected-untreated mice (STm-Veh). Infected and CoPP treated mice have reduced ifng
and il-10 expression in liver and spleen, as compared to STm-SnPP group. These mice also showed reduced
bacterial load at 5 days pi in spleen, gallbladder and feces, in contrast to STm-SnPP mice that have similar
bacterial load than STm-Veh mice. In persistent infection, STm-CoPP group have significantly less bacterial
load compared with STm-Veh and STm-SnPP mice when treated prior infection. When the treatment was
performed after infection, STm-CoPP group did not show presence of the bacteria in tissues. Conclusions.
Our results show that HMOX1 induction have an important effect in bacterial clearance, survival and
persistence in mice infected with S. Typhimurium, in both models, acute and persistent, suggesting the
importance of understanding the mechanisms behind the immunomodulatory and bactericidal effects of
this enzyme.

Millenium Institute on Immunology and Immunotherapy, Pog/16-F, MINECON. Fondecyt 1100971, 1170964
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Piscirickettsia salmonis is the most important health problem in the Chilean aquaculture industry. However,
the biology of its infective cycle is poorly known. Recently, it has been suggested that P. salmonis infects and
replicates within macrophages avoiding its lysosomal degradation. Lamentably, the lysosomal acidification
andfunctionalityhavebeenpoorlycharacterized. Inthiswork, we proposetoanalyzethetranscriptomicprofile
and evaluate the functionality of lysosomes of Atlantic salmon macrophages infected by P. salmonis. The
transcriptomic profile of Atlantic salmon macrophages infected by P. salmonis was obtained by a microarray
analysis using the Salmon Immunity and Quality 15k custom array platform (GPL16555). The lysosome pH
and the proteolytic activity of macrophages infected by P. salmonis were analyzed using the LysoSensor
Yellow/Blue™ probe and the DQ™-BSA-Green probe respectively by confocal microscopy. The relationship
between lysosomal activation and P. salmonis replication was determined by a gentamicin protection assay.
As result, the transcriptomic profile obtained from macrophages infected by P. salmonis shows changes
in the transcript expression of genes related to the endocytic pathway and the lysosomal process. When
we analyze the lysosomal response of infected cells, we observed that pH was maintained neutral and
presents low proteolytic activity, similar to the obtained in non-infected macrophages. Interestingly, P.
salmonis survive and replicate within Atlantic salmon macrophages. Altogether, the results showed that the
infection of P. salmonis induces a limited lysosomal response which may be associated with host immune
modulation mechanisms to ensure bacterial survival.

Start-Up 101205-UMayor; FDP PEP |-2019082-UMayor, FDP PEP I-2019073, Fondecyt Iniciacion
11150807, CONICYT PFCHA/Beca doctorado en Chile/2019-21191135, REDES CONICYT 180097
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Acidithiobacillus thiooxidans es una bacteria azufre-oxidante que juega un rol en el consorcio de lixiviacion de
sulfuros metalicos por accion microbiana. En muchas bacterias, la formacion de biopeliculas es dependiente
de la via del Quorum Sensing (QS) y de los niveles del segundo mensajero diguanilato ciclico (c-di-GMP).
Previamente, se caracterizo en At. thiooxidans ATCC 19377 una via funcional del c-di-GMP, la cual incluye
38 genes relacionados con la sintesis, degradacion y receptores de este mensajero. Uno de los receptores
identificados es ortologo a la proteina PelD de Pseudomonas aeruginosa, la cual es producida el operdn pel
que codifica para un complejo proteico involucrado en sintesis del exopolisacarido PEL. Este exopolisacarido
ha sido caracterizado como participante en el fenotipo de formacion de biopeliculas en P. aeruginosa. Por lo
tanto, en base a estos antecedentes se decidio indagar acerca del posible rol que tendria PEL en la formacion
de biopeliculas en At. thiooxidans. Mediante ingenieria genética, se desarrollé una cepa mutante de At.
thiooxidans DpelD incapaz de producir PEL. Observaciones mediante microscopia electronica revelaron
que la cepa DpelD sufre un cambio en la estructura de su biopelicula con un aumento en la produccion de
estructuras fibrilares. Diferentes analisis bioquimicos indicaron que este cambio estructural se acompana
de una reduccion del contenido de azucares de superficie y un aumento del contenido de proteinas totales
en las biopeliculas. El analisis transcriptémico de las cepas silvestre (WT) y mutante reveld un aumento
en los niveles de transcripcion del gen flaB (flagelina) en las células DpelD adheridas comparando con
planctdnicas, mientras que en células WT se observo una disminucion estos niveles en células adheridas.
Finalmente, se observd que la mutacion DpelD impide la respuesta positiva de At. thiooxidans a la presencia
de moléculas senales de QS y en favor de la adherencia a superficie de sustratos energéticos sélidos como
el azufre. En base a estos resultados se propone que en At. thiooxidans, |as vias del c-di-GMP y el QS podrian
estar interrelacionadas. Ademas, la ausencia de PEL en las biopeliculas en células DpelD adheridas sugiere
la existencia de una respuesta compensatoria que requiere ser caracterizada.

Financiamiento: Proyecto Fondecyt Regular 1160702
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Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB del inglés plant growth-promoting bacteria) han
sido propuestas desde los go’s como una potencial alternativa a la fertilizacion quimica en agricultura.
Recientes estudios han revelado comunidades bacterianas caracteristica para cada especie vegetal planta,
nicho en la planta (rizosfera, enddsfera y fildsfera) y ambiente, incluyendo ambientes extremos de Chile.
En este estudio, se aislaron 42 bacterias desde la enddsfera de raices y hojas de plantas crecidas en la
Patagonia (Gaultheria mucronata, Hieracium pilosela) y el Desierto de Atacama (Distichis spicata y Pluchea
absinthoides). En primer lugar, la presencia de diversos mecanismos PGPB, tales como la produccién de
auxinas, la capacidad de solubilizacion de fosfato, la actividad de 1-aminociclopropano-1-acido carboxilico
desaminasa (ACCD) y la halotolerancia (2-10% de NaCl), se evalud en cultivos celulares. En segundo lugar, la
presencia de genes relacionados con mecanismos PGPB, tales como ACCD (acdS) y fosfatasa (phoD, phoC
y phoX), se evalué mediante PCR. Finalmente, aislados presentando mecanismos PGPB fueron afiliados
taxondmicamente en base a las secuencias del gen 16S ARN ribosomal. Los resultados revelaron que el
84% de los aislados mostraron capacidad de solubilizacion de fosfato. La actividad de ACCD se observo
en todos los aislados (con un rango de 4.6 a 20.15 pmol de a-cetobutirato mg-1 h-1). La produccion de
la auxina acido indolacético fue observada en solo 4 aislados (con un rango de 0.1 a 1.3 mg L-1), pero la
mayoria de los aislados produjeron otras auxinas inducidas por triptdfano no identificadas, con un rango
de 4 a 52 mg L-1. El 57% de los aislamientos presentaron halotolerancia al 10% de NaCl. Las reacciones
de PCR revelaron la presencia del gen acdS en dos aislados, mientras que phoD y phoC se detectaron en
6 y 5 aislados, respectivamente. La secuenciacion del gen 16S ARNr revel6 que la mayoria de los aislados
estaban afiliados a los géneros Bacillus y Serratia en plantas de ambos ambientes. Este estudio proporciona
evidencia sobre la presencia de PGPB en la endosfera de plantas viviendo en ambientes extremos de Chile.

Este estudio fue financiado por FONDECYT no. 1160302, FONDECYT Iniciacion no. 11160112, y SATREPS-
Japon codigo JPMJSA1705.
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Los bacteriéfagos constituyen un factorimportante en la evolucion de la virulencia bacteriana. Actualmente,
existen reportes que indican que la resistencia a fagos liticos esta asociada a una reduccion en la virulencia.
Por otra parte, Vibrio anguillarum es el agente causal de la vibriosis en peces de importancia econdmica.
En Chile se aisld el primer bacteriofago litico (CHOED) contra esta bacteria, el que demostrd proteger
exitosamente a Salmo salar de la enfermedad. El presente estudio, explora el rol del bacteriofago CHOED
en la diversificacion y virulencia de la cepa PF4 de Vibrio anguillarum. Para esto, se analizo el fitness y
potenciales alteraciones en factores de virulencia de nueve cepas resistentes al fago, observandose que
presentan distinto fenotipo con alteraciones en su fitness, motilidad, formacion de biopelicula, perfiles de
LPS y/o actividad proteolitica. Mediante ensayos de virulencia utilizando como modelo larvas de Sparus
aurata, se observo que las cepas resistentes presentan diferentes grados de virulencia, donde siete de ellas
poseen una disminucion en su virulencia, destacandose la mutante PF4-R8 que es avirulenta. Sin embargo,
esto no es generalizado, ya que dos de las cepas resistentes no presentan alteraciones en su virulencia.
En contraste, este tipo de variabilidad en la virulencia no se observo al utilizar distintos clones de la cepa
PF4, que no estuvieron en contacto con el fago, sugiriendo que el fendmeno observado es producto de la
interaccidn bacteria-bacteriofago. En el analisis de los genomas secuenciados de tres mutantes resistentes,
representativas de los distintos grados de virulencia, se observé que la mayoria de las mutaciones son
especificas para cada aislado, siendo coherentes con las diferencias fenotipicas y de virulencia observadas,
afectando genes relacionados con la biosintesis de lipopolisacaridos, quorum sensing, movilidad, transporte
de membrana y toxinas. Ademas, las mutantes resistentes secuenciadas tienen en comun alteraciones en
una potencial proteina de membrana externa, sugiriendo que esta corresponderia al receptor del fago en
la bacteria. En conjunto, nuestros resultados indican que el fago CHOED actua como una presion selectiva
sobre V. anguillarum, permitiendo la proliferacion de mutantes resistentes con diferentes genotipos,
fenotipos y grados de virulencia, contribuyendo a la diversificacion bacteriana.

Proyectos FONDECYT 11140257y 11140412.
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Las metalotioneinas (MTs) son proteinas intracelulares de bajo peso molecular ricas en cisteinas que poseen
una elevada capacidad de unidn a metales pesados, participando en homeostasis celular, como reservorio
de metales esenciales y en la detoxificacion celular por metales, aumentando la tolerancia celular a metales
pesados. Estudios recientes indican que las MTs tienen un papel significativo en la virulencia de hongos
patdgenos tales como Cryptococcus, Candida albicans y Aspergillus fumigatus, evitando la fagocitosis o
detoxificando metales pesados. A dia de hoy, son escasos los estudios relacionados con estas proteinas
en hongos, es por ello que el presente trabajo tiene por objetivo identificar y caracterizar proteinas
involucradas en la detoxificacion de metales pesados en Fusarium oxysporum, y determinar su contribucion
en la virulencia. Para ello se generaron mutantes defectivos en los genes codificantes de una hipotética
MT (mt1, FOXG_02862) y ATPasa exportadora de cobre (crpF, FOXG_03265) presentes en el genoma de F.
oxysporum.Los resultados demostraron una elevada induccion de la expresion de mtz en presencia de Zn,
esto se corrobord mediante espectrometria de masas por electrospray (ESI-MS). La presencia de Cu, en
cambio, incrementd significativamente los niveles de expresion de crpF, lo cual confirma su funcion como
transportador de dicho metal. Las cepas mutantes Amt1y AcrpF mostraron menor tolerancia al Cd, Cuy Zn,
en comparacion a la cepa silvestre. La ausencia de mt1 no afectd a la capacidad patogénica de F. oxysporum,
analizada en modelos de infeccion en planta de tomate y de infeccidn sistémica en ratones. Sin embargo, la
delecion de mt1 causo una reduccion de la resistencia a la fagocitosis de macréfagos murinos. Por otro lado,
la delecidn de crpF aumentd el doble el tiempo de supervivencia medio de las plantas infectadas respecto a
las cepas wt. En conclusidn, se han caracterizado una nueva hipotética MT1 de Zn en un hongo fitopatdgeno
y de importancia clinica, asi como una exportadora de Cu. Si bien MT1 participa en la resistencia a la
fagocitosis en mamiferos, ésta no parece ser clave en la virulencia de F. oxysporum. Por otro lado, CrpF si
parece estar implicado en infeccion.
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Type IV CRISPR—Cas systems occur sparsely in sequenced bacteria and are virtually absent from known
archaea. The type IV system has been typified by the CRISPR-Cas locus of the type strain of Acidithiobacillus
ferrooxidans, which resides in an ICE. These rare systems encompass genes for the multisubunit effector
complex, an ortholog of the crRNA and CRISPR arrays, yet they lack the adaptation module and target
interference/cleavage. Often the cognate genomes do not encompass other repeat-spacer arrays nor other
types of CRISPR—Cas loci. These distinctive features have been taken as evidence to support the notion
that type IV systems cannot provide adaptive immunity the way canonical CRISPR-Cas systems do and/or
that they have been recruited for non-defense functions or defense function not involving target cleavage.
Exploring a total of 8o Acidithiobacillus spp. genomes we discovered novel configurations of Type IV CRISPR-
Cas systems. Casy proteins recovered from this genus were used to build novel protein profiles in order to
search additional type IV systems. This strategy rendered a total of 792 genomic targets distributed across
Bacteria and a few Archaea, greatly expanding the type IV known gene pool. Phylogenetic reconstruction
showed all type IV Casy representatives to conform a monophyletic branch separated from other types in
Class 1, grouping at least three distinct subtypes. Core Cas proteins common to all subtypes included Csfz,
Csf2 and Csf3. Occurrence of cas6 and the CRISPR loci was restricted to only one of these subtypes. Distinct
ancillary protein encoding genes (dinG,cysH, cysH/whiB) were also found to be differentially associated to
each subtype, providing clues on the alternative or non-canonical functions of these unusual CRISPR-Cas
systems. A reduced number of genomes showed also presence of the adaptation module genes, providing
hints on the evolution of these systems. Among CRISPR loci baring systems, only a small fraction of the
spacers had predicted target sequence, being the most frequent ones of plasmidial origin. Type IV systems
present in complete genomes occurred exclusively within large integrative mobile genetic elements
(prophages and ICEs) or plasmids suggesting their alternative role might relate to the arms race between
competing MGEs.

CONICYT-PFCHA/Doctorado Nacional/21171049 (AMB) Fondecyt 1181251 (RQ); Basal AFB170004 (RQ);
Millennium Science Initiative, Ministry of Economy, Development and Tourism of Chile under Grant
*Millennium Nucleus in the Biology of the Intestinal Microbiota”
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Los polifosfatos (PoliP) son polimeros de fosfato inorganico con varias funciones en las células procariotas
y eucariotas. Por ejemplo, poseen un papel protector frente al estrés oxidativo, en la resistencia a metalesy
como sustituto de ATP enreacciones con quinasas. En bacterias también se han relacionado con laformacion
de biopeliculas, movilidad y virulencia. Sin embargo, los roles que este polimero podria tener en arqueas
han sido mucho menos estudiados. Se utilizaron dos cepas del crenarchaeon hipertermofilo Sulfolobus
solfataricus (80°C, pH 2-4). Unadeellas, laM16 como control WT, mientras que otra cepa, M16-PPX, generada
previamente en nuestro laboratorio, como cepa PoliP (-). M16-PPX sobreexpresa su propia enzima PPX en
presencia de D-arabinosa, porlo que luego de 3 horas de induccion carece del polimero. Se utilizaron ensayos
de formacion de biopeliculas por tincion con cristal violeta, movilidad en placas semisolidas, qRTPCR,
ensayos de adherencia y tincion con DAPI junto con microscopia de fluorescencia para estudiar los efectos
de la carencia de PoliP en la formacion de biopeliculas, adherencia y motilidad. La cepa PoliP (-) mostré una
reduccion del 87 al 98% en la formacion de biopeliculas durante los dias 2 y 3 comparados con lacepaWTy la
cepa M16-PPXsin inducir. Esta mismatambién mostré una movilidad reducida (22,7%) en placas semisdlidas
en condiciones de hambruna, con respecto a la cepa WT y menor adherencia a superficies de vidrio (20,6%),
como se observo mediante microscopia de fluorescencia. El gen de la archelina flaB, estructura involucrada
en la adherencia y movilidad, no mostro diferencia en los niveles de expresion mediante qRTPCR entre la
cepa PoliP (-) y la WT ni en modo de vida sésil o plantdnico. Estos resultados sugieren que la falta de PoliP
podria afectar la fosforilacion de las estructuras relacionadas con la movilidad y adherencia, asi como la
disponibilidad de energia, mas que la expresion del operdn del archaelo. Esta es la primera evidencia que la
falta de PoliP afecta la formacion de biopeliculas y otros procesos relacionados en arqueas.

FONDECYT 1150791 y 1191554 (Carlos A. Jerez). Alejandra Recalde posee una beca para sus estudios
doctorales del Programa de Becas en el Exterior "Don Carlos Antonio Lépez” del Gobierno de Paraguay
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Las bacterias continuamente usan mecanismos para tolerar el estrés oxidativo producido por distintos
factores ambientales. El estudio de esta respuesta se ha centrado en cambios transcripcionales controlados
por OxyR y SoxR junto con otros factores transcripcionales, pero es muy poco lo que se sabe sobre el papel
de la maquinaria traduccional en esta respuesta. Este trabajo esta centrado en analizar las consecuencias
de los distintos cambios que involucra el estrés oxidativo inducido con paraquat en Escherichia coli, sobre
la etapa de elongacidn de la traduccion. Haciendo uso de una genoteca de 61 variantes de reporteros
fluorescentes, se analizo la contribucion de cada uno de los codones codificantes en la traduccion de un
sistema bicistronico de genes reporteros. Los datos sugieren que hay una disminucion generalizada de la
traduccion. Sin embargo, determinamos que un grupo de cinco variantes que codifican codones de serina,
glicina, leucina y prolina, no presentan la disminucidn en la eficiencia traduccional observada para el resto
de los codones bajo estrés oxidativo. Para evaluar la relevancia fisiologica de esta regulacion traduccional en
la respuesta frente a estrés oxidativo, se seleccionaron genes silvestres con sucesiones de codones de glicina
(GGA) para realizar mutaciones sindnimas en dichos codones. A través de este analisis determinamos que
los codones GGA permiten una mayor velocidad de traduccion que codones sindnimos bajo estrés oxidativo.
Dados estos resultados, se utilizaron los datos experimentales de cambio en la eficiencia traduccional de
cada codon para construir un modelo matematico que prediga la eficiencia traduccional de distintos grupos
de genes, y evaluar el efecto del uso de codones. Este modelo predice que la eficiencia traduccional del
grupo de genes inducidos por los factores transcripcionales OxyR y SoxR incrementa bajo estrés oxidativo,
mientras que la del resto del genoma se mantiene. En base a lo anterior, postulamos que existiria una
adaptacion codogénica que permite una mayor eficiencia de sintesis de proteinas requeridas para tolerar el
estrés.

FONDECYT 1191074; Proyecto Enlace VID, U de Chile ENLos/18; Beca CONICYT Doctorado Nacional
#21151441; Beca Maria Ghilardi Venegas
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Background: Diarrheagenic Escherichia coli (DEC) are a main cause of diarrhea worldwide in under 5 years
old children. DEC virulence is strongly regulated by environmental conditions, including gut microbiota.
Considering that several metabolites produced by gut microbiota in the intestinal tract could be mediating
interactions between the microbiota and enteropathogens, using a bioinformatic approach combining 165
rRNA gene sequencing and liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS)-based metabolomic, we
evaluated changesingut microbiota-metabolomein children with orwithoutdiarrheacaused by DEC. Aim:To
determine gut microbiota composition and metabolitesin stool samples from children with diarrhea positive
for one DEC pathotype and healthy control. Methodology: Diarrheal and non-diarrheal stool samples were
FilmArray® screened for enteropathogens and 8 age-matched positive samples for one DEC pathotypes
(DEC samples) and non-diarrheal (Control samples) were selected. V3-V4 region of the 16S rRNA was
amplified using lllumina MiSeq, Operational Taxonomic Units (OTUs) were determined. Metabolic pathways
involved were predicted using PiCrust and Greengenes database. Operational Phylogenetic Units (OPUs)
were formed, using the SILVA132 as reference and manually improved to determine indicative taxa of each
group. Correlations profiles between indicative taxa and pathways were tested. Liquid chromatography-
mass spectrometry (LC-MS) was used to determine metabolic sample composition. Results: DEC and
Control samples shown statistical different microbiota and metabolic composition. A total number of 12488
OTUs and 755 OPUs were found. Decreasing on Firmicutes, together with an increase of Bacteroidetes and
Proteobacteria was found in DEC group compared to Control group. A total of 88 metabolites was analyzed.
We found high levels of alanine, succinic acid, sorbitol, histamine, piperidine, cadaverine, together with low
levels of isoleucine, aspartic acid, citrulline and ornithine on DEC samples compared to Control. Predicted
metabolism for DEC group showed that bacterial invasive and diarrheagenic Escherichia coli pathways
are strongly associated to DEC group. A clear correlation between both predicted and LC-MS measured
metabolites with indicative taxa was also observed. Conclusion: Stool samples from DEC and Control
groups display a differential metabolic and microbiota composition. Microbiota composition may be used to
predict metabolic pathways involved in pathogenicity showing a high correlation with the main metabolites
actually found on stool samples.

Fondecyt 1160426
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Escherichia coli adherente-invasiva (AIEC) es el principal patdgeno aislado desde biopsias intestinales de
pacientes con enfermedad de Crohn. AIEC es capaz de adherirse a, e invadir células epiteliales, asi como
sobrevivir y replicarse al interior de los macrofagos sin gatillar la muerte celular y estimulando la liberacion
de citoquinas pro-inflamatorias. Por ello, se considera que AIEC favorece la cronicidad y severidad de la
enfermedad, favoreciendo el proceso inflamatorio. Sin embargo, no se conoce con certeza que factores
bacterianosenAIECestanimplicadosen estos procesos. Envarios patdgenos bacterianos los sistemasToxina-
Antitoxina (TA) contribuyen a la respuesta a condiciones de estrés encontradas en el hospedador, asi como
alareplicacion y persistencia intracelular. Estos sistemas corresponden a elementos genéticos codificantes
para una proteina toxica y su antitoxina, y se asocian a respuesta a estrés, persistencia y mantencion de
elementos moviles, entre otros. En este trabajo analizamos la contribucidn de cuatro sistemas TA (hipAB,
yoeB-yefM, relE-yiaG y ghoST) a la patogenicidad de un aislado clinico de E. coli (cepa 9Co1) que presenta las
caracteristicas del patotipo AIEC. Por PCR en tiempo real se midid los niveles de expresion de las toxinas ante
condiciones de estrés que encuentra AIEC en su hospedador (sales biliares y pH acido), asi como en bacterias
intracelulares 1h post-infeccion de macrdéfagos. Nuestros resultados muestran que la expresion de los genes
de las toxinas varia en respuesta a condiciones de estrés y que algunos genes son altamente inducidos (yoeB)
y otros completamente reprimidos (hipA) al interior del macréfago. La formacion de biopeliculasy de células
persistentes, asi como la capacidad de sobreviviry replicarse al interior del macréfago no se vieron afectadas
en cepas 9Co1 knockout en sistemas TA. Por el contrario, la ausencia de sistemas TA incrementa la capacidad
de adhesion (hipAB, yoeB-yefMy ghoST) e invasion (yoeB-yefMy relE-yiaG) a células Caco-2. En conclusion,
nuestros resultados revelan que los sistemas TA son atractivos blancos a estudiar para comprender mejor
los mecanismos de patogenicidad de AIEC. Ademas dan pie a nuevos estudios que ayudaran a un mejor
entendimiento de estos sistemas en patogenos bacterianos.

Financiado por FONDECYT Postdoctorado 3170210 (PB) y FONDECYT 1161161 (RV)
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Introduccion. Staphylococcus aureus es un patogeno oportunista que coloniza la nasofaringe en el 20-30%
de la poblacidn general. Esta colonizacidn, tiene un rol importante en la epidemiologia de las infecciones
causadas tanto por S. aureus meticilino sensible (SAMS) como por S. aureus meticilino resistente (SAMR).
Algunos estudios sugieren que la prevalencia de la colonizacion nasal por S. aureus en los trabajadores y
estudiantes del area de la Salud podria ser mayor que en la poblacidn general, representando un riesgo
potencial de transmision de este patogeno. Objetivos. Determinar la prevalencia de la portacion de SAMS
y SAMR en estudiantes de Enfermeria y Medicina del Campus San Felipe (Universidad de Valparaiso),
caracterizando su sensibilidad a los antibioticos y su diversidad genética. Métodos. Entre junio y noviembre
2017, se tomaron muestras nasales a 225 estudiantes distribuidos en todos los cursos académicos del
campus. Las muestras se sembraron en agar sal-manitol, y las colonias se identificaron por métodos
microbioldgicos y se confirmd por MALDI-TOF. La sensibilidad antibidtica se determind por difusion en agar
segun Kirby-Bauer, la diversidad genética por electroforesis en campo pulsado y el secuencio-tipo (ST) se
asigno tras analizar las secuencias de siete genes housekeeping en https://[pubmlst.org/saureus. Resultados.
La portacion nasal de S. aureus se detectd en 61 estudiantes (26%, 1C95%, 21,7-32,3%), siendo SAMR dos
de ellos (0,9%, 1C95%, 0,03-3,39%). Todas las cepas fueron susceptibles a gentamicina, sulfametoxazol-
trimetropin, vancomicina, minomicina, teicoplaninay rifampicina. La resistencia de S. aureus a penicilina fue
alta (75,4%), y en menor medida para: eritromicina (14,8%), clindamicina (10%), y levofloxacino, oxacilina 'y
cefoxitina (3,2%). El campo pulsado mostro alta variabilidad genética detectandose hasta 11 pulsotipos que
agrupaban varias cepas, y 8 pulsotipos minoritarios. Se caracterizaron 17 STs diferentes, siendo uno de ellos
no previamente descrito, y las cepas SAMR correspondieron al STs. Conclusiones. La tasa de portacion
de S. aureus en los estudiantes del Area de la Salud de nuestro entorno estuvo dentro de los niveles de la
poblacion normal, y corresponden a linajes genéticos muy diversos. La prevalencia de SAMR fue baja y se
asocio a ST5, muy comun a nivel hospitalario en todo el mundo.

Escuela de Medicina, Universidad de Valparaiso.
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Como microbidlogos la importancia de los microorganismos en nuestra vida y su impacto en los distintos
ecosistemas es evidente. Sin embargo, el resto de la sociedad se encuentra lejos de comprender dicha
relevancia. La escasa y sesgada informacion a la que acceden, se traduce en la toma de decisiones poco
acertadas o carentes de una base cientifica solida. Ejemplos claros son el creciente movimiento anti-vacunas
y la problematica actual de la resistencia anitbiotica debido al mal uso de los mismos. La comunicacion de
la microbiologia es ademas desafiante por tratarse de una disciplina que estudia organismos que no pueden
ser vistos a simple vista y que estd rodeada de conceptos erroneos, como la necesidad de eliminar el 99,9%
de los microorganismos fomentada por varios productos de limpieza. Dada esta situacion es necesario
explorar diversas estrategias que contribuyan a la educacion en microbiologia de la sociedad en todos sus
estratos. En este sentido el uso de historietas educativas surge como una herramienta interesante para
establecer dicha comunicacion. Si bien actualmente existen varias historietas que fomentan la educacion
en microbiologia, la mayoria de éstas son en Inglés. Es con esta problematica en mente que creamos
la historieta educactiva “Bacterias: la historia mas pequena jamas contada”. Dicha historieta permite
introducir al lector al fascinante mundo de los microorganismos, abordando varios temas de importancia
dentro de la disciplina como lo es la resistencia antimicrobiana y el rol que juega la transferencia horizontal
de genes en la mismay la eutrofizacion de los cursos de agua, por citar algunos ejemplos. Como en muchas
historietas, empleamos el humor como recurso de manera de hacer esta herramienta educativa atractiva
para el lector. Las historietas educativas han demostrado ser una herramienta interesantesy efectiva que
permite la comunicacidn y comprension de conceptos complejos, en este caso la microbiologia. Si bien en
el caso de esta historieta en particular estamos convencidos de que ha logrado su objetivo, resulta necesario
establecer estrategias para la evaluacion de su eficaciay alcance, de manera de fomentar entre la comunidad
de microbidlogos iniciativas similares que permitan acercar la disciplina a la sociedad.

PCTI_X_2016_1_131608
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Caracterizacion fenotipica de cepas nativas de S. eubayanus respecto a su tolerancia a la congelacidn

Constanza N. Acuna*?, Pablo Villarreal*?, Francisco A Cubillos*?
(1) Departamento de Biologia, Facultad de Quimica y Biologia, Universidad de Santiago de Chile
(2) Millennium Institute for Integrative Biology (iBio)
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Diversos estudios han demostrado la gran diversidad genotipica que presentan individuos de Saccharomyces
eubayanus (parental criotolerante de la levadura lager utilizada en cerveceria) aislados desde de la Patagonia
Andina chilena, la cual se ha visto reflejada en una mayor diversidad fenotipica dentro de esta region. Una
de las caracteristicas principales de esta especie es su capacidad de crecer y realizar sus funciones celulares
a bajas temperaturas, lo que se conoce como criotolerancia. Es por esto que esta especie puede ser
encontrada tanto en lugares de clima templado (promedio anual 18 °C) como en climas con temperaturas
que bordean los 0°C. Se ha observado que la criotolerancia se debe a diversos mecanismos desarrollados por
las levaduras, entre ellos la composicion de membrana juega un papel clave. En este contexto, el objetivo
del presente trabajo fue determinar la tolerancia a la congelacidn de a un set de 40 cepas de S. eubayanus
aisladas desde diversos puntos geograficos de Chile, desde el Parque Nacional Altos de Lircay (Talca) hasta
el Parque Nacional Karukinka (Tierra del Fuego). De esta manera, se encontraron diferencias significativas
entre aislados, respecto al porcentaje de sobrevida, presentando algunos de ellos una gran capacidad de
tolerar procesos de congelacion/descongelacion. Las cepas mas tolerantes presentaron sobrevidas sobre el
80%, mientras que las menos tolerantes apenas alcanzaron el 40% de células viables post-congelamiento.
La caracterizacion del contenido de esteroles, componentes esenciales de membrana que determinan la
fluidez y permiten el crecimiento a bajas temperaturas, demostré que cepas criotolerantes presentaban
menores niveles de ergoesterol comparadas con aquellas que no resistian el proceso de congelacion/
descongelacion. Finalmente, parte de las diferencias en criotolerancia podrian estar relacionadas a nivel
génetico con secuencias mitocondriales, lo cual también fue evaluado en este trabajo. Nuestros resultados
demuestran diferencias en criotolerancia entre cepas de S. eubayanus debido a diferencias en los niveles de
esteroles en membrana, impactando la fluidez de la misma y la sobrevida de la cepa bajo estudio.
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Pesticides represents a problem on the environmental marine ecosystems. One of these pesticides
correspond to cypermethrin, pesticide used extensively like antiparasitic treatment in the aquaculture
industry. The objective of this study was to do a genomic characterization of the species of bacteria with
cypermethrin degrading capacity and biosurfactant-producing activity in sediment samples of southern
Chile. Eleven bacteria were isolated trough enrichment procedure from cypermethrin contaminated
sediment samples. Isolates were identified by 16S rDNA gene sequencing, and the result showed that the
strains belonged to three different genera, correspond mainly to Rhodococcus and Pseudomonas. Isolates
were tested for biosurfactant production and emulsification activity. All isolates grew up in presence of
cypermethrin, however, four isolates have a biosurfactants capacity based their high emulsification index
E24, corresponding to the strains MS13 and MS16 (Rhodococcus genera) and MS15 and MS1g (Pseudomonas
genera). These strains were genome sequenced and the esterase genes was identified in silico. These novel
cypermethrin-degrading and biosurfactant-producing bacterial strains could have a biotechnological
potential for bioremediation on marine sediments contaminated with cypermethrin.

Proyecto Investigacion-SEDE PM 54613903 Escuela de Tecnologia Médica, Vicerrectoria Sede Puerto Montt,
Universidad Austral de Chile.
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During every step of viral replication, the Human Immunodeficiency Virus type 1 (HIV-1) genomic RNA
(gRNA) is assembled into specific ribonucleoprotein complexes (RNPs) whose composition determines its
nuclear and cytoplasmic fates. Gene expression of the gRNA depends on several cellular and viral proteins. In
particular, the viral protein Rev is the master post-transcriptional regulator as it is critical for nuclear export
and translation of the gRNA. Besides the regulation mediated by proteins, little is known about requlatory
RNAs that participate in these processes. Therefore, the aim of this work was to isolate the RNPs of the HIV-
1 gRNA assembled in vivo and identify the associated RNAs. We developed an interactome capture strategy
allowing the isolation of the RNPs containing the HIV-1 gRNA from infected CD4+ T-lymphocytes and also
RNAs that form part of the Rev-dependent RNPs. Quantification of the HIV-1 gRNA from the isolated RNPs
revealed a 7.000-fold enrichment indicating the selectivity of our interactome capture strategy for the viral
genome. We then conducted RNA-seq analyses and identified RNAs associated to the HIV-1 gRNA and the
Rev-dependent RNPs. We are currently investigating the role of some of these regulatory RNAs during HIV-
1 replication in T-cells in order to gain insights of this poorly understood virus-host interaction.

FONDECYT N°1190156 and CONICYT-PFCHA/Doctorado Nacional 2017-21170846
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Recientemente, se reportd por primera vez la presencia de genes transferibles que codifican para resistencia
a colistina (mcr) en cepas de Escherichia coli, lo que sugiere la probabilidad de la transmision de estos
determinantes entre distintas cepas, incluyendo cepas patdgenas como E. coli productora de toxina Shiga.
El objetivo de este estudio fue identificar la resistencia fenotipica y genotipica a colistina en cepas de STEC
aisladas desde bovinos como indicador de riesgo potencial para la salud publica. Se analizaron 51 cepas de
STECaisladas desde el contenido intestinal de bovinos en la Region Metropolitana durante el afio 2018. Para
determinar la resistencia fenotipica a colistina, se realizé el método de microdilucion en caldo, analizando
ocho concentraciones del antimicrobiano (32 pg /ml-0,25 pg /ml). Para detectar la presencia de genes
codificantes de resistencia a colistina, se analizaron cinco tipos de genes mcr (mcri-mcrs). Asi, se detectd
la presencia de 41 cepas resistentes a colistina (80,4%), de las cuales nueve (17,6%) presentaron elevados
valores de CIM (28 pug/ml). Mediante el PCR no se logré detectar ninguno de los cinco genes mcr en ninguna
de las cepas analizadas. En Chile, hasta la fecha, solo existe un reporte de la presencia del gen mcr1 en un
aislado clinico humano de E. coli, lo cual constituye una alerta para la salud publica. Sin embargo, estos genes
aun no se han detectado en aislados de STEC, u otras cepas de E. coli, provenientes de la interfaz animal-
ambiente. Esto hace necesario la realizacion de programas de vigilancia locales continuos para identificar el
riesgo para la salud publica nacional bajo el concepto de Una Salud.

Estudio financiado por Proyecto Fondecyt de Iniciacion n® 11170363.
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Clostridiodes difficile is a nosocomial pathogen, strict anaerobic bacterium, responsible for 30% of antibiotic-
associated diarrhea. Tolerance to antimicrobial therapies and their high recurrence rate are the main
challenges in the control of infections associated with C. difficile (ICD). Recently, it was demonstrated that
C. difficile can form biofilms in the colon, and it is able to generate persister-like cells, which are tolerant to
antibiotics, and that would provide an advantage in growth compared to the microbiota after treatment
with antibiotics. Some proteases, as Clp caseinolytic protease family, have been related to the persistence
and biofilm generation. In this work, we propose that ClpC and ClpP would be participating in the formation
of persister-like cells of C. difficile R20291. First, the mutant strains DclpC and DclpP were generated by
allelic exchange and the minimum inhibitory concentration (MIC) of antibiotics that produce dysbiosis in gut
microbiota (fluoroquinolones and cephalosporins) was determined. Accordingly, a persister cell generation
assay in C. difficile was performed. Briefly, the wild-type, DclpC and DclpP strains were grown in BHIS
medium at 37°C in anaerobiosis until stationary phase and treated with a concentration up to 10 times the
MIC of each antibiotic, after 2 days they were plated in agar BHIS medium and live cells were counted. Then,
treated cells were washed and resuspended on fresh medium to set up a new, O.N. culture and the next day
the treatment was repeated. The DclpC and DclpP mutants show a decrease in the generation of persistent
C. difficile cells in vitro compared to the wild type strain, suggesting that these proteins could be involved in
tolerance of C. difficile versus antibiotic treatment.

Millennium Science Initiative, Ministry of Economy, Development and Tourism of Chile under Grant
*Millennium Nucleus in the Biology of the Intestinal Microbiota”; Fondecyt Regular N°1171397
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Los sistemas de abastecimiento de agua se encuentran desafiados por factores como el cambio climatico,
crecimiento de la poblacion, cambios demograficos, urbanizacion y aumento de la escasez de agua. La
contaminacion del agua esta directamente relacionada con la transmision de enfermedades siendo la
diarrea una de las enfermedades mas conocidas que tiene relacion con el consumo de aguas o alimentos
contaminados. Salmonella enterica es |la principal bacteria entérica a nivel mundial, es transmitida de manera
fecal-oral y afecta tanto a animales como a humanos, siendo en Chile la principal causa de enfermedades
transmitidas por alimentos. En este estudio, se tomaron muestras de diez litros de agua del rio Mapocho
y Maipo y canales de irrigacion aledafios mediante un hisopo Moore modificado (MMS). Se recolecto un
total de 60 muestras correspondientes a 60 sitios (desde pre-cordillera a desembocadura), una vez al mes
durante tres meses, entre abril y junio de 2019. Todas las muestras fueron analizadas utilizando el protocolo
FDA-BAM para el aislamiento de Salmonella spp. En cada uno de los muestreos y sitios se registraron las
coordenadas geograficas, y parametros fisicos del agua. Se detectd Salmonella spp durante todos los meses
estudiados. El rio Mapochoy sus canales presento un 46,7% (14/30), 16,7% (5/30), y 33,3% (10/30) de muestras
positivas en abril, mayo y junio, respectivamente. El rio Maipo y sus canales de irrigacion presento un 20%
(6/30), 23,3% (7/30) y 46.7% (14/30) de muestras positivas en abril, mayo y junio, respectivamente. El lugar
donde se obtuvo la muestra (rio, canal de irrigacion o estero) presentaron variaciones en la deteccion de
Salmonella spp siendo mas detectados en canales de irrigacion. En conclusion, Salmonella spp fue detectada
en las aguas que podrian ser utilizadas para regar cultivos de consumo humano de la Region Metropolitana
y V Region. La presencia de Salmonella en agua de uso agricola puede representar un factor contribuyente
para la diseminacion de brotes transmitidos por alimentos y es necesario destacar la importancia de llevar a
cabo la vigilancia de Salmonella en agua.

Cooperative agreement to support the join institute for food safety and applied nutrition (JIFSAN)
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Piscirickettsiasalmonis es elagente causal dela Piscirickettsiosis, unainfeccionsistémicade pecessalmodnidos.
P. salmonis infecta y se replica en su célula hospedera, un proceso que se correlaciona con la expresion de
factores de virulencia entre ellos, el sistema de secrecion de tipo IVB. Con el fin de estudiar los mecanismos
celulares y moleculares de la respuesta adaptativa de P. salmonis durante la infeccion, empleamos un
modelo de infeccion in vitro utilizando la linea celular SHK-1. Los resultados indican que, al comparar con
células SHK-1 no infectadas, la infeccion disminuyd significativamente la viabilidad celular después de 10
dias junto con un incremento significativo en el nUmero de bacterias intracelulares, medido como genomas
equivalentes de P. salmonis. Las bacterias se localizaron al interior de una vacuola citoplasmatica de gran
tamano que adquiere las proteinas LAMP-1y RAB-7 como marcadores de endosomas tardios. Mediante el
uso de un microarreglo del genoma completo de P. salmonis LF-8g, se examino el transcriptoma de esta
bacteria durante su replicacion al interior de las células SHK-1, utilizando como referencia la bacteria en
fase de crecimiento exponencial en caldo. El analisis del transcriptoma reveld una reduccion global de la
traduccion, sugiriendo una induccion de la respuesta a la carencia de nutriente (stringent response). Ensayos
de gPCR revelaron que los genes clave de la ruta de estrés nutricional aumentaron significativamente
su expresion durante la etapa de multiplicacion intracelular y también durante la fase de crecimiento
estacionario de la bacteria, incluyendo los genes que codifican la quinasa sensora LetS, el factor sigma RpoS
y las enzimas RelA y SpoT involucradas en sintesis de la alarmona (p) ppGpp. Nuestros resultados sugieren
que P. salmonis experimenta un ciclo de vida bifasico, alternando entre una fase replicativa intracelulary una
fase estacionaria / infecciosa en la que se activa la respuesta a la carencia de nutrientes.

Proyecto FONDECYT 1160802
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Las infecciones nosocomiales provocadas por bacterias son uno de los principales problemas de la salud
publica. Ademas, la resistencia a antibidticos por parte de estas bacterias hace necesaria la busqueda de
nuevos tratamientos para combatirlas. Luma apiculata o Arrayan de palo colorado es un arbol perenne
endémico de Chile, del cual se conocen sus caracteristicas morfologicas y su utilizacidon por el pueblo
Mapuche como antiséptico y antiinflamatorio. Sin embargo, se desconoce la composicidon quimica que
le otorga la actividad antibacteriana contra infecciones nosocomiales provocadas por bacterias. En el
presente trabajo, se propuso como objetivo caracterizar los metabolitos secundarios de Luma apiculata con
efecto antibacteriano sobre bacterias que producen enfermedades nosocomiales. Para ello se realizo una
maceracion con Hexano a temperatura ambiente con la finalidad de obtener extractos a partir de hojas.
Luego, serealizd una curva de crecimiento con recuento de unidades formadoras de colonia para determinar
su actividad bioldgica. Por Ultimo, para las fracciones purificadas que resultaron ser biolégicamente
activas, se utilizo espectroscopia infrarroja y resonancia magnética nuclear de protones para determinar
la composicion quimica y estructural de los compuestos presentes en dichas fracciones. Como resultado se
obtuvo que la curva de crecimiento y recuento de unidades formadoras de colonias sugiere que el extracto
hexanico de hojas, posee una actividad bacteriostatica contra S. aureus. Ademas, la determinacion de la
composicion quimicay estructural de los compuestos en el extracto activo, sugirieron que el extracto activo
estaria compuesto por una mezcla de alcanos de cadena larga.

Grant UNAB DI-647-15R
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Los patogenos entéricos forman una parte de las enfermedades infecciosas que contribuyen a la mayor
problematica médica a nivel mundial, estas infecciones se contraen generalmente por via fecal-oral, por
contaminacion de alimentos o por contacto con superficies contaminadas. La principal fuente de infecciones
por Salmonella spp. en humanos son los productos avicolas. El riesgo para la salud se exacerba en el caso
de los pollos de engorde, que son portadores asintomaticos de Salmonella Enteritidis. Para controlar la
presencia de S. Enteritidis aparecen los bacteriéfagos o fagos, virus que infectan y lisan especificamente a
su bacteria hospedera. Para poder utilizar fagos como una forma viable de terapia de administracion oral,
hay que considerar que deben llegar integros al sitio de accion, para lo cual deben ser protegidos del pH 'y
la accion enzimatica de pepsina y pancreatina, asi mismo es importante que lleguen en una concentracion
adecuada al lugar de accion (intestino grueso). Para lograrlo han sido utilizados con éxito biopolimeros
con categoria GRAS (generally recognized as safe), autorizados por Food and Drug Administration de
EE.UU, tales como quitosano y alginato, lo cuales tiene pH de solubilidad preferente de 5-5,5 (degradacion
duodenal) y 6,5-7,5 (liberacion cecal) respectivamente. El objetivo de este trabajo fue micro-encapsular
el fago Sal3, por gelificacion idnica, utilizando una técnica de extruccion en doble capa, con alginato y
quitosano. Previamente el fago Sal3 ha sido aislado desde Salmonella Enteritidis y caracterizado genotipica
y fenotipicamente. La formulacion del activo se obtuvo a través de precipitacion con polietilenglicol 8ooo
de un lisado de fagos con gx1010 UFP/mL de concentracion. Se evaluo la estabilidad del fago sin encapsular
durante 8 horas, manteniéndose estable a pH 3 y disminuyendo su estabilidad a pH 10 a partir de 2 horas,
la estabilidad en sales biliares al 0,5-1y 2% por 15 minutos a 42 °C, demostrando que al 2% este fago no es
afectado por sales biliares. Se encapsuld con una capa principal de alginato de sodio al 1,8% y carbonato
de calcio al 1%, recubierta con quitosano al 1,8% para asegurar su proteccion diferencial de condiciones de
estomago e intestino delgado.
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Introduction. The use of immunochromatography (IC) kits has become a convenient and accessible tool
for the rapid diagnosis of norovirus in Primary Care Units, hospitals and clinics worldwide. However, it is
known that these tests require minimal amounts of 106 — 108 copies/mL of the virus to indicate positive
results, unlike the real-time RT-PCR molecular technique, which require less amounts. Therefore, we raise
the hypothesis that the real-time RT-PCR technique is more sensitive than the Norovirus RIDAQUICK® |C kit
for detecting norovirus in stool samples from patients with acute gastroenteritis (AGE). Aim. To determine
that the real-time RT-PCR technique is more sensitive than a IC kit to detect the presence of norovirus in
stool samples from patients with AGE. Methods. The presence of norovirus was detected, by a multiple real-
time RT-PCR assay (TagMan®) and by the Norovirus RIDAQUICK® IC Kit, in 41 stool samples from patients
diagnosed with AGE in the Regional Hospital of Antofagasta. Results. Of the 41 stool samples analysed, 37
(90.2%) were positive and 4 (9.8%) negative for norovirus by real time RT-PCR; in parallel, 31 (75.6%) were
positive and 10 (24.4%) negative for norovirus by the IC kit. All samples were positive by either technique.
Discussion. These results suggest that the real-time RT-PCR assay has higher sensitivity than the Norovirus
RIDAQUICK® |C Kit in detecting norovirus in stool samples from patients with AGE. Thus, Public Health
Centers should consider the real-time RT-PCR assay as a lab routinary method to provide an accurate viral
diagnosis in patients with AGE. This work was supported by the Regional Government of Antofagasta, FIC-R
2017 (BIP Code 30488811-0); and the influenza Reagent Resource, The Centers for Diseases Control and
Prevention (CDC) of the USA.
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Salmonella enterica es una bacteria patdgena Gram negativo que posee unas 5o proteinas relacionadas
con la virulencia, conocidas como “efectores”, que son translocadas al interior de las células hospedadoras
a través de dos sistemas de secrecion de tipo Il (T3SS) codificados en las islas de patogenicidad SPI-1y
SPI-2. Estos T3SS se expresan y actUan en distintos momentos durante la infeccion: el sistema de SPI-1 a
tiempos tempranos para la internalizacidn activa de Salmonella en células no fagociticas y el sistema de
SPI-2 a tiempos tardios para la supervivencia y replicacion intracelular en el hospedador. En los Ultimos afios
se ha documentado a la ameba Dictyostelium discoideum como un organismo modelo apropiado para el
estudio de la virulencia de bacterias patdgenas Gram negativo, incluyendo a S. enterica que puede sobrevivir
intracelularmente en dicha ameba. Resultados de nuestro laboratorio indican que S. enterica utiliza los T35S
y sus efectores para interferir en procesos biologicos de D. discoideum,tales como la autofagiay el desarrollo
social. El objetivo del presente trabajo fue establecer una metodologia para estudiar la expresion de los
T3SS y sus efectores durante una infeccion de S. enterica serovar Typhimurium en D. discoideum. Para ello,
se clonaron las regiones promotoras de genes que codifican componentes de ambos T3SS y los efectores
AvrA, PipB2, SifA'y SopB en el plasmido pSB377. Este plasmido posee una copia del operdn luxCDABE que
nos permitio cuantificar la expresion de los genes de interés mediante la medicidn de bioluminiscenciaen un
equipo Synergy HTX (BioTek). La emision de la bioluminiscencia de las construcciones realizadas se midid
primero in vitro en medios de cultivos inductores de la expresion de SPI-1 (medio LB suplementado con 300
mM de NaCl) y de SPI-2 (medio LPM a pH 5.8). Nuestros resultados de expresion in vitro concuerdan con lo
reportado en la literatura. Posteriormente, evaluamos la expresion de las construcciones in vivo durante una
infeccion en D. discoideum usando las cepas de S. Typhimuriumque portan los plasmidos correspondientes.
En este caso, logramos determinar cambios en los niveles de expresion de dichos genes durante la infeccion.

Este trabajo fue financiado por los proyectos FONDECYT 3180437 y 1171844 y la beca CONICYT 21191925.
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Las infecciones provocadas por Salmonella son uno de los principales problemas de salud publica, causando
enfermedad en millones de humanos y animales e importantes pérdidas de recursos econdmicos en todo
el mundo. En Chile la Salmonelosis en una infeccion endémica, el serovar con mayor importancia relativa
corresponde a S. Enteritidis, ya que es el causante de mas del 65% de los casos que se presentan en el pais. La
permanencia de la bacteria en diferentes nichos ecoldgicos depende de su capacidad de resistir o sobrevivir
en condiciones adversas para su crecimiento, donde la capacidad de formar biopelicula que tienen estas
bacterias tiene un rol muy importante. En estas agregaciones las bacterias estan protegidas por la capa de
exopolisacaridos que las rodea, lo que aumenta la sobrevida en condiciones de estrés y muestran una alta
resistencia a desinfectantes y antibidticos. El objetivo principal de este trabajo fue evaluar la capacidad de
diferentes formulaciones de nanoparticulas de polimeros naturales, con propiedades antimicrobianas, para
inhibir la formacion de biopeliculas de cepas de Salmonella Enteritidis, mediante el ensayo de titulacion
en placa y determinacion de UFC. Adicionalmente se determind el efecto de las diferentes formulaciones
de nanoparticulas sobre la produccion de exopolisacaridos en la bacteria, mediante la observacion de los
morfotipos de las colonias crecidas en agar rojo Congo. Las cinco formulaciones de nanoparticulas usadas
disminuyeron significativamente (p<o0.001) el crecimiento bacteriano y la produccion de biopelicula de
Salmonella Enteritidis. Sin embargo, no se vio un cambio significativo en la produccion de exopolisacaridos,
indicando que las nanoparticulas podrian estar actuando sobre la bacteria mediante otro mecanismo, por
ejemplo, sobre pared y/o membrana celular.

Universidad Autondma de Chile y Centro de Investigacion AustralBiotech
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Los bacteridéfagos son virus que lisan especificamente bacterias. Por ello se utilizan como herramienta
de biocontrol ante bacterias patogenas. Especificamente los fagos del género Felixounavirus infectan un
gran numero de serovares de Salmonella spp., principal causante de Enfermedades Transmitidas por los
Alimentos (ETAs), por lo que su estudio es de gran interés.El objetivo de esta investigacion, fue comparar
genéticamente dos fagos similares del género Felixounavirus, vB_Si_SF20-2 y vB_SI_35FD. Ambos fagos
fueron propagados con la cepa Salmonella Infantis DRoo6, obteniéndose un lisado puro, del cual se
determind rango de hospedero, y se realizd una caracterizacion taxondmica por morfologia mediante
microscopia electronica de transmision (TEM) y secuenciacion por lllumina. Los genomas fueron anotados
con RASTtk, luego se realizaron estudios gendmicos comparativos mediante herramientas MAUVE vy
BLASTn. Finalmente se realizé una busqueda de dominios conservados (CDD) en las proteinas anotadas.
Lasimagenes TEM y secuenciacion mostraron caracteristicas concordantes con la familia Myoviridae. Luego
acorde a las indicaciones del Committee of Taxonomy of Viruses, se determind que ambos fagos pertenecian
al género Felixounavirus, ya que presentaban una similitud de secuencia nucleotidica mayor al 60% con el
genoma de Félix o1. Los genomas presentaban ADN lineal doble hebra, compartiendo una identidad de
secuencia nucleotidica del 98,83%. El fago vB_Si_SF20-2 tuvo un tamano de genoma de 89 kb y 39,71 GCy
acorde a la anotacion de RASTtk, se describieron 129 proteinas y 20 ARNt. Por otro lado el genoma de vB_
SI_35FD presento un tamano de 85 kb, un 38,93 GC, se anotaron 133 proteinas y se identificaron 19 ARNt. El
analisis de CDD mostrd diferencias en proteinas de la cola entre ambos fagos. El rango hospedero mostrd
que el fago vB_Si_SF20-2 era capaz de lisar 11 serovares, en tanto vB_SI_35FD lisé 19 serovares, de un total
de 21 serovares distintos.Los genomas de los fagos vB_Si_SF20-2 y vB_SI_35FD si bien presentaron una alta
identidad de secuencia, el rango de hospedero que exhibe el fago vB_SI_35FD es amplio en contraste a un
rango estrecho de vB_Si_SF20-2, esto se deberia a las diferencias encontradas en las proteinas de la cola
entre ambos fagos.
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Yersinia ruckeri es un bacilo Gram negativo responsable de la enfermedad de la boca roja, patologia
septicémica que afecta a salmodnidos, causando importantes pérdidas econdomicas en la acuicultura. La
bacteria puede invadir y proliferar en células epiteliales, ambiente con baja disponibilidad de hierro que la
obligaaactivar mecanismos para optimizar su uso. Entre esos mecanismos de respuesta a estrés destacan los
RNAs pequefos no codificantes (SRNAs), que modulan la expresion génica mediante apareamiento de bases
con mRNAs blancos. RyhB es un sRNA descrito en diversas enterobacterias que se induce en condiciones
de deficiencia de hierro. Nuestro grupo identificé previamente en Y. ruckeri la presencia de dos homdlogos
de RyhB, cuya expresion se induce en carencia de hierro. En este estudio evaluamos el rol de los homdlogos
RyhB-1y RyhB-2 de Y. ruckeri a nivel intracelular, especificamente en células no fagociticas CHSE-214 de
salmon. Mediante gRT-PCR se analizé la expresion de ambos sRNAs desde una cepa silvestre intracelular.
Se determind que a las 8 horas post infeccion (hpi), se induce significativamente la expresion de RyhB-z,
mientras que a las 16 hpi ocurre lo propio con RyhB-2. Posteriormente se realizaron ensayos de infeccion
con las cepas silvestre y mutantes AryhB-1 'y AryhB-2. Mediante la determinacion de unidades formadoras
de colonias (UFC), se observo que la cepa AryhB-1 presenta un mayor conteo en todas las hpi analizadas,
respecto a la cepa silvestre, sugiriendo que dicha cepa invade y prolifera mas. La cepa AryhB-2 evidencia un
fendomeno similar a las 16 hpi, pero menos intenso. Este fenotipo de mayor replicacion intracelular para las
mutantes se confirmé mediante ensayos de dilucidn de fluorescencia, utilizando un sistema reportero de
replicacion basado en la expresion de las proteinas fluorescentes GFP y RFP. Finalmente, desde las cepas
mutantes intracelulares se analizo la expresion de posibles blancos de estos sSRNAs. Los resultados sugieren
que los roles de RyhB-1y RyhB-2 no son redundantes y que RyhB-1 regula negativamente la expresion de
genes metabolicos (acnB), de motilidad (fliF) y de homeostasis del hierro (bfr y ftnA), lo que explicaria en
parte el fenotipo mas infectivo de la cepa AryhB-1.

FONDECYT 1171655
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La cicatrizacidn es un proceso multicelular en el cual es imprescindible prevenir la proliferacion de bacterias
y estimular la reepitelizacion con el objetivo de reparar del tejido dafnado. El proceso de cicatrizacion de una
herida implica cuatro fases sucesivas: hemostasia, inflamacion, proliferacion y remodelacion de los tejidos.
Durante la inflamacion se produce la llegada de neutrdfilos y macrofagos al sitio de la herida para remover
restos celularesy prevenirinfecciones. Diversos estudios han demostrado que lainfeccidon y el dafio mediado
por factores de virulencia de microorganismos como Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis o
Pseudomonas aeruginosa dificultan la recuperacion y cicatrizacion de las heridas. Dentro de los avances de
la nanotecnologia de las Ultimas décadas, se ha logrado la generacidn de nuevos materiales que permitan
llevar a cabo acciones simultaneas, disminuir la carga bacteriana y favorecer el cierre de las heridas, siendo
uno de ellos las nanoparticulas metalicas. El objetivo del presente estudio fue determinar in vitro la actividad
antimicrobiana de nanoparticulas de cobre estabilizadas (NpsCu) frente a diferentes bacterias asociadas
a procesos de cicatrizacion de heridas. Para ello, las nanoparticulas se caracterizaron mediante analisis
quimicos como:microscopia electronica de barrido, espectroscopia fotoelectronica y difraccion de rayos
X para confirmar su composicion. La determinacion de la actividad antimicrobiana se realizé mediante la
prueba de susceptibilidad por medio microdiluciones seriadas frente bacterias gram positivas y negativas en
concentraciones entre 2 y 1000 mM. Los resultados obtenidos para la caracterizacion quimica permitieron
confirmar que las NpsCu contienen Cu® y poseen como estabilizante glicerol, lo cual evita su oxidacion.
En relacion a las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana se obtuvieron concentraciones inhibitorias que
varian entre 7,8 y 125 mM dependiendo de la cepa bacteriana. Al respecto, Staphylococcus aureus ATCC
43300 (SARM), el cual es resistente a meticilina, mostré una concentracion inhibitoria minima (CIM) a 31
mM, lo que es relevante considerando que SARM esta emergiendo como un importante agente causal de
infecciones intrahospitalarias y comunitarias, siendo resistente a todos los antibioticos betalactamicos.
Estos resultados sugieren que las nanoparticulas de cobre evaluadas en este estudio podrian ser una
alternativa viable para evitar infecciones bacterianas en heridas.

Voucher de Innovacion CORFO



Congreso

CP1-16

Characterization of the sensor kinase ArcB of Salmonella Typhimurium in response to hydrogen
peroxide and hypochlorite stress

Briones CA*, Cabezas CE?, Baquedano SM?, J Castro-Severyn?, C Pardo-Esté?, Saavedra CP*2

(1) Laboratory of Molecular Microbiology, Departamento de Ciencias Bioldgicas, Facultad de Ciencias de la
Vida, Universidad Andrés Bello

(2) Departamento de Ciencias Biologicas, Facultad de Ciencias de la Vida, Millenium Institute on
Immunology and Immunotherapy, Universidad Andres Bello

(Sponsored by FONDECYT #1160315)

alancbg@gmail.com

The two-component system (TCS) are signal transduction mechanism conserved among different
microorganism. These TCS detect various signal such as pH, osmolarity, nutrients, reactive species of
oxygen (ROS), among others. These TCS are composed by a sensor kinase (SK) which detect the signal and
triggers an autophosphorylation reaction and then transphosphorylates a response regulator (RR) which
modulates the gene expression. In our laboratory, we work with the TCS ArcAB of SalmonellaTyphimurium
(S. Typhimurium), which is required in the biochemical response of oxygen availability and oxidative stress.
It is well documented that ArcA modulates the gene expression in ROS condition, but the role of ArcB
and the genes that modulates are still unknown under oxidative stress. Here, we performed an RNA-seq
analysis to evaluate the transcriptomic profile of ArcB under hydrogen peroxide and hypochlorite stress
in aerobic growth. The results show 498 genes that are regulated in peroxide condition, and 991 genes
modulated in hypochlorite stress. Also, we matched the responses between ArcA and ArcB in the similar
conditions and found that different genes are modulates only by ArcA or ArcB in peroxide and hypochlorite
stress. Moreover, experimental data shows that mutants strains in arcAand arcBhad different behaviour
(biofilm formation, tiols, ROS accumulation, CFU and Congo-red) when are treated with hydrogen peroxide
or sodium hypochlorite, suggesting that this TCS could be cross-talking with other response regulators
or sensor kinases in response to oxidative stress. This work contributes to understand the role of ArcB in
response to oxidative stress by hydrogen peroxide and hypochlorite, conditions found in immune cells like
macrophages and neutrophils, respectively.

FONDECYT #1160315. ACBG CONICYT #21160858
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Introduccion: En los Ultimos afios los probidticos han adquirido relevancia debido a que cuando estos
microorganismos vivos son consumidos en cantidades adecuadas, confieren beneficios a la salud del
consumidor. Esto ha llevado a la industria farmacéutica y de alimentos a asegurar que los probidticos
sobrevivan los distintos procesos de produccion en los cuales estan involucrados y mantener su viabilidad
durante el almacenamiento y transito a través del sistema gastrointestinal. Una forma de mejorar la
sobrevivencia y viabilidad es la microencapsulacion por secado spray. El objetivo de este estudio fue evaluar
el efecto de la temperatura del almacenamiento en la viabilidad de bacterias probioticas microencapsuladas
por secado spray en presencia de mucilago de chia. Metodologia: Tres bacterias probiodticas (Bifidobacterium
infantis ATCCas679, Lactobacillus plantarum ATCC8014 y Lactobacillus rhamnosus ATCCs3103) fueron
microencapsuladas por secado spray a 9o° C utilizando como material de pared maltodextrina (14,5% p/v)
y mucilago de chia (0,5% p/v). Luego, el polvo fue almacenado a 4 y 25° C durante 60 dias. Resultados: Las
tres bacterias probidticas evaluadas mostraron alto nivel de sobrevivencia después de la microencapsulacion
por secado spray, alcanzando valores supriores al 9o%; 93,43 + 0,3; 92,30 + 96,75 + 1,35; para B. infantis,
L. plantarum y L. rhamnosus, respectivamente. Por otro lado, la viabilidad de las bacterias probioticas
disminuyo gradualmente durante el almacenamiento a 4 y 25° C, presentandose una mayor inactivacion a
los 25° C. B. infantis presentd la mayor viabilidad alcanzado 20,2 + 1,56 x 107 UFC/g y 48,0 + 1,41 x102 UCF/g
después de 60 dias de almacenamiento a 4 y 25° C, respectivamente. Conclusion: Los resultados revelan
que mucilago de chia es un buen material de pared para encapsulacion por secado spray. Por otro lado, la
viabilidad de las bacterias probidticas disminuye con el aumento de la temperatura de almacenamientoy es
dependiente de la cepa probiodtica evaluada.

Agradecimientos: Proyecto Fondecyt 11160249.
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Introducccion: Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) es una de las principales causas de diarrea. Sus
principales factores de virulencia son enterotoxinas y los factores de colonizacion (CFs), que corresponden
a un set de aproximadamente 25 pili ensamblados mayoritariamente por la via chaperona-usher (pili-CU),
que pueden encontrarse en distintas combinaciones de entre tresy cinco por cada cepa. En general, los pili-
CU se clasifican en nueve familias (o, B, y1, v2, Y3, Y4 K, Ty 0) y los CFs de ETEC humanas corresponden
a pili-CU q, y2, y3 y k. Actualmente no existe vacuna contra ETEC, debido en parte a la diversidad de CFs.
Identificar antigenos comunes contribuiria a solucionar esta problematica. En este trabajo, determinamos
la reactividad cruzada entre anticuerpos dirigidos contra el CF-y2 CS20 y otros CFs de la misma familia, y su
impacto en la capacidad de adherencia/colonizacion de cepas ETEC. Métodos: Se determino la reactividad
de anticuerpos policlonales dirigidos contra la subunidad estructural principal (SEP) de CS20 (CsnA) con
las SEP de otros CFs-y2 mediante Western blot e immunogold/microscopia electrénica de transmision.
Ademas, se realizaron ensayos de adherencia de cepas ETEC productoras de CFs-y2, a células Caco-2, en
presencia de los anticuerpos. Finalmente, ratones Balb/c, se inmunizaron via intraperitonealcon CsnA y
se obtuvo suero para la determinacion de reactividad frente a otros CFs-y2. Resultados: Los anticuerpos
anti-CsnA reconocieron las SEP de los CFs-y2 CS12, CS18, CS26, CS27b y CS30, tanto mediante Western
blot como mediante inmunogold. La capacidad de adherencia bacteriana, en presencia de anti-CsnA, se
redujo a un 52,5%, 58,2%, 61,5%, 60,2% y 39,5%, para cepas ETEC CS12+, CS18+, CS26+, CS27b+y CS30+,
respectivamente, mientras que a un 44,6% en el caso de ETEC CS20+. En linea con estos resultados,
anticuerpos IgG contenidos en suero de ratones inmunizados con CsnA purificada, reconocieron las SEP de
cepas ETEC productoras de CFs y2. Conclusion: Anticuerpos anti-CsnA reconocen las SEP de otros cinco
CFs-y2 de ETEC, afectando su capacidad de conferir capacidad de adherencia/colonizacidn, lo que sugiere
que esta proteina podria ser usada para el disefio de vacunas contra ETEC, que tengan un amplio rango de
proteccion.
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Piscirickettsia salmonis es el agente etioldgico de la Piscirickettsiosis, enfermedad que produce grandes
pérdidas en la industria salmonera nacional. P. salmonis puede producir biofilm, estructura relacionada
con la persistencia de esta bacteria, aunque los mecanismos implicados en su formacion aun no han sido
explorados a cabalidad. En algunas bacterias, el sistema de dos componentes (TCS), esta involucrado
en la formacion de biofilm, participando en los procesos de adhesion de las bacterias a superficies. Este
estudio tuvo como objetivo identificar y caracterizar in silico el TCS CpxA/CpxR de P. salmonis y determinar
su expresion en las cepas LF-89 y EM-go. Los resultados in silico muestran la presencia de cpxA/cpxR en
el genoma de ambas cepas de P. salmonis, ademas se construyd un arbol consenso para cpxA/cpxR con el
fin de inferir relaciones filogenéticas entre especies relacionadas. Los resultados del analisis de los mRNAs
por gPCR, evidencio la expresion de ambos genes sélo en la cepa LF-89, mientras que la cepa EM-g90 sélo
expresaria cpxR, EM-g0 se descartd en analisis siguientes. Posteriormente, en una cinética de crecimiento
para la obtencion de bacterias en estado planctonico y sésil de la cepa LF-89, mostrd que los niveles de
transcrito de cpxA, es menor que la condicion control a tiempo cero, pero es significativamente mayor en la
condicion sésil versus la planctonica enlos dias 2y 4. En el caso de cpxR, los niveles de transcrito también son
menores que el control, pero se expresa mas en la condicion planctdnica en todos los tiempos analizados.
A partir de los resultados obtenidos, se puede concluir que existe una expresion diferencial de estos genes,
lo cual dependera de la condicion de la bacteria (planctdnica o sésil) y de la cepa analizada (LF-89 o EM-
90). Estudios que se estan realizando en el laboratorio, permitiran explorar la expresidn de estos genes,
en procesos infectivos in vitro e in vivo, de manera de explorar en mayor profundidad el papel de TCS de P.
salmonis asociados a la virulencia de esta bacteria.
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Botrytis cinerea is a phytopathogenic fungus that infects over 200 plant species and can cause significant
crop losses in local and worldwide agricultural industries. However, its presence in the endemic flora in the
Coquimbo Region and its impact on local flora have not been studied yet. In order to determine whether
the native plant in the Coquimbo Region is present Botrytis spp, fifty native plants were analysis. A total of
31 putative Botrytis spp were isolated and phenotypic and genetic characterized. The internal transcribed
spacer (ITS) sequence region of rDNA was amplified using ITS1/ITS4 primers and then sequenced. ITS
analysis of this isolate revealed that it corresponded to genus Botrytis. For further confirmation, nuclear
protein-coding genes (G3PDH, HSP6o, and RPB2) were sequenced and showed 100% identity against B.
cinerea. On the order hand, we investigated the presence and frequency distribution of the transposable
elements Boty and Flipper in the isolates obtained. The results indicate that 84% of the isolates presented
both transposable elements, Boty and Flipper, indicating that the most prevalent genotype was transpose.
In addition 31.3% of the isolates showed substantially reduced virulence in apple fruit in compare to Bos.10
strain. According to fungicide resistance studies, the results indicate that one isolate presented low resistant
level (LR) to a commercial fungicide, fenhexamide and five isolates presented different grade of sensibility
to boscalid. The results provided here contribute to our fundamental understanding of the presence of B.
cinerea in the native plant in the Coquimbo Region and the potential negative effect can be produce against
to agriculture and the native plant.
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Arsénico (As) se presenta en diversos ambientes y es altamente toxico, lo que representa un problema ala
salud publica. La adsorcidon por minerales de dxidos de hierro como Jarosita (Jt) y Schwertmannita (Sch),
aparece como una solucion amigable con el ambiente y de bajo costo, ya que pueden ser sintetizados de
manera bioldgica por bacterias oxidantes de hierro. El objetivo de este estudio fue determinar las condiciones
optimas de oxidacion de Fe(ll) para la produccion de Schwertmannita, de un consorcio bacteriano acidéfilo
Fe(ll)-oxidante, As-resistente. Para esto se utilizd un consorcio bacteriano acidoéfilo Fe(ll)-oxidante (CL5)
aislado desde sedimentos del rio Loa (Antofagasta, Chile) con altas concentraciones de arsénico(200-4400
Mg As L-1). El cual fue incubado en medio 9K (Qiao y col., 2017), descrito para bacterias precipitantes de
oxidos de hierro y en medio 9K modificado en este estudio (9K-Sch) e incubado a 25°C,28°C y 30°C. Los
oxidos de hierro obtenidos fueron caracterizados por difraccion de rayos X (DRX) y Microscopia Electrénica
de Barrido (SEM-EDS). Mientras que la temperatura optima para la biosintesis de Sch se determino
midiendo la cinética de crecimiento por absorbancia a 6oonm. Los resultados de las curvas de crecimiento
del Consorcio CLg muestran un crecimiento y produccion de oxidos de hierro éptimo a 28°C. Por otra parte,
los patrones de XDR mostraron la presencia de dos fases minerales en ambas muestras de dxidos de hierros
correspondientes a Schwertmannita y Jarosita. En la muestra usando el medio 9K, el porcentaje en peso de
Schwertmannita y Jarosita fue de 3.72% Yy 96.92%, respectivamente. Mientras que en la muestra gK-Sch, fue
de 88.74% Yy 11.25%, respectivamente. En las micrografias electronicas de las muestran con ambos medios se
observan dos tipos de minerales: Jarosita y Schwertmannita. El primero presenta una morfologia cristalina,
mientras que el sequndo, se observa con morfologia caracteristica de “erizo” y con terminaciones en forma
de aguja alargadas. Los resultados demuestran que la biosintesis de Schwertmannita, por el consorcio CLg
fue significativamente mayor utilizando el medio gK-Sch. Lo cual, representa una ventajosa alternativa a los
métodos de obtencidn convencionales de este mineral, con aplicaciones en la bioremediacion.

Financiado por Proyecto VRID 218.036.048-1.0IN



Congreso

CP1-22

Evaluacion del impacto de la actividad humana sobre la presencia de bacterias resistentes a
antibioticos en suelos de la Peninsula Antartica

José Costa*, Johanna Rojas*, Sofia Tapia?, Camilo Berrios?, Macarena Varas?, Rosalba Lagos?, Andrés
Marcoleta*

(1) Biologia, Ciencias, Universidad de Chile

(Sponsored by 1000 GENOMAS: Chile Secuencia A Chile)

jose.costa@ug.uchile.cl

La creciente ocurrencia de infecciones por bacterias multirresistentes y la inefectividad de los antibioticos
disponibles para combatirlas representan uno de los mayores problemas de salud publica actuales. Si bien
se ha propuesto que el abuso humano de los antibioticos ha contribuido al desarrollo de esta resistencia,
multiples evidencias apuntan a un origen ancestral de los mecanismos que la subyacen. En este contexto, la
bioprospeccion de ambientes pristinos permite explorardicho resistomaancestral comoreservorioy sustrato
de nuevos mecanismos de resistencia que podrian surgir en el futuro entre cepas clinicas. La Antartica
resulta un modelo ideal para este propdsito, en donde las condiciones extremas y el aislamiento geografico
han permitido la evolucién de microorganismos con capacidades metabdlicas y rasgos fenotipicos Unicos, y
donde ademas es posible encontrar sitios remotos con escasa o nula intervencion humana. En este trabajo
se evaluo la sensibilidad a distintos antibidticos de bacterias aisladas desde suelo antartico, comparando
la prevalencia de bacterias resistentes en muestras obtenidas desde zonas no intervenidas, con aquella
registrada en zonas fuertemente intervenidas por el hombre. Se observaron indices sobre 50% de resistencia
para algunos de los antibioticos probados en ambos tipos de zonas, y un porcentaje considerablemente
mayor de aislados multirresistentes provenientes de zonas no intervenidas, principalmente pertenecientes
al género Pseudomonas. Entre estos Ultimos, se identificaron los aislados Yep6b y ArH3a resistentes a al
menos 10 familias de antibidticos. La secuenciacion y el analisis del genoma de ambas cepas reveld la
presencia de un bajo nUmero de genes conocidos de resistencia, sugiriendo fuertemente la existencia de
nuevos mecanismos que expliquen el fenotipo multirresistente, los cuales se encuentran actualmente
en estudio. Nuestros resultados indican que existe una cantidad de genes y mecanismos de resistencia a
distintos antibidticos en ambientes naturales y remotos como la Antartica, cuya prevalencia no aumentaria
como producto de la intervencion humana.

Este trabajo fue financiado por el proyecto INACH (RT_s51-16) dirigido por el Dr. Andrés Marcoleta.
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Los colorantes sintéticos son sustancias ampliamente utilizadas por las industrias de alimentos,
farmacéutica, textil y de cosméticos. Por su naturaleza quimica éstos resultan de alto impacto tanto para
el ambiente como para la salud humana, ya que muchos resultan ser carcinogénicos y/o mutagénicos.
Los ascomicetos Penicillium murcianum y Talaromyces australis, aislados de madera degradada, producen
pigmentos extracelulares amarillo y rojo, respectivamente, y su potencial uso en la tincion de telas de
lana y lino ya ha sido demostrado. Sin embargo, la cinética de crecimiento y produccion de pigmentos
en fermentacion liquida, asi como la caracterizacion de estos metabolitos aun no ha sido investigada.
Por ello, en este estudio se describe el crecimiento y produccion de pigmentos extracelulares por ambos
hongos y la caracterizacion de los pigmentos producidos al final del periodo de cultivo, a través de
técnicas cromatograficas acopladas a espectrometria de masas (CPC y HPLC/PAD/MS). Los hongos fueron
cultivados en medios liquidos optimizados (peptona-glucosa-extracto de levadura, con y sin NaCl), durante
28 dias a 25°C en condicion estatica. Cada 4 dias se evaluo el pH, el consumo de glucosa, la produccidn
de pigmentos y el crecimiento micelial. Las curvas de crecimiento y produccion de pigmentos mostraron
un comportamiento semejante entre ambos hongos, con un aumento importante de pigmentos a partir
de los 16 dias de cultivo. Un consumo acelerado de la fuente de carbono (glucosa) coincidio con la fase de
crecimiento exponencial, y parecio estar relacionado con la fase de aumento en la produccidn de pigmentos
en ambos hongos.Resultados preliminares de la caracterizacion de los pigmentos revelaron la presencia de
azafilonas y antraquinoides en los extractos de ambos hongos. En P. murcianum se detectaron compuestos
responsables del color amarillo como monashexenona, monankarina y esterigmatocystina, y en T. australis
compuestos responsables del color rojo como N-glucosil-rubropunctamina, color amarillo como monascina
y naranjo como rubropunctatina. Estos resultados contribuyen al conocimiento de dos especies fungicas
presentes en nuestros bosques y hasta ahora poco investigadas, y generan una importante oportunidad
para futuras investigaciones dirigidas a la aplicacion de estos pigmentos en otras areas, distintas a la textil.
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Salmonella spp. es un grave problema de salud publica debido a su asociacion con brotes de enfermedades
transmitidas por alimentos (ETAs).El patogeno ha causado brotes asociados con alimentos de origen animal
y vegetal. Salmonella spp. puede sobrevivir durante varios meses en el ambiente. Multiples investigaciones
sugieren que el agua de riego es una fuente de contaminacidn de hortalizas y actua como vehiculo para
la transmision de la enfermedad mediante alimentos de origen vegetal. Nuestro objetivo fue aislar e
identificar Salmonella spp en aguas superficiales con potencial uso para regadio desde rios de la regidn
del Maule, Chile. Se recolectaron 240 muestras de agua desde los rios Claro y Lontué entre abril y julio de
2019. Se muestrearon tanto el caudal principal del rio como canales aledafos. Mensualmente se tomaron
30 muestras en los mismos puntos por el paso forzado de 10 L de agua a través de una térula de Moore
modificada. Ademas, se obtuvieron parametros fisicos del agua como temperatura, pH, solidos disueltos,
etc. El aislamiento de la bacteria se realizo a través de microbiologia clasica segun los protocolos del BAM
FDA con modificaciones menores, y los aislados fueron confirmados como Salmonella spp. mediante
identificacion por PCR para el gen invA. En este estudio, se detectd la presencia de Salmonella spp. en todos
los muestreos realizados, con frecuencias de deteccion que fluctuaron entre 7% (2/30) y 23% (7/30). Ambos
rios presentaron similar porcentaje de deteccion de la bacteria. No se detectd Salmonella spp en muestras
de los puntos de monitoreo mas cercanos a la zona pre-cordillerana, y las muestras positivas estuvieron
cerca de zonas urbanas y agricolas. Detectamos areas de contaminacion persistente, en especial los puntos
de monitoreo 23 (zona urbana de Talca) y 30 (zona rural al sur de Talca). Por otro lado, los parametros fisicos
del agua no afectaron la deteccion del patdgeno. Este estudio entrega datos sobre la presencia de Salmonella
spp. en aguas superficiales de la region del Maule, Chile, zona principalmente agricola, las que posiblemente
se empleen como agua para riego. Esto podria significar un potencial riesgo para la salud humana.

Cooperative Agreement to Support the Joint institute for fod safety and Applied Nutrition, subaward 74962-
Z0167202. University of Maryland.
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Los siderdforos son metabolitos secundarios, en su mayoria péptidos no ribosomales, que actuan como
quelantes del hierro. Esto compuestos son producidos principalmente por microorganismos sometidos a
condiciones ambientales de deficiencia de hierro, permitiendo el transporte y asimilacion de este metal para
distintos procesos metabdlicos. En la Antartica, los hongos filamentosos posiblemente estan sometidos a
condicionesdedeficienciade hierro.Sinembargo, hastaelmomentonose hadescritolaproduccidondeningun
compuesto siderdforo en ningun hongo de origen antartico. En nuestro laboratorio estamos estudiando la
cepa fungica de origen antartico Pseudogymnoascus sp. FAE 27. En estudios previos, determinamos que en
su genoma existe un gen (gymE) que codifica para una proteina con alta identidad (71%) con una sintetasa
de péptidos no ribosomales de Aspergillus flavus, la cual ha sido asociada a la biosintesis de un sideroforo de
tipo hidroxamato. En este trabajo, hemos estudiado la expresion del gen gymE de Pseudogymnoascus sp.
FAE 27, asi como con la produccion de siderdforos de tipo hidroxamato en el medio de cultivo. Para realizar
este estudio, el hongo se cultivé en medio Mg, en presencia y ausencia de hierro, y se tomaron muestras de
micelio y de caldo a los 3, 5y 8 dias de fermentacion. Del micelio se extrajo ARN y se realizé un analisis de
expresion génica mediante RT-PCR en el que se determind que el gen gymE se expresa exclusivamente en
condiciones de cultivo sin hierro y desde el dia 5 de cultivo. En paralelo, determinamos que la prueba CAS
de los caldos de cultivo, la cual detecta sideroforos, fue positiva Unicamente para aquellas fermentaciones
realizadas en ausencia de hierro. Adicionalmente, el analisis mediante HPLC de los caldos de cultivo,
confirmo la presencia de compuestos con un espectro de absorcion UV-visible caracteristico de sideréforos
de tipo hidroxamato, en aquellos cultivos con déficit de hierro. En conjunto, estos resultados sugieren que
Pseudogymnoascus sp. FAE 27 produce sideroforos de tipo hidroxamato, constituyendo el primer reporte de
la produccion de siderdforos en un hongo filamentoso de origen antartico.

Este trabajo fue financiado por el proyecto Fondecyt 1150894 y DICYT-USACH. V.O recibid la beca
CONICYT-PFCHA/Doctorado Nacional/2018-21181056. A.D y P.V recibieron la ayuda a Estudiantes de la
DAE, Universidad de Chile.
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Background: Multiple sclerosis is an autoimmune inflammatory disease characterized by the infiltration of
autoreactive immune cells into the central nervous system (CNS). Although the etiology of this disease is
still unknown, latent viral infections have been defined as possible environmental triggers, which may play
a role in pathogenesis and disease. Herpes simplex virus type 1 (HSV-1) is highly prevalent in humans and
can reach the brain without evident clinical symptoms. Moreover, HSV-1 may remain lifelong in this tissue
in a latent form, and accumulating evidence suggests that asymptomatic HSV-1 infection of the CNS may
lead to neurodegenerative disorders. Our aim is to determine whether latent infection of the CNS with HSV-
1 favors the onset of multiple sclerosis and its severity in a mouse model, and to characterize the immune
components that mediate autoimmunity in this scenario. Methods: Mice were infected intranasally with a
sub-lethal dose of HSV-1 or mock. Then, we induced encephalomyelitis autoimmune experimental (EAE),
the most commonly model used for studying multiple sclerosis disease. Finally, animals were euthanized
to obtain brains and spinal cords to assess at the histological, cellular and molecular level changes in the
characteristics of the CNS. Results: Mice previously infected with HSV-1 show an earlier onset of EAE
compared with mock-infected mice, and display a worse clinical EAE in comparison with the control group.
Conclusion: Our results suggest an association between HSV-1 latent infection of the CNS and multiple
sclerosis onset and severity in the mouse model.
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Introduccion. Azotobacter vinelandii es una bacteria gram negativa, aerobia que produce alginato y
poli(3-hidroxibutirato) (PHB). El PHB es un poliéster que se acumula intracelularmente, y es un polimero
termoestable, biodegradable y biocompatible. La produccién de PHB se afecta por la fuente de carbono
utilizada. A. vinelandii puede utilizar distintas fuentes de carbono y energia para crecer, entre éstas,
sacarosay glicerol. El glicerol es un subproducto de la produccion de biodiesel, por esta razén y con miras a
evaluar una fuente de carbono mas econdmica para producir PHB, en este trabajo se evalud la produccion
de PHB por A. vinelandii utilizando glicerol. Metodologia. A. vinelandii OP crecié en un medio de cultivo
definido con sacarosa (40 g/L) o glicerol (25 y 50 g/L). Se realizaron cultivos en matraces a 200 rpm y 30°C,
a un pH inicial de 7,0. La biomasa se determind gravimétricamente, el PHB se obtuvo por hidrdlisis acida,
obteniendo acido crotonico, el cual se cuantifico por HPLC-UV. La sacarosa y el glicerol se midieron por
HPLC-UV. Resultados. Las evidencias muestran que la concentracion de glicerol (25 o 50 g/L) no afectd el
crecimiento celular, alcanzandose entre 3,9 £ 0,35y 3,7+ 0,39 g/L, respectivamente. Sin embargo, una mayor
cantidad de glicerol favorecio la acumulacidon de PHB, obteniéndose un 64,1 + 1,58% p/p. En comparacion
con sacarosa, los cultivos con glicerol mostraron una velocidad especifica de crecimiento menor (1,8 veces).
Usando glicerol, el pH del medio disminuyd hasta 5,5 + 0,01, lo cual afectd el crecimiento y la produccidn
de PHB. Sin embrago, la cantidad de PHB usando glicerol es similar a si se utiliza sacarosa (40 g/L) como
fuente de carbono. Conclusion. Es posible producir PHB en A. vinelandii utilizando glicerol como fuente de
carbono, alcanzandose una acumulacion del 64 % p/p.Asi, el glicerol presenta un potencial uso como fuente
de carbono econdmica para el proceso de produccion de PHB microbiano.

Proyecto Fondecyt Regular 1170896
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Vibrio anguillarum es el agente causal de la septicemia hemorragica que afecta a mas de 50 especies de peces
marinos y de agua dulce. Previos estudios en nuestro laboratorio han revelado que las cepas de levaduras
provenientes de la microbiota intestinal de peces sanos (Debaryomyces hansenii 97 (Dhgy) y Yarrowia
lipolytica 242 (Y1242)) protegen a larvas de pez cebra (Danio rerio) de la infeccion con V. anguillarum. Se ha
observado que las levaduras son capaces de reducir la expresion de citoquinas inflamatorias en la larva; sin
embargo, se desconoce si pueden ejercer efectos directos en el patégeno, como modular la expresion de
sus genes de virulencia. En este estudio, se evaluaron los niveles de transcritos del gen flaD, que codifica
para la proteina flagelina D, proteina flagelar y de virulencia de V. anguillarumy se determind si las levaduras
pueden modular su expresion. Se evaluaron 3 métodos de extraccion de ARN desde V. anguillarum (VaPF4
serotipo O3): kit Promega, Nucleosol y TRIzol, observandose mayor concentracion de ARN con el método
Trizol, por lo que este método fue utilizado en los siguientes ensayos. Se cultivé VaPF4 en medio TSB+ 0,5%
NaCl, en presencia y ausencia de las levaduras Dhg7 y Yl242. A los tiempos o, 2, 4 y 6 horas de cultivo a
30°C, se determinaron los niveles de transcritos del gen flaD y del gen de referencia (gyrB). Los transcritos
se cuantificaron mediante RT-qPCR utilizando el método de AACt. Los partidores de los genes fueron
disenados especificamente para la cepa estudiada y se obtuvieron eficiencias de amplificacion de 106,5%y
101,8% para flaD y gyrB, respectivamente. Se observo que el gen flaD logra su mayor expresion a las 2 horas
de crecimiento y se estd evaluando actualmente, el efecto de las levaduras en la expresion de este gen.
Podemos concluir que el gen flaD de VaPF4 muestra una expresion diferencial entre las o y 6 horas de cultivo
y que en este intervalo de tiempo se puede evaluar el efecto de las levaduras en esta expresion.

This work was supported by Proyecto FONDECYT Regular N° 1181499 and Millennium Science Initiative,
Ministry of Economy, Development and Tourism of Chile under Grant “"Millennium Nucleus in the Biology of
the Intestinal Microbiota”
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The human respiratory syncytial virus (hRSV) is one of the leading causes of acute lower respiratory tract
infections worldwide, leading to significant levels of morbidity and mortality in vulnerable populations.
Despite its significant clinical impact, no vaccines, both effective and safe, have been licensed. Since
premature and newborn children are among the most vulnerable population for the infection of this virus,
the generation of protective approaches for them is mandatory. Mycobacterium bovis bacillus Calmette-
Gueérin (BCG) is the currently available vaccine against Tuberculosis, with safety and immunogenicity that
have been extensively described. This vaccine is as a potent inducer of a Th1 immune response, and it has
been used as a vector for the expression of recombinant proteins, being able to protect against several
diseases. Our laboratory previously demonstrated that immunization with a recombinant strain of BCG,
expressing the hRSV-N protein (rBCG-N-hRSV) induces protection against this virus in mice, promoting
an efficient cellular and humoral response. It has been previously shown that immunization of gestating
mothers is capable of protecting the offspring against several diseases, such as tetanus, whooping cough
and influenza, without side-effects for either the mother and the offspring. Since BCG is a live-attenuated
vaccine, no data has ever been published regarding the safety and the immune response associated with
this in gestating mice. In this line, the working hypothesis is that the immunization with rBCG-N-hRSV in
gestating mice can promote a protective humoral immunity in the offspring whence infected with hRSV.

Beca de Doctorado Nacional Conicyt — Folio 21190183 - Millennium Institute on Immunology and
Immunotherapy
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The production of biofuels, biomaterials and fine chemicals from renewable substrates such as lignocellulose
is an affordable and sustainable alternative. However, during the hydrolysis of lignocellulosic biomass for
bioconversion into add-value products several side-products are generated, including toxic furans such as
furfural and 5-hydroxymethylfurfural (HMF). These two aldehydes are major inhibitors for fermentative
microorganisms. Remarkably, some bacteria have the ability to transform these furan aldehydes into
harmless compounds or even completely degraded them. In this study we focus in a Pseudomonas sp. strain
designated ALS1279 isolated by its ability to degrade furfural and HMF as sole carbon and energy sources.
We extended its catabolic abilities by testing growth in furfuryl alcohol, HMF alcohol, HMF acid and furoic
acid. These interesting degradative properties prompt us to perform complete genome sequencing of this
strain. Then, genomic DNA was extracted from Pseudomonas sp. ALS1279 and sequenced using lllumina
technology. Raw reads were trimmed and filtered by TRIMMOMATIC software and then used for assembly
with SPADES assembler obtaining a draft version of the genome including 183 contigs. Gene annotation
was performed using the NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline resulting in 4737 coding proteins.
In silico analysis allow us to identify genes putatively involved in furfural and HMF degradation pathways by
close relatedness to a previously described cluster in Cupriavidus basilensis. Nevertheless gene regulation
mechanisms for furans catabolic routes remain unknown. The HMF/furfural gene cluster of ALS1279 strain
includes two gene regulators belonging to LysR- and AraC-families most probably mastering two putative
promoters (hamed PhmfA and PhmfF). In order to elucidate regulation mechanism in this strain, regulators
and promoters were cloned independently in vectors designed to construct GFP and beta-galactosidase
reporter gene fusions. Results indicate that PhmfA is specifically induced with furoic acid in presence of
AraC-type regulator, while the PhmfF respond to an intermediate in HMF pathway in presence of LysR-
type regulator when tested in E. coli as heterologous strain. Moreover, additional results in strain ALS1279
suggest a cross-regulation among both regulators for a tight regulation of furans catabolic pathways in its
natural host and even a catabolic repression phenomenon could be observed.

This work was funded by FONDECYT 1161750, CONICYT PIA Anillo GAMBIO ACT172128, and CONICYT PIA/
BASAL FBooo2 grants.
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Background: Short chain fatty acids (SCFAs) formate (C1), acetate (C2), propionate (C3) and butyrate (C4)
are the main metabolic products of anaerobic bacteria fermentation in the intestine. The involvement of
these molecules in the modulation of pathogenicity of Diarrheagenic E. coli (DEC) remain unclear. In this
work, we evaluated the role of these SCFAs in the pathogenicity of STEC 86-24 on epithelial intestinal cells
(T84). Aim: To evaluate the role of SCFAs in the pathogenicity of STEC. Methods: We evaluated the effect
of formate and acetate on the growth of STEC strain 86-24. Also, expression of stx2, eae and [pfa virulence
genes was evaluated by qPCR. Finally, T84 cells were infected with STEC in the presence of colonic and
ileum concentrations of SCFAs (individual and mixes) to evaluate STEC adherence and induction of IL-8
secretion by infected cells. Results. Increasing concentrations of acetate (50-200Mm) retard the growth of
STEC. Interestingly, an increase in the secretion of IL-8 was observed in T84 cells infected with STEC in the
presence of 25 Mm and 95 Mm acetate compared to cells infected when an equivalent NaCl concentration
was used as osmolarity control. Propionate (2,5 mM) and butyrate (2,5 and 17 mM) increase IL-8 secretion
on T84 cells infected with STEC 86-24 in relation to osmolarity control. Interestingly, the mix of SCFAs (172
mM) decrease IL-8 secretion on T84 cells in the same conditions. In adherence assay, we did not observed
differences in all the evaluated conditions. Conclusions: Our results provide a new insight to understand
how the pathogenicity of STEC might be modulated by SCFAs

FONDECYT grants 1160426
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La microbiota intestinal (MI) mantiene una relacion simbidtica con su hospedero en condiciones normales,
sin embargo existen enfermedades crdnicas no transmisibles, como la enfermedad renal, que puede causar
alteraciones en la composicion y diversidad de la microbiota intestinal (disbiosis), que puede contribuir
en la progresion de la enfermedad. La resistencia a antibidticos y metal(oid)es presentan mecanismos
similares y que se pueden evidenciar con la presencia de genes en muestras fecales de individuos con
ERC. Se considero que en estos voluntarios se encontraria una mayor presencia de estos genes por la
bioacumulacion de toxicos como metal(oid)es producto de una baja filtracion glomerular y por un mayor
uso de antibidticos debido a infecciones recurrentes. El objetivo de este estudio fue comparar la presencia
de genes de resistencia a antibidticos de distintas familias y metal(oid)es como Plomo, Arsénico, Mercurio
y Cadmio, presentes en la Ml de individuos con ERC en sus distintas etapas (3A/3B, 4 y 5) y voluntarios
sanos. Se realizo extraccion de DNA gendmico de muestras fecales de voluntarios con ERC y sanos, se
selecciond y construyo partidores de genes de resistencia a antibioticos y metal(oid)es para la realizacion
de gqPCR. Se pudo observar que hay una mayor presencia de genes de resistencia a antibioticos en
individuos sanos, una menor aparicion de genes de resistencia tanto a antibioticos y metal(oid)es en la
etapa 5, y no existen diferencias significativas en la presencia de genes de resistencia a metal(oid)es en
cada una de las etapas y en sanos. La menor presencia de genes de resistencia en la etapa 5 puede tener
relacion con la pérdida de la MI, estudios en esta materia son realizados actualmente en el laboratorio.

Financiamiento FONDECYT 11170885
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La biorremediacion es un proceso que involucra la transformacion quimica de ciertos contaminantes por
parte de organismos capaces de tolerar estos mismos. Estos contaminantes pueden ser metales pesados e
hidrocarburos. Juntos forman un tipo de co-contaminacion en la naturaleza, limitando la sobrevivencia de
los organismos. Se propuso evaluar la capacidad de crecimiento de cepas bacterianas marinas en presencia
de altas concentraciones de metales pesados. Se utilizaron 19 cepas bacterianas, que fueron identificadas
filogenéticamente a nivel de especie; se realizaron pruebas de metaloresistencia (de 50 a 350 mg L™ de Cu,
Cd, Zny As) y degradacion de hidrocarburos (de 200 a 600 mg L™ de hexadecano, fenantreno y antraceno),
ademas de pruebas de co-contaminacion con metales e hidrocarburos simultaneamente. Se identificaron
10 cepas como Bacillus, 5 como Enterobacter, 4 como Firmicutes Macell 3.1 y una cepa como Klebsiella
pneumoniae. La mayoria de las cepas toleré 5o mg L* de Cu y Cd, a diferencia de Zn que vario entre 100 y
150 mg Ly para As superd los 350 mg L™. En cuanto a la degradacidon de hidrocarburos, 18 de ellas fueron
capaces de degradar la fuente de carbono en casi todas las concentraciones probadas; y la degradacion
de fenantreno por parte de Enterobacter hormaechei en presencia de cada uno de los metales resultd en
mas del 85% en relacion a la concentracion inicial. Tanto la cepa E. hormaechei que crece optimamente en
presencia de co-contaminacion quimica como la cepa Firmicutes Macell 3.1 que no ha sido descrita aun como
metaloresistente o degradadora de hidrocarburos, son potenciales bacterias para uso en biorremediacion.
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Diatoms are one of the major primary producers in the Ocean and responsible for a high proportion of the
photosynthetically fixed CO, on Earth. They span a wide range of cell sizes with many species belonging
to the nanophyto- plankton (2—20 pum) and a few species even overlap with the picoplanktonic size-class
(<2 pm). Minidiscus are the smallest genus of centric diatoms known to date (<5 um). Their geographical
distribution appears to be global, since species were recorded from many localities: Atlantic European and
African coasts, the Gulf of Mexico, Pacific area around Vancouver, South Pacific ocean and Antarctica. It has
been highlighted that these tiny elusive diatom have a high significance in productive environments and
for carbon export specially at high latitudes. Despite the advances thanks to the “omic” technologies, the
knowledge of molecular and regulatory processes of genes, responsible for facilitating adaptation of this
genustoawiderange of environments, remains very scarce. This study is based on the transcriptomic analysis
of 6 Minidiscus strains from two different environments (English Channel and Antarctica). The objective of
this work is to generate transcriptomic data associated with this genus that allow us to understand their
molecular mechanisms and functionalities. The transcriptomes were carried out in lllumina HiSeq generating
~25 M of readings for each strain, which were assembled using Trinity. An average of 52,000 contigs were
obtained, indicating an adequate sequencing depth considering the complexity of these organisms. The
quality of assembly according to the original reads is appropriate, according to Transrate scores. In addition,
the evaluation of the integrity of the assembly, by comparison to single-copy orthologs through BUSCO,
indicates high completeness of the transcriptomes (83-86%). The results show the flexibility of diatom
transcripts, revealing differentiation in the acquisition of nutrients and environmental stress response. These
results represent the first transcriptome analyses associated with this group, that will be helpful for future
questions on the function, ecology and evolution of small diatoms in the extreme Antarctic environment.

Programa de Apoyo a Tesis de Postgrado en Temas Antarticos INACH DG_10-17.- CONICYT PFCHA/
DOCTORADO BECAS CHILE/2019 -21191821.
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Introduccion: Lactobacillus kunkeei (Lk)corresponde a un bacteria fructofilica que reside en nichos talescomo
flores, miel, frutas, fermentados de frutas y abejas meliferas (Apis mellifera). Pseudomonas aeruginosa (Pa),
por otra parte, corresponde a un patogeno ubicuo, multirresistente, que causa enfermedades nosocomiales
y que hasta ahora es muy dificil de erradicar y tratar. Antecedentes han demostrado que Lk tiene actividad
antimicrobiana contra este patogeno. Objetivo: Caracterizar el efecto antimicrobiano in vitro de Lk en
Ensayos de Difusion en Agar (WDA) y Ensayos de Inhibicion en Curvas de Crecimiento (GIA) sobre distintas
cepas de Pa. Metodologia: Las cepas de Lk LLIoo1, LLIoo3y MP2y L. plantarum (Lp, control), se crecieron en
MRS a pH 5.7 (37°C, 48h), mientras que cepas de Pa LLPoz11 (aislado clinico), PAo1y PA14, se crecieron en BHI
(37°C, 24h). En el WDA se utilizaron 8opL de sobrenadante libre de células (CFS) o de cultivo completo (WBC)
de las diferentes cepas de Lactobacillus (OD6oonm 0,2) en pocillos sobre agar blando (BHI) previamente
mezclado con 100 plL de Pa (OD6oonm 0.2) y se midio el halo de inhibicion transcurridas 12 y 24 h a 37°C.
El GIA se realizd en placas estériles de 96 pocillos donde se mezclaron 100plL de caldo BHI y volumenes
de Pay Lk LLIoo3 en una proporcion 1:1y se midio la OD6oonm cada 30 min por 14 h a 37°C utilizando un
espectrofotometro NanoQuant M2oo Pro infinite. Todos los ensayos se realizaron triplicado. Resultados:
En WDA, los WBC de todas las cepas de Lactobacillus demostraron un efecto antimicrobiano contra todas
las cepas de Pa, destacando Lk LLIoo3 con un didmetro de inhibicion promedio de 20,21mm que supera al
de Lp de 15,50mm. Sin embargo, en GIA el CFS obtenido desde Lk LLIoo3no mostro inhibicion del patégeno
contrariamente a lo observado con Lp donde el patogeno dejo de crecer a las 11 horas. Conclusion: EI WBC
de Lk LLloo3tiene un efecto inhibitorio mayor que la cepa control contra Pa, por lo que esta cepa es de
especial interés para la obtencidn de un potencial nuevo antimicrobiano contra este patdgeno.

Proyectos FDP 2019, Vicerrectoria de Investigacion y creacion artistica, Universidad Mayor
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En la actualidad el descubrimiento de nuevos farmacos desde fuentes naturales que son empleados como
medicamentos se puede ver afectada por la alta concentracion de determinados compuestos que pueden
producir un efecto citotoxico contra el hospedero. El objetivo del presente trabajo fue implementar un
ensayo de citotoxicidad en la ameba Dictyostelium discoideum con el objetivo de evaluar la capacidad de
diferentes extractos organicos naturales de afectar el desarrollo social de esta ameba. Para la elaboracion de
los extractos naturales de las diferentes partes (flor, tallo-hoja y raiz) de Helenium aromaticum (Hook.) Bailey
se utilizaron diclorometano y metanol como solventes organicos, el método empleado para la extraccion
fue por maceracion durante 72 horas y para la evalucion citotoxica con la ameba D. discoideum se empled el
desarrollo social en placa (inoculando un total de 10 ooo células) de este modelo bioldgico a una temperatura
de 23 °C durante 6 dias. Los resultados obtenidos muestran que todos los extractos de diclorometano de
las diferentes partes (flor,tallo-hoja y raiz) de la especie H. aromaticum fueron citotdxicos contra la ameba
en todas las condiciones ensayadas (25 g, 50 g Y 100 pg). En contraste, los extractos metanolicos no
resultaron citotoxicos alcanzando la ameba la fase de culminacion con la formacion de cuerpos fructiferos.
Estos resultados fueron analizados por espectrometria de masa y los compuestos candidatos para explicar
estos resultados seran mostrados. Por ello se puede concluir que los resultados demuestran la factibilidad
del uso de la ameba social D. discoideum para la busqueda de moléculas bioactivas que no posean un efecto
citotdxico contra el hospedero.
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La gravedad del adulto con neumonia adquirida en la comunidad (NAC) se evalUa con escalas prondsticas,
como PSI y CURB-65, que fallan en algunos pacientes. En pacientes graves, hemos detectado menor
recuentode linfocitos T (LT) CD4+y expresion génica de /lyrrespecto a no graves. /l7r codifica para el receptor
involucrado en la poblacidn de LT y se describen polimorfismos (SNPs: c.731C>T, ¢.801-21A>T, c.1066A>G)
relacionados con enfermedades infecciosas y autoinmunes. El objetivo del estudio fue evaluar estos SNPs
y la expresion de ll7r en pacientes con NAC graves y no graves. Se enrolaron 166 adultos con NAC de tres
hospitales de Santiago, clasificados como gravesy no graves por PSly CURB-65. La genotipificacidon serealizo
mediante reaccion en cadena de polimerasa en tiempo real (RCPtr) y la expresion relativa (veces de cambio,
“vc”) de Ilzr mediante RT-RCPtr en muestras sanguineas. Se detectaron antigenos bacterianos urinarios
por inmunocromatografia, y virus y bacterias en muestras respiratorias mediante RCPtr. La expresion
de /l7r fue significativamente menor en enfermos graves que no graves (vc:0,43, p:0,03), Y en fallecidos
respecto a no fallecidos (vc:0,27, p:0,035). No hubo diferencias significativas segun edad (= o <65 afhos),
sexo, requerimiento de oxigenoterapia, ingreso a UCl o agente infeccioso detectado. En adultos ingresados
a UCl respecto a no ingresados fue mayor la frecuencia de: el alelo T (63% vs 48%) y del genotipo TT (46%
vs 23%) del SNP ¢.801-21A>T, y del alelo G (31% vs 14%) y genotipo GG (13% vs 1,4%) del SNP c.1066A>G
(p<0,05). El genotipo GG del SNP c.1066A>G es mas frecuente en fallecidos respecto a no fallecidos (11%
vs 1,5%, p:0,01). No hubo diferencias en los SNPs segun gravedad ni requerimiento de oxigenoterapia. El
haplotipo CTG fue mas frecuente en pacientes ingresados a UCI (31% vs 13%, p:0,002) y el haplotipo CAT
se relaciono con fallecimiento (3% vs 0,3%, p:0,02). En adultos con NAC, los SNPs 801-21A>T y ¢.1066A>G
y la menor expresion de Il7r se asociaron con enfermedad grave por lo que /l7r podria ser un biomarcador
complementario a las escalas prondsticas de NAC.

proyecto FONDECYT 1171643
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Salmonella enterica serovar Typhi is the etiological agent of typhoid fever, a severe infective disease which
resulted in a death toll of around 30% in the pre-antibiotic era. The use of antibiotics greatly reduces the
mortality of typhoid fever, but the continuous emergence of resistant strains significantly complicates the
treatment.Thus,itbecomesimportanttostudyalternativeresistancemechanismstodevelopnewtreatments.
This study sets its focus on outer membrane vesicles (OMVs), nanosized lipoprotein compartments which
some reports have them set as part of complex stress response systems. Under this insight, we wondered
about the role OMVs possess in antibiotic resistance; hence, we decided to evaluate both the effect of
the presence of OMVs on antibiotic activity and the determinants of such effects, by minimum inhibitory
concentration assays complemented with OMVs extracted from either a set of hypervesiculating Salmonella
enterica mutants, and WT S. Typhi treated with sublethal doses of antibiotics. Our most prominent results
show OMVs mediate an important increase in the resistance to polymyxin B, a cationic lipopeptide that
locks itself between phospholipids, forming pores until life is no longer sustainable. This effect seems to rely
both in the concentration of OMVs and the nature of OMVs (i.e. their components). Additionally, sublethal
doses of ampicillin seem to trigger a stress response which promotes OMV production, and subsequently,
increased resistance towards polymyxin B.

FONDECYT regular 1181638
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Enterobacterias como Escherichia coli, deben enfrentar diversos cambios en el microambiente al momento
de colonizar el tracto digestivo de un hospedero. Para adaptarse a estos cambios, deben regular la expresion
génica ya sea a nivel transcripcional o traduccional. Se ha descrito con bastante detalle la regulacidn a nivel
transcripcional y en el caso de la regulacion traduccional también existen ejemplos tales como los RNA
pequenos y ribointerruptores. Datos obtenidos por nuestro grupo evidencian un potencial mecanismo de
regulaciondeliniciodelatraduccionfrenteacondicionesadversas. Utilizandogenesreporterosfluorescentes,
en este trabajo mostramos que el estrés oxidativo inducido por paraquat y, de forma preliminar, el estrés
salino inducido por NaCl, disminuyen la traduccion de mRNA canodnicos dependiente del reconocimiento
de la secuencia Shine-Dalgarno por parte del ribosoma. Por el contrario, frente a estas mismas condiciones,
se induce un aumento en la traduccion de mRNA que carecen o presentan pocos nucleotidos rio arriba
del coddn de inicio, sin presentar la secuencia Shine-Dalgarno, conocidos como mRNA carentes de lider.
Por ello proponemos que la adaptacion a algunos tipos de estrés es regulada en parte por la traduccion de
mMRNA carentes de lider. Basados en estos datos, actualmente trabajamos en determinar la poblacion de
mMRNA carentes de lider bajo estrés oxidativo. Los datos preliminares de estos experimentos también seran
mostrados.

Fondecyt 1191074 y Proyecto VID, Universidad de Chile ENLo5/18.
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Lasbacterias conocidas comorizobios fijan nitrégeno atmosférico cuando establecen unarelacidon simbiodtica
con leguminosas. Esta relacion de simbiosis es enormemente compleja y existen diversos factores que
influyen en el desarrollo de esta interaccion. Las propiedades de promocion de crecimiento de plantas
(PGPR), tales como la produccion de fitohormonas, la sintesis de sideroforos y la actividad de la enzima ACC
desaminasa, pueden influir en la competencia de los rizobios. El objetivo de este trabajo fue aislar rizobios
nativos desde suelos agricolas para luego determinar sus propiedades PGPR. Para ello, se recolectaron
muestras de suelos en tres localidades de la Regidn de Valparaiso (Chagres, El Melon y Puchuncavi). Para el
aislamiento de los rizobios se utilizaron plantas trampa de Phaseolus vulgaris inoculadas con una suspension
de suelo de cada sitio. Las bacterias presentes en el interior de los nddulos fueron aisladas en el medio YMA
y se realizo un ensayo de nodulacion in vitro con P. vulgaris para determinar la efectividad de los aislados.
Se obtuvo un total de 76 bacterias, las que se agruparon en 7 ribotipos de acuerdo al analisis de los perfiles
de digestion generados por ARDRA. Del total de cepas, 24 de ellas nodularon P. vulgaris. La caracterizacion
de las propiedades PGPR en las cepas aisladas arrojo que 2 aislados son productores de AIA en un rango
entre 16,6 a 29,6 pug/mL. Se observd que 31 bacterias son productoras de sideréforos y 8 son solubilizadoras
de fosfatos, con indices de solubilizacion entre 1,08 y 1,66. Dentro de los aislados caracterizados, se
destaca la cepa 1M6 la cual presenta un alto indice de solubilizacion de fosfato y a la vez es productora de
siderdforos. Nuestros resultados muestran la presencia de rizobios con multiples rasgos PGPR en los suelos
agricolas estudiados. Estos aislados podrian tener aplicacion en la formulacidn de un biofertilizante para la
recuperacion de suelos agricolas degradados.

DI PUCV Consolidado 039.367/2019.
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Introduccion. L. monocytogenes es el agente etiologico de la listeriosis, enfermedad con una alta tasa
de mortalidad en grupos susceptibles (embarazadas, nifios L. monocytogenes aisladas desde distintos
origenes entre los anos 2008 y 2017. Material y Métodos. Se secuenciaron 71 cepas de L. monocytogenes.
Adicionalmente, 38 cepas chilenas de origen ambiental y clinico, previamente secuenciadas, fueronincluidas
enunscreening para verificarla presencia de 46 genesrelacionados convirulenciay estrés (LIPI-1, LIPI-3, LIPI-
4, invasion, adherencia y sobrevida intracelular), utilizando large-scale blast score ratio. Adicionalmente,
se establecieron relaciones filogenéticas entre las cepas. Para ello, se construyd un arbol filogenético en
base a polimorfismos de nucledtido Unico (SNPs) del core gendmico (32.215 SNPs), utilizando kSNP 3.1.
Resultados. Las 109 cepas fueron agrupadas en 2 linajes genéticos (I y Il). La mayoria de los aislamientos
clinicos y relacionados con brotes (n=63) dentro del linaje | y los de alimentos y ambientales (n=44) en el
linaje II. Los genes de la isla LIPI-I fueron identificados en cepas de ambos linajes. Similarmente, genes de
sobrevivencia intracelular e internalinas fueron identificados en ambos linajes, a excepcion de inlF, inlG,
aut, vip y ami. En contraste, genes de la isla LIPI-3 fueron identificados solamente en 28 cepas del linaje I.
No se identificaron genes de la isla LIPI-4 entre las cepas. Conclusiones. Las cepas de L. monocytogenes
analizadas corresponden a linajes genéticos | y Il. Los genes de virulencia identificados se encuentran
heterogéneamente distribuidos en ambos linajes, destacando la amplia distribucion de genes de la isla LIPI-
1. En contraste, la isla LIPI-3 se asocid a cepas del linaje I.
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The Exiguobacterium genus is a group of versatile and diverse poly-extremophile bacteria, highlighted by its
capacity to prosper in environments with a high variety of stress conditions. The Salar de Huasco (SH), on
the other hand, is a wetland located at high altitude, from where there have been isolated different strains
belonging to this bacterial genus; this Salar is characterized for presenting extreme conditions in regards
to salinity, temperature, pH, UV radiation, as well as, the presence of high concentrations of toxic metals
and metalloids, including arsenic (As). Furthermore, it has been determined that in the presence of such
stressing environmental conditions bacterial cells are known to form biofilm as a defensive mechanism, in
particular, among the adverse conditions generated by toxic metals, it is known that extracellular polymeric
substances (EPS) produced during the formation of these biofilms have several beneficial effects on the
bacteria, promoting immobilization, sorption, and precipitation of cationic toxic metals and metalloids. To
elucidate this mechanism, we studied in detail the resistance profiles to As [V] and As [lll] in 3 strains of
the Exiguobacterium genus isolated from different points in the SH, and additionally, we evaluated if the
capacity of biofilm production by these strains potentiate their resistance to arsenic. We found that each
strain has a different resistance level to As, which corresponds to the arsenic levels found in the isolation
sites; similarly, transcriptional profiles from these strains have a direct relation to this phenomenon as the
expression of genes related to the arsenic resistance and the biofilm production correlate. Therefore, we
conclude that there is a direct relationship between the biofilm production and the As resistance in bacteria
from the Exiguobacterium genus.

Proyecto FONDECYT 1120384, ECOS-CONICIYT 170023, Nucleo UNAB DI-3-17/N
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Botrytis cinerea is a main phytosanitary problem to affect Chilean products. Due to the enormous economical
relevance, it's crucial to understand the molecular mechanisms involved in B. cinerea infection to develop
new control strategies. Inthisregard, it has been described that the mutant strain Abcpmra is less effective to
infect plants than the wild type. BcPMR1 is an ortholog of a Ca+2/Mn+2-ATPase pump localized in the Golgi
apparatus of other ascomycetes and has been associated with calcium uptake. This evidence suggests that
the calcium uptake could play an important role during infection. Since the spores can’t get calcium from
the fungus, it is possible that the calcium required for the early steps of the infection could be obtained from
an extracellular compartment, the environment or even from the host? Methodology: To measure infection
capacity of the mutant strain Abcpmri under calcium deficient and calcium abundant environments, a
conidia suspension of Botrytis cinerea strains Bos.10 and Abcpmri1 supplemented with 10 mM EGTA or 10
mM CaCl2 were used. Wounded and intact leaves and fruits of tomato cv. Micro-Tom were infected with 10
pL of the conidia suspensions. Results: The conidia suspension of the mutant strain Abcpmra supplemented
with 10 mM CaCl2 was more infective than the control in all scenarios, and the conidia suspension of the
mutant strain Abcpmri with 20 mM EGTA do not develop infection in intact leaves and fruits. Conclusions:
Extracellular calcium is required for the infection of the mutant strain Abcpmrz in plant tissues.

Project FONDECYT 3190349
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Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) ocasiona millones de casos de diarrea anualmente en el mundo.
La etapa inicial del mecanismo patogénico de ETEC depende de los Factores de Colonizacion (CFs), pili o
fimbrias (estructuras multiméricas de superficie) que han sido propuestas como antigenos para desarrollar
vacunasy que ademas son utilizados para caracterizar al patdgeno en estudios epidemioldgicos. La mayoria
de los CFs son pili ensamblados mediante el mecanismo chaperona-usher (pili-CU). La familia y2 es una
subdivision de los pili-CU en la que se han descrito nuevos CFs de ETEC como CS26 y CS30, por lo que ha
ido cobrando importancia. CS27 es un putativo nuevo pili-CU y2, en base a homologia de secuencias, pero
su funcionalidad no ha sido confirmada. En este trabajo se ha estudiado CS27 como posible determinante
de adherencia de ETEC. A partir de la cepa ETEC 603388, se gener6 una mutante por delecion del locus
cmaHBCDEFG, codificante de CS27, que luego se restablecid por complementacion in trans utilizando el
bacmido pEZ-BAC. Ademas, se realizé el clonamiento del locus cmaHBCDEFG en la cepa de laboratorio E.
coliDH10B (no patogénica). Se evalud la produccion de pili mediante Western blote inmunogold/microscopia
electronica de transmision, utilizando anticuerpos policlonales dirigidos contra el pilus homdlogo CS2o0. Para
estudiar el rol de CS27 en la capacidad de adherencia de ETEC 603388, se hicieron ensayos de adherencia
sobre la linea celular intestinal humana Caco-2. Las detecciones por Western blot e inmunogold mostraron
reconocimiento cruzado de CS27 con los anticuerpos anti-CS20, en la cepa ETEC 603388 silvestre y en la
complementada, como también en E. coli DH10B transformada con cmaHBCDEFG, pero no en la cepa
mutante ni en E. coli DH10B portando el bacmido vacio. Esto indica la presencia de epitopos comunes en
ambos pili-CU y2. Por otro lado, los ensayos sobre células Caco-2 mostraron una disminucion significativa
del nivel de adherencia desde un 10%, en el caso de la cepa ETEC 603388 silvestre, a un 0,2% en la cepa
mutante, que es revertida en la cepa complementada. Estas observaciones confirman la funcion de CS27
como determinante de adherencia de ETEC.

Fondo Nacional de Desarrollo Cientifico y Tecnoldgico, Proyectos 11150966 (FDC) y 1161161 (RV). Lineas de
Apoyo a la Investigacion del Instituto de Ciencias Biomédicas, Facultad de Medicina, Universidad de Chile
(FDO).
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La neumonia adquirida en la comunidad (NAC) es provocada por virus y/o bacterias. En Chile es la tercera
causa de muerte especialmente en 265 anos. Para evaluar la gravedad de la NAC se utilizan escalas
prondsticas. Las mas conocidas -PSly CURB-65- clasifican erroneamente a algunos pacientesy se desconoce
si su capacidad predictiva varia segun la etiologia de la NAC. Se analizaron 727 adultos con NAC en Santiago
(2012-2018). Se investigd S. pneumoniaey Legionellapor Binax® y virus y bacterias atipicas respiratorias por
PCR entiempo real. Los grupos I/ll de PSly 1 de CURB-65 se definieron como leves y como no graves I/Il/Ill de
PSly 1/2 de CURB-65. Se caracterizo la poblaciony se evaluo la eficiencia prondstica de cada escala respecto
a mortalidad, UCl y oxigenoterapia en NAC viral, bacteriana o mixta, por prueba de Fisher. Entre los casos
leves por PSI, fallecio el 5% de NAC viral, 9% mixtas y 0% bacteriana (p>0,05); ingresé a UCl el 4% de casos
virales, 2% bacterianos y 6% mixtas (p>0,05) y recibio oxigenoterapia, 23% de virales, 15% bacterianas y 30%
mixtas (p>0,05). Entre no graves fallecio el 13% viral, 12% mixtas y 0% bacterianas (p<o,05), ingresé a UCl el
7% de virales, 6% bacterianas y 13% mixtas (p>0,05) y requirio oxigeno el 29% viral, 24% bacterianas y 30%
mixtas (p>0,05). En los casos leves por CURB-65, fallecio el 14% viral, 0% bacterianas y 15% mixtas (p>0,05);
ingreso a UCl el 6% viral, 5% bacterianas y 9% mixtas (p>0,05) y necesito oxigeno el 24% de las virales, 26%
bacterianas y 28% mixtas (p>0,05). Entre los no graves, fallecio el 15% viral, 7% bacterianas y 21% mixtas
(p>0,05); ingreso a UCI el 12% viral, 25% bacterianas y 19% mixtas (p>0,05) y requirié oxigeno el 37% viral,
37% bacterianas y 39% mixtas (p>0,05). La eficacia prondstica de PSI y CURB-65varia segun el agente de la
NACYy la clasificacion utilizada, siendo alta respecto a mortalidad en adultos con NAC bacteriana y superior
a virales y mixtas.

Financiado por FONDECYT 1171643, 1121025 Y 105073
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Microorganisms are used for technological purposes in different areas for human benefits, such as food or
pharmaceutical industry. Therefore, the search for new microorganisms of interest is of great relevance.
In this context, the Antarctic Continent has become a crucial resource for the isolation of different
microorganisms and secondary metabolites, given the competitive conditions of this environment.
Considering the above, our project focuses on the search for yeasts with fermentative activity in samples
of Antarctic soil, to improve Chilean wine production, since improving the production and variety of wines
can generate a high impact in this industry. To achieve this objective, 6 soil samples collected in Fildes Bay,
west of King George Island (62 © 11'S, 58 ° 57°0) and 3 soil samples of King George Island (62 ° 9,743 'S; 58
© 27,978 "O) were processed for yeast isolation. The samples were suspended in sterile water and dilutions
of each suspension were inoculated in YM agar plates with antibiotics, which were then incubated at 4, 10
and 18 ° C until the growth of visible colonies. Colonies with a non-filamentous appearance were selected,
which were reseeded in YM agar without antibiotics. We obtained 296 isolates from the soil samples, 125 of
which correspond to yeasts. So far, 31% of the isolates analyzed present fermentative capacity. Of the latter,
54% correspond to soil samples from King George Island and the rest to soil samples from Fildes Bay. Non-
pathogenic isolates, with high alcohol tolerance and fermentation at high concentrations of sugar, will be
used for micro-fermentation of synthetic must to determine their potential use in the production of Chilean
wine.

Universidad Autonoma de Chile



Congreso

CP1-48

Estudios de estabilidad y potencial de tincion de telas de pigmentos producidos por una cepa de
Pseudogymnoascus verrucosus de origen Antartico

Vicente Oliva?, Mariana Montanares?, Carlos Gil-Duran?, Renato Chavez?, Inmaculada Vaca*
(1) Departamento de Quimica, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile
(2) Departamento de Biologia, Facultad de Quimica y Biologia, Universidad de Santiago de Chile

bria.veog@gmail.com

Reportes recientes sugieren que las cepas del género fungico Pseudogymnoascus son productores
de metabolitos secundarios de interés. En nuestro laboratorio, hemos observado que una cepa de
Pseudogymnoascus verrucosus de origen Antartico produce una interesante pigmentacion rojiza. En este
trabajo estudiamos en mayor profundidad esta pigmentacidn y su posible aplicacion en la industria textil. El
hongo fue crecido en medio PDA, desde el cual se realizaron extractos con solvente organico. Se realizaron
diversas pruebas fisicas y quimicas, y se determind que la coloracidn se mantiene estable entre los 4 y
75°C, decayendo a los 95°C. La coloracion también es estable a pH alcalino (hasta pH 12), pero decae en
soluciones acidas (pH menores a 4). Por otro lado, se determiné el potencial de tincion de esta pigmentacion
en tres tipos de telas: poliéster (100%), poliéster/algoddn (50/50%) y algodon (200%). El hongo fue crecido
directamente sobre cada tela en medio PDA, observandose que la tela de 100% algodon indujo una
mayor pigmentacion por parte del hongo, resultando en una mayor tincion de la tela. Finalmente, y para
acercarnos al o los posibles compuestos especificos responsables de la tincion, se analizé in silico el genoma
de la cepa de P. verrucosus. Segun este analisis, el cluster de biosintesis mas probable de ser responsable
de la coloracidn corresponderia a un hipotético cluster de biosintesis de azafilonas. Este cluster presenta
similitudes y diferencias con el cluster descrito en especies del género fungico Monascus. En conjunto, estos
resultados indican que la cepa de P. verrucosus es un interesante candidato para la produccion de pigmentos,
probablemente del tipo azafilona, para aplicacion en la industria textil.

Este trabajo fue financiado por los proyectos INACH RG_15-14 y Fondecyt 1150894, y por las becas Conicyt
de doctorando nacional 21181056 — 21180477.
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Las NPs metalicas son estructuras cristalinas menores a 10onm, compuestos por metales como Cd o Cu,
son utilizadas en distintas aplicaciones: como antibacterianos, paneles solares, televisores entre otras.
La sintesis de NPs de cobre sulfuro (CuS) se realiza mediante sintesis quimica y/o bioldgica. La primera
presenta desventajas al utilizar métodos contaminantes y temperaturas sobre los 100°C. La bioldgica no
presenta estas complicaciones, pero, aun se desconoce los mecanismos moleculares que permiten la sintesis
de NPs de CuS en bacterias. Para dilucidar el o los mecanismos moleculares involucrados en la biosintesis
de NPs, en nuestro laboratorio desarrollamos un método que permite la sintesis de estas NPs durante
la fase de crecimiento exponencial de E. coli. Para dilucidar si los mecanismos candnicos de respuesta a
cobre participan en la formacion de NPs se utilizd una triple mutante hipersensible a cobre (Acus/AcueO/
AcopA). Esta cepa es capaz de formar NPs en cantidades comparables a la cepa silvestre, sugiriendo que el
mecanismo de formacion de estas NPs no depende de estos genes. Un RNAseq realizado en las condiciones
de sintesis evidencié que de un total de 3981 genes analizados, 194 presentan una sobreexpresion y 149
estan reprimidos respecto a la condicion control. Dentro de genes sobreexpresados encontramos genes
de respuesta a metales y del transporte de fosfatos. Mediante TEM, observamos estructuras electrodensas
de tamafno nanométrico cercanas a la membrana plasmatica, concentradas en los polos de la bacteria,
similar a lo observado en otras NPs biosintetizadas. En condiciones de biosintesis de NPs, se determind
que la concentracion de cobre intracelular aumenta, sugiriendo que las NPs podria ser un mecanismo para
inactivar el metal y acumularlo internamente. Por otra parte, se evidencié un aumento en la concentracion
intracelular de fosfato, que podria deberse a su incorporacion en las NPs, como se ha reportado previamente
para NPs de CuS y CdS, al usar métodos quimicos o biomiméticos. Todo esto sugiere que el metabolismo
del fosfato tendria un rol en la formacion de las NPs y estas permitiria a la bacteria tolerar el cobre y evitar
la toxicidad de este.

INACH RT-25_16 (JMP-D) y Beca DGI-UNAB
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El metapneumovirus humano (HMPV) perteneciente a la familia Pneumoviridae, es el agente causal de
enfermedades infecciosas respiratorias tanto en nifios, ancianos y personas inmunocomprometidas en
todo del mundo, las cuales pueden derivar en bronquitis y neumonia. Este es un virus envuelto con ARN
monocatenario de sentido negativo, de aproximadamente 13,3 kb, cuya replicacion y transcripcion ocurren
en organulos citosdlicos llamados cuerpos de inclusion. Estos organulos incorporan las proteinas virales
N (nucleoproteina), P (fosfoproteina) y L (ARN polimerasa dependiente de ARN). Estudios previos han
destacado la importancia entre la relacion de N y P para el inicio de la formacion de estos cuerpos, donde
también interviene el citoesqueleto de actina. Metodologia: Para determinar la funcion de cada una de las
proteinas virales en el movimiento de nucleocapsides y cuerpos de inclusion, se transfectaron células Vero
E6 con plasmidos que codifican proteinas del HMPV. Adicionalmente, se construyo un virus recombinante
que posee una proteina de fusion mCherry-P, donde posteriormente se infectaron y/o transfectaron las
células y fueron visualizadas a través de microscopia de fluorescencia en tiempo real. Resultados: La
proteina mCherry-P fue eficientemente incorporada en cuerpos de inclusion en células transfectadas e
infectadas. Los componentes minimos para formar cuerpos de inclusion son Ny P. Los cuerpos de inclusion
demostraron ser dinamicos y presentan eventos de fusion y fision, al igual que se detectaron estructuras
de tamano de nucleocapsides, donde también se fisionan desde los cuerpos de inclusion. Conclusion: Las
proteinas Py N, son los componentes minimos para la formacion de cuerpos de inclusidn. Las herramientas
utilizadas han permitido determinar las dinamicas de movimiento de nucleocapsides y cuerpos de inclusion
virales.
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Wild waterbirds are natural reservoirs of Influenza A virus (IAV). Surveillance systems for IAV have been
established in continents such as Asia and North America, but there is little information of IAV in South
America. A wild bird surveillance was performed in Chile during 2014-2019. Additionally, we performed 5
expeditions to the Antarctic Peninsula and sampled penguin species between the years 2015-2019. Fecal/
environmental, cloacal and tracheal swabs are collected from de birds and analyzed by RT-gPCR. Viruses
were isolated and sequenced to obtain the full IAV genomes. We also collected blood samples from penguins
to determine prevalence of IAV in the Antarctic Peninsula. We isolated 7 viruses corresponding to H5Ng,
H12N5, H13N2 and H13Ng subtypes from samples obtained in seashores of Chile. We also isolated 8 viruses,
one H5N5 and seven H11N2, from Chinstrap and Gentoo penguins from 3 distant locations of the Antarctic
Peninsula. We found seropositive penguins in 8 sites that had a seropositivity that varied between seasons
(from o — 48%), where Chinstrap and Adelie penguins had the highest prevalence. Of the positive samples,
89,9% of serums had titers against H11N2. Phylogenetic analysis of penguin IAV sequences showed that
the HA genes clustered together with H11N2 viruses identified in a different location in Adelie penguins in
2013 and a snowy sheathbill in 2014. All internal genes clustered together, and showed limited diversity,
confirming that these viruses originate from the same genotype. The H5sN5 HA and NA genes clustered
with viruses from North America and Asia from 2008-2010, indicating a recently introduction through avian
migration. Of interest, the NP gene of H5N5 and H11N2 viruses clustered together, indicating that a recent
reassortment among these strains. The M and PA genes of all viruses cluster together, supporting the
notion of internal IAV genes being maintained in South America. Our results suggest that H11N2 viruses are
endemic in Antarctica and that there is a dynamic movement of IAV genes through bird migration from and
to the American Continent. Our studies provide a long-term perspective contributing to the understanding
of the ecology and diversity of avian IAV in Chile and Antarctic Peninsula.

GrantRT 46-16 fromthe Chilean Antarctic Institute (INACH), CEIRS program contracts HHSN266200700010C
and HHSN272201400008C from NIH-NIAID. Proyecto Anillo de Investigacion en Ciencia y Tecnologia - PIA
ACT1408 from CONICYT Chile.
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Helicobacter pylori es un microorganismo patdgeno responsable de diversas patologias gastrointestinales.
La terapia de primera linea contra H. pylori incluyen claritromicina, amoxicilina y un inhibidor de la bomba
de protones. Este tratamiento ha perdido efectividad en el tiempo debido a la resistencia bacteriana frente
a claritromicina y metronidazol, lo que ha convertido a esta bacteria dificil de erradicar. Por otro lado, la
evidencia in vivo sugiere una interaccion endosimbiodtica entre H. pyloriy Candida albicans que podria evitar
la accidn directa de los antibidticos sobre esta bacteria. Estos procesos no han sido inestigados in vitro y
consecuentemente los mecanismos son aun desconocidos. El objetivo de este trabajo fue determinar
la incorporacion de H. pylori J9g a C. albicans ATCC 10231 en condiciones in vitro deestrés a amoxicilina
o claritromicina. Para ello se realizo curva de crecimiento para H. pylori y C. albicans en Caldo Brucella
mas suero fetal bovino al 10% cuantificados por densidad optica a 6oonm. Se determind la concentracion
minima inhibitoria de los antibidticos en estudio segun el CLSI.Se realizaron co-cultivos a concentraciones
subinhibitorias de los antibioticos donde se tomaron muestras a o, 1, 3, 6, 12, 24 y 48 horas, y se evalud la
internalizacion bacteriana por microscopia optica, al mismo tiempo estas muestras se sembraron en agar
Sabouraud y se incubaron a 37°C en condiciones de aerobiosis por 48 h. Obtenido el crecimiento en placas
de los cultivos, se realizo extraccion de ADN de las diferentes muestras, y mediante PCR se amplifico el gen
ADNr16S de H. pylori.Mediante microscopia dptica se observo lainternalizacion bacteriana a las vacuolas de
C. albicanscuando el co-cultivo se realizo con amoxicilina, mientras que con claritromicina no se presentaron
diferencias en la internalizacion. Estos resultados sugieren que H. pylori puede ingresar al interior de C.
albicanspara protegerse frente a la presencia de antibioticos, claves en su tratamiento.
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Cold-adapted microorganisms have been a subject of increasing research in the past few decades
because little is known about their adaptations to cold environments, where temperature lies under 5°C.
Microorganisms adapt by developing interesting physiological features, mainly seenin their enzymes, which
are reported to be more flexible than their mesophilic counterparts, allowing them to perform chemical
reactions under cold conditions. Our model of studyis eight cold-adapted yeasts species, Cryptococcus sp.,
Mrakia gelida, Vishniacozyma victoridae, Phenoliferia glacialis, Tetracladium sp., Candida sake, Leucosporidium
creatinivorum and Wickerhamomyces anomalus, which differ on their optimal growth temperature, leading
us to hypothesize that their enzymes cold adaptations might differ from one another. An approximation to
test this hypotesis is to compare enzymes having same functions expressed in all eight yeasts. In this work
the draft genomes and transcriptomes of eight yeasts were analyzed to identify enzymes with measurable
activity in vitro and commonly expressed. CDSs from eight fungi were chosen in order to have at least
one enzyme per microorganism. The transcriptome was mapped against the CDSs using the Geneious
software feature Map to Reference to determine the expressed sequences. The presense or absense of
a signal peptide was determined by the Philius online server, and subcellular location by Euk-mPLoc 2.0
online server. The codon optimization for Saccharomyces cerevisiae was made using the Optimize Codons
Geneious feature. Five common expressed proteins were chosen: a-glucosidase, B-glucosidase, FAD-
oxidoreductase, oxidoreductase and phosphatase. A total of 87 sequences were selected, 15 of which have
a signal peptide and the main subcellular locations were the citoplasm and the extracellular space. By our
bioinformatic analysis it was posible to identify common enzymes that may allow yeasts to obtain carbon
sources from the environment (a-glucosidase and B-glucosidase) or carry out important physiological roles
(FAD-oxidoreductase, oxidoreductase and phosphatase). These enzymes differ on their subcellular location,
probably due to their role in the fungi metabolism, making them good candidates for comparative studies
of the structural adaptations evolved by different cold-adapted yeast species.
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Los sistemas de secrecion tipo VI (T6SS) se encuentran presentes en muchas bacterias Gram negativo,
contribuyendo a distintos procesos que abarcan desde competencia interbacteriana a patogénesis.
En el género Salmonella se han identificado cinco T6SS filogenéticamente distintos codificados en las
islas de patogenicidad (SPIs) SPI-6, SPI-19, SPI-20, SPI- 21 y SPI- 22. Salmonella enterica serovar Dublin,
un patégeno adaptado a bovinos, codifica tanto el T6SS_, . como el T6SS,, . Experimentos invivo
han demostrado que ambos T6SS de S. Dublin contribuyen a la colonizacion del hospedero murino; sin
embargo, el mecanismo molecular mediante el cual estos T6SS ejercen su accion es motivo de estudio en
la actualidad. Se ha propuesto que este fenotipo en colonizacion puede ser efecto de la interaccion de estos
T6SS con la microbiota intestinal. Para determinar si los T6SS codificados en SPI-6 y SPI-19 de S. Dublin
ejercen actividad antibacteriana se construyeron mutantes por delecidon en uno o ambos sistemas y se
realizaron ensayos de competencia in vitro con una mezcla 1:1 entre estas mutantes (y la respectiva cepa
silvestre) utilizadas como cepas atacantes y la cepa K-12 de Escherichia coli empleada como cepa presa, en
agar McConkey a 37°C por 24 horas. Los resultados indican que una doble mutante por delecion en ambos
T6SS no demuestra actividad antibacteriana, recuperandose E. coli dos 6rdenes de magnitud mas que en
los ensayos de competencia con la cepa silvestre de S. Dublin. Interesantemente, las mutantes simples en
T6SS,, o ¥ T6SS,,, ., ejercen un efecto antibacteriano similar a la cepa silvestre. Estos resultados sugieren
que tanto el T6SS,  comoT6SS, ~deS. Dublin ejercen actividad antibacteriana frente a E. coliy que este
efecto es sinérgico entre ambos. Actualmente, nuestro laboratorio trabaja en la identificacion de efectores
de ambos T6SS responsables de la actividad antibacteriana observada.
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La regidn 5’ no traducida (UTR) del mRNA de largo completo del virus de la inmunodeficiencia humana tipo
1 (HIV-1) alberga un sitio de entrada interno al ribosoma (HIV-1 IRES). La actividad IRES del mRNA de HIV-
1 requiere de, y es regulada por, factores que actUan en trans sobre IRESs (ITAFs). Los ITAFs son proteinas
celulares que no participan en la traduccidn canodnica, sin embargo son capaces de modular de manera
positiva o negativa la actividad IRES. En este estudio, evaluamos si las proteinas de union a RNA Staufeni
(STAU1) y snRNP70 actuan como ITAFs en el IRES de HIV-1. Con este fin, se realizaron experimentos de
sobre-expresion y de silenciamiento de las proteinas en presencia de un mRNA bicistrénico reportero, que
codifica paralas luciferasas de Luciérnagay Renilla, y que posee el IRES de HIV-1 en su region intercistronica,
dI HIV-1IRES. Los resultados muestran que al sobre-expresar STAU1 incrementa la actividad IRES del mRNA
de HIV-1. El silenciamiento de STAU1 impacta de manera negativa sobre el HIV-1 IRES. De igual manera, la
sobre-expresion de snRNP7o incrementa la actividad del IRES de HIV-1. Al eliminar el sitio putativo de union
de snRNP7o0 en la region 5'UTR del mRNA de HIV-1 IRES, el cual contiene la actividad IRES, se pierde la
regulacion de la actividad del HIV-1 IRES mediada por snRNP7o0. Por lo tanto, en este estudio se presentan
resultados que sugieren que STAU1y snRNP7o son factores que actuan en trans, ITAFS, para el IRES presente
en laregion 5'UTR del mRNA de largo completo de HIV-1.

Trabajo financiado por el Fondecyt N° 1170590
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Physicochemical extraction procedures for obtain biologically active compounds from seaweed are well
documented. However, they all have in common that no are quick, cost-efficient and environmentally
friendly methods. Even more, according to extraction method, the active compounds of interest will can
loss of their activity, more particularly phytohormones. In this vein, the rupture of the cell wall is the main
technical impediment. This work evaluates the enzymatic capacity of native sea bacteria to generate algae
extracts as an alternative way of obtaining improve biostimulants from macroalgae. For this, five bacteria
with agarolytic activity were isolated from macroalgae surface of central coast of Chile. Once characterized
these bacteria with microbiological classic tests, their identity was determined from the sequencing of
16S rRNA. The agarolytic activity and kinetics of secretion of enzymes was performed through-the-3,5-
dinitrosalicylic acid (DNS) method assay. Finally, an extract generated by the co-incubation of bacteria
and macroalgae was used to determine the capacity to act as a biostimulant in lettuce seedlings as model
plant. The bacterial isolates were identified as Reichenbaciella agariperforans, Colwellia sp., Alteromonas sp.,
Cellulophaga litica and Pseudoalteromonas agariformis. These bacteria present aerobic metabolism and can
grow at different temperature ranges (4 - 35°C) and carbon sources, however, only Alteromonas sp. is a
strict halophile (3% NaCl). R. agariperforans exhibits a peak of agarase production at 18 hours of incubation
reaching 0.1129 IU/mL. The extracts of algae (Durvillaea antarctica) produced with R. agariperforans induce
a significant increase in biomass and rooting of tomato and cichorium species seedlings. The agarolytic
activity presented by R. agariperforans improves the biostimulant properties of a brown algae extract.

Direccion de Investigacion-Vicerrectoria Académica-UDLA: “Proyectos de Investigacion n® 0192017



Congreso

CPa1-57

Aislamiento y caracterizacion de Listeria monocytogenes en aguas de rios y hortalizas de la zona
central de Chile

Felipe Oyarce-Caro*?, Catalina Jara?, Jara Estefania 2, Ana Maria Quesille-Villalobos?, Leonela Diaz?,
Miriam Troncoso?, Ninoska Cordero?, Andrea Moreno-Switt3, Aiko Adell3, Magaly Toro?, Angélica Reyes-
Jara?

(1) Biotecnologia, Facultad Cs Naturales, Matematicas y del Medio Ambiente, Universidad Tecnoldgica
Metropolitana

(2) Laboratorio de Microbiologia y Probidticos, Instituto de Nutricion y Tecnologia de los Alimentos,
Universidad De Chile

(3) Universidad Andrés Bello

(Sponsored by Fondecyt 1171575)

areyesjara@gmail.com

Listeria monocytogenes (Lm) es una bacteria ubicua, que prolifera en un amplio rango de temperatura (0°C-
40°C)y pH (4.0-8.0). Es un patdgeno oportunista que causa Listeriosis, enfermedad de baja prevalencia, pero
altas tasas de mortalidad entre los sujetos de riesgo. Lmes capaz de sobrevivir en aguas y permanecer por
meses en ambientes donde se procesan alimentos. Una posible ruta de exposicion de Lma los humanos es
a través del consumo de hortalizas regadas con aguas contaminadas con este patdgeno. El objetivo de este
estudio fue evaluar la presencia de Lm en aguas de rios usadas para regadio, y en hortalizas comercializadas
en la zona central de Chile. Entre los meses de marzo-agosto 2019 se recolectaron muestras de aguas de los
rios: Maipo (n=90), Mapocho (n=90), Claro (n=90) y Lontué (n=90) a través de la torula de Moore. Ademas,
120 muestras de hortalizas comercializadas en ferias libres de la localidad de Molina (proximas a rios Lontué
y Claro). La deteccion y aislamiento de Lmse realizo segun protocolo propuesto por laBAMy la confirmacion
mediante PCR del gen iap. Los aislados identificados fueron serotipificados mediante PCR-multiplex. Desde
las muestras de agua de regadio se identifico un total de 79 aislados de Lmy la frecuencia de muestras
positivas por rio fue: Maipo 31,1% (28/90); Mapocho 17.8% (16/90); Claro 24,4% (22/90) y Lontue 14,5%
(13/90). En hortalizas se identificaron 7 aislados de Lmen 5 muestras que correspondieron a: perejil, cilantro,
espinaca, acelga y lechuga. Los grupos de serotipos de Lmmas frecuentes en muestras de agua fueron
4b-4d-4e (45.6%) y 1/2b-3b-7 (21,5%) y en hortalizas solo se detectaron los grupos de serotipos 4b-4d-4e
(4/7)y 1/2b-3b-7 (3/7). Estos antecedentes revelan que las aguas de los rios estan contaminadas con Lmy que
este patdgeno alcanza a las hortalizas cultivadas en la zona estudiada. En conclusion, la presencia de Lmen
aguas de regadio puede constituir un problema a nivel de salud publica. Estos antecedentes evidencian la
necesidad de disefar y establecer un programa de vigilancia para Lmen ambientes.
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HIV infected individuals treated with therapy antiretroviral (ART) present no-AIDS complications producing
to the chronic immune activation and sustained inflammation. Considering that macrophages are target
and reservoir cells to HIV-1 and essential in the pathogenesis of HIV-1, it is possible that macrophages could
promote a state of chronic immune activation and conciliate a chronic sustained inflammation. Recently,
it has been described that the N6-methyladenosine (m6A) modification on mRNAs of the eukaryotic cells
is an important regulation layer-able to control the mRNA metabolism, through to an intricate mechanism
in which participate numerous enzymes. For the purpose of studying the effect of the m6A modification
on cellular mRNAs in HIV-infected macrophages, we develop an in vitro study model. We differentiate in
vitro macrophages from THP1 monocytes cell line, stimulated with PMA (phorbol-12-myristate-13-acetate)
during 48 hours (h) and then, the macrophages obtained were infected with VSVg-pseudotyped HIV-1.
The viral particles were produced by co-transfection in HEK193T cells with pNL4.3fN and pCMV-VSVg and
recovered of culture medium for used directly to infect macrophages during 2 or 24 h. We use as a control
macrophages stimulated with TNF-a or macrophages without infection or stimulus. The infection was
evaluated through of p24 HIV-1 synthesis by western blotting and indirectimmunofluorescence (IFl) and viral
gRNA expression by fluorescence in situ hybridization (FISH) and RT-qPCR. To study the m6A machinery, we
evaluated of expression of m6A-methylase METTL3, m6A-demethylase FTO and m6A-readers (YTHDF1-3)
by western blotting. We found changes in the level of the YTHDF proteins in macrophages infected with HIV-
1, while the rest of m6A machinery presented a homogenous level. These results suggest the function the
m6A modification role in macrophages with HIV-1 infection, mainly the members YTHFD family. However,
if these mechanisms are a host defense or induced for the virus still unknown.

Proyecto Fondecyt 11180621



Congreso

CPa1-59

Caracterizacion fenotipica y gendmica de aislados bacterianos antarticos con actividad
antimicrobiana sobre Klebsiella pneumoniae multiresistente y Pseudomonas aeruginosa

Johanna Rojas-Salgado?, Costa José ., Daniel Acufia?, Daniel Silva*, Macarena Varas?, Rosalba Lagos?,
Marcoleta Andrés E.*
(1) Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile

johannarojasi59@gmail.com

En la actualidad, la resistencia bacteriana a los antibioticos disponibles constituye un problema de salud
publica a escala global, siendo necesaria la busqueda y el estudio de nuevos compuestos antimicrobianos
que permitan combatir las infecciones por bacterias multirresistentes. En dicho contexto, resulta altamente
relevante la exploracion de lugares remotos con caracteristicas ambientales extremas, tales como la
Antartica, debido a la demostrada diversidad microbiana presente este continente y a que albergaria
microorganismos que han desarrollado estrategias de supervivencia y adaptaciones radicales que a menudo
estan acompanadas de la producciéon de metabolitos Unicos, entre ellos, compuestos antimicrobianos. Es
por ello que en el presente trabajo se ensayo la actividad antimicrobiana de 235 cepas bacterianas aisladas
de suelo proveniente de diferentes zonas del Archipiélago de Islas Shetland del Sur (Antartica). De ellas, 9
presentaron actividad sobre K. pneumoniae multiresistente, 2 de las cuales mostraron ademas actividad
sobre P. aeruginosa. Ademas, se probo la actividad de los g aislados seleccionados sobre 4 aislados antarticos
que presentaron resistencia a multiples antibidticos. De ellos, 5 tuvieron actividad sobre al menos 3 de las
cepas probadas, incluyendo una cepa de Pseudomonas resistente a 10 antibioticos diferentes incluyendo
colistina, resistencia que hasta ahora se da en baja frecuencia entre cepas clinicas de dicho género. Todos los
aislados fueron clasificados filogenéticamente mediante el analisis del gen que codifica el ARN ribosomal
16S. Ademas se secuencid, ensamblo y anotd el genoma completo de 2 de ellos (identificandolos como
nuevas especies cercanas a Sporosarcina y Arthrobacter), realizando una busqueda de posibles genes
relacionados con la produccion de antimicrobianos. Finalmente, con el objetivo de facilitar su purificacion, se
probd el efecto de nitroprusiato de sodio, butirato de sodio y N-acetilglucosamina, como posibles elicitores
de la produccion de los compuestos antimicrobianos, corroborando que los dos ultimos presentan dicho
efecto sobre al menos 2 de los g aislados seleccionados. Estos resultados indican que el suelo antartico
posee un alto potencial para la bioprospeccion de nuevos agentes antimicrobianos con actividad sobre
Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa, dos especies prioritarias en el contexto de la crisis global
de resistencia a antibioticos.
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El género Acidithiobacillus comprende bacterias Gram-negativas, quimiolitoautotroficas y acidofilas
extremas que catalizan la disolucion oxidativa de minerales, desempefiando un papel central en los ciclos
biogeoquimicos de diversos elementos, en la generacion de drenajes acidos, y en la recuperacion industrial
de metales econdmicamente relevantes mediante biolixiviacion. A pesar de las dificultades técnicas
para transformar genéticamente a los acidithiobacilli, estudios de gendmica comparativa dan cuenta
de la importancia de la transferencia génica horizontal (TGH) en la adaptacion y evolucidn del taxon. Sin
embargo, debido a las condiciones extremas del entorno que atentan contra la estabilidad del DNA libre y
de las estructuras proteicas que median laTGH, las estrategias de transferencia génica empleadas por estas
bacterias aun no han sido determinadas. Reportes recientes en bacterias Gram-negativas han demostrado
la presencia de vesiculas de membrana (MVs) que cargan y transportan diferentes tipos de moléculas
efectoras, constituyendo un sistema versatil de comunicacion, secrecion e intercambio intercelular. Entre
las funciones atribuidas a dichas MVs, destaca la capacidad de incorporar, transportar y ceder fragmentos
de DNA y plasmidos a cepas receptoras, de manera no-canonica. Utilizando Acidithiobacillus caldus como
modelo de estudio, en este trabajo evaluamos la produccion de MVs bajo diversas condiciones y analizamos
su composicion. Las MVs purificadas se visualizaron mediante microscopia electronica de transmision y se
caracterizaron en virtud de su tamano y abundancia mediante analisis de sequimiento de nanoparticulas,
encontrandose que la poblacion mayoritaria posee un tamafo promedio de 120 nm. El analisis de los perfiles
proteicos de las MVs de dicha fraccidon da cuenta del enriquecimiento de tres proteinas de 10, 30 y 130 kDa
en relacion a los extractos de proteinas totales y de membrana externa e interna. Por otro lado, ensayos de
PCRy de digestion con DNasa indican la presencia de DNA asociado a las MVs, tanto dentro de ellas como
en su superficie. En conjunto, estos resultados sugieren que la produccién de MVs es un proceso funcional
en los acidithiobacilli, y abre nuevas posibilidades para el estudio de la transferencia génica mediada por
vesiculas en este taxon.

Fondecyt 1181251; CodelcoTech SpA Project 04-18 Basal AFB170004; Millennium Science Initiative, Ministry
of Economy, Development and Tourism of Chile under Grant “Millennium Nucleus in the Biology of the
Intestinal Microbiota”.
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Shigella flexneri, patogeno humano que provoca diarrea y disenteria bacilar, afecta principalmente a
menores de 5 afios. Durante su transito hacia el colon enfrenta diversos ambientes entre los cuales se
incluye el hierro, micronutriente esencial y muy escaso. Este metal, involucrado en procesos metabdlicos,
forma parte de moléculas centrales de las reacciones redox. Las bacterias responden a fluctuaciones en
la biodisponibilidad de hierro regulando su adquisicion, asi también otras funciones. Recientemente, en
bacterias se ha propuesto una retroalimentacion metabdlica entre el hierro y la riboflavina, otro agente
redox bioldgico fundamental. Este parece ser un fendmeno bioldgico ubicuo, caracterizado en parte por la
coordinacion de lasrespuestas regulatorias al hierroy lariboflavina, probablemente debido a la participacion
de estos cofactores en procesos comunes. Sin embargo, aun no existe un analisis sistematico de este efecto
regulador entrecruzado en ninguna especie. Este estudio evalud las respuestas de la transcriptomica
al hierro y la riboflavina y su interrelacion en S. flexneri. Se evaluaron y compararon las respuestas
transcripcionales de la bacteria a: hierro, riboflavina, hierro en presencia de riboflavina y riboflavina en
presencia de hierro. Los resultados muestran una superposicion del 22% entre la regulacidn por hierro y
por riboflavina en S. flexneri. En particular, la presencia de riboflavina aumentd el numero de genes que
responden al hierro. Reciprocamente, la adicion de hierro cambioé drasticamente la naturaleza del conjunto
de genes que responden a la riboflavina. El analisis de las funciones de productos génicos (GO) mostrd un
enriquecimiento de los procesos biologicos de manera distintiva para cada subgrupo de genes. Entre los
procesos biologicos regulados por el hierro y la riboflavina en las diferentes comparaciones se encuentran
la captacion de hierro, el metabolismo de aminoacidos y la transferencia de electrones para la sintesis de
ATP. Interesantemente, también observamos un efecto en aquellos genes relevantes para la patogénesis
de la bacteria. En conclusion, en S. flexneri el hierro y la riboflavina tienen una respuesta transcripcional
entrelazada entre si. El analisis de los procesos bioldgicos involucrados, sugiere que el hierro y la riboflavina
regulan coordinadamente funciones fisiologicas especificas que involucran el metabolismo redox.

VID, Universidad de Chile, Proyecto ENLACE ENL 10/18 para VG-A.
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Introduccion: Alrededor del 73% de la poblacion chilena se encuentra infectada por (H. pylori), factor
predisponente al cancergastrico. Estudios recientes han demostrado la presencia de este patdogenoalinterior
de levaduras, sugiriendo que esto puede influir directamente en la falla del tratamiento y en la reinfeccion.
Objetivo: Detectar la presencia intracelular de H. pylori en levaduras orales aisladas de estudiantes
Tecnologia Medica de la Universidad de Concepcidn,Chile. Materiales y métodos: La toma de muestra se
realizo posterior a la firma de consentimiento informado por cada participante. A los participantes se les
aplicé una encuesta para saber si tenian sintomatologia asociada a infeccion por H. pylori o si habian sido
diagnosticados con H.pylori. Se incubaron 72 muestras de hisopado bucal en caldo YPD por 48h a 37°C,
sembradas posteriormente en agar Sabouraud Dextrosa con Cloranfenicol. A las levaduras aisladas se
realizd examen directo y tincion de Gram. La identificacion de levaduras se realizd mediante CHROMagar
Candida, API Candiday prueba del tubo germinal. La deteccion de H. pyloriintracelular se realizd mediante la
amplificacion del ADNr 16S por PCR. Resultados: Se obtuvo una prevalencia del 33,3% de levaduras orales,
siendo C. albicans la especie aislada con mayor frecuencia (79,2%), sequida de C. dubliniensis (12,5%), C.
krusei (4,2%) y C. tropicalis (4,2%). Once de 24 (45,83%) muestras de levaduras orales analizadas mediante
PCR resultaron positivas para la amplificacion del gen ADNr 16S de H. pylori. De los 11 individuos positivos
para H. pylori, 53,3% manifesto tener molestias estomacales y un 20% fue diagnosticado por esta bacteria en
algun momento. Conclusion: la presencia intracelular de H. pylori en levaduras orales sugiere una relacion
endosimbidtica de estos microorganismos, que podria favorecer la reinfeccion o transmision de H. pyloriy
la persistencia en el tracto gastrointestinal.



Congreso

CP1-63
Escalamiento de la produccion de alginato y poli(3-hidroxibutirato) por Azotobacter vinelandii

Francisco Sanchez Rosales, Alvaro Diaz*
(1) Escuela de Ingenieria Bioquimica, Facultad de Ingenieria, Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso

francisco.sanchez.r@mail.pucv.cl

Azotobactervinelandiiesunabacteriafijadoradenitrogeno, capazde produciralginatoy poli-3-hidroxibutirato
(PHB) ambos biopolimeros de interés industrial. Para fines productivos, es necesario desarrollar procesos
escalables que permitan obtener rendimientos y productividades similares. El objetivo de este trabajo fue
escalar la produccion simultanea de ambos polimeros desde un reactorde 3L a 30 L. A. vinelandii ATCC 9046
se cultivd en condiciones de fijacion de nitrogeno en medio Burk modificado. Los biorreactores operaron en
modalidad lotesa30°Cy pH7,0. El reactor de 3L (Applikon) fue operado a 500 rpmy 1,5 L de aire por minuto,
mientras que el reactorde 30 L (Infors, HT) trabajé a 280 rpmy 3.5 L de aire por minuto. La tension de oxigeno
disuelto (TOD) fue medida en ambas escalas. La concentracion de biomasa y alginato se determinaron
gravimétricamente, la sacarosa con el método de DNS y el PHB por hidrolisis acida y HPLC-UV. En ambas
escalas, la TOD del cultivo fue cercana a cero durante el crecimiento celular, lo cual indica una limitacion
por oxigeno. Al escalar, se obtuvieron rendimientos similares de sacarosa en biomasa, en alginato y PHB.
Asi mismo, se obtuvieron velocidades especificas de crecimiento y concentracion de alginato similares. Sin
embargo, existio una diferencia en la produccion de biomasa y la acumulacion de PHB, 67% p/pen3 Ly 57%
p/p en 30 L. Es posible que las diferencias obtenidas en ambas escalas sean debido a una diferente velocidad
de transferencia de oxigeno. Las evidencias indican que el escalamiento permitio reproducir la produccion
alginato, pero no la de PHB.

Proyecto Fondecyt reqular 1170896. Universidad Nacional de Agricultura de Honduras. Organizacion de los
Estados Americanos (OEA).
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Background: Salmonella enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium) is a Gram-negative bacterium and
an important gastrointestinal pathogen. To infect the host, S. Typhimurium has several virulence factors
encoded in chromosomal clusters known as Salmonella Pathogenicity Islands (SPI), and the most important
are SPI-1.and SPI-2. It is well known that migration of neutrophils to the site of infection plays an important
role because these cells restrict bacterial growth and dissemination using different mechanisms. However,
these mechanisms are not enough to avoid S. Typhimurium dissemination. For this reason, we proposed
that S. Typhimurium evades some of the function of neutrophils, and this evasion depends on SPI-1 or SPI-2.
Objectives: To evaluate and compare the immune response of female and male-derived neutrophils against
S. Typhimurium. Methods: We isolated bone marrow-derived neutrophils from male and female mice and
measured the infection, bacterial survival, reactive oxygen species (ROS) and cytokine production, and
neutrophil extracellular traps (NETs) release after infection with S. Typhimurium wild type, Dspi-1, and Dspi-
2, to evaluate the neutrophil response and if the virulence factors encoded in these SPIs are relevant during
the infection of these cells. Results: S. Typhimurium can infect neutrophils and survive inside these cells up
to 24 h, despite intracellular ROS production and NETs induction by the bacteria. Importantly, the infected
neutrophils secrete the anti-inflammatory cytokine IL-10 at 24 h post-infection. Finally, male induced more
NETs and less ROS than female derived neutrophils without differences between strains Conclusion: The
immune response of Ly6G+ cells against S. Typhimurium infection depends on the gender of the mice.

This study was supported by grants FONDECYT # 1170964, Millennium Institute on Immunology and
Immunotherapy Pog/o16-F, Beca de doctorado nacional 2017 N°21171014, CONICYT
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Xanthophyllomyces dendrorhous es una levadura basidiomicete productora de astaxantina, cuya biosintesis
estaria regulada por glucosa con la participacion de Mig1 y el complejo Cyc8:Tup1. En Saccharomyces
cerevisiae se sabe que en la represion catabolica, la proteina Mig1 se une al DNA vy recluta a Cyc8:Tupz,
reprimiendo la transcripcion de los genes reqgulados por glucosa. En esta etapa, también participa la enzima
Hxk2, conocida como una "moonlighting protein” porque ademas de fosforilar a la glucosa, utiliza regiones
fuera de su sitio activo para interactuar en el nucleo con Mig1 en el mecanismo de represion. En este trabajo
se identificd, analizo bioinformaticamente y se mutd el gen HXK2, que codifica la enzima hexoquinasa 2
de X. dendrorhous, el analisis bioinformatico indica que su tamano corresponde a 2.868 pb y contiene 12
exonesy 11 intrones con un ORF de 1.485 pb y una proteina de 495 aminoacidos. Con el objetivo de estudiar
su participacion y cual es su rol en el complejo regulador de la biosintesis de astaxantina y otros metabolitos
secundarios en X. dendrorhous, se disefio una estrategia para elaboracion de dos modulos de delecion y
reemplazo del ORF por genes de resistencia a higromicina y zeocina respectivamente. Con ambos mddulos
de resistencia se construyo, por tranformacion genética integrativa, mutantes heterocigotos (HXK2/hxkz2)
y homocigotos (hxk2/hxk2) del gen en la cepa diploide UCD 67-385 de la levadura, los cuales muestran
un fenotipo de crecimiento prototréfico en medio completo con glucosa y los antibioticos higromicina y
zeocina. Sin embargo en medio minimo definido el crecimiento de la levadura es aproximadamente un tercio
de su rendimiento en medio completo. Respecto a la produccion de metabolitos secundarios estos fueron
afectados de distinta forma, mientras que uno de ellos (aminoacidos ) aumento hasta casi cuatro veces en
medio completo respecto al medio minimo, el otro metabolito analizado (carotenoides), no mostro una
variacion significativa en su produccion respecto a un medio y otro.

Financiado por Fondecyt 1180520. Beca PEEI de la Facultad de Ciencias, U. de Chile a SC.
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Una de las principales actividades econdmicas en Chile es el cultivo de salmdn, cuyo epicentro se ubica
en la region sur austral (X, XI, XIl). El parasito Caligus rogercresseyi (piojo de mar) es una de las amenazas
mas severas que enfrenta la industria del salmon en Chile, produciendo diversas anomalias y contagio de
enfermedadesinfecciosas.Varios productos se han utilizado en unintento de mantenerlos piojos de mar bajo
control en Chile, entre ellos la cipermetrina. Este pesticida ha sido clasificado como un posible carcindgeno
humano por la Agencia de Proteccion Ambiental de los EEUU (US-EPA). Este compuesto es persistente y
toxico para el medio ambiente, afectando la biodiversidad de invertebrados acuaticos y la salud humana.
La biorremediacion se ha convertido en una herramienta importante para eliminar estos contaminantes
por métodos bioldgicos. Se muestrearon sedimentos contaminados con cipermetrina al lado de un centro
de cultivo de salmones en la Bahia de Manao (Ancud, Chile). Posteriormente, se aislo la bacteria marina
MS13 mediante enriquecimiento a partir de muestras de sedimentos contaminados con cipermetrina y
se caracterizd mediante indice de emulsificacion (E24). El aislamiento se identificd mediante analisis de
la secuenciacion del gen ADNr 16S. Esta cepa marina pertenecid al género Rhodococcus. Se realizaron
ensayos de biodegradacion con esta bacteria en concentraciones de cipermetrina de 50 mg L-1. La cinética
de degradacidn fue analizada mediante cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas (GC-
MS). Los ensayos preliminares mostraron que la cipermetrina se degrada > 90% en un periodo de 72 hrs.
Esta bacteria muestra un potencial biotecnoldgico para el tratamiento de las aguas que son utilizadas para
aplicar este producto a los salmones, y asi evitar su vertimiento sin tratamiento a los sistemas naturales.

Proyecto Investigacion Universidad Austral de Chile, Sede Puerto Montt 54613903/54611210.



Congreso

CP1-67

Caracterizacion parcial de especies bacterianas aisladas desde la microbiota intestinal de Loxechinus
albus

Mikhaela Simunovic?, René Espinoza? Alex Gonzaléz3, Paula Rivera*, Natalia Gajardo?, Nelson Caro*
(1) Ciencias, Ciencias, Centro de Investigacion Austral Biotech

(2) Acuicultura y Recursos Agroalimentarios, Universidad de Los Lagos

(3) Laboratorio de Microbiologia Ambiental y Extremdfilos, Ciencias, Universidad de Los Lagos

masimunovic@uc.cl

Loxechinus albus, el erizo rojo chileno, constituye un alimento altamente valorado en Japon, Estados Unidos,
Francia, Italia, Sueciay Chile entre otros, su precio es fuertemente influenciado exclusivamente por la calidad
de su gdénada (color, sabor y textura). A la fecha, no existen reportes respecto de la microbiota intestinal
de Loxechinus albus. El objetivo de este trabajo fue aislar, caracterizar fisiotaxonomica y molecularmente
cepas de bacterias aisladas desde el intestino de Loxechinus albus. Las muestras de intestino y heces, fueron
obtenidas desde especimenes adultos vivos obtenidos desde el Centro de Acuicultura y Ciencias del Mar
Metri de la Universidad X Regidn, Chile. Obtenidos los intestinos, incluyendo el contenido fecal, se corto
y se colocd en frascos de plasticos estériles. Las heces y tejido intestinal fueron sembradas por estrias y
por agotamiento por quintuplicado en diferentes tipos de medios enriquecidos, diferenciales y selectivos
bajo diversas condiciones de temperatura y disponibilidad de oxigeno. Una vez caracterizadas las cepas
bacterianas mediante 165 rDNA, morfologia, agrupaciony afinidad tintorial, dos cepas fueron seleccionadas.
Estas cepas fueron cultivadas en diferentes medios de cultivo, condiciones de luz y temperatura con el
objetivo de modular la composicion bromatologicay produccion de pigmentos como B-carotenos. Las cepas
seleccionadas incrementaron entre 2 y 3,5 veces la produccion de pimentos y proteinas. Estos resultados
sugieren que seria posible la utilizacion de estos microorganismos con fines nutricionales.
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En Chile, mas de 320 toneladas de antibidticos fueron administradas por la industria salmonera durante el
ano 2018, la mayoria de ellos para el tratamiento de los brotes de Piscirickettsia salmonis. Considerando que
la aplicacion exdgena de estos compuestos provoca una seleccion inespecifica de bacterias que contienen
genes resistencia a antibidticos (ARGs), en este trabajo, se evalud la resistencia a los antibidticos utilizados
por esta industria en cuatro cepas de P. salmonis. Para ello, se consideraron dos aproximaciones: una
fenotipica, mediante ensayos de sensidiscos y determinacion de la concentracion minima inhibitoria (MIC);
y otra genotipica, en la que se analizaron los genomas completos de las cuatro cepas con el objetivo de
identificar potenciales genes determinantes de la resistencia a antibidticos. Para los ensayos de sensidiscos
y MIC se prob¢ la sensibilidad de las cepas LF-89, CRGo2, EM-9o0 y PS12201A a los antibioticos eritromicina,
florfenicol, flumequina y oxitetraciclina. Se observaron diferencias entre los resultados obtenidos del ensayo
de sensidiscos en placas de agar nutritivo, respecto a los ensayos de MIC en dos medios liquidos de cultivo.
En los ensayos de sensidiscos, las cepas tuvieron un comportamiento similar, mostrando sensibilidad a los
antibidticos probados (halos > 20 mm), con excepcion de eritromicina (halos = 10 mm). Por otro lado, en
los ensayos de MIC la sensibilidad de las cepas vari6 entre antibioticos y mostré una dependencia directa
del medio de cultivo utilizado. A pesar de ello, se mantuvo un mayor grado de resistencia a eritromicina.
La prediccion in silico de ARGs en los genomas de las cuatro cepas permitio identificar genes y dominios
funcionales asociados a distintas familias de antibioticos con mecanismo de accion variados, tales como
bombas de eflujo, inactivacion o modificacion del compuesto, y proteccion del blanco de accion del
antibiotico. Ello no se relaciona con el resultado fenotipico observado con los sensidiscos y los ensayos
de MICs. En conclusion, se pueden identificar ARGs en P. salmonis contenidos en sus genomas, pero su
funcionalidad in vitro depende de las condiciones de cultivo.
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La neumonia adquirida en la comunidad (NAC) es una enfermedad infecciosa pulmonar con elevada
morbilidad y mortalidad, especialmente en mayores de 65 afos. La evolucion depende mas de la respuesta
inmune que del agente y es pronosticada por escalas como PSly CURB6g5, las que fallan en algunos pacientes.
Se han descrito variaciones en la expresidn génica y polimorfismos de los reguladores del sistema inmune
innato IRAK-4 e IRAK-M (IRAK-3) asociados a sepsis y sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, pero
no hay antecedentes en NAC. Para evaluar los polimorfismos ¢.1282G>A de irak-4 y c.439A>G de irak-3 y la
expresion génica de IRAK-4 e IRAK-M en adultos chilenos con NAC graves y no graves, se determinaron los
genotipos mediante reaccion en cadena de la polimerasa-tiempo real (RCPtr-HRM; n=162) y la expresion
génica relativa (veces de cambio: Vc; n=131) mediante transcripcion inversa-RCPtr en muestras de sangre
de adultos con NAC. Se determind la presencia de bacterias y virus mediante inmunocromatografia en orina
y/o RCPtr en muestra respiratoria. Los enfermos se clasificaron como graves y no graves con PSly CURB6s.
En los analisis genéticos solo fue significativa la diferencia en c.1282G>A de irak-4, con mayor frecuencia
del homocigoto GG en graves (p<0.05) y del heterocigoto GA en no graves (p<0.037). Ademas, la frecuencia
del alelo G fue mayor en casos graves (89%) y la del alelo A mayor en no graves (21%), clasificados por PSI
(p=0.009). La expresion génica de IRAK-4 fue menor en 29 pacientes graves (Vc=0.51) respecto a 66 no
graves definidos por CURB65 (p=0.0399) y también en 37 casos con NAC viral clasificados como graves por
las dos escalas (Vc=0.48; p<0.04). La expresidon génica de IRAK-M estaba aumentada en 40 casos graves
respecto a 61 no graves (Vc=1.61; p=0.04) categorizados por PSI. No se encontr6 asociacion en otras
categorias (infeccion bacteriana, sepsis o UCI). En conclusion, en adultos con NAC la gravedad se asocia con
el alelo G del polimorfismo ¢.1282G>A de irak-4, con la disminucion de la expresion génica de IRAK-4 y el
aumento de la expresion génica de IRAK-M.
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Escherichia coli diarreogénicas (DEC) son una de las principales causas de diarrea de origen bacteriano,
afectando aindividuos de todas las edades, pero principalmente a la poblacidn infantil. Actualmente, se han
identificado seis patotipos de DEC, las que incluyen: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatogena
(EPEC), E. coli productora de toxinas Shiga (STEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteroagregativa
(EAECQ), y E. coli adherente-difusa (DAEC). Junto con ser aisladas frecuentemente desde cuadros diarréicos
en personas, han sido detectadas desde diversas especies animales, entre las cuales destacan las mascotas,
como perros y gatos. Sin embargo, no se ha logrado determinar claramente el rol de estas especies como
reservorios de patogenos zoondticos o su impacto en la salud publica. El objetivo de este estudio fue
identificar la presencia de DEC en heces de perros, gatos y humanos. Para este estudio se analizaron un
total de 411 muestras de heces provenientes desde perros (n=230) y gatos (n=181) clinicamente sanos, y 326
muestras de heces provenientes desde ninos y adultos diarreicos. Las muestras fueron analizadas a través
de la deteccidn de diez genes de virulencia (eae, bfpA, stxa, stx2, ipaH, virf, daak, aafll, sty [t) mediante PCR
multiple. Los resultados indicaron que 6.5% (15/230) de las muestras de perros, 13.3% (24/181) de gatos, y
129% (39/326) de humanos, resultaron positivas a la presencia de cepas DEC. De las 78 muestras sospechosas,
se obtuvieron 35 aislados DEC, donde 77% (27/35) correspondid a EPEC, tanto tipicas (tEPEC; eae+, bfpA-)
como atipicas (aEPEC; eae+, bfpA+), y 23% (8/35) a ETEC segun presencia de los genes st y/o [t. Entre los
aislados de EPEC, el 70.4% (19/27) se describieron como aEPEC, mientras que el 29.6% (8/27) como tEPEC,
siendo aisladas desde muestras de todas las especies en estudio. En conclusion, aEPEC resulto ser el patotipo
DEC aislado con mayor frecuencia, tanto en humanos con cuadros diarreicos como en animales sanos. Por
lo tanto, es necesario realizar mas estudios parar determinar la relacion genética entre los aislados, y asi
determinar si perros y gatos sanos podrian ser posibles reservorios de DEC para infecciones humanas.
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Xanthophyllomyces dendrorhous is a basidiomycete yeast that produces carotenoids, highlighting
astaxanthin for its biotechnological appeal. The synthesis of carotenoids and ergosterol, the final product
of the sterol pathway in fungi, share the same precursors and previous investigations suggest that both
routes would be regulated by the SREBP (Sterol Regulatory Element-Binding Protein). The SREBP
pathway regulates cholesterol levels in mammalian cells and is conserved in fungi. This route is present
in X. dendrorhous and to date, only two genes of this route have been characterized in this yeast (genes
SRE1 and STP1). The aim of this work was to design a method for the identification of new genes acting as
regulatory elements of the SREBP route based on random mutagenesis. For this, the strain CBS-6938cyp61-,
an ergosterol biosynthesis mutant which overproduces carotenoids was used, since the SREBP pathway is
active. A method of mutant selection of the SREBP pathway was designed that includes: i) mutagenesis of
CBS-6938cyp61- with N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine (NTG), ii) selection of mutants with wild-type
phenotype (not overproducer of carotenoids), iii) selection of clotrimazole-sensitive mutants (inhibitor of
sterol synthesis) and iv) selection of possible mutants where the SREBP route is not active and that this
is not due to genes already known. A survival rate of 41% was obtained after mutagenesis and by change
in pigmentation, 576 colonies were selected, of which 11 were also sensitive to clotrimazole. By RT-qPCR
analysis of a gene regulated by the SREBP pathway and by complementation with the SRE1 and STP1 genes
inthese 11 mutants, four mutants of possibly new genes involved in SREBP pathway elements were selected.
In conclusion, we designed a method for obtaining mutants of the SREBP pathway of X. dendrorhous that
includes mutagenesis with NTG and selection of mutants with a specific phenotype. Next step consists in
the sequencing by RNA-seq of the candidate mutants for the identification of the possible mutated gene(s)
responsible for the observed phenotype.
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Las bacterias del género Salmonella son capaces de infectar un amplio rango de hospederos y causan
cuadros que abarcan desde una gastroenteritis leve hasta infecciones sistémicas graves. Para esto requieren
diversos factores de virulencia, incluyendo los sistemas de secrecion de tipo Il (T3SS) codificados en las islas
de patogenicidad SPl1y SPI2 (T35S1y T35S2, respectivamente). Estos T3SS translocan proteinas efectoras
dentro de células eucariontes durante el proceso infectivo. Estudios de nuestro laboratorio determinaron
que Salmonella enterica serovar Typhimurium(S. Typhimurium) requiere los sistemas T35S1 y T35S2 para
sobrevivir intracelularmente en la ameba social Dictyostelium discoideum. Por otra parte, recientemente
se determind que el efector SopF de S. Typhimurium posee actividad ADPribosilasa, es secretado por el
T3SSay estainvolucrado en la supervivencia de la bacteria en células epiteliales HeLa y macréfagos murinos
RAW264.7. A partir de estas observaciones, nos propusimos determinar si SopF contribuye a la supervivencia
intracelular de S. Typhimurium en D. discoideum. Para esto, se gener6 una mutante AsopFderivada de la cepa
virulenta S. Typhimurium 14028s, la que fue transformada con un plasmidio que contiene una copia silvestre
del gen sopF. Posteriormente, se evalud la supervivencia intracelular de estas cepas a distintos tiempos post
infeccion usando cultivos axénicos de D. discoideum AX4, mediante la lisis de las amebas infectadas y la
determinacion deltitulo de bacterias intracelulares mediante diluciones seriadasy siembra en mediorico. En
paralelo, se determino el titulo de amebas viables a cada tiempo evaluado. Nuestros resultados mostraron
que la mutante AsopF presenta defectos de supervivencia intracelular en la ameba a partir de las 3 h post
infeccion. Por su parte, la mutante complementada en trans presento niveles de supervivencia intracelular
comparables a la cepa silvestre durante el transcurso de la infeccion. En conjunto, estos resultados sugieren
que la proteina efectora SopF contribuye a la supervivenciaintracelular de S. Typhimurium en D. discoideum.
Estas observaciones son el punto de partida para dilucidar los mecanismos moleculares involucrados en
este proceso.

Este trabajo fue financiado por el proyecto FONDECYT 1171844 y la beca CONICYT 21140692.
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La coenzima Q (CoQ) es una molécula de propiedades antioxidantes que se forma mediante la condensacion
de un anillo de Benzoquinonay una cadena isoprenoide de longitud variable. Debido a sus propiedades, esta
protege a los fosfolipidos y proteinas asociadas a membrana, del dafio oxidativo generado por la liberacidn
de radicales libres durante la respiracion aerobica. Es aplicada como suplemento alimenticio para el
tratamiento de enfermedades como el Parkinson o algunas patologias cardiacas, sin embargo también tiene
utilidad en la industria cosmética al ser un componente activo de las cremas antienvejecimiento. Estudios
previos de la sintesis de CoQ en Escherichia coli se han enfocado fundamentalmente en incrementar el flujo
metabolico hacia los precursores de la CoQ, o en la clonacion y expresion de proteinas recombinantes que
incrementan la longitud de la cadena de isoprenoides. Esta investigacion tiene como objetivo evaluar la
incidencia del coeficiente volumetrico de transferencia de oxigeno (K a) sobre la produccion de CoQ en
Escherichia coli BW25113 en cultivo por lotes. Utilizando un bioreactor de 3 litros con 1,5 litros de volumen
util, se calcularon distintos valores de K a variando las velocidades de agitacion a un flujo de aire constante.
Posteriormente se evalud la cinética de crecimiento celular, la tension de oxigeno disuelto (TOD) en el tiempo
y el contenido especifico de coenzima Q a las condiciones previamente fijadas. Se comprobd que a valores
del K ade10.7h? 43.05h*y 82.72 h™ la Escherichia coli BW25113 creci¢ limitada por oxigeno obteniéndose
valores de productividad para CoQ de 0.03, 0.10 y 0.11 g/(L*h) respectivamente. Por otra parte, al término
de la etapa exponencial, el contenido especifico de la CoQ fue de 0.57, 0.75 y 0.72 g de CoQ/g de célula
seca, respectivamente. Se pretende evaluar los mismos parametros a mayores valores del K a a los cuales le
Escherichia coli BW25113 crezca bajo condiciones no limitadas por oxigeno y evaluar la expresion de genes
relacionados con el estrés oxidativo. Los resultados de esta investigacidn se consideran de relevancia para
ser aplicados utilizando una cepa de Escherichia coli recombinante que sobreexprese la coenzima Q.

Proyecto FONDECYT Regular 1151208
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Piscirickettsia salmonis is a facultative intracellular Gram-negative bacterium of coccoid aspect that causes
high mortalities in the salmon farming industry in Chile. The formation of adhesion structures and biofilms
are among the most relevant mechanisms of pathogenicity that have been describedin this bacterium.These
structuresare originated from exopolysaccharidesand are involvedin phagocytosis by the host, antimicrobial
resistance and adhesion. Biofilm production is conditioned by bacterial communication processes such as
Quorum-sensing, which employs chemical signals. Biofilm-related genes have been described and linked to
several metabolic processes like phosphorylation pathway activation, exopolysaccharide production and
chemotaxis activation. Some genes related to biofilm formation have been characterized in P. salmonis,
however, their possible association with genes involved in quorum sensing is still unknown. Hence, the
purpose of this analysis is to gather a history of cell-cell communication in P. salmonis that may allows to
establish a connection between chemical communication with the formation of biofilms under normal
growth conditions and nutritional stress for the bacteria, through a gene expression profile representative
of both processes and phenotypical measurements. P. salmonis is a facultative intracellular Gram-negative
bacteriumofcoccoidaspectthatcauseshighmortalitiesinthe salmonfarmingindustryinChile. Theformation
of adhesion structures and biofilms are among the most relevant mechanisms of pathogenicity that have
been describedin this bacterium. These structures are originated from exopolysaccharides and are involved
in phagocytosis by the host, antimicrobial resistance and adhesion. Biofilm production is conditioned by
bacterial communication processes such as Quorum-sensing, which employs chemical signals. Biofilm-
related genes have been described and linked to several metabolic processes like phosphorylation pathway
activation, exopolysaccharide production and chemotaxis activation. Some genes related to biofilm
formation have been characterized in P. salmonis, however, their possible association with genes involved
in quorum sensing is still unknown. Hence, the purpose of this analysis is to gather a history of cell-cell
communication in P. salmonis that may allows to establish a connection between chemical communication
with the formation of biofilms under normal growth conditions and nutritional stress for the bacteria,
through a gene expression profile representative of both processes and phenotypical measurements.

The present work has been funded by grant FONDAP-INCAR 15110027 and Tecnovax Chile S.A.



Congreso

CP2-03
Brucella canis: ;un riesgo zoonotico en centros de rescate caninos en Chile?

Consuelo Borie*, Natalia Alvarado?, Eduard Martinez?, Beatriz Escobar?, Phillip Dettleff>3, Victor
Martinez*4, Nicolas Galarce™#

(1) Medicina Preventiva Aninal, Fac. Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile

(2) Medicina Preventiva Animal, Fac. Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile

(3) Medicina Preventiva Animal, Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile

(4) Medicina Preventiva Aninal, Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile
(Sponsored by Proyecto Fondecyt 1180544)

cborie@uchile.cl

Introduccion. Brucella canis en perros provoca fallas reproductivas, mientras que en personas se describen
signos variables e inespecificos. Los perros constituyen un foco de infeccion para duefios y personas
asociadas al trabajo con ellos. Debido a la alta poblacidn de perros abandonados que alcanza los 600.000, y
la prevalencia que llega hasta el 30 %, la enfermedad se ha convertido en un problema para la salud publica.
Actualmente la adopcion es tendencia, pero constituye un riesgo cuya magnitud es desconocida.Este
estudio determind la presencia de anticuerpos anti B. canis en perros de albergues. Es sustancial sefalar
que, siendo una enfermedad de notificacion obligatoria, esta especie de Brucella no sea considerada
en dicho listado. Materiales y métodos. Se obtuvieron muestras de sangre de 250 perros de albergues
de la Region Metropolitana, durante el afio 2018. Se analizaron perros mayores a 1 ano. Las muestras
fueron obtenidas por médicos veterinarios y se conté con un consentimiento informado. La deteccion
de anticuerpos se realizd mediante contrainmunoelectroforesis (CIEF) utilizando LPS-R de B. ovis como
antigeno (Borie et al. 2002). Resultados. Se logro pesquisar la presencia de anticuerpos anti B. canis en el
2,4% de las muestras analizadas (n=6). Los animales seropositivos correspondieron a cinco hembras y un
macho, de un total de 135 hembras y 115 machos. Discusion. Se logro detectar seis animales seropositivos,
valor inferior a lo esperado segun datos internacionales, pero similar a lo descrito en Temuco por Tuemmers
et al. (2013). No existe un método seroldgico estandarizado para su diagnostico, por lo que las prevalencias
varian por la ubicacion geograficay por la técnica diagnostica (Rodrigues et al., 2017). También tiene relacion
con la frecuente esterilizacion de los perros, que elimina la transmision via sexual. Ademas, los titulos de
anticuerpos disminuyen considerablemente en etapa crénica. La presencia de animales seropositivos en
albergues constituye un riesgo para la Region Metropolitana. En consecuencia, los resultados recalcan el
riesgo que representa para la salud publica y la importancia de realizar cultivos para comprender la real
distribucion del patdgeno en Chile.

Proyecto Fondecyt reqular N° 1180544
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Herpes simplex viruses (HSVs) type 1 (HSV-1) and type 2 (HSV-2) are highly prevalent in the world and
infections are lifelong. Individuals with clinical symptoms elicited by HSV infection may suffer, among
others from occasional or recurrent herpetic lesions in the orofacial and genital areas, as well as herpetic
gingivostomatitis. Herpetic skin lesions are usually treated with nucleoside analogs such as acyclovir, which
selectively inhibits the viral DNA polymerase. However, this drug are somewhat ineffective in treating skin
lesions, as topical formulations only reduce in 1-2 days the duration of skin lesions. Cetylpyridinium chloride
(CPQ) is a quaternary ammonium compound with surfactant properties that is safe in humans. It is often
present in hygiene products, such as mouthwashes, deodorants, aphthae-treating formulations, and oral
tablets as an anti-septic to limit bacterial growth. Previous reports indicate that CPC can also modulate
host signaling pathways, namely NF-kB signaling. Because HSV infection is modulated by NF-«kB, we
sought to assess whether CPC has antiviral effects against HSVs. Using wild-type, acyclovir-resistant and
HSV isolates with GFP reporter genes, as well as epithelial cells (Vero cells) and primary human fibroblasts
expanded from the oral cavity, we assessed the potential antiviral capacity of CPC and its mechanism of
action. We found that when added after HSV infection, CPC significantly limited viral replication in both
cell types by interfering with viral gene expression. Furthermore, our findings suggest that blockade of the
viral replication cycle was mediated by CPC interference with the translocation of NF-kB into the nucleus of
HSV-infected cells at early times post-infection (3 hours post-infection). Consistently, we observed that the
antiviral effect of CPC was time-dependent after infection, likely related to the transcription of immediate
early viral genes. Interestingly, we found that the antiviral activity of CPC can be overridden by cytokines that
activate NF-kB signaling, such as IL-1b and TNF-a. Taken together, our findings suggest that formulations
containing CPC may inadvertently contribute at limiting HSV replication and reduce viral shedding with
potential therapeutic properties.

This work was supported by the Millennium Institute on Immunology and Immunotherapy (Pog/16F) and
FONDECYT grants #1190864 and #1170555.
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Infusions of maiten (Maytenus boaria Mol.) leaves have been used in national folk medicine, as an antipyretic,
and in the treatment of allergies, and liver and gallbladder pathologies. In general, therapeutic properties
of medicinal plants have been attributed to phenolic compounds presence, which are recognized for their
antioxidant, anti-inflammatory, antitumor, and antimicrobial properties, among others. This work is a first
evaluation about the antimicrobial potential of maiten leaves. For this, lyophilized maiten leaves were
ground and extracted by a hydroalcoholic process (ethanol/water). The extract was characterized in terms
of its total phenolic compounds (20.55 mg GAE / g leaves) and its antioxidant activity (2488.22 mmol TE / 100
g leaves), and concentrated, lyophilized, and used in the antimicrobial test. The g6-well plate microdilution
method was used. Eight bacteria were cultured in a Mueller Hinton medium (MH) containing the extract at
0, 250, 500, 750 and 1000 ppm, at 37 °C for 24 hours, when the OD variation was determined. For Listeria
monocytogenes, Escherichia coli, Salmonella enteritidis and Bacillus subtilis the inhibition is generated from
the lowest concentration used (250 ppm); while for Proteus sp.,Salmonella typhimurium, Staphylococcus
aureus and Micrococcus sp a growth-inducing effect is observed, but at the highest concentrations evaluated,
there is an inhibition of cell proliferation, probably due to the presence of phenolic compounds. The results
obtained demonstrate the important potential of the extract of maiten leaves, especially on the different
pathogens evaluated, which increases the knowledge about the applications of this medicinal plant.

Centro Regional en Alimentos Saludables. CREAS
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El cancro bacteriano del kiwi es una enfermedad causada por la bacteria Pseudomonas syringae pv. actinidiae
(Psa). Esta bacteria hoy es considerada una pandemia y ha provocado graves pérdidas econdmicas en
paises productores de kiwi a nivel mundial. En Chile, este fitopatdgeno esta presente desde el afo 2011
y tiene una prevalencia acumulada del 30% en huertos de kiwi. Entre los factores de virulencia asociados
a la colonizacion de su hospedero, la motilidad participa en distintas etapas de la infeccion. De acuerdo al
tipo de movimiento, la motilidad bacteriana se puede clasificar como tipo “swimming” o “swarming”, que
se vinculan a cambios morfoldgicos y fisiologicos inducidos en respuesta a sefales ambientales como la
temperatura. Si bien se sabe que la temperatura es determinante en la propagacion de Psa en los tejidos de
la planta de kiwi, aun se desconoce cdmo puede afectar los distintos tipos de motilidad de esta bacteria. En
este estudio se analizé la motilidad de tres aislados de Psa bajo distintas condiciones de temperatura (16 °C,
25 °C, 30 °C) y de cultivo en los medios PG y Moka como variables. Los resultados muestran que los aislados
Psa598 y Psaz43, poseen motilidad de tipo swimming y swarming, donde el area de desplazamiento fue
afectada diferenciadamente por la temperatura en las distintas condiciones de cultivo, sin embargo, a 30 °C
la motilidad swimming se reduce significativamente y la motilidad swarming no se produce. Por otro lado,
el aislado Psa88g posee una motilidad reducida en todas las condiciones ensayadas, sugiriendo deficiencias
en los mecanismos involucrados en el desplazamiento. Este trabajo muestra una variabilidad fenotipica
vinculada a motilidad entre los aislados de Psa, la que ademas es afectada por la temperatura, evidenciando
aspectos que podrian ser determinantes durante los procesos de infeccidn en plantas del kiwi.

PROYECTO FONDEF ID15l20032, FONDECYT Post Doctorado 2017 N° 3170567.
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La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), ha definido a la resistencia antimicrobiana como un problema
mundial. La utilizacion indiscriminada de antibioticos hace que estos se liberen en grandes cantidades
contaminando diversos ambientes. Pero no sélo antibidticos son liberados al ambiente, ya que genes de
resistencia (GRAs) y bacterias resistentes (BRAs) también son liberados profusamente. Los ambientes
acuaticos juegan un rol fundamental en la diseminacion de BRAs y GRAs. El rio Aconcagua es una de las
cuencas mas pobladas de Chile albergando ciudades de mediano tamario a lo largo de todo su curso. Por
esta razon, nuestro objetivo es evaluar el efecto del grado de urbanizacion sobre la prevalencia de BRAs
y GRAs en el curso del rio. Para ello hemos recolectado agua de diferentes puntos, para aislar bacterias,
incubandolas a 15°C, 25°C y 37°C, con el fin de caracterizar el perfil de resistencia antimicrobiana a los
antibioticos: Ampicilina, Eritromicina, Imipenem, Gentamicina, Ceftazidima y Ciprofloxacino, ampliamente
utilizados en clinica. Ademas, se hizo un estudio completo del resistoma incluyendo la deteccion mediante
PCR de mas de 35 genes de resistencia incluyendo el sistema integrasa/integron, utilizado como marcador
de contaminacion antropogénica. Los resultados obtenidos demuestran que en niveles de baja urbanizacion
existe una prevalencia de un 36,6% de BRAs, un 25,6% en sitios de urbanizacion media y 58,3% en niveles de
urbanizacion alta. Ademas, existe una alta prevalencia de resistencia a betalactdmicos en bacterias crecidas a
37°Cenniveles urbanizacion alta con un 83,3% en comparacion con los niveles bajos y medios. Cabe destacar
que la prevalencia del gen int-1 fue de un 100% para los tres niveles de urbanizacion, mientras que para
gacEA1 fue de un 85,7%, 83,3% Yy 97,6% para los niveles bajo, medio y alto respectivamente; finalmente, sul-
1 aparece con un 50%, 58,3% y 76,2% para los niveles bajo, medio y alto respectivamente. Estos resultados
concluyen que la prevalencia de un 100% de int-1, hace que pierda validez como marcador de contaminacion
antropogeénica. Sin embargo, el gen sul-1y la prevalencia de bacterias resistentes a betalactamicos podrian
ser excelentes marcadores de contaminacion antropogénica, reemplazando la importancia de int-1.

Este trabajo fue realizado gracias al financiamiento otorgado por la Iniciativa Cientifica Milenio del Ministerio
de Economia, Fomento y Turismo, Gobierno de Chile.
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The Acidithiobacilli are a diversified group of chemolithoautotrophic extreme acidophiles of ubiquitous
occurrence in natural and industrial environments. They catalyze the dissolution of sulfide minerals and
are relevant drivers of the cycling of elements in extreme econiches of highly variable characteristics.
Factors driving their adaptation and evolution need to be identified. Here we explore the ecological and
evolutionary significance of the underlying genetic diversity of the Acidithiobacilli, by characterizing a family
of integrative mobile elements know to be present in Acidithiobacillus caldus representatives. ICEAcaTY.2
is an actively excising, integrative conjugative element (ICE), made up of discrete modules (involved in
integration/excision, stabilization and conjugation) but thought to behave as a cohesive heritable unit. Its
presence in A. caldus strains from Europe and Asia has been established, but prevalence of the element as
a whole or that of its constituent modules and gene cargo in the species complex has not been assessed.
Combining pangenomics,comparative genomics and phylogenetic analyses, we explore the occurrence
and distribution of the ICE-2 family elements on a wider scale, identify their target sites and characterize
their gene cargo in the whole Acidithiobacillia class. Linage specific variants are apparent, that differ not
only in hallmark genes involved in the basic biology of the element but also on the functionalities of their
accessory genes. Transcriptomic data and quantitative PCR experiments using planktonic and attached cells
of a representative strain show differential expression of genes belonging to the essential and accessory
modules of the element. Physiological assays on ICE2+and ICE2-genetic backgrounds provide hints on the
phenotypic plasticity contributed by this family of elements.

Fondecyt 1181251; Basal AFB170004; Millennium Science Initiative, Ministry of Economy, Development and
Tourism of Chile under Grant “"Millennium Nucleus in the Biology of the Intestinal Microbiota”. CONICYT
scholarships 21171049 and 21160871.
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Los sistemas de dos componentes (SDC) corresponden a vias de transduccion de senales utilizados por los
microorganismos para adaptarse a cambios en su microambiente. Estos sistemas se componen de un sensor
quinasa de membrana que detecta estimulos y cataliza su autofosforilacion, posteriormente transfosforila
a un regulador de respuesta citoplasmatico, el cual en su forma fosforilada modula la expresion génica.
Recientemente, se ha sugerido que diversos sistemas pueden interactuar entre si, es decir, un sensor
puede activar a mas de un regulador o un regulador puede ser activado por distintos sensores. En nuestro
laboratorio determinamos que el SDC ArcAB de Salmonella Typhimurium es requerido para la resistencia a
peroxido de hidrégeno (H O,) generado durante el proceso infectivo en el hospedero. Sin embargo, ambos
componentes no estarian regulando en conjunto la expresion génica en respuesta a H O, sugiriendo que
ArcB y ArcA trabajarian con otros reguladores o sensores. Resultados previos nos permitieron determinar
que tres reguladores ademas de ArcA, serian requeridos en la respuesta a H O_ en Salmonella, sugiriendo
que podrian modular en conjunto con ArcB la expresion génica en respuesta al toxico. Estos corresponden
a los reguladores de respuesta KdpE, BasR y BaeR, los cuales podrian estar participando en la defensa a
estrés oxidativo en conjunto con el sensor ArcB. Nuestro objetivo es demostrar que el(los) regulador(es)
KdpE, BasR y/o BaeR de S. Typhimurium interactian con el sensor ArcB durante la respuesta al estrés por
H.O.. Paraesto, evaluamos los estados de fosforilacion de los reguladores de respuesta candidatos en cepas
mutantes del sensor ArcB y el sensor candnico de cada regulador mediante la técnica de Phos-tag™ SDS-
PAGE. Luego medimos los niveles de transcrito de genes regulados indirectamente por el sensor ArcB en
las cepas mutantes de los reguladores candidatos, mediante qRT-PCR. Nuestros resultados sugieren una
transfosforilacion de los reguladores KdpE y BaeR dependiente del sensor ArcB en respuesta al tratamiento
con H O, y los reguladores KdpE y BasR estarian regulando en forma similar al sensor ArcB genes de
metabolismo, detoxificacion y virulencia.

Financiado por Proyecto FONDECYT Regular #1160315y Beca CONICYT de Doctorado Nacional #21190746.
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Background: El uso y mal uso de antimicrobianos en humanos yanimalesha contribuido a la diseminacién
de bacterias resistentes al ambiente. De esta manera pueden estar presentes en suelos y agua utilizados en
la produccion de alimentos. Algunos de estos alimentos como hortalizas, pueden ser consumidos frescos
y la presencia de microorganismos resistentes pueden ser causales de enfermedades transmitidas por los
alimentos y asi mismo contribuir a la adquisicion y diseminacion de cepas resistentes. El objetivo de este
trabajo fue detectar enterobacterias resistentes a ceftazidima y/o ciprofloxacino en hortalizas de una feria
libre y verdulerias en un pueblo agricola de Chile central. Methods: En mayo de 2019 se recolectaron 120
muestras de hortalizas provenientes de la zona central de Chile: 30 perejiles, 30 betarragas, 30 acelgas
y 30 lechugas, de una feria libre y 4 verdulerias. Un total de 25 g de cada hortaliza fue enriquecida en
agua peptonada e incubada a 37 °C por 18-24 h. Al siguiente dia, para cada enriquecimiento se tomaron
alicuotas de 100 pl que fueron sembradas en 2 placas con agar MacConkey suplementadas con 2 pg/ml de
ceftazidima (CAZ) o ciprofloxacino (CIP) para screening. Para este estudio, se seleccionaron los aislados de
enterobacterias lactosa positivo y se determind la especie mediante MALDI-TOF. El perfil de resistencia
para cada uno se determind mediante el método Kirby-Bauer y se ensayaron 15 antimicrobianos. Results:
Se obtuvieron 40 cepas de enterobacterias provenientes de distintas hortalizas, 2 de ellas seleccionadas
con CAZ e identificadas como Citrobacter freundii (perejil) y Citrobacter braakii (perejil). Las restantes 38
cepas fueron seleccionadas con CIP, todas de la especie Escherichia coli'y aisladas de perejiles, betarragas,
acelgas y lechugas. Del total de cepas, 14 fueron resistentes al grupo de las penicilinas y 2 al grupo de
las cefalosporinas, 38 fueron resistentes a CIP, 1 a gentamicina y 9 a sulfametoxazol-trimetoprim. Nueve
cepas presentaron perfiles de multiresistencia. Conclusion: La presencia de enterobacterias resistentes a
antibidticos en las hortalizas estudiadas puede contribuir a la diseminacion de cepas resistentes a través de
su consumo, sobre todo en alimentos que no tienen un procesamiento posterior, como coccion.

Este trabajo fue realizado gracias al financiamiento otorgado por la Iniciativa Cientifica Milenio del Ministerio
de Economia, Fomento y Turismo, Gobierno de Chile.
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El hongo filamentoso Penicillium chrysogenum es el productor industrial de penicilina G, antibidtico beta-
lactamico de amplio uso. Ademas, este hongo es capaz de producir varios otros metabolitos secundarios
de interés. A pesar de la importancia biotecnoldgica de P. chrysogenum, los mecanismos que subyacen a la
produccion de sus metabolitos secundarios aun no son bien conocidos. En un trabajo previo, determinamos
que un gen que codifica para un proteina del tipo dedos de zinc, denominado gen C6, produce drasticas
alteraciones en el metabolismo secundario de otro hongo filamentoso, P. roqueforti. En este trabajo
nos preguntamos si este gen podria producir un efecto similar en P. chrysogenum. Para responder esta
pregunta, el gen C6 fue sobreexpresado, y atenuado mediante RNA de interferencia en P. chrysogenum.
En los transformantes obtenidos, se midieron los niveles de produccion de dos metabolitos de interés
biotecnoldgico: penicilina G y andrastina A, este Ultimo un potente anticancerigeno. Los resultados
obtenidos indican que el gen tiene un efecto positivo en la produccion de ambos metabolitos. Ademas,
este efecto se correlaciono con los niveles de expresion de los genes encargados de la biosintesis de ambos
metabolitos, los cuales fueron medidos por qRT-PCR. Estos resultados podrian ser Utiles en la produccion de
metabolitos secundarios de P. chrysogenum con propositos comerciales.

Agradecimientos: Proyecto DICYT, cddigo 021943CHR, Vicerrectoria de Investigacion, Desarrollo e
Innovacion (Universidad de Santiago de Chile). CGD y JFRA recibieron becas CONICYT-PFCHA/Doctorado
Nacional/ 2014-63140056 y CONICYT-PFCHA/Doctorado Nacional/2013-21130251, respectivamente.
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Background: Lacandidiasisvulvovaginal (CVV)esunadelasinfeccionesmasfrecuentesdelamujer, afectando
al 75% en edad reproductiva, siendo un problema comun asociado a altos indices de morbilidad. El presente
estudio informa la etiologia y la existencia de recurrencia de las vulvovaginitis que padecen las mujeres
que acuden a las consultas del Centro Médico «PUCE» en Quito y las especies de Candida implicadas, tanto
albicans como no albicans. Methods: Se analizo el exudado vaginal de 195 pacientes, las cuales firmaron el
consentimiento informado. Se identificé mediante técnicas microbioldgicas y moleculares las especies de
Candida involucradas en la infeccion Results: En este estudio de las 195 pacientes se obtuvo una prevalencia
de Candida spp. de 36,4%, (n=71) valor similar a estudios realizados en otros paises latinoamericanos; en el
grupo con CVV recurrente el valor de7,7% (n=15) da la razén a estudios realizados por Matheson y Mazza el
cual afecta 5 a 8% en mujeres en edad reproductiva. De las especies encontradas en los go aislados, 78,9%
(n=71) corresponden a C. albicans y en segundo lugar se encuentra la C. glabrata con 7,8% (n=7), coincidiendo
con estudios similaresy el 13,3% corresponde a otras especies de Candida. Con estos datos se demuestra que
no siempre C. glabrata es la principal especie patdgena en CVV recurrente como lo han confirmado estudios
similares. Conclusion: La CVVafectan a una gran proporcion de la poblacion ecuatoriana y en otros paises
de Latinoamérica como lo demuestra este estudio, siendo la especie de C. albicans la principl portagonista
en este tipo de infecciones.
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Las microalgas contienen una amplia variedad de componentes quimicos entre los que se encuentran
los carotenoides, acidos grasos, polisacaridos, vitaminas, minerales, esteroles y otros compuestos
biolégicamente activos por lo que han sido utilizadas para la alimentacion animal y humana. Desde
diferentes especies de microalgas hansido extraidas moléculas bioactivasde interés con efectos terapéuticos
tales como cicatrizantes, inmunorreguladores, anticancerigenos, tensorreguladores, antiinflamatorios,
hipocolesterolémicos, entre otros. Este trabajo tuvo como objetivo evaluar la composicion y contenido de
compuestos bioactivos de 2 especies de microalgas aisladas desde muestras ambientales, una cepa (cepa
A) asilada desde un salar de la ciudad Cahuil (VI Regidn) y la otra (cepa B) aislada desde un canal de la ciudad
de Linares (VII region). Luego de la caracterizacion, la cepa A fue identificada como Dunaliella sp la cual,
luego de realizar el analisis de la composicidn bioquimica, esta cepa evidencio un 36,54% de carbohidratos,
14,95% de proteinas y un 34% lipidos y un 4,31% de carotenoides totales, siendo un excelente candidato
para la extraccion y obtencion de acidos grasos. Por otro lado, la cepa B, sin caracterizacion a la fecha, fue
identificada como Microalga ciab. Los cultivos de esta microalga, luego de diversos estimulos luminicos y de
temperatura, presentd cambios en la coloracion de las colonias (de verde a naranjo) aumentando tres veces
el contenido de carotenoides en base a su peso seco, incrementando asi la concentracion de B-carotenoy
luego de los analisis del perfil bioquimico evidencié una bioacumulacion de un 19,37% de carbohidratos,
8,4% de proteinas, un 46% lipidos y un 17,23% de carotenoides totales. Los resultados de la caracterizacion
bioquimica de este trabajo proporcionan una base para el uso de microalgas silvestres en una amplia
variedad de aplicaciones de interés biotecnoldgico.
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Los sistemas de dos componentes (SDC) son mecanismos ampliamente conservados entre especies que
abarcan desde arqueas hasta bacterias. Estos sistemas se componen por un sensor quinasa (SQ) y un
regulador de respuesta (RR) que posee dominios de union al DNA, regulando la expresion génica. Los SQ
son activados por sefiales ambientales, tales como, acidez, osmolaridad, nutrientes, especies reactivas de
oxigeno (ROS), etc. Estas senales causan la autofosforilacion del SQ, dependiente de ATP, y la posterior
transfosforilacidon del RR. En nuestro laboratorio, trabajamos con el SDC ArcAB de Salmonella Typhimurium
(S. Typhimurium) el cual es requerido para la sobrevida y respuesta a estrés oxidativo. Recientemente,
mediante un analisis transcriptomico global de este sistema bajo estrés oxidativo generado por hipoclorito
de sodio (NaOCl), hemos demostrado que este sistema estaria trabajando de manera independiente entre
si. Ademas, estudios han demostrado que un RR puede ser activado por mas de un SQy un SQ puede activar
a mas de un RR. Por lo tanto, sugerimos que el RR ArcA responde de manera independiente del SQ ArcB,
actuando con SQs de otros SDC para responder a este tipo de estrés. Resultados previos nos han permitido
determinar que 8 mutantes en SQ de S. Typhimurium son sensibles a NaOC| tales como, DbaeS, DbarA,
DcpxA, DcreC, DdpiB, DkdpD, DsrrB y DzraS. Para determinar qué sensores estarian involucrados en esta
regulacion en conjunto, seleccionamos los genes regulados Unicamente por arcA y evaluamos la regulacion
en conjunto con los SQ candidatos, mediante qPCR. Finalmente, determinamos la sobrevida de las cepas de
estudio en ensayos de infeccion de neutrofilos murinos, principal célula fagocitica generadora de hipoclorito
(OCl), junto con la determinacion de los niveles de expresion de estos SQ al interior de neutrofilos murinos.
Nuestros resultados indican que efectivamente ArcA es requerido para la resistencia a estrés por hipoclorito,
regulando de manera similar la expresion de genes con los SQ BaeS, CpxAy BarA, los que ademas aumentan
su expresion en condiciones de infeccion en neutrofilos murinos, indicando una posible regulacion en
conjunto con ArcA bajo OCl.

FONDECYT #1160315
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El uso indebido y excesivo de antibidticos, tanto en la industria alimentaria como en el sector de la salud,
ha llevado a un rapido aumento de bacterias patdgenas resistentes a los antibidticos y a la perdida de la
eficacia de estos medicamentos en el tratamiento de algunas infecciones, por lo tanto, la busqueda de
nuevos compuestos antibacterianos es de gran importancia para la sociedad actual. En este contexto,
una alternativa para encontrar nuevos microorganismos que produzcan antimicrobianos, es explorar la
biodiversidad en entornos con caracteristicas extremas, como es el caso del continente antartico, donde
existen microorganismos con propiedades fisiologicas y metabolicas particulares que les permiten adaptarse
y sobrevivir en condiciones inhdspitas. Este trabajo tuvo como objetivo identificar bacterias aisladas de
suelo antartico y evaluar su potencial para producir compuestos antimicrobianos. Se aislaron bacterias de
15 muestras de suelo antartico, 3 correspondientes a suelo de rizosfera de Deschampsia antarctica Desv.,
6 de suelo obtenido en zonas alejadas de actividad humana en la isla Rey Jorge y 6 de muestras de suelo
recolectado en la Isla Greenwich, ambas islas pertenecientes al Archipiélago de las Shetland del Sur. De las
muestras analizadas se obtuvieron 506 aislados bacterianos que crecen a 4°,10° 018°C. El 5% de los aislados
presentaron actividad inhibitoria del crecimiento sobre bacterias patdgenas humanas y se caracterizaron
mediante ensayos de microscopia Optica, baterias bioquimicas y finger printing mediante reaccion de PCR
con partidores arbitrarios. Utilizando ensayos de antagonismo en placa se encontrd que 3 de los aislados
caracterizados inhiben el crecimiento tanto de Escherichia coli como de Staphylococcus aureus y otros 2
aislados inhiben el crecimiento solo de E. coli. Por otra parte, 21 aislados inhiben solo el crecimiento de
S. aureus, y mediante cultivo liquido se determind que 2 de ellos secretan moléculas antimicrobianas
termoestables. La identificacion de moléculas con actividad antimicrobiana secretadas por estas bacterias
permitiria contar con potenciales nuevos agentes para el control de bacterias resistentes a los antibioticos.

Toma de muestras realizada en el marco del proyecto INACH MA_o1-12. Agradecimientos a Direccion de
Investigacion, VRIP, Universidad Autonoma de Chile.
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El continente antartico constituye unlaboratorio natural para estudios de microbiota endémica, su respuesta
a las condiciones extremas y su versatilidad metabdlica. Como ejemplo de ello en las islas decepcion se
han investigado fendmenos geoldgicos que han permitido la deposicion de azufre y sus isotopos. El
reciente descubrimiento de actividad volcanica subglaciar en los montes Ellsworth (Glaciar Union), abre la
oportunidad de realizar bioprospeccion dirigida a la busqueda de microorganismos asimiladores de azufre
0 con resistencia a metales pesados. Estas 2 ultimas caracteristicas hacen parte del fenotipo necesario
para los procesos de biosintesis microbiana de nanoparticulas con metales como el litio. En este trabajo se
aislaron bacterias antarticas con capacidad de asimilador diferentes fuentes de azufre y resistentes a litio.
De un total de 40 heterdtrofos aislados se encontraron 10 resistentes a litio, 4 con capacidad de asimilar
diferentes fuentes de azufre y 3 con capacidad de emplear el acetato de litio y la cisteina como insumos de la
biosintesis de NPs de carbonato de litio. De ellos se selecciond el aislado JC29 por su versatilidad metabdlica
para generar NPs a partir de multiples fuentes de azufre (sulfato, tiosulfato, glutation, taurina). Este aislado
presenta un 91% de identidad con Stenotrophomonas maltophilia y una cobertura del 84 % del gen 16s.
Esto se pudo validar con la secuencia completa del genoma mediante el calculo del promedio de identidad
nucleotidica (ANIb) y marcadores como groEL, recA y rpoB. Dado que el litio puede actuar como un catidn
analogo al sodio, se sospecha que los mecanismos de respuesta a la osmolaridad pueden estar involucrados
en la biosintesis de estas NPs. Se encontraron genes involucrados en la formacion de osmolitos, antiporter
nah y transportadores tipo abc. Se buscaron las vias de asimilacion del azufre, y se encontré correlacion
con los datos experimentales. Este trabajo representa el primer reporte de sintesis de nanoparticulas de
carbonato de litio utilizando bacterias. Esta biosintesis representa una forma de darle valor agregado al litio
como mineral de importancia econdomica para Chile, y el estudio de los mecanismos de biosintesis en este
aislado permitira escalar esta tecnologia en el futuro.

Este trabajo fue financiado por los proyectos FONDECY 1151255 (JMP-D) e INACH RT-25_16 (JMP-D). Y la
beca doctorado nacional de CONICYT folio 21171644 (31/01/2017) y los gastos operacionales de CONICYT.
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Las serin proteasas autotransportadoras de Enterobacteriaceae (SPATEs) son proteinas secretadas
por bacterias entéricas del grupo de las y-Proteobacterias que contribuyen a la virulencia cumpliendo
funciones diversas como proteasas, toxinas, adhesinas y/o inmunomoduladoras. Las SPATEs han sido
filogenéticamente divididas en clase-1 y clase-2, sobre la base de la secuencia aminoacidica del dominio
pasajero y de acuerdo a su funcion. EcSe1s-C2sp es una nueva SPATE de clase-2, identificada por primera
vez en una cepa comensal de Escherichia coliy posteriormente en la cepa de E. coliadherente invasiva (ECAI)
4Co1. En un estudio previo realizado “in vitro” en nuestro laboratorio, se encontré que EcSE15-C2sp no
contribuiria al fenotipo de adherencia ni supervivencia dentro de macrofagos en la cepa ECAI 4Coz, pero
actuaria como una proteina inmunosupresora impidiendo la secrecion de IL-1 B. El objetivo de este trabajo
fue evaluar la actividad inflamatoria o inmuno-moduladora de EcSei5-C2sp en un modelo murino de
colitis inducida por dextrano sulfato sodico (modelo DSS). Se utilizo el protocolo descrito por Carvalho y
colaboradores (Carvalho y col., 2008), para esto, grupos de 6 ratones fueron tratados con DSS e inoculados
por separado con las cepas ECAl 4Coa silvestre, mutante deficiente en la produccion de EcSeis-C2sp
(4Co1AECSE15-C2sp), la cepa mutante complementada (4Co1 AEcSE15-C2sp/pVB1-EcSE15-C2sp)y las cepas
control ECAI NRG857cy la no patogénica E. coliHB1o1. El dafio del colon fue establecido mediante el indice
de actividad de la enfermedad (“disease activity index” (DAI)) con un rango de puntuacion que va desde o
(sano) a 12 (mayor actividad de colitis) y mediante analisis histologico. EI DAI se registré por 11 dias para
cada grupo experimental. Al dia 11, se observd que los ratones infectados con ECAIl 4Co1 presentaron una
puntuacion DAI significativamente inferior (p<o.o5) al de los ratones infectados con 4Co1AEcSE15-C2sp.
Esto se correlaciono con el analisis histoldgico, donde se observo que los ratones desafiados con la cepa
4Co1AEcSE15-C2sp presentaron un grado de inflamacion y dafio histopatoldgico significativamente mayor
(p<0,05) al observado en la cepa silvestre 4Co1. En linea con los hallazgos previos, estos resultados indican
que la SPATE EcSE15-C2sp podria estar atenuando la respuesta inflamatoria en estos animales.

Proyecto FONDECYT N° 3140468
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En la busqueda de nuevas fuentes de colorantes naturales, en este estudio se aislo e identificd el hongo
basidiomiceto Terana caerulea, comunmente conocido como “cobalt-crust”, productor de una pigmentacion
azul intensa, poco comun en la naturaleza. Adicionalmente, se evaluo la influencia de la luz en la produccion
de pigmentos por el hongo. Cultivos puros del hongo fueron obtenidos en medio extracto de malta-
agar (EMA), a partir de pequefios trozos de tejido extraidos desde basidiomas que crecian sobre troncos
y ramas de aromo (Campus de la Universidad de Concepcion). A través de descripciones morfologicas y
analisis moleculares (amplificacion de la region ITS) de los aislados puros, se llegd a la identificacion de
la especie. Posteriormente, T. caerulea fue cultivado en los medios nutritivos solidos EMA, papa-dextrosa
(PDA), Czapeck (CZ) y peptona- glucosa- extracto de levadura (PGL), en condicion de oscuridad total (24
h) y en presencia de luz natural (aprox. 12/12 h luz/oscuridad, no controladas), a temperatura ambiente
(15-20°C, no controlada). En la condicion de oscuridad total el hongo crecio, pero no produjo pigmentos en
ninguno de los medios nutritivos durante los 25 dias del ensayo. Sin embargo, en la condicion con periodos
de luz natural y oscuridad la pigmentacion azul en T. caerulea fue estimulada, pero sélo cuando crecid en
los medios EMA y PDA, ya que en CZ y PGL no se observo pigmentacion bajo ninguna de las condiciones
ensayadas. Por otro lado, tanto la produccion de biomasa (mg) como la velocidad de crecimiento (mm/dia)
fueron semejantes entre una y otra condicion (con o sin luz), pero cambios morfoldgicos fueron observados
en los micelios por efecto de la luz. Los resultados indicaron que T. caerulea respondid a los periodos de
fotoestimulo produciendo una aumentada pigmentacion azul intracelular, produccion que también fue
dependiente del medio nutritivo. Ensayos con diferentes periodos de fotoestimulo controlado (luz blanca/
oscuridad) y temperatura controlada (25°C), se encuentran en evaluacion. También se evalua el efecto de
la adicion de surfactantes al medio de cultivo para promover la liberacion de los pigmentos azules desde
las hifas, condicion fundamental para estudios sobre posibles aplicaciones biotecnoldgicas de dichos
pigmentos.

Departamento de Ciencias y Tecnologia Vegetal, carrera de Ingenieria en Biotecnologia Vegetal
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Uno de los mecanismos de resistencia a antimicrobianos descritos en patdgenos es la presencia de
bombas de eflujo (BE). Estas son proteinas transportadoras de membrana con la capacidad de reducir
la susceptibilidad bacteriana a ciertos agentes tdxicos, bajando su concentracion intracelular. Las BE en
estado activo, expulsan el agente del espacio intracelular, y en su estado inactivo, el compuesto permanece
en su interior. Uno de los métodos para analizar el estado de activacion de las BE, es mediante el empleo
de bromuro de etidio, el cual permite “marcar” las bacterias y visualizar el estado de las BE, ya que por ser
un compuesto intercalante tdxico para la célula la bacteria tiende a excluirlo de su sistema. El objetivo de
este trabajo es el desarrollo de un método para evaluar el estado de las BE mediante el uso de bromuro de
etidio. Para ello se emplearon cepas de Acinetobacter baumannii cultivadas con diferentes concentraciones
del agente intercalante. Las cepas fueron sembradas siguiendo el método “cartwheel”. Transcurrido el
periodo de incubacion se tomaron imagenes utilizando un transiluminador UV y se las analizo con el
software Fiji. Se establecio un rango de unidades arbitrarias de fluorescencia (uaf) para el cual los valores
mayores a 200 uaf se asociaron a BE inactivas y los valores menores a 200 uaf a BE activas por ser éste el
valor de emisién de fluorescencia del background. Esta metodologia y el analisis de datos utilizados son
una alternativa economica y rapida para la evaluacion del estado de las BE. Los rangos que se establecieron
para los diferentes estados son de utilidad para investigaciones con el objeto de mejorar la eficacia y
desarrollo de drogas inhibidoras o desacoplantes de las BE y su posible sinergia con antimicrobianos.

Los autores agradecen al financiamiento de CSIC I+D.
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Listeria monocytogenes es un patogeno oportunista que causa infecciones potencialmente mortales
en poblaciones humanas en riesgo, esto en gran parte se debe a sus estrategias para infectar diferentes
células eucariotas. Recientemente se ha descrito que existen microorganismos como Helicobacter pylori
y Staphylococcus capaces de ingresar a levaduras como Candida albicans. Objetivo: Evaluar la capacidad
de internalizacion y localizacion de L. monocytogenes ATCC 19115 en C. albicans ATCC 90028. Materiales y
Métodos: Se realizaron cocultivos de ambas cepas en una concentracion bacteria:levadura de 2:1 en caldo
BHI a 37°C en aerobiosis. La internalizacion se evalué mediante la observacion de las muestras en fresco
alaso, 1,3, 6,12, 24 y 48 horas. Las levaduras fueron resembradas 13 veces cada 48 horas en agar GYC a
37°C en aerobiosis, para eliminar bacterias extracelulares (purificar). La identificacion de L. monocytogenes
en las muestras de levaduras se realizé con partidores dirigidos al gen que codifica la proteina p6o de la
bacteria. Se utilizo el kit de viabilidad bacteriana vivas/muertas a las muestras de levaduras y se observo
por microscopia de fluorescencia. Resultados: Se observaron cuerpos similares a bacterias en movimiento
dentro de la vacuola de C. albicans en caldo BHI y en agar GYC mediante microscopia dptica. Se evidencid
la viabilidad de los cuerpos similares a bacterias tefidos con el fluorocromo verde (SYTO g) en microscopia
por fluorescencia. La muestra de levadura que fue anteriormente purificada resulto positiva para el gen
que codifica la proteina p6o de L. monocytogenes. Conclusion: L. monocytogenes es capaz de ingresar a C.
albicans y sugerimos que también podria ingresar a otras levaduras, pudiendo transformarse en un vehiculo
para facilitar la transmision de la bacteria.

VRID-Enlace, codigo No291/18.
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Antecedentes: Renibacterium salmoninarum es una bacteria Gram-positiva de lento crecimiento, causante
de la enfermedad bacteriana del rindn (en inglés, BKD) en salmdnidos. Los peces infectados evidencian
una manifestacion granulomatosa crénica que puede generar mortalidades por sobre el 80%. Los aislados
chilenosde R. salmoninarum poseenunagranhomogeneidad bioquimica, genéticayantigénica.Sinembargo,
se han logrado detectar diferencias en las propiedades de citotoxicidad de algunos aislados bacterianos. El
presente estudio caracterizo bioquimica, genéticay patogénicamente cuatro aislados chilenos provenientes
de cerebro, corazon, higado y rifidn recuperados desde un mismo pez. Materiales y métodos: Cada aislado
se caracterizo fenotipica, bioquimica y genéticamente (e.g. ERIC-PCR), incluyendo con fines comparativos
la cepa tipo DSM 20767T. Se evalud el crecimiento en distintos medios de cultivo, a diferentes temperaturas
y concentraciones de NaCl asi como la hidrolisis de almiddn, gelatina, Tween 20 y 80, entre otras pruebas
enzimaticas. Ademas, se determind la concentracion minima inhibitoria (CMI) utilizando florfenicol y
oxitetraciclina. Finalmente, se evalud el efecto citotdxico mediante el ensayo de liberacion de la enzima
intracelular lactato deshidrogenasa (LDH) en infecciones in vitro en las lineas celulares ASK y CHSE-214.
Resultados: Todos los aislados chilenos mostraron un crecimiento idéntico a la cepa DSM 20767T, creciendo
entre 15 a 220Cy con un mismo perfil enzimatico. La CMI fue de 4 pg mL-1y de 2 a 4 pg mL-1 de florfenicol
y oxitetraciclina, respectivamente. Ademas, el patron de ERIC-REP no mostro diferencias entre los aislados
chilenos y la cepa DSM 20767T. Sin embargo, se detectaron diferencias en los niveles de liberacion de LDH
en ASK y CHSE-214 del aislado de higado, en comparacion a los otros tres. No obstante, se observo un
efecto citotoxico total en ASK y CHSE-214 transcurridas 48 y 72 h de infeccion, respectivamente con todos
los aislados. Conclusion: Los resultados confirman la existencia de homogeneidad bioquimica y genética,
pero sugieren la existencia de aislados de R. salmoninarum con diferente potencial infectivo en distintos
organos del pez.

Financiamiento:CONICYT FONDAP N° 15110027 & FONDECYT N° 1190283
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Los recubrimientos antifouling como los utilizados en la industria naval han sido desarrollados para prevenir
el incrustamiento de organismos marinos en estructuras sumergidas. Sin embargo, éstos siguen siendo
susceptiblesalabiocorrosion, i.e., el deteriorodelassuperficies de materiales poraccion de microorganismos.
La incorporacion de nanoparticulas a resinas epodxicas se presenta como una alternativa para aumentar la
integridad y durabilidad de estos recubrimientos. El objetivo de este estudio fue analizar el efecto de la
adicion a pinturas epoxicas de nanoparticulas de Cu*? TiO_ y TiO_ funcionalizadas con polietilenglicol (TiO_-
PEG) sobre la produccion de biopeliculas asociadas a bacterias formadoras de biofouling. Muestras de agua
y de biofouling fueron recolectadas desde las costas del Puerto Quintero, Valparaiso. A partir del biofouling,
se obtuvieron 19 aislados marinos, seleccionando el de mayor velocidad de crecimiento y mayor produccion
de biopelicula. Se prepararon cupones de acero naval A36 recubiertos con pinturas epoxicas tratadas y se
midio la viabilidad y capacidad de adhesion del aislado, comparandose con el modelo bacteriano E. coli
ATCC 25922. Ademas, se evaluaron los efectos de los recubrimientos modificados sobre la capacidad de
adhesion de bacterias marinas al sumergir cupones en un sistema cerrado con agua de mar, como también
las comunidades bacterianas presentes tanto en el agua de mar, el biofouling y en las biopeliculas formadas
en los distintos tratamientos a través de qPCR, DGGE y T-RFLP. Se observa una disminucion en la viabilidad
de la bacteria modelo luego de 24 h al utilizar el recubrimiento de TiO_-PEG, asi como una disminucionen la
adhesion de bacterias en cupones tratados con este hibrido. Microfotografias SEM muestran degradacion,
presencia de microorganismos (como bacterias y zooplancton) en recubrimientos sin nanoparticulas
sumergidos en agua de mar. La diversidad de las comunidades bacterianas asociadas a biofouling se vio
afectada por los tratamientos con nanoparticulas. Nuestros resultados sugieren que el hibrido TiO_-PEG se
presenta como una notable alternativa para la formulacion de una barrera antifouling con directa aplicacion
sobre estructuras navales.

DI PUCV Consolidado 039.367/2019.
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Ellipido A corresponde al ancla hidrofébica del lipopolisacarido alamembrana externa de las bacterias Gram-
negativo. Es un dimero de N-acetilglucosamina que se encuentra fosforilado y acilado con 4 cadenas de
acidos grasos, 2 de las cuales poseen acilaciones secundarias. Esta molécula posee una estructura dinamica
que puede ser modificada en respuesta a las condiciones ambientales. Este dinamismo es relevante para
la virulencia de Salmonella, confiriendo resistencia a péptidos cationicos antimicrobianos o alterando el
reconocimiento de este patogeno por el sistema inmune. En nuestro laboratorio se ha observado que la
disponibilidad de oxigeno representa una sefal que controla algunas de las modificaciones estructurales del
lipido A, mediante la regulacion de la expresion de [pxO'y pagP. El gen lpxO codifica la dioxigenasa LpxO, que
cataliza la hidroxilacidon de una cadena secundaria del lipido A de Salmonella, mientras que pagP codifica la
palmitoil transferasa PagP, encargada de la acilacion secundaria del lipido A. Por otra parte, se ha descrito
que el sistema de dos componentes ArcA/ArcB participa en la adaptacidn de Salmonella a variaciones en
la disponibilidad de oxigeno, actuando ArcA como factor transcripcional. El objetivo de este trabajo fue
determinar la participacion del requlador ArcA en la expresion dependiente de oxigeno de lpxO y pagP
en Salmonella Enteritidis. Para esto, se generaron fusiones transcripcionales a lacZ, se realizaron analisis
bioinformaticos y se realizaron ensayos de cambio en la movilidad electroforética (EMSA). Los ensayos
de B-galactosidasa mostraron que ArcA reprime la expresion de los genes [pxO y pagP bajo condiciones
anaerobicas de crecimiento. Por otra parte, los analisis bioinformaticos predijeron la existencia de tres sitios
de unidn a ArcA (ABS) en los promotores de ambos genes, los cuales se unen a ArcA fosforilada (ArcA-P)
in vitro. La funcionalidad de los ABS se dilucidé realizando EMSA con cada uno por separado. Finalmente,
la mutacion puntual de estos ABS redujo la afinidad del promotor por ArcA-P in vitro. En conclusion, los
resultados indican que ArcA reprime la expresion de [pxO y pagP en condiciones anaerdbicas de crecimiento
mediante su interaccion directa con la region promotora de estos genes en S. Enteritidis.

Proyectos FONDECYT 1130225y 1171844 y Beca CONICYT 21140692.
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Piscirickettsia salmonis es una bacteria patdgena causante de la Piscirickettsiosis, enfermedad afecta
a salmones de cultivo y otros organismos acuaticos, siendo una de las principales causas de pérdidas
econdmicas en la industria salmonera chilena. A la fecha, no existen vacunas eficientes para su control, por
lo que se recurre al uso de grandes cantidades de antibidticos. En este contexto la creacion de una vacuna
idonea aun se encuentra en fase de estudio, enfocandose los esfuerzos en la creacidn de cepas no virulentas
para ser usadas como vacunas vivas, mediante manipulacion genética. Se ha observado que P. salmonis es
refractariaalatransformacion, promoviendoladegradaciondel ADN plasmidialforaneo, lo que hadificultado
modificar su genoma. En consideracion a esta problematica este estudio tiene como objetivo identificar
y caracterizar la genes pertenecientes al sistema de restriccion-modificacion tipo | (sistema RM tipo 1), el
cual corresponde a un mecanismo de respuesta “defensiva” bacteriana frente a genomas invasores, y que
esta formado por una endonucleasa de restriccion (ERasa) y a una Metiltrasferasa (MTasa), encargados de
reconocer ADN foraneo y modificarlo. Se realizé una busqueda en el genoma de P. salmonis y una posterior
caracterizacion in silico de sus productos proteicos de los genes hsdS (subunidad de reconocimiento), hsdR
(subunidad de restriccion) y hsdM (subunidad de metilacidn) del sistema de restriccion-modificacion tipo I.
Finalmente se realizaron ensayos in vitro de la expresion de estos genes analizando la influencia del pH, la
temperatura y el proceso de infeccion a lineas de celulares SHK1 y SF21 con P. salmonis. Los resultados in
silico obtenidos validan la presencia los genes precursores del sistema RM tipo | en el genoma de P. salmonis
y su secuencias proteicas entregan similitud estructural y funcional con las proteinas de referencia, ademas
se ha logrado observar la expresion de todos los genes relacionados al sistema RM tipo | presentes los
ensayos in vitro, lo que indica que el sistema esta transcripcionalmente activo, lo que podria explicar la
baja eficiencia de transformacion alcanzada hasta hoy en ensayos de manipulacidn génica, no habiéndose
reportado vectores plasmidiales que se repliquen en el patogeno.

Este trabajo fue financiado por Proyecto FIE #201708070182
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Brazil has one of the largest herds in the world, estimated at 212.3 million head, but the prevalence
of ectoparasites such as Rhipicephalus (Boophilus) microplus causes a major sanitary compromise and
when not satisfactorily controlled, can lead to irreversible losses resulting from intense hematophagy,
transmission of hemoparasites (tick complex / bovine parasitic sadness), low quality of the leather due to
the lesions and reduction of the productive efficiency. It is estimated that the losses caused by this tick in
bovine herds in Brazil already reach the amount of four billion dollars / year. Alternatives such as biological
control and natural products have been frequently studied. The objective of this study was to evaluate the
carrapaticidal activity of the ethanolic extract of A. satureioides associated and not associated to B. bassiana
entomopathogenic fungus. The extract was produced by maceration in absolute ethanol and concentrated
in rotary rotoevaporator and the fungal suspension was obtained by counting spores in Neubauer chambre
in saline solution. For the acaricide evaluation, the larvae were obtained from the Embrapa CPPSE and the
test was carried out using impregnated paper contact methodology recommended by FAO. The extract
concentrations used were 20 to 2.5 mg/ mL and the fungal suspension was 106 spores per mL. After 7 days
the live and dead larvae were counted and the percent mortality was calculated. At the highest concentration
tested without the fungus the percentage of inhibition was 2.43%, the extract associated with the fungus
showed 97.75% inhibition, only the fungus showed 64.49%. In view of these results we can conclude that
the extract associated with the fungus has its effect enhanced however, further testing will be carried out in
the future.

CNPq, Fapesp, Capes
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Xanthophyllomyces dendrorhous is a basidiomycete yeast that produces carotenoids, mainly astaxanthin
which has several biotechnological applications due to its antioxidant properties. Sterols levels in this yeast
areregulated by the SREBP (Sterol Regulatory Element Binding Protein) pathway, which is a gene regulation
mechanism that responds to the levels of sterols and oxygen in the cell. Two genes of this pathway, named
as SRE1 and STP1, have been identified and studied in X. dendrorhous. SRE1 encode the transcription factor
Sre1 and STP1 the protease Stpa that activates to Sre1 probably in the Golgi apparatus, producing the
soluble N-terminal form of Sre1 (Sre1N) that contains a DNA binding domain (bHLH-LZ), which regulates
the expression of target genes that have Sterol Regulatory Elements (SREs) at their promoter region. A
comparative transcriptome analysis between a X. dendrorhous sre1” mutant strain and the wild type strain
cultured under standard laboratory conditions, showed that several of the differentially expressed genes
corresponded to those of the ergosterol pathway, the main sterol in fungi. Interestingly, genes of the
mevalonate pathway (pathway that synthesizes precursors for the synthesis of ergosterol and carotenoids),
also showed differential expression. To confirm target genes of Sre1, ChIP-exo assays were applied to a
X. dendrorhous mutant strain that expresses the SRE1 gene version encoding only the active form of Sre1
(Sre1N) fused to the 3xFLAG epitope. This strain overproduces carotenoids and sterols compared to the
wild type strain. The results allowed to identify potential direct target genes of Sre1, among the differential
expressed genes identified in transcriptome analysis.

Funding from FONDECYT 1160202, and CONICYT Doctorado Nacional 21170613 fellowship.
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El consumo de azucar fue durante mucho tiempo la Unica forma para endulzar los alimentos. Sin embargo,
debido al aumento de trastornos como la obesidad, resistencia a la insulina, diabetes tipo 2 y enfermedades
cardiovasculares, fue necesario reqular el contenido de azUcares en productos procesados, reemplazandolos
poredulcorantesno caldricos (ENCs), pormediodelaley dealimentos(Ley 20606 - sobre lacomposicionde los
alimentosy la publicidad). A pesar de esto, su consumo se asocia con aumento de peso, apetito, intolerancia
a la glucosa, alteracion de la sensibilidad al gusto e impacto sobre la microbiota intestinal (MI). La Ml esta
constituida por seis filamentos bacterianos: Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes,
Fusobacteria y Verrucomicrobia, esta puede ser perturbada por estrés, medicamentos, alcohol, dieta,
entre otros. En este estudio se evaluo el efecto de ENCs sobre bacterias aisladas de la MI, para esto se
probaron concentraciones de acuerdo con la ingesta diaria admisible (IDA) de sucralosa, ciclamato, estevia,
acesulfamo y sacarina. Las bacterias fueron aisladas desde muestras fecales y el efecto fue evaluado bajo
condiciones aerobicas y anaerdbicas. Los resultados muestran que al exponer a las bacterias a ENCs existe
un aumento en la cantidad de bacterias capaces de crecer en esta condicidn, posiblemente siendo capaces
de metabolizar ENCs. Sin embargo, al aumentar las concentraciones de ENCs se inhibe el crecimiento de las
bacterias, siendo la sacarina la mas toxica y ciclamato el menos toxico. Analisis metagenomicos obtenidos
mediante secuenciacion del amplicon del gen 16S rRNA muestran modificaciones sustantivas en riqueza
y abundancia en las condiciones evaluadas. Ademas, se validaron estos datos a partir de analisis de gPCR
denominada GUt Low-Density Array (GULDA), observandose la predominancia del Phylum Firmicutes y
Bacteroidetes, las que disminuyen su cantidad al aumentar las concentraciones de ENCs. A pesar de los
beneficios que entrega el consumo de ENCs, estos tienen impacto directo sobre las bacterias de la M,
generando disbiosis. Futuras metodologias van dirigidas a evaluar si estas bacterias metabolizan ENCs,
aportando informacion sobre los efectos de éstos sobre las bacterias

FONDECYT 11170885
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Influenza A virus infections continue to be a major cause of morbidity and mortality worldwide on an
anual basis. Disease severity depends on virological and host factors, such as extreme age, pregnancy,
immunosuppression and a number of identified comorbidities. It is still unclear what specific molecular
factors are at the basis of disease outcome in the general population. Hence, we conducted a comprehensive
analysis to understand the host factors that affect clinical outcome using clinical metadata from a cohort
of 142 individuals (74 severe and 68 non-severe patients), and evaluated the status of the innate and
adaptive immune responses by measuring pro- and anti-inflammatory cytokines during the acute phase of
infection (0-8 days post symptom onset) using a Multiplex ELISA, and by determining seroconversion by
hemagluttination inhibition assay. Bivariate analyses showed that severe influenza patients, considering
those that required Intensive Care Unit (ICU) admission, mechanic ventilation and O2, were associated
with comorbidities such as, obesity (BMI>30), diabetes, chronic obstructive airway disease and chronic
cardiovascular disease (including arterial hypertension); and with an early increased expression of IL-6, 8, 10,
15, IP-10 and MIP-1a. The presence of antibodies against HA at disease onset was not predictive of a better
outcome. Multiparameter analyses identified that variables such as obesity, diabetes, IL-6, and 10 were
associated with a worse clinical outcome (e.g. ICU and respiratory support). In contrast, immunosuppression,
and increased IL-1b and IL-5 levels were not associated with severity. Overall these results suggest that
innate and adaptive immune responses play a crucial role in disease outcome, providing potential new
targets for therapeutic and prophylactic interventions for those at higher risk.

FONDECYT 1121172, 1161791, and Proyecto Anillo PIA ACT1408 from CONICYT; ICM del Ministerio de
Economia, Fomento y Turismo, grant Pog/016-F and NIH-NIAID 1U19Al135972. Grant FLUOMICS #3883-
480. NIH-CEIRS-HHSN272201400008C: Center for Research on Influenza Pathogenesis (CRIP)
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Ictio Biotechnologies ha identificado una proteina de 130 kDa, para el desarrollo de un nuevo producto. Esta
proteina fue clonada y expresada en E.coli BL21(DE3), logrando un rendimiento de purificacidon de 0,68 mg
de proteina/g de pellet. Sin embargo, esta proteina es insoluble y forma cuerpos de inclusion en E.coli, por
esto su extraccion es compleja y se obtiene un bajo rendimiento. Debido a la necesidad de obtener proteina
soluble y en mayor concentracion, se evaludé un nuevo sistema de expresion en la levadura Hansenula
polymorpha. Con el fin de evaluar la idoneidad del nuevo sistema de expresion se probaron 3 plasmidos
con distintas construcciones para expresar la proteina: (1) expresion intracelular, (2) expresidn extracelular
y (3) expresion intracelular con proteina fusionada a ferritina como portador. Tras la transformacién de
estos vectores en la cepa RB11 de H. polymorpha, fue posible identificar varios clones que presentaban una
integracion estable de los plasmidos en el genoma del huésped a través de multiples pasajes. El analisis
preliminar no reveld expresion de la variante secretora o de la variante de ferritina. Sin embargo, tres grupos
transformados con el plasmido pFPMT-M-px-6his, derivado del vector pFPMT121, en el cuadl la expresion de
la proteina esta bajo el control del promotor FMD, mostraron una acumulacion intracelular de la proteina,
logrando niveles elevados de expresion, alcanzando hasta un 30% de proteina celular total. Al fermentar la
levadura en un biorreactor (4,8 L de cultivo) fue posible alcanzar una OD6oonm de 330, con un rendimiento
de biomasa de 94 g dcw/L, valor muy superior al alcanzado con E. colide 7g dcw/L. Para extraer la proteina de
la levadura se utilizo un proceso de disrupcion combinado de perlas de vidrio, sonicado y nitrogeno liquido,
con el cual se alcanzd un rendimiento aproximado de 69 mg de proteina total /g de pellet. Finalmente, para
purificar y concentrar esta proteina se utilizé una columna de Ni-NTA logrando un rendimiento de 19,22mg
de proteina/g de proteina total, 28 veces mas concentrado que la expresion en E.coli. Actualmente, se esta
optimizando el proceso de extraccion de la levadura para mejorar aln mas el rendimiento.

CORFO 13CTI-21527
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Con el avance de las investigaciones sobre los antibidticos y la aparicion excesiva de cepas resistentes a
estos compuestos, es necesario sequir en la busqueda de compuestos que permitan controlar el crecimiento
y la proliferacion de bacterias patogenas. En este sentido, la bUsqueda de nuevos compuestos que inhiban el
crecimiento de cepas bacterianas patdgenas puede revertir la situacion generada por el uso indiscriminado
de antibidticos. Nuestro grupo de investigacion, se ha centrado en el aislamiento de bacterias provenientes
de suelo, ya que este nicho es un reservorio de vida bacteriana, las cuales presentan una alta competencia
para su sobrevivencia con otros microorganismos, por lo que el objetivo de este estudio es caracterizar
fenotipicamente y molecularmente bacterias aisladas del suelo del desierto de Atacama (BDA) y del suelo de
Isla de Pascua (BIP) que presenten actividad antagdnica sobre bacterias patogenas humanas. Se analizaron
30 aislados BDA, las cuales se aislaron desde muestras de suelo ubicadas a 6 cm y 21 cm de profundidad y
50 aislados BIP, los cuales provienen de muestras de suelo ubicadas a 6 cm de profundidad. Por medio de
antagonismo en placa, contra bacterias Gram positivo y Gram negativo, se determind que 5 aislados BDA
y 6 aislados BIP presentan actividad contra bacterias patdgenas humanas. Estos aislados se caracterizaron
en base a la morfologia de su colonia, tincion Gram, capacidad decrecimiento a diferentes temperaturas,
y propiedades metabdlicas mediante el uso de pruebas bioquimicas. Para la caracterizacion molecular de
estos aislados, se utilizd la técnica de PCR con partidores arbitrarios (AP-PCR). Los resultados mostraron que
los 5 aislados BDA presentan perfiles de actividad antibacteriana diferentes y que pertenecen a los géneros
Streptomyces y Bacillus, por otra parte, los 6 aislados BIP se pueden agrupar en 3 diferentes perfiles de
actividad antibacterianay pertenecerian todos al género Bacillus. Estos resultados sugieren el potencial uso
de estas bacterias para la identificacion de nuevas moléculas con propiedades para el control de bacterias
patdgenas.

Proyecto DIUA g7-2017, Beca de Iniciacion Cientifica Universidad Autonoma de Chile (Mariano Garcia).
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En términos generales, se ha descrito que cepas del género Streptococcus, como S. sanguis, S. mutans, S.
salivarusyvariedadesde Lactobacilluscomoel L. acidophilusy L. caseicomolos principales agentes etioldgicos
de las caries y otras enfermedades orales. Los tratamientos actuales para controlar la proliferacion de estos
patdgenos se basan en el uso de antibidticos, cuya efectividad ha ido decayendo con el aumento de cepas
resistentes. El desarrollo de la nanotecnologia se ha presentado como una potente alternativa para inhibir
la formacidn de las biopeliculas bacterianas, donde el uso de polimeros naturales para la elaboracion de
nanoparticulas se ha ido haciendo cada vez mas frecuente. Uno de los polimeros que se ha usado para
tal propdsito es el quitosano, copolimero de glucosamina y N-acetil glucosamina, obtenido mediante
desacetilacion alcalina de la quitina, el cual posee una actividad antimicrobiana contra un amplio espectro
de bacterias, hongos y levaduras. El objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad de nanoparticulas de
quitosano en la inhibicion de la formacidn de biofilm oral in vitro utilizando como microorganismos modelo
cepas de Streptococcus. Las nanoparticulas de quitosano (NQo) fueron fabricadas mediante gelificacion
inotropica, las que presentaron una estructura esférica de ~60 nn, las propiedades fisicoquimicas de la
formulacion de NQo mostraron unaviscosidad cinematica de 1,2 (mmz2/s), Tension superficial de 73,2 (mN/m),
un Radio Hidrodinamico de 310,4 nm, una carga superficial de +49,9 (mV)y un PDI de o, 4. Estas NQo, fueron
enfrentadas, a cepas de coleccion del genero Streptococcus evaluando su actividad antimicrobiana frente
a las especies mutans, sanguinis y mitis para evaluar su capacidad antimicrobiana (CAM). La concentracion
inhibitoria minima de las NQo fue entre 3 a 5 veces menor que clorhexidina y triclosan, respectivamente.
Utilizando concentraciones subletales de NQo, evaluamos laformacion de biofilm in vitro tanto en superficies
bioticas y abidticas de las cepas de Streptococcus como mono y co-cultivos, en donde fue evidenciado que
estas concentraciones permite la disminucion de 2,8 veces el fenotipo formador de biopeliculas respecto
al control. Estos hallazgos indican que el uso de nanoparticulas organicas, pueden resultar una interesante
estrategia destinada al control de enfermedades orales.
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Elcddigogenéticoesredundante, loqueimplicaque masdeun coddon puede decodificarel mismoaminoacido
(codones sindnimos). La eleccion de los codones sindnimos presentes en cada gen no es al azar, ya que
puede afectar la eficiencia de la traduccion, el plegamiento y los niveles de las proteinas codificadas, siendo
(una regulacion fisiologica) esto una presion de seleccion. En bacterias, la traduccion se regula en parte por
la interaccion sSRNA-mRNA en la que participa la chaperona de RNA Hfqg en procesos como el metabolismo
celular, patogénesis, adaptacion a estrés, motilidad, entre otros. Nuestro laboratorio describié que en E.
colilas regiones codificantes de los mRNA que interaccionan con sSRNAs presentan un sesgo por codones de
bajo uso (no preferentes), en cambio el gen de la proteina Hfq presenta un sesgo por codones de alto uso
(preferentes). Con el objetivo de evaluar el efecto del sesgo de codones sobre la funcidn celular se abordaron
dos estrategias. 1. Utilizando la cepa de E.coli BW25113 se realizaron cambios de codones preferentes por no
preferentes en el gen hfq con el fin de evaluar el efecto sobre la traduccion y el plegamiento de la proteina.
Los resultados indican que, a nivel molecular, las alteraciones de los codones sindnimos en el gen de hfg
afectan los niveles del mRNA de algunas mutantes pero no se observaron diferencias en los niveles de la
proteina. Actualmente se esta estudiando si se generan alteraciones en la estructura y agregacion de Hfg. A
nivel fisioldgico se observo que se altera el crecimiento celular, no asi la respuesta a estrés de las mutantes
sindnimas de hfg. 2. Estudios bioinformaticos preliminares ilustran que en E.coli enteropatogénica (EPEC
2348/69) que contienenlaisla LEE, que confiere el fenotipo de adhesion y borrado epitelial (A/E); se observan
diferencias significativas entre la adaptacion a codones (CAl) de la isla LEE, en comparacion con el CAl del
genoma completo de EPEC Actualmente se estudia el efecto del cambio en el uso codogénico de genes
claves de laisla LEE y/o hfq que pueden alterar el fenotipo A/E del patotipo EPEC.

Financiado por proyecto Fondecyt 1190552 a Omar Orellana y Fondecyt 1161161 a Roberto Vidal
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Escherichia coliproductora de Shigatoxina (STEC) esimportante en salud publicamundial ya que causa brotes
de enfermedades transmitidas por los alimentos con complicaciones graves como el Sindrome Hemolitico
Urémico. El reservorio principal es el bovino y la carne molida se asocia frecuentemente a enfermedad.
Nuestro objetivo fue analizar la relacion filogenética de STEC aisladas en Chile desde distinto origen, y
establecer su relacion con genomas del resto del mundo, a través de analisis gendmico. Se secuenciaron
62 STEC aisladas en Chile: heces de bovino (n=31), carne molida (n=27), ave silvestre (n=2) y queso de
cabra (n=2), en MiSeq Illlumina® (250bp paired-end). El analisis filogenético se realizd por MLST de genoma
completo (wgMLST) con RidomSeqSphere+ v4.1.9. E. coli K12 (NC_o000913.3) fue utilizada como templado
para definir el core genome (cgMLST) (matriz de genes a comparar entre aislados) y sedefinié complejo
clonal (CC) como grupos de genomas con <10 alelos de diferencia. Adicionalmente se compard STEC
chilenos con 117 STEC del resto del mundo. Los resultados se visualizaron en arboles de minimaexpansion
y dendogramas calculados con el Método de Maxima Verosimilitud. El cgMLST calculado de STEC chilenas
fue 1913 genes y los genomas agruparon segun serogrupo y secuencia alélica. Se formaron 6 CC con 15/62
aislados; 4 CCincluyeron solo STEC bovino, 1 STEC de queso y 1 mixto (carne y bovino). Al analisis mundial,
el cgMLST fue de 1018 genes y 23/62 genomas chilenos agruparon en 7 CC sin relacionarse estrechamente
a alguno del resto del mundo. En conclusion, podria existir la contaminacion desde heces de bovino a la
carne molida, por lo tanto, se debiesen tomar medidas para controlar su propagacion. Ademas, las STEC
chilenas no se relacionan filogenéticamente a STEC mundiales, esto sugiere que existen cepas emergentes
con caracteristicas Unicas en nuestro pais.

FONDECYT 11150491
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Trypanosoma cruziis the causal agent of Chagas Disease, and it is endemic in Latin American and worldwide
as a consequence of migration. This disease without the proper treatment it progresses to the chronic phase,
affecting the heart. Chronic Chagas cardiomyopathy (CCC), the most severe clinical manifestation of the
chronic phase, involves progressive myocarditis and inflammatory infiltrates affecting the ventricular wall
causing cardiovascular complications due to diminished cardiac function and heart failure. Despite intense
investigation in trypanocidal therapy, no one drug can stop or reverse the progressive heart damage.
Simvastatin is a drug that decreases blood cholesterol, also has anti-inflammatory effects and inhibits
platelet aggregation. Our group described that simvastatin improves endothelial function and reduces
myocardial inflammation caused by T. cruzi through 15-epi-lipoxin A production, an anti-inflammatory
molecule. Several reports suggest that simvastatin activates Notch pathway after a stroke enhancing blood
flow by promoting angiogenesis and decreasing fibrosis. CCC progress with myocardial inflammation,
endothelial damage with microfocal ischemia and fibrosis. We propose that simvastatin activate Notch
1 pathway in a in vivo model and reverts cardiac damage in the chronic T. cruzi infection by 15-epi-LXA,
production and Notch 1 pathway activation. HUVEC cells were infected by T. cruzi Dm28c strain, treated
with 0.5uM simvastatin and 100nM 15-epi-lipoxin A and assayed by flow cytometry, western blot, and
gPCR. BALB/c mice were chronically infected with T. cruzi Dm28c strain and treated with simvastatin
1mg/Kg/day for 20 days. At 8o day post infection, animals were euthanized and cardiac tissue assayed by
inmunohistochemistry and immunofluorescence. Notch signaling pathway was activated by simvastatin as
evidenced by increased Notch 1 expression on the cell surface, Jagged 1 and NICD in HUVEC cells. In vivo,
Notch 1 activation increased correlating with an increase in angiogenesis and decrease in fibrosis. Thus,
we concluded that simvastatin and 15-epi-LXA_improve cardiac architecture and function through Notch
1 activation by increasing blood flow and decreasing cardiac remodeling. Thus, it could be incorporated
rapidlyin CCC treatment.

FONDECYT 1170126, FONDECYT 1190340, CONICYT 21151001, REDES 170126
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Botrytis cinerea is a necrotrophic fungus which generates important economic losses in Chile. To control this
pathogen, our laboratory has designed and synthesized new chemical compounds and delivery systems.
These strategies have been tested successfully in-vitro, but no precise results have been observed in-planta
assays. Additionally, it has been described that the jasmonate pathway is involved in the resistance against
pathogens like Botrytis cinerea, and that the salicylate pathway could inhibit this pathway,enhancing
the infection. In this work, we aim to investigate the effects of natural and synthetic compounds in the
establishment of induced systemic resistance. Methodology: Several compounds and delivery methods
were assayed in plants leaves. Total RNA was extracted from treated and untreated leaves, followed by
RT-PCR reactions were using primers targeting induced systemic resistance-related genes. Results: Plants
treated with commercial fungicides showed an activation of the jasmonate pathway and were less affected
by Botrytis. On the other hand, plants treated with our compounds showed activation of salicylate and
jasmonate pathways and their effectiveness against Botrytis were minor. At last, treatments with both
natural and synthetic compounds showed less effectiveness against Botrytis than the treatment with one
kind of compound. Conclusions: Our results suggest that the effectiveness of a fungicide is related to its
capacity to activate the jasmonate pathway, and in order to generate a more efficient compound or cocktail
for pathogen control, is necessary to take into account its activation and the effect of systemic acquired
resistance in this process.

Project FONDEF ID17l10094 and ID17Alooo7; FONDECYT 3190349
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Natural and industrial acidic ecosystems are the home of microbial extremophiles of great value for white
and grey biotechnologies. A plethora of targeted and environmental metagenomic studies have revealed
that relatively few species account for the vast bulk of these communities, being thus highly tractable
model systems for the benchmarking of metagenomic methods. Taxonomic marker genes such as the 16S
rRNA gene in bacteria are widely used to provide a community-level census and estimating differential
taxa abundances. However, taxonomic assignment methods based on this marker suffer from a number
of technical deficiencies, for example the low representation of acidophiles organisms in the reference
databases, which significantly affect our capacity to achieve species-level taxonomic resolution. In this
study, we benchmark frequently used taxonomic classification reference databases, such as Greengenes,
EzBioCloud, Silva and also the improvement of these databases with the inclusion of a curated test taxon,
the Acidithiobacillus species complex. For the study we use QIIME2, an open source bioinformatics platform
for the analysis of microbial-community composition running different approaches, comprising DADA2,
VSEARCH and DEBLUR. The datasets analysed were derived from real acidic microbiomes and mock
communities. The clusters obtained with each tool+database were evaluated in terms of number, size and
inherent microdiversity, to assess the utility and accuracy achieved in fine-scale variation and population
structure analysis. From the different available reference databases benchmarked, Silva 132 performed best,
being the most complete and updated one. However, the Silva 132+ (including curated 16S rRNA sequences
for the test taxon - the Acidithiobacilli) produced more accurate taxonomic assignments, particularly
when using the DADA2 clusterization algorithm. Best scoring methods are presented and aspects of their
execution discussed.

Funding: CONICYT scholarship 21160871 (Fl); Fondecyt 1181251 (RQ); Basal AFB170004 (RQ); Millennium
Science Initiative, Ministry of Economy, Development and Tourism of Chile under Grant “*Millennium Nucleus
in the Biology of the Intestinal Microbiota”.
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Background. Diarrheagenic E. coli (DEC) pathogenicity relies on the interaction of bacteria with the host's
gut environment, which is controlled by the resident microbiota. In a previous study, we identified indicative
bacterial species of gut microbiota in DEC-positive diarrhea stool samples of children under 5 years of age. In
this work, we evaluated the role of two indicative species, Citrobacter werkmanii (CW) and Escherichia albertii
(EA), in the pathogenicity of two DEC pathotypes, Shiga toxin-producing (STEC) and Enteroaggregative
(EAEC) Escherichia coli Methods. We obtained supernatant from CW and EA bacteria and we evaluated
the effect of both supernatants on the growth of STEC strain 86-24 and EAEC strain 042. Also, T84 cells
were infected with DEC strains in the presence of Mg medium (control) or supernatant of CW or EA, and
DEC adherence and IL-8 secretion were evaluated. RNA-seq analysis was performed in order to determine
the effect of supernatant of CW and EA in STEC and EAEC gene expression. Supernatants of CW and EA
were analyzed by GC-MS to identify Short Chain Fatty Acids (SCFA). Results. CW and EA supernatants
have no effect in the growth of STEC and EAEC, as well as the ability to adhere to intestinal epithelial cells.
Interestingly, an increase in the secretion of IL-8 was observed in T84 cells infected with STEC or EAEC in
the presence of supernatant of CW or EA compared to cells infected with DEC strain and Mg medium. RNA-
seq analysis reveal that several virulence factors in STEC and EAEC were up-regulated in the presence of
supernatant of CW or EA. GC-MS analysis reveals that formate and acetate are the main SCFA present in
the supernatant of CW and EA. Conclusion. Our work provides new insights into the effect of resident gut
microbiota species associated to DEC infection in the pathogenicity of STEC and EAEC.

FONDECYT grants 1160426 / Doctoral fellowship CONICYT-PCHA/Doctorado Nacional/2015-21150372
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Streptomyces es un género de bacterias Gram positivas que crece en diversos ambientes, con formas
filamentosas similares a hongos. La propiedad mas interesante del género Streptomyces es su capacidad
de producir metabolitos secundarios bioactivos tales como antifungicos, antivirales, antitumorales,
antihipertensivos y principalmente antibioticos. Actualmente el 80% de los antibidticos son producidos por
el género Streptomyces, siendo el mas importante dentro del grupo de los actinomycetes. Las enfermedades
infecciosas bacterianas causan 17 millones de muertes anuales, especialmente a nifios y ancianos. Dentro
de las infecciones causadas por bacterias, Staphylococcus aureus tiene una extraordinaria habilidad para
desarrollar resistencia a cualquier antibiotico al que ha sido expuesta, especialmente por la adquisicion de
B-lactamasasy elementos SCCmec por MRSA. El objetivo de este estudio es determinar el efecto inhibitorio
de metabolitos antibacterianos producidos in vitro por cuatro cepas de Streptomyces sp. aisladas desde
muestras de suelo del Desierto de Atacama, frente a 77 cepas de Staphylococcus aureus de origen clinico
aisladas entre los anos 2018 y 2019 en Antofagasta. El resultado se determind por la técnica de doble capa,
se seleccionaron los Streptomyces con mayor actividad antagonista frente a cepas de Staphylococcus de
origen clinico. De estas, 56 cepas mostraron susceptibilidad a los metabolitos producidos por Streptomyces
sp. 13S y Streptomyces sp. 28S, y 3 cepas lo hicieron frente a Streptomyces sp.19 S y Streptomyces sp. 20 S.
Sélo la cepa Staphylococcus aureus 14-18 mostro susceptibilidad frente a los metabolitos de las 4 cepas
de Streptomyces sp. Las cepas de Staphylococcus aureus de origen clinico son multiresistentes y el 73% es
meticilino resistente. Igualmente se probd el efecto inhibitorio de estos metabolitos frente a las siguientes
de referencia S. aureus ATCC 43300, S. aureus ATCC BAA 1026 y Escherichia coli ATCC 25922 como control
negativo. La cepa Streptomyces sp. 28S produce la mayor actividad antagonista obteniendo halos de
inhibicidn entre 25 y 5o mm de didametro en las cepas meticilino resistentes. Los Streptomyces estudiados
producen metabolitos antibacterianos con gran potencial para el descubrimiento de nuevos antibidticos
para combatir la resistencia bacteriana a betalactamicos.

Network for Extreme Environments Research Project (Nexer Project (ANT 1756)) Universidad de Antofagasta
, Chile.
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RNA-based viruses must rely heavily on the cell's RNA machinery, as they require it for key steps of their
cycle; genome replication and protein expression. The Human Immunodeficiency Virus type 1 (HIV-1) is no
different, needing to establish a tight grip over the ensemble of cellular RNA homeostasis (RNAstasis) in
order to ensure its replication. Both transcriptional and translational control are subverted by HIV-1, as it
evades the cell’s checkpoints and bypasses translational repression on several levels. However, the RNA
degradation machinery has often been overlooked as a component in RNAstasis, and its interactions
with HIV-1 are largely understudied. The present work focuses on the main effector of cytoplasmic RNA
degradation: the 5'-3" exoribonuclease (Xrn1). This enzyme constitutes the finishing step of several decay
pathways, namely mRNA quality control, miRNA-mediated silencing, and mRNA turnover. Its influence
over RNAstasis has been the focus of attention in recent works, as a transcriptional and translational
regulator for many proteins. Xrn1 activity is strongly intervened in different ways by several RNA viruses,
like members of the picornavirus and flavivirus families, mainly as a mechanism to protect the viral genome
from degradation. Recent evidence suggests that HIV-1's main structural protein, Gag, could be interacting
with Xrni. In order to expand upon this, we established a protocol for transient Xrn1 overexpression and
transient Xrn1 silencing in HIV-expressing HEK293 cells. Under these conditions, we measured Gag’s protein
and transcript levels. Western blot and qRT-PCR analysis revealed that changes in the levels of cellular Xrn1
greatly alter Gag levelsleading us to believe that Xrn1 has an active role in HIV-1's expression. Overexpression
of Xrn1 showed a dynamic effect of the enzyme over the Gag protein and transcript levels. Noticeably, upon
Xrn1 depletion, Gag levels were greatly diminished whereas its RNA levels did not. This could signify a novel
post-translational role of Xrn1 in the expression of Gag in the HIV-1 replication cycle. Improving our current
knowledge of the interactions between the HIV-1 viral cycle and the RNA decay machinery could potentially
unveil new pathways for antiviral drug development.

FONDECYT #1180798 to Dr. Fernando Valiente-Echeverria, FONDECYT #1190156 to Dr. Ricardo Soto-Rifo
and CONICYT grant #21190857 to Josefina Marin.
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Infection with Herpes Simplex Virus Type 1 alters the expression of KLK1, KLK6, and B2R receptorin a
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Neuroinflammation and neurodegeneration have been linked to the modulatory properties of Protease-
activated receptors (PARs) and its downstream inflammatory signaling. Indeed, PARs and Bradykinin B2
receptor (B2R) participate in neuroinflammatory processes and both of them can be activated by a broad
array of serine proteases, including kallikreins, such as Kallikrein 6 (KLK6). The neuroinflammatory local event
can be mediated by insults like the infection of some neurotropic pathogens that can reach the CNS, such as
Herpes Simplex Virus Type 1 (HSV-1). HSV-1 is characterized by establishing a persistent latent infection in
neurons of their hosts for life. Due to its ability, it's been suggested that reiterative viral reactivations at this
level could generate accumulative cellular damage, which leads to recurrent neuroinflammatory processes
in which PAR-1, PAR-2, B2R, and some Kallikreins may participate. To date, have been not reported if
persistent neurotropic HSV-1 infection modulates the expression of these receptors or KLKs in the brain.
Our results showed that in an in vitro HSV-1 kinetics of infection using H4 neuroglioma cells and differentiate
SHY5Y cells, the protein expression of KLK1 and KLK6 increases, suggesting that the infection may induce
the protein expression of some members of the kallikrein family and these changes cannot be elucidated
when HSV-1is U.V. inactivated, suggesting that altered expression are caused by HSV-1 infection. Also, the
expression of B2R decrease during the infection of HSV-1, which may suggest an activation and processing
of the receptor. Accordingly, our results indicate that the proteases KLK6, KLK1 and B2R receptor, but
not significantly PARs, may change its basal expression by injury events during neurological infections.
Furthermore, KLK6 and other KKLs could be a useful marker in the study of neuroinflammatory processes,
associated with damage caused by neurotrophic pathogens that generate a persistent infection in humans,
causing periodic reactivations, such as HSV-1.

FONDECYT 1180936; DID-061; CONICYT 21160113
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Exposicion simultanea de Listeria monocytogenes a frio y cobre: efecto sinérgico en la respuesta
transcripcional

Ana Maria Quesille-Villalobos?, Karla Sepulveda?, Catalina Jara®*, Mauricio Latorre*?, Angélica Reyes-Jara*
(1) Laboratorio de Microbiologia y Probiodticos, Instituto de Nutricidon y Tecnologia de los Alimentos,
Universidad De Chile

(2) Universidad de O"Higgins

areyesjara@gmail.com

Introduccion: Listeria monocytogenes (Lm) es agente causal de Listeriosis, enfermedad que se produce por
el consumo de alimentos contaminados. Lm se adapta y prolifera en frio, y es capaz de sobrevivir frente a
diferentes condiciones de estrés. Previamente hemos observado a nivel fenotipico un efecto sinérgico entre
la bajatemperaturay el cobre sobre la viabilidad y homeostasis en Lm, donde el frio aumenta la toxicidad del
cobre. Sin embargo, se desconoce si este fenotipo esta asociado a una respuesta transcripcional sinérgica
(RTS) de Lm expuesta a frio y cobre simultaneamente. La construccion y analisis de redes de regulacion
transcripcional (TRN) permite comprender como Lm modula la expresion génica global en presencia de
diferentes estimulos. Objetivo: Evaluar si la exposicion de Lm a frio y cobre simultaneamente activa genes
con respuesta transcripcional sinérgica y codmo estos se conectan en una TRN. Metodologias: Se analizaron
datos de microarray de Lm cultivada en: frio, cobre y cobre-frio. Los genes que cambiaron su expresion
fueron analizados y agrupados mediante el programa-mevy. Se identificaron genes con potencial RTS,
clasificandolos en dos grupos: grupo-A, genes que presentan un cambio transcripcional mayor en respuesta
a la combinacion de estimulos, comparado con la respuesta a cada estimulo por separado; grupo-B: genes
activados en respuesta a la combinacion de estimulos, pero que no responden al estimulo aplicado por
separado. Los genes fueron asociados a categoria funcionales COG. Ademas, se construyo y analizo una
TRN de Lm que incorporo los datos de microarray. Resultados: Se identificaron 121 genes que presentaron
una potencial RTS frente a frio-cobre. De estos, 103 genes conformaron el grupo-A y 18 el grupo-B. La
categoria COG mas representativa para el grupo-A fue: COG-G (metabolismo de carbohidratos) con
14.5%, y en el grupo-B: COG-J (Traducidn, biogénesis y estructura ribosomal) con 22% de los genes. La
TRN permitio identificar 10 factores de transcripcion que estarian regulando la expresion de genes con RTS.
Conclusion: A la fecha podemos concluir que existen genes en Lm que responden de manera sinérgica a
nivel transcripcional frente a la combinacidn de cobre y frio favoreciendo la adaptacion de la bacteria.

Fondecyt 1171575
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Previous reports demonstrated that S. Typhimurium yabB::tetRA is a conditionally attenuated strain capable
of inducing antibodies and a protective response against S. Typhimurium, in mice. Besides the promising
results obtained working with S. Typhimurium yabB::tetRA mutant there are two mayor concerns. First,
the mutant was designed based in a T-POP transposon insertional mutant (obtained in a screening) with
tetracycline (Tet) dependent-growth features. However, insertion of tetRA cassette in the yabB gene is
less safe than inserting the tetRA cassette by losing a chromosomal fragment to avoid genetic reversion.
Second, the construct tested contained the tetA gene, which encodes for an efflux pump responsible for
tetracyclines resistance. Therefore, tetA gene need to be eliminated to avoid dissemination of resistance to
Tet. Inthe first generation of this class of mutants, no genetic/phenotypicrevertants (thatlose Tet-dependent
phenotype) have been detected in vitro, however from a total of 20 mice, intraperitoneally infected with S.
Typhimurium yabB::tetRA and maintained under normal diet, 2 died from Salmonella infection. Presumable,
the in vivo conditions may foster genetic rearrangement, resulting in genetic and phenotypic reversion. On
the light of this observations we proposed deleting fragments of the genes and sequences to insert tetRA
cassette, to overcome reversion. This work proposes production of three new mutants by replacing the
yabB gene, the mra promoter and the mra promoter-yabB fragment with the tetRA cassette, to search for
constructs with Tet-depending growth. Once growth dependent phenotypes are confirmed in the mutants,
it is proposed to delete the tetA gene that provides Tet resistance, but leaving tetA promoter intact. So
far, we have generated two mutants that, as proposed in this project include deleting and replacing the
mra promoter, the yabB gene and mra promoter-yabB fragment with the tetRA cassette. The AyabB::tetRA
mutant produces a Tet-dependent strain while the A[mra promoter-yabB]::tetRA does not and the Amra-
promoter::tetRA was not obtained. Further deletion of tetA gene from the AyabB::tetRA mutant produced
a strain which growth depended in Tet but is Tet-sensible with no reversion detected. We are now testing
it ability to induce immunity in mice. This second generation of mutants represent an advance in creating
a safe vaccine for salmonella infection, but its application can be extended to heterologous expression of
antigens of diverse origin.

Proyecto UNAB REG-2019
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Salmonella Typhimurium es una bacteria Gram negativo que provoca enterocolitis en el ser humano. Parte
de su patogenicidad depende de los sistemas de secrecion de tipo 3 codificados en las islas de patogenicidad
SPl1y SPI2 (T35S1y T3SS2, respectivamente). Ssel es un efector de Salmonella que seria translocado por
el T3SS2 al citoplasma de la célula hospedera. Ademas, se ha reportado que una mutante AsseJ presenta
defectos en supervivencia intracelular en macrdéfagos y es atenuada en ratones. A pesar de esto, no se ha
estudiado el papel de este efector durante la interaccion de Salmonella con hospederos alternativos. En
este sentido, se ha propuesto que Salmonella utiliza mecanismos analogos a los observados en células
hospederas animales para sobrevivir a la depredacion por protozoos ambientales. De hecho, nuestro grupo
ha reportado que S. Typhimurium requiere el T35S2 para sobrevivir en la ameba Dictyostelium discoideum,
por lo que Ssel podria estar involucrado en este proceso. Para caracterizar la secrecion de Ssel, en este
estudio se construyd el plasmidio pMMB207::sseJcyaA que codificauna fusidn de este efector con el reportero
CyaA'. Este plasmidio se transformd en S. Typhimurium silvestre y en mutantes que poseen inactivado T355-
1 0 T35S-2. La fusidn SseJCyaA’ se detectd mediante Western blot en el sedimento bacteriano de todas
las cepas estudiadas. Sin embargo, solo se detectd en el sobrenadante de cultivo de la cepa silvestre y la
mutante con el sistema T3SS1 inactivado. Estos resultados confirman que Ssel es secretada in vitro a través
del T35S2. Por otra parte, para evaluar el rol de SseJ en la interaccion de S. Typhimurium y D. discoideum se
realizaron ensayos de competencia donde se compard la supervivencia intracelular de una mutanteAsseJ y
de la cepa silvestre en esta ameba. Nuestros resultados mostraron que la mutante AsseJ presenta defectos
de supervivencia intracelular a partir de 1 h post infeccion. En conjunto, nuestros resultados indican que el
efector Ssel es secretado mediante el T3SS2y contribuye en la supervivencia intracelular de S. Typhimurium
en D. discoideum.

Este trabajo fue financiado por el proyecto FONDECYT 1171844 y la beca CONICYT 21140615.
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Background: Vibrio parahaemolyticus pathogenic strains have a large arsenal of virulence factors of which
the TDH and TRH toxins and the Type Ill Secretion System-2 (T3552) are the most important. However,
diarrhea cases associated with strains lacking these classical virulence factors have been reported in many
countries suggesting that cytotoxicity and enterotoxicity of non-toxigenic V. parahaemolyticus are not
explained by classic virulence factors alone and suggest that novel virulence factor(s) could be responsible
for their pathogenicity. One of such potential virulence factor is V. parahaemolyticus zonula occludens toxin
Zot, which was first described in Vibrio cholerae and is encoded in the CTX prophage. Zot increases the
intestinal epithelial permeability by interaction with the cellular receptor of zonulin. Its action is mediated
by a cascade of intracellular events leading to the disassembly of the intercellular tight junctions (TJ).
PMCs3.7, a clinical tdh/trh/T3552/negative strain, harbored a prophage-related element encoding a gene
related to zonula occludens toxin (zot). Methods: The PMC 53.7 zot gen was cloned and expressed in
Escherichia coliBL21(DE3). The effects on intestinal epithelial barrier were examined using Caco-2 cell model
by measurement of transepithelial electrical resistance (TEER). Phase contrast microscopy analysis of Zot
effect on Caco-2 morphology, distribution of the TJ transmembrane-associated protein ZO-1, occludin and
the perijunctional actin ring were made for monolayers of Caco-2 cells. Results: Following treatment, Zot
caused a significant decrease in TEER as compared to control in Caco-2 cell. On the other hand, the cell
morphology and the distributions of ZO-1, occludin and F-actin were modified, seen as fragmentation of
the brightly cell boundaries, with areas of low and high intensity, indicating a loss and redistribution of the
TJ associated proteins. Conclusions: The results from this study suggest that V. parahaemolyticus Zot may
contribute to the virulence of non-toxigenic strains.

Fondecyt 11140257y 11160901. REDI170269. UDLA P12018026
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Las infecciones del tracto urinario (ITU) afectan a 150 millones de personas al afio. Debido a su gran
incidencia, los costos y el gasto publico para tratar las ITU es elevado. Dentro de los agentes etioldgicos
mas comunes se encuentra Proteus mirabilis. Las nanoparticulas de ZnO han demostrado tener una gran
actividad antibacteriana frente a este patdgeno. Este trabajo plantea el uso de nanoparticulas ZnO como
material de recubrimiento en superficies para evitar su contaminacidn. Las nanoparticulas de ZnO fueron
sintetizadas utilizando el método de precipitacion adaptado de Bang et al. Para evaluar el efecto de las
nanoparticulas en el desarrollo de biopeliculas de P. mirabilis, se recubrieron cubreobjetos de vidrio con
distintas concentraciones de nanoparticulas (0.0004, 0.001, 0.0023 y 0.0053 % p/p) en soluciones poliméricas
de Methocel K100 al 1%. Estos fueron comparados con cubreobjetos control sin recubrir y cubiertos solo
con Methocel K100 al 1%. El desarrollo de la biopelicula de P. mirabilis se evaluo respecto a sus distintas
etapas de crecimiento alos 1, 3, 5y 7 dias. Los cubreobjetos fueron tefiidos por inmunofluorescencia in situ,
adquisicion y andalisis de imdgenes por microscopia confocal. Los parametros descriptores morfopatoldgicos
evaluados fueron formacion de microcolonias, la produccion de matriz extracelular, el volumen bacterianoy
el numero bacteriano. Se observo que: (i) al dia 1 no se observaron diferencias entre los distintos grupos (ii)
en el dia 3, 0.001% p/p de ZnO disminuyd significativamente la formacion de microcolonias, la produccion de
matriz extracelular, el volumen bacteriano y el numero bacteriano, mientras 0.0004, 0.0053% p/p aumentd
significativamente el nUmero de bacterias comparado con el control (iii) en el dia 5, etapa donde se genera
la maduracion de la biopelicula, se observo que tanto la biomasa bacteriana como la matriz extracelular
también se encontraban disminuidas para 0.0053, 0.001 y 0.0004% p/p, comparado con los controles. En
las condiciones ensayadas se observé que 0.001% p/p tiene los menores parametros morfopatoldgicos para
todas las etapas de formacion y desarrollo de la biopelicula, comparado con las otras concentraciones y
controles. Asi, estas peliculas con ZnO son un nuevo material prometedor como recubrimiento de materiales
de cateterizacion.

Los autores agradecen a FONDECYT 1181689, FONDECYT 1181823 y CSIC I+D ID 211.
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Los liqguenes son importantes componentes de la biota criptogamica del bosque, los cuales consisten
en asociaciones simbioticas mutualistas entre un hongo y uno o mas organismos fotosintéticos,
correspondientes a un alga verde y/o una cianobacteria. Un componente liquénico adicional lo constituye
la comunidad bacteriana altamente estructurada asociada al talo liquénico, la cual forma una biopelicula
sobre éste, cumpliendo diversas funciones para la simbiosis, entre las que se encontraria la solubilizacion
de fosforo (P). Nuestra propuesta es que la estructura de las comunidades bacterianas asociadas a liquenes
es diferente a la encontrada en suelos aledafos, sugiriendo a los liquenes como filtros ambientales,
capaces de enriquecer su microbioma con ciertos grupos bacterianos importantes para su sobrevivencia y
desarrollo. Particularmente en Chile, Peltigera frigida destaca como una especie de cianoliquen endémico
del sur de Chile y Argentina, habitando preferentemente bosques de Nothofagus. Con el objetivo de evaluar
a la especie P. frigida como un potencial filtro ambiental de bacterias del gremio de solubilizadoras de P,
determinamos la abundancia de este gremio en muestras de (i) talo liquénico, (ii) su sustrato asociado y
(iii) el suelo aledafio, en cinco bosques con diferente cobertura arbdrea y disponibilidad de P en la Reserva
Nacional Coyhaique. Para esto, cuantificamos, mediante qPCR, genes que codifican enzimas involucradas
en la solubilizacion de P organico (Po) e inorganico (Pi). Como resultados, encontramos que la abundancia
de los genes solubilizadores de Po es mayor en los talos liquénicos y sus sustratos asociados que en las
muestras de suelo aledafio, mientras que los solubilizadores de Pifueron mas abundantes en este Ultimo. Por
otro lado, al comparar los 3 contextos ambientales mediante analisis multivariados, observamos que tanto
el talo liquénico como su sustrato asociado presentan similar estructura de los marcadores de solubilizacion
de P, pero se diferencian del suelo asociado. En conjunto, estos resultados evidencian una selectividad de P.
frigida y su sustrato asociado porbacterias solubilizadoras de Po, sugiriendo a esta especie liquénica como
un filtro ambientalcapaz de generar unmicroambiente diferente al del suelo aledafio.

FONDECYT 1181510
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Salmonella enterica es una bacteria Gram-negativo responsable de millones de casos de infecciones
asociadas a alimentos a nivel mundial. Para su patogenicidad requiere de numerosos factores de virulencia,
incluyendo los sistemas de secrecion de tipo 3 codificados en las islas de patogenicidad SPl1y SPI2 (T3551
y T3SS2, respectivamente) y sus proteinas efectoras. Dentro de estas proteinas se encuentran SipA, SseF y
SseG, que participan en la supervivencia intracelular de esta bacteria contribuyendo al correcto desarrollo
de la “vacuola contenedora de Salmonella” en células de mamifero. Nuestro grupo reportd que Salmonella
enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium) puede sobrevivir dentro de la ameba Dictyostelium
discoideum y que T35S1 y T35S2 son necesarios para este proceso. En este estudio investigamos el rol
de SipA, SseF y SseG en la supervivencia de S. Typhimurium en estructuras vacuolares de D. discoideum.
Para esto, se construyeron las cepas mutantes AsipA, Assef, AsseG y AsseFG derivadas de S. Typhimurium
14028s. La supervivenciaintracelular de cada cepa se evalud infectando la ameba y determinando el titulo de
bacterias intracelulares a distintos tiempos post infeccion. Para el monitoreo del compartimento vacuolar,
se infectd una cepa de D. discoideum que expresa una fusion de la ATPasa vacuolar VatM a GFP con las
mismas cepas mutantes que ademas expresan constitutivamente mCherry. Cada infeccion se observé en
el microscopio confocal a distintos tiempos y se determind el porcentaje de bacterias que estan dentro de
estructuras vacuolares que presentan fluorescencia verde. Nuestros resultados mostraron que la mutante
AsipA presenta defectos de supervivencia intracelular a 1h, AsseF a 3h, AsseG a 6h y AsseFG a 3h y 6h post
infeccion, en comparacion a la cepa silvestre. Por su parte, observamos que las cepas AsipA, Assef, AsseG
y AssefG residen mayoritariamente fuera de estructuras vacuolares durante la infeccidn, a diferencia de la
cepa silvestre. En conjunto, nuestras observaciones indican que los efectores SipA, SseF y SseG contribuyen
a la supervivencia de S. Typhimurium en D. discoideum de manera diferencial durante el transcurso de la
infeccion y ademas contribuyen a la capacidad de la bacteria para residir en compartimentos vacuolares
dentro de esta ameba.

Este trabajo fue financiado por el proyecto FONDECYT 1171844 y las becas CONICYT 21140615 y 21150005
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Zika virus (ZIKV) is a mosquito-borne human pathogen associated with microcephaly in the developing
fetus and Gullian-Barré Syndrome in some adults becoming a pathogen of special interest since the 2015
outbreak in the Americas. ZIKV infects different cell types including fibroblasts, monocytes, dendritic cells,
macrophages, microglia and neurons. ZIKV replication takes place in the endoplasmic reticulum (ER) and
recent reports suggest that ZIKV is able to activate the unfolded protein response (UPR), a stress-dependent
pathway triggered to preserve ER homeostasis. UPR activation leads to translation attenuation and correct
protein folding but also to protein degradation and cellular apoptosis if ER stress persists. There are three
main ER stress sensors that modulate this pathway: PKR-like ER kinase (PERK), transcription factor 6
(ATF6) and inositol-requiring enzyme 1 (IRE1a), each one modulating a different aspect of the UPR. PERK
phosphorylates elF2a leading to a global translational blockade, autophagy and apoptosis; ATF6 controls
the upregulation of genes encoding ER-associated protein degradation (ERAD) components; and IRE1a
upon dimerization and autophosphorylation act as a RNAse capable of processing the unspliced mRNA
encoding XBP1 (XBP1u) thus, allowing translation of the spliced form of the XBP1 mRNA (XBP1s), which
encodes the active transcription factor involved in the expression of chaperones, protein quality control
and ERAD genes. We are currently investigating the UPR in microglia infected with ZIKV, since these cells
are one of the preferred targets of the virus in the brain. Our first approach was to obtain wild type and
recombinant (fluorescently-tagged) ZIKV from infectious cDNA clones carrying a copy of a representative
isolate from the 2015 outbreak in Brazil. We used these viruses to infect a human microglia cell line and
analyzed UPR induction. Interestingly, our preliminary results suggest that despite ZIKV infection induces
an increase in the intracellular levels of IRE1q, it does not induce UPR in this cell type. We hypothesize that
ZIKV is able to interfere with UPR activation and are currently investigating the mechanism by which the
virus is able to bypass this cellular stress response in order to efficiently replicate in these cells.

Fondecyt N° 1190156 y CONICYT-PFCHA/Doctorado Nacional 2019-21190771
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En la actualidad, son diversos los esfuerzos por generar nuevos materiales de envasado que logren
extender la vida Util de alimentos frescos o minimamente procesados, entreguen seguridad al consumidor
disminuyendo los brotes de enfermedades transmitidas por alimentos. Una variada gama de materiales se
han ensayado con esta finalidad, siendo los biopolimeros los mas utilizados. Dentro de los biopolimeros
utilizados destaca el quitosano (Qo), debido a su biocompatibilidad, baja toxicidad, biodegradacion y
actividad antimicrobiana (AM). El Qo es un material abundante, renovable y su produccion es de bajo costo.
En este trabajo fabricamos peliculas a partir de mezclas de Qo y extracto proteico de quinoa (EPQ), las que
evidenciaron la formacion de un complejo polielectrolito entre ambos polimeros (Qo/EPQ). Sin embargo,
la AM de las peliculas de Qo fue disminuida con la adicion de EPQ. Es por ello que incorporamos Timol
(T), un potente agente AM, nanoencapsulado en nanoparticulas de Qo (NQo) a las peliculas con el objetivo
de incrementar la AM. Nuestros resultados evidenciaron una potente actividad AM del T nanoencapsulado
(NQoT) frente a diversas bacterias y Botrytis cinérea determinados mediante concentracion inhibitoria minima
yZona de inhibicion del crecimiento (ZIC). La estrategia de incorporacion de NQoT a las peliculas fue mediante
inyeccion térmica (IT). Las peliculasimpresas con NQoT por IT fueron evaluadas in vitro como plataforma de
liberacion controlada de T y su actividad AM frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeureginosa, Salmonella entérica serovar Typhimurium, Enterobacter aerogenes, Listeria innocua y el hongo
filamentoso, Botrytis cinerea. Las peliculas impresas con NQoT mostraron un incremento de la ZIC con
respecto a las peliculas control frente a los géneros bacterianos S. aureus, S. tiphymurium, E. aerogenes,
P. aeruginosa, L. innocua y E. coli y el hongo filamentoso, Botrytis cinerea. Estos hallazgos indican que el
uso de la nanotecnologia imprimible puede mejorar la funcionalidad de peliculas elaboradas a partir de
biopolimeros renovables lo que puede contribuir en el desarrollo de nuevos materiales de envasado con
aplicaciones en la industria alimentaria.
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La enfermedad renal crénica (ERC) es una patologia que afecta a gran parte de la poblacidn y su progresion
a etapas mas avanzadas acarrea varios problemas a las personas que lo padecen, entre los cuales se
encuentran la bioacumulacion de metal(oid)es toxicos e infecciones recurrentes. En microbiota intestinal
(MI)se reconocen cuatro phylum bacterianos (Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteriay Proteobacteria). El
90% de la Ml esta compuesta por Bacteroidetes y Firmicutes, estos phylum son los encargados de mantener
en equilibrio la Ml impidiendo la colonizacion de bacterias potencialmente patogenas en el intestino. La
composicion de la Ml puedeirvariando por varios factores, entre estos esta el uso de antibioticos y sustancias
toxicas como metales y/o metaloides. La presencia de estos metales toxicos puede producir un fendmeno
de seleccidn y de co-seleccion (metal/antibiotico) en bacterias de la MI. En este estudio se evalud el efecto
de los metales y antibidticos sobre las bacterias de la MI de sujetos sanos y con ERC etapa G3, G4 y G5 en
condiciones aerdbicas y anaerdbicas, para esto se realizaron cultivos de muestras de deposiciones fecales
en medio YCFAm suplementado con los metal(oid)es antes mencionados. La resistencia a antibidticos de
Uso comun en estos pacientes como betalactamicos, cefalosporinas, fluoroquinolonas y aminoglucdsidos
también fue evaluada evidenciando que los sujetos con ERCG3/G4/Gs poseen mas bacterias resistentesy que
esta resistencia se ve potenciada en presencia de los metal(oid)es. Las colonias aisladas fueron identificadas
por secuenciacion y analisis de las regiones variables V4/V5 del gen 16S rRNA, donde la diversidad de
bacterias resistentes disminuye al comprar las diferentes etapas de la enfermedad, lo cual se relaciona con
el avance en las etapas de la ERC. Paralelamente, las curvas de crecimiento bacteriano y viabilidad celular
en presencia y ausencia de los metal(oid)es en las muestras fecales y en colonias aisladas mostraron que las
bacterias de las muestras fecales y las bacterias aisladas de los sujetos con ERC responden de mejor manera
a la presencia de los metales en comparacion a los aislados de sujetos sanos; asimismo, relacionandose con
la mayor resistencia tanto a metal(oid)es como a antibioticos.

Financiamiento FONDECYT 11170885,
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Vibrio parahaemolyticus is a marine bacterium responsible for sporadic illnesses and outbreaks of
gastroenteritis after consumption of raw orinadequately cooked contaminated seafood. Although the toxins
encoded by the tdh and trh genes are considered the major virulence factors, non-toxigenic strains (tdh and
trh negative) have been associated with gastroenteritis. The zonula occludens toxin (zot) gene codes for the
second toxin with importance in the pathogenesis of Vibrio cholerae and it was recently described in Chilean
strains of V. parahaemolyticus. Preliminarily, our group demonstrated that the heterologous expression of Zot
protein of V. parahaemolyticus and its evaluation in Caco-2 gastrointestinal cells modified their morphology,
redistributing the actin filaments and the occludin of the tight-junction. The prevalence of the zot gene was
determined from V. parahaemolyticus strains isolated from the bivalve mollusks Mytilus chilensis and Ostrea
chilensis sold for human consumption. The mollusks were processed and the CHROMagar Vibrio was used
for the isolation of V. parahaemolyticus. A bioinformatics analysis of the conserved nucleotide sequences
described for the zot gene in V. parahaemolyticus was carried out in the NCBI database to designed specific
primers. The primers to detect the zot gene were designed from seven conserved regions found in the
nucleotide sequences of V. parahaemolyticus. The zot gene was detected in 100 % of the positive control
clinical strains and 20 % of the V. parahaemolyticus strains isolated from the bivalve mollusks M. chilensis
and O. chilensis. In conclusions, the zot gene was identified in V. parahaemolyticus strains isolated from
bivalve mollusks sold for human consumption in Metropolitan Region. The Zot toxin could contribute to
the gastroenteritis that affects the intestinal cells in the paracellular pathway because the heterologous
Zot protein of V. parahaemolyticus modified the morphology of the human epithelial cell line Caco-2 used
widely as a model of the intestinal epithelial barrier. We are currently performing experimental strategies to
elucidate the role of Zot toxin like an emerging virulence factor of V. parahaemolyticus.

This work was funded by FONDECYT Grant No. 1190957 and Competitive Funds of Universidad de Las
Américas, Chile, Project UDLA P12018026
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Eldescubrimiento de distintas cepas nativas de Saccharomyces eubayanus (especie parental del hibrido lager,
S. cerevisiae x S. eubayanus) en el Sur de Chile nos brinda la oportunidad de utilizar este recurso bioldgico
nacional para la produccion de cerveza, y entregarle una “identidad local”. Estudios previos han determinado
que S. eubayanus presenta un perfil aromatico diferenciador cuando es utilizada para fermentar mosto de
cerveza, siendo esta, una caracteristica novedosa y con potencial comercial. No obstante, se ha reportado
que S. eubayanus posee un menor desemperio fermentativo, comparado conlalevaduralagerindustrial. Esto
ultimo representa un inconveniente a la hora de utilizar esta levadura con fines comerciales. El objetivo de
este trabajo es la obtencion de cepas de S. eubayanus cuyo desempeio fermentativo se vea mejorado, para
lo cual se implementd una estrategia de evolucion experimental utilizando un medio sintético suplementado
con etanol al 9% como presion selectiva. Luego de 200 generaciones se ha encontrado una mejora en el
fitness de la poblacidn, evidenciado principalmente en los cambios de la fase lag y la tasa de crecimiento
de la poblacion en los medios sintéticos estudiados. Ademas, se evalud la capacidad de fermentacion de
las cepas evolucionadas, encontrandose que algunas de ellas presentan una mayor capacidad fermentativa
comparado con los parentales.
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Background. Genomic islands (Gls) are horizontally acquired DNA regions that carry genes encoding
advantageous traits for the harboring host. Recently, we have described the Enterobacteriaceae-associated
ROD21-like family of Gls, which comprise more than 5o different islands present among several strains of the
Enterobacteriaceae family, including plant and animal pathogens. The most studied member of this family
is the pathogenicity island ROD21, which is found in Salmonella enterica serovar Enteritidis (Salmonella
ser. Enteritidis), a foodborne pathogen that can produce gastroenteritis and a severe invasive infection in
susceptible individuals. Previous studies from our laboratory have found that the excision of ROD21 plays arole
in the pathogenesis of this bacterium, however, the mechanisms that regulate this process remain unknown.
Aim.To understand the regulation of ROD21 excision, we sought to characterize the gene product of SEN1998,
which is thought to be directly involved in this process. Methods. We analyzed the predicted protein SEN1998
through multiple sequence alignment and the prediction of its secondary and tridimensional structures. At the
same time, the excision of ROD21 and the expression of its integrase-encoding gene SEN1970 were quantified
inthe wild-type, ASEN1998 and complemented strains of Salmonella ser. Enteritidis phage type 4. Results. We
found that SEN1998 has the main features of recombination directionality factors (RDFs), including conserved
key amino acids and secondary-structure elements, as well as a putative winged-helix DNA-binding domain.
Nevertheless, the absence or the overexpression of SEN1998 had a slight effect on the excision of ROD21,
which was significant only when the mutant and complemented strains were compared. Further assessment
of ROD21 excision and transcription of SEN1970 and SEN1998 during the growth of the wild-type strain
showed that both the excision and transcription have similar patterns: a low level during the logarithmic phase
which increases during the transition to the stationary phase, where a plateau is reached. Conclusions. Our
results suggest that SEN1998 encodes an RDF but, unlike those encoded in bacteriophages and other Gls, it is
unable to induce the excision by itself. We hypothesize that SEN1998 and the integrase SEN1970 need to be
co-expressed to promote the excision of ROD21.

Funding: Millennium Institute on Immunology and Immunotherapy (Pog/o16-F). Comision Nacional de
Investigacion Cientifica y Tecnoldgica de Chile through FONDECYT grants 1170964 and 1190864, and PFCHA/
Beca de Doctorado 21172030.
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Las bacterias han adquirido diversas estrategias para manipular las vias de sefalizacion de células
eucariontes. La bacteria ambiental Vibrio parahaemolyticus es la principal causa de gastroenteritis asociada
al consumo de productos del mar en el mundo. Esta bacteria dispone de multiples factores de virulencia,
tales como toxinasy sistemas de secrecion de proteinas del tipo l1l (T3SS, por susigla eninglés). Los T3SS son
nanomaquinas proteicas en forma de aguja que han evolucionado para interactuar con células eucariontes.
Estos sistemas permiten el transporte directo de proteinas, denominadas efectores, al citoplasma de células
eucarionte blanco. V. parahaemolyticus codifica para dos T3SS (T35S1 y T3552), de los cuales el T35S2 es
considerado como uno de los principales factores de virulencia de la bacteria. EIT3SS2 esta codificado en la
isla de patogenicidad 7 del cromosoma 2 (Vpal-7) y hasta el momento se han descrito sélo 8 efectores del
sistema. Considerando que estos efectores hasta ahora no pueden explicar completamente los fenotipos
del T3SS2 in vitro e in vivo, y la cantidad de proteinas hipotéticas codificadas en Vpal-7, es plausible pensar
que hay efectores sin identificar. Para identificar nuevos efectores, realizamos un analisis computacional
de los marcos de lectura abierto (ORF) de Vpal-7 con BEAN2.0o y EffectiveDB, posteriormente se analizo
la secuencia aminoacidica por TBlastX y HHPred. El andlisis identifico que el ORF VPA1328 codificaria
para un posible efector del T3552, con dominios similares a serina/treonina quinasas de la familia NleH
(NleH de Escherichia coli y OpsG de Shigella flexneri). Para determinar si VPA1328 podria ser secretado y
translocado por el T35S2, se realizo una fusidn génica entre VPA1328 y el reportero CyaA. De esta forma, la
proteina de fusion puede seridentificada en sobrenadantes de cultivo al ser secretada y también detectar su
translocacion al citosol eucarionte debido al aumento en la concentracion de AMPc por CyaA. El analisis del
sobrenadante de cultivo mediante anticuerpos especificos contra CyaA, detectd la secrecion de la proteina
de fusion VPA1328-CyaA dependiente del T35S2. Actualmente estamos evaluando la translocacidon de
VPA1328-CyaA en células humanas Hela, su localizacion subcelular, y su posible actividad quinasa in vitro.

Proyectos FONDECYT 11160901, REDI170269, HHMI 55008749 y beca del PDCBM de la Universidad
Auténoma de Chile.
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La recuperacion de areas naturales contaminadas por metales pesados es actualmente uno de los grandes
retosambientales porelalto costoylaslimitantestécnicas que apuntan las soluciones, pero se buscaademas,
unaopcidn que no sea perjudicial para el ambiente, por esto se hace necesario el proveer alternativas para la
biorremediacion utilizando bacterias que no desplacen a las especies autoctonas, con el objetivo de lograr
la resiliencia ecoldgica de zonas afectadas, tales como Puchuncavi. El objetivo en este estudio fue evaluar la
presencia de genes involucrados en la resistencia a cobre y arsénico en bacterias provenientes de la comuna
de Puchuncavi. Para esto se probaron 5 bacterias provenientes de la zona, las cuales fueron identificadas
molecularmente con el gen 16S rRNA ribosomal y fueron sometidas a pruebas de concentracion minima
inhibitoria (CMI) para cobre con concentraciones desde los 25mg/L a los 3oomg/L. Posteriormente se
realizd una evaluacion de la presencia de genes relacionados con resistencia a metales con técnicas de
PCR convencional y secuenciacion de genes especificos relacionados con la oxidacion del arsenito (Aslll) a
arseniato (AsV) aoxB, aoxCy aoxR, la expulsion de arsenito, arsB y la ATPasa de expulsion de cobre, copA.
Dos de las cinco bacterias, fueron identificadas en el género Arthrobacter, siendo una de estas identificada
como Arthrobacter polychromogenes, las otras tres bacterias fueron identificadas como Stenotrophomonas
rhizophila, Microbacterium profundii y Pedobacter roseus. En las pruebas de CMI para cobre los resultados
variaron entre 200mg/L a 30omg/L siendo la mas resistente P. roseus. El género Arthrobacter presentd los
genes aoxB, aoxR, arsB'y copA, S. rhizophila solo el gen aoxC, M. profundii aoxC 'y copA, y P. roseus aoxB,
aoxCy copA. Las bacterias en estudio presentaron diferentes mecanismos moleculares para la resistencia de
metales, sin embargo, es importante evaluar si estos mecanismos permiten la utilizacion de estas bacterias
en procesos biotecnologicos de bioremediacion de metales.

Proyecto PMI UV 1315 “Los estudiantes primero, Universidad de Valparaiso”
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Introduction: In Chile, the prevalence of Helicobacter pylori, overcome the 75%, which can explain, in
part, the high rate of gastric cancer in our country. Moreover, this type | carcinogen, shows a resistance
to the antibiotic treatment with clarithromycin that is increasing. Between resistant strains, A2142G and
A2143G mutations, in the 23S rRNA gene, are the most prevalent, and are associated with resistance to this
antibiotic. Objective: To determine H. pylori prevalence and resistance to clarithromycin, in fecal samples
of patients, by nested-qPCR. Methods: We analyze fecal samples of most of 130 patients, amplifying the
glmM gene of H. pylori, by nested-qPCR. In those positive samples, we amplified a 126 bp region of the 23S
rRNA gene, by conventional PCR, which contain nucleotides 2142/2143, where are positioned the mutations
associated to clarithromycin resistance. From this first amplicon, a second amplification was made, by gPCR,
by allelic discrimination, with probes designed for an assay 5'exonuclease, to detect the mutations A2142G
and A2143G. Results: As in other reports, in this population, we found a prevalence of H. pylori infection,
higher to 75%, which is according with national registries, while the clarithromycin resistance, between
the positives, was closest to the 20%. Discussion: By means of a non-invasive technique, developed in
our Lab, we have detected efficiently, mutations that confer clarithromycin resistance, in fecal samples of
infected patients. These results would allow to indicate a correct treatment in infected patients with H.
pylori, accurately and non-invasive, favoring eradication, without need to a new antibiotic administration,
considering that in Chile clarithromycin is included in the first line scheme of H. pylori treatment, by which is
necessary to talk again about this scheme.

FONIS SA16l0230
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Xanthomonas arboricola pv. juglandis (Xaj) is the etiological agent of walnut blight, a disease characterized by
generating necrotic damage in fruits and other young tissues plant. Microbial iron acquisition mechanisms
are essentials for virulence of plant pathogens. Preliminary results showed that a Chilean isolated of Xaj J303
differentially express outer membrane proteins when grown under iron limited conditions versus iron rich
conditions. Usually, iron regulated outer membrane proteins (IROMPs) are synthetized under iron limited
conditions and regulated by the ferric uptake regulator (Fur) protein. Xaj J303 genome present a putative fur
gene of not validated function. We hypothesized that Fur protein from Xaj (Xaj-Fur) controls the synthesis of
IROMPs and siderophores. A bioinformatic approaches predicted that Xaj-Fur protein has a secondary and
tertiary structure similar to other proteins of the Fur family such as E. coli and Salmonella. The functionality
of fur gen of Xaj was evaluated in a heterologous system using a fur mutant of Salmonella enterica serovar
Typhimurium (STm Afur) as a recipient strain. Our results showed that STm Afur was fully complemented
by Xaj-fur gen restoring the differential expression of IROMPs and siderophore secretion. We conclude that
Xaj-Fur protein likely regulate siderophore secretion and IROMPs expression in Xaj. This study contributes to
the understanding a possible virulence mechanism of this relevant phytopathogen in the walnut production
industry.

FONDECYT-CONICYT Postdoctoral Grants n° 3180660
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Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) son contaminantes ambientales generalizados y de los mas
persistentes que se puedan encontrar en el medio ambiente. La biodegradacion de estos compuestos es
una forma eficiente de remediacion y una tecnologia amigable con el medio ambiente, sin embargo los HAP
a menudo coexisten con metales pesados, lo que dificulta los procesos de remediacion ya que la toxicidad
del metal puede inhibir la actividad de las bacterias que degradan los hidrocarburos. Por lo tanto el objetivo
principal de este trabajo fue evaluar el efecto del cobre sobre la degradacion de fenantreno por parte de
bacterias psicrotrofas aisladas de la region Magallanes. Con este fin, primeramente, se realizaron ensayos
de crecimiento con 600 ppm de cada hidrocarburo por separado: hexadecano, antraceno y fenantreno.
Ademas, paralelamente, se procedio a determinar la concentracion minima inhibitoria utilizando sulfato de
cobre, probando concentraciones ascendentes de este metal, de 10 ppm a 60 ppm. Con estos antecedentes
se seleccionaron las cepas mas iddneas, a las cuales se evalud el efecto de distintas concentraciones de
cobre en el crecimiento. Finalmente, estas bacterias, se hicieron crecer en caldo de cultivo suplementado
con 30 ppm de cobre, utilizando fenantreno como fuente de carbono (100 ppm). De las g cepas estudiadas,
2 reportaron la mayor resistencia a cobre (60 ppm) y obtuvieron resultados positivos en la degradacion de
fenantrenoy en los otros hidrocarburos probados, las cepas LT4B y LT8A, ademas estas bacterias mostraron
una alta remocion de fenantreno, tanto en el medio suplementado con cobre, como en el grupo control
sin este metal, ambas sobre el 9o % de degradacidon, mostrando que el cobre tuvo un limitado impacto
en la degradacion de fenantreno a una concentracion de 30 ppm. Finalmente se concluye que, en base a
estos resultados obtenidos, estas bacterias podrian ser una potencial alternativa para biorremediacion de
ambientes co-contaminados con metales pesados e hidrocarburos aromaticos policiclicos.

Financiamiento otorgado por el Proyecto "UVA 1315: Los estudiantes primero” y el Centro de MicroBio-
Innovacion (CMBi), de la Universidad de Valparaiso.
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Introduccion: Streptococcus agalactiae (Sa), es un agente infeccioso comun presente en cuadros de mastitis
bovina, enfermedad que causa pérdidas econdmicas debido a la alteracion en la composicion bioquimica de
la leche en vacas infectadas. La formacion de biopeliculas (fPB) por este patdgeno aumenta la resistencia
a antimicrobianos, lo que le confiere persistencia en el ambiente. Actualmente, el uso del cobre como
antimicrobiano constituye una nueva forma de control de patogenos. Objetivo: Evaluar el efecto del cobre
sobre Sa aislados de vacas con mastitis, su efecto en la homeostasis de cobre, fBP y expresion de genes
de virulencia. Metodologia: Se evalud la capacidad de fBP de 29 aislados de Sa y la concentracion minima
inhibitoria y bactericida de cobre (MIC-Cu/MBC-Cu). Luego se seleccionaron tres aislados (con diferentes
capacidad de fBP) para evaluar el efecto del cobre (CuSOg4, 2 y 3 mM, concentraciones subinhibitorias) en
el crecimiento a través de curvas de proliferacion y en la fBP. Finalmente, se analizé la expresion relativa de
genes implicados en la homeostasis de cobre (genes cop) y virulencia (capla y caplll) mediante RT-qPCR.
Resultados: Todos los aislados fueron capaces de fBP en diferente magnitud y los valores de MIC-Cu: 3
mM y MBC-Cu: 6mM fueron iguales entre los aislados. En términos de proliferacion, se observo para los 3
aislados (A: alta fBP, M: media fBP, B: baja fBP) que el incremento en la concentracidn de cobre aumenta el
tiempo de la fase lag y disminuye el area bajo la curva. Respecto al efecto del cobre en la fBP, se observé que
en los aislados Ay M dismuye su formaciony en el aislado B no se afecta la fBP. La expresion de los genes cop
aumento en respuesta a cobre para los tres aislados, y los genes de virulencia disminuyen su expresion solo
en la cepa B y no cambian en las cepas A y M. Conclusion: El cobre afecta la viabilidad de Sa y su capacidad
de fBP. Ademas mostré un potencial efecto en la reduccidn de virulencia de Sa. El cobre podria ser utilizado
como antimicrobiano para el control de este patdgeno.

Fondecyt 1171575
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Introduccion: STEC es un enteropatdgeno capaz de provocar diarrea y disenteria, pudiendo progresar
a Sindrome Hemolitico Urémico (SHU). No existe tratamiento especifico para la infeccion por STEC y
los antibidticos estan contraindicados debido a un mayor riesgo de desarrollo de SHU. Se ha propuesto
la vacunacion de la poblacion infantil (grupo de mayor riesgo) y los reservorios animales como enfoque
preventivo. Sin embargo, no existe una vacuna para humanos y las usadas en animales reducen, pero no
eliminan, la colonizacion de STEC. Previamente, nuestro grupo determind que las proteinas OmpT, Cah
y Hes, que contribuyen a la colonizacion bacteriana, estdan ampliamente distribuidas en STEC y que son
reconocidas por IgG e IgA de pacientes con SHU. Asi, estos antigenos son blancos adecuados para el
desarrollo de una vacuna contra este patdgeno. En este estudio se desarrolléd una vacuna contra STEC
basada en antigenos quiméricos que contienen epitopos de OmpT, Cah y Hes, y se evalué en un modelo
murino. Métodos: Mediante microarreglos peptidicos se identificaron epitopos lineales de células B
en las proteinas OmpT, Cah y Hes. Con epitopos seleccionados se disefiaron y obtuvieron dos proteinas
quiméricas, Chi1y Chi2. Estas proteinas fueron administradas solas o en combinacion, por via intramuscular
o intranasal, usando adyuvantes distintos, en 3 dosis con intervalos de 15 dias. Se determinaron anticuerpos
especificos sistémicos y secretores, dos dias antes de cada inmunizacidn y 2 semanas después de la Ultima.
Para evaluar la proteccion conferida por las inmunizaciones, se realizaron ensayos de infeccion con STEC
O157:H7 y STEC Og1:H21. Resultados: Los antigenos administrados solos o en combinacion, por via
intramuscular o intranasal, desencadenaron respuestas humorales sistémicas y locales de larga duracion.
Sin embargo, el tipo de anticuerpo inducido fue dependiente del adyuvante y la ruta de administracion.
Ademas, mientras la inmunizacion intramuscular con la combinacion de antigenos indujo proteccion frente
a la colonizacion por STEC O157:Hy, la intranasal confirié proteccion contra el dafo renal causado por STEC
Og1:H21. Conclusidn: La inmunizacion de ratones con nuestros antigenos quimeéricos confiere proteccion
contra STEC. Este estudio revelo la viabilidad de usar este tipo de vacunas contra STEC.

FONDEF IDeA ID16l10140 a R.Vidal; A.ORate; D.Montero; F.Del Canto; J.C.Salazar
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HIV-1 is the etiologic agent of human immunodeficiency syndrome, which infects various cell types of
the immune system that express the CD4 receptor on its surfaces such as T lymphocytes, monocytes,
macrophages, dendritic cells, and microglia. In recent years, the role of HIV in the deterioration of
neurocognitive functions in HIV positive patients has taken great importance. In this context, microglia
have been quite studied because it constitutes the connection of the immune system with the central
nervous system (CNS). Its function is serving as support of CNS development and synaptogenesis and,
participate in phagocytosis and neuroinflammation. However, the hyperactivation of microglial cells has
been associated with the development of various neurological disorders. Unfortunately, the inability of
combined antiretroviral therapy to eliminate the latent CNS virus reservoir leads to chronic inflammation,
which begins to the persistence of high levels of reactive species and neurotoxic substances that keep the
microglia activated and thus contribute to neuronal deterioration. This work aimed to determine that HIV-
1 infection promotes microglial activation in the human microglial cell line. To address this objective, the
microglial cell line was exposed to 100% VSVg-pseudotyped HIV-1 for 2 hours and then replaced by a fresh
medium for 24 hours. Viral particles were produced by co-transfection in HEK193T cells with pNL4.3fN and
pCMV-VSVg. In parallel, as an activation control, the microglial cell line was stimulated with TNF-a. The
levels of two microglial activation markers; CD11b, CD40, and inflammatory response activation marker
ASC were analyzed by Indirect Immunofluorescence (IFl) and other inflammatory markers such as IL-1f3,
P2XR7 and NLRP3 by qRT-PCR. Finally, microglial migration was evaluated by wound healing assay. Our
results show that HIV-1 infection changes CD11b, CD40 and ASC levels, affects the IL-1, P2XR7 and NLRP3
expression and contributes to increased cell migration. This finding suggests that HIV-1 infection could
activate microglia and contributes to the neurotoxic environment characteristic of neurodegenerative
diseases.

Fondecyt 11180621
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Piscirickettsia salmonis is the etiological agent of piscirickettsiosis, which affects Atlantic salmon farmed in
Chile. This study investigated the effect of low-dose P. salmonis infection on hematological and biochemical
parameters of Atlantic salmon challenged by intraperitoneal injection with an EM-go strain during an
experimental period of 42 days. A significant decrease in hemoglobin and hematocrit levels of infected
fish at day 13 post infection was determined,which suggest a condition of erythropenia, hemolysis and
hemodilution. Onthe contrary, the number of white blood cells was increased at day 13 and 21-post infection.
Also, decreased iron levels since day 2 post infection may indicate iron deficiency or inability to retrieve
storage iron. The phosphorus and calcium decreased in fish infected at day 13. Magnesium decreased only at
day 28 post infection, possibly due to problems in the osmoregulation of the salmon. The earliest symptom
of hepatotoxicity was increased LDH activity at day 5, 21 and 28 post infection. It was determined the
decrease in plasma glucose after day 2 post infection. This could be due to the hypoxic conditions caused by
P. salmonis, leading to an excess utilization of stored carbohydrates. All blood parameters studied are useful
to monitor the physiological status of fish.

The present work is funded by grant FONDAP-INCAR 15110027.
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Piscirickettsia salmonis es una bacteria Gram-negativa, intracelular obligada, agente etiologico de la
Piscirickettsiosis, enfermedad causante de altas mortalidadades en la salmonicultura en Chile. Dado a lo
anterior, obtener conocimento acerca de su biologia, asi como también de los mecanismos de regulacion
genética involucrados, es fundamental para el desarrollo de nuevas estrategias de control. En este contexto,
se ha demostrado que la participacion de pequeias moléculas de ARN (ARNSs) en la regulacidn de diversos
procesos celulares, que se manifiesta principalmente por interaccion con distintos ARNm regulando asi la
expresion génica a nivel postranscripcional. Esta unidn es facilitada por proteinas altamente conservadas y
ubicuas pertenecientes ala familia de las Sm-LSmy que en bacterias destaca la proteina Hfg. Recientemente
se ha reportado que P. salmonis codifica dos variantes de Hfq, llamadas Hfq 1 y Hfg-2. Hfq al ser requlador de
procesos celulares, el control de su concentracion intracelular es clave, ya que sin esto podria tener efectos
nocivos en la bacteria. Estudios en E. coli han demostrado mecanismos de autorregulacion dependientes
de esta proteina, por lo que se hipotetiza que al menos una de las variantes de Hfq de P. salmonis podria
presentar un mecanismo similar al de E. coli y otras bacterias. Para validar esta hipotesis se generd por
recombinacion homologa, un sistema heterdlogo E. coli K12/Rosetta knockout AHfg:GmR, para poder
expresar la proteina Hfg-2 de P. salmonis, ya que ésta tiene mas de 70% de identidad con la Hfq de E. coli,
utilizando los vectores PCR TOPO 2.1y pTARA, inducibles por IPTG y arabinosa respectivamente, ademas
acoplando la region promotora de la misma Hfg-2 de P. salmonis. Los resultados de la evaluacion de Hfg-
2 en E. coli por medio de los plasmidos inducibles y en paralelo con la proteina Hfg-2 bajo el promotor
enddgeno de P. salmonis, indican que no hay expresion creciente de la proteina en una cinética de induccion
con concentraciones crecientes de los inductores. En consecuencia, estos resultados sugieren la existencia
de una auto-regulacion de Hfg-2 en P. salmonis similar a la accion descrita para la forma Unica de Hfq de E.
coli.

Proyecto FONDECYT 1170342
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La segunda region de Chile es considerada una de las zonas mas aridas del mundo, la cual posee un gran
numero de ecosistemas diversos, con una gran diversidad de microorganismo que se han adaptado a
condiciones de vida extremas. Sin embargo, son escasos los trabajos sobre diversidad de los hongos en
nuestro pais, y los mismos, entregan una escasa informacion sobre su identificacion y prevalencia. Por lo
tanto, el presente trabajo tiene por objetivo realizar un estudio prospectivo y sistematico sobre la diversidad
presente en muestras de suelos en la comuna de Antofagasta. Para cumplir con la propuesta se colectaron
un total de 62 muestras de suelos distribuidos desde la ciudad de Antofagasta (28), Baquedano (4), Calama
(25) y Sierra Gorda (5), respectivamente. Las muestras fueron procesadas mediante la técnica de diluciones
seriadas (Guarro et al. 2012), posteriormente fueron inoculadas en dos medios de cultivos, agar patata-
dextrosa (PDA, Becton-Dickinson, EE. UU.) y agar patata-zanahoria (PCA, 20g de patata, 20g de zanahoria,
209 de agar, 1L de agua destilada) ambos suplementados con cloranfenicol (200 mg/L), obteniéndose
un total de 348 aislados. Estos fueron caracterizados morfoldgicamente tanto macroscdpica como
microscopicamente, utilizando diferentes medios de cultivos como el agar extracto de malta (MEA, Becton-
Dickinson, EE. UU.), agar harina de avena (OA, 30 g de copos de avena, 1000 mL de agua, 15 g de agar)
y PDA, respectivamente. Como resultados se obtuvo una diversidad de 42 géneros diferentes, siendo los
géneros Fusarium (18.4%), Aspergillus (12.1%) y Penicillium (8.9%) los mas prevalentes, y en menor medida
el género Trichoderma (6.9%); el 13.5% de los hongos permanecieron como micelio estéril, no pudiendo
ser identificados por métodos tradicionales. Finalmente, podemos concluir que la comuna de Antofagasta
presenta una gran diversidad de especies fungicas, siendo este trabajo uno de los primeros en orientar
sobre los diferentes hongos presentes en muestras de suelo en el norte de Chile. Como futuros ensayos,
se procederd a la caracterizacion molecular de los aislados obtenidos, los cuales podrian ser potenciales
especies nuevas para la ciencia, asi como los estudios de actividad antimicrobiana en los diferentes géneros
aislados.

Beca “"Fondo para el desarrollo en investigacion cientifica y/o tecnoldgica de actividades de titulacion de
pregrado”, ATl19-1-04, Universidad de Antofagasta.
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Lainfeccion de Helicobacterpylorise caracteriza por su estrecharelacion coneldesarrollo de lesiones gastricas
y alta colonizacion en poblacion general. Multiples factores de virulencia de esta bacteria, incluido la toxina
vacuolizante VacA y la proteina citotdxica CagA, son responsables de inflamacidn y lesiones gastricas mas
severas, favorecidoporlainteraccionconelhospedero. Estudios previossefialan que caracteristicas genéticas
de la bacteria junto con caracteristicas propias del individuo como la genética y etnicidad de la poblacion,
pueden afectar el desarrollo de infeccidn y sus lesiones. La region de La Araucania presenta alta tasa de
cancer gastrico y concentra 32,8% del total de poblacion perteneciente a etnia mapuche. Con la finalidad de
conocer el riesgo potencial de la infeccion por H. pylori en el desarrollo y avance de lesiones gastricas sobre
esta poblacion étnica, se tipifico la virulencia de H. pylori en pacientes con ascendencia mapuche sometidos
a endoscopia de tres centros de salud de La Araucania. Fueron seleccionadas 73 biopsias extraidas desde
el procedimiento endoscopico, pertenecientes a individuos de ascendencia mapuche, quienes firmaron
consentimiento informado y respondieron una encuesta sociodemografica. Las biopsias fueron cultivadas a
37°C en Agar Columbia sangre (7%) en microaerofilia. Se realizd la extraccion de DNA para la confirmacion
genotipica por PCR convencional para el gen ureC, sequido de tipificacion de virulencia para vacA, cagA e
iceA. De los 73 participantes, 29 fueron positivos para H. pylori(39,7%). El 93% de las cepas, presentaron vacA,
predominantemente el perfil alélico s2/m2 (44,4%), cagA en 37,9% e iceA en 55% con prevalencia alélica de
iceA1 (56%). La prevalencia de H. pylori en poblacién mapuche de La Araucania es menor a lo reportado
para el total de poblacidn chilena. La alta prevalencia de VacA se condice con los reportes nacionales, no
asi CagA, cuya prevalencia fue superior, sugiriendo mayor patogenicidad en estos aislados. IceA también
esta presente en alto porcentaje, principalmente el alelo iceA1z, mas asociado a lesiones ulcerosas. Si bien
la infeccion por H. pylori en ascendentes mapuches se mantiene baja, la caracterizacion de estas cepas,
sugieren mayor potencialidad de desarrollo y avance de lesiones gastricas.

Beca doctoral Conicyt Folio N° 21171513, Proyecto Fonis SA16l0197.
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Salmonella enterica serovar Typhimurium presenta cepas multirresistentes a antibidticos, que sobreexpresan
bombas de expulsidon como mecanismo de resistencia a sus efectos toxicos. En respuesta a este problema
se han desarrollado inhibidores de bombas de expulsion (EPIs), moléculas capaces de interrumpir el proceso
de expulsion mediante distintos mecanismos. Se han descrito EPIs de naturaleza polifendlica en extractos
de origen vegetal, por lo tanto, el orujo de uva al ser particularmente rico en compuestos fendlicos resulta
interesante de estudiar. En experimentos previos se determind mediante métodos fluorimétricos que
extractos de orujo de uva obtenidos con hexano y diclorometano, ademas de quercetina y (+)-catequina,
compuestos identificados en los extractos, disminuyeron la actividad expulsora en S. Typhimurium. Por lo
tanto, el objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de estos compuestos en los niveles de transcritos
codificantes para bombas de expulsidon. Para esto, se realizaron tratamientos de cultivos bacterianos
de una cepa silvestre de S. Typhimurium con los extractos y compuestos previamente mencionados en
concentraciones equivalentes a % de la MIC, se hicieron extracciones de RNA al haber transcurrido 0,30,60
y 90 minutos y se determino a través de RT-PCR el efecto de los compuestos seleccionados en los niveles de
transcritos codificantes para las bombas de expulsion AcrB, AcrD, SmvA, empleando como normalizador el
gen codificante para 16S rRNA. En los resultados se pudo observar que los extractos producen un aumento
en los transcritos acrB y smvA; y una disminucion de hasta 5 veces respecto al control en los transcritos
acrD. Ademas se determind que, la (+)-catequina produce una fuerte disminucidn en la cuantificacion de los
tres transcritos estudiados. Respecto a los resultados obtenidos, se sugiere que existe una relacion entre
la expresion de acrB y acrD por lo tanto, el aumento de los transcritos acrB al realizar los tratamientos con
extractos podria deberse a una respuesta compensatoria de la inhibicion de la expresion de acrD.

Proyecto FDP (PEP I-2019076)-Universidad Mayor
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Streptococcus mutans es una bacteria Gram positivo que se encuentra en la cavidad oral, siendo uno de los
principales patdgenos asociados a la cariogénesis. Posee variadas cualidades que le permiten establecerse
en la cavidad oral, entre ellas encontramos su gran capacidad de adhesion, formacion de biopelicula
y sintesis de bacteriocinas, siendo esta Ultima la mas atractiva desde el punto de vista biotecnoldgico.
Estas bacteriocinas producidas por S. mutans son denominadas mutacinas y han sido clasificadas segun
su composicion aminoacidica en mutacinas lantibidticas y no-lantibidticas. Entre las mutacinas no
lantibidticas, encontramos a la mutacina |V, codificada por el operdn nlm, la cual posee 2 genes estructurales
denominados nlmA y nlmB. El rol de las proteinas NImA y NImB y su actividad antibacteriana no estan
claramente definidos, ya que antecedentes del afno 2005 indicarian que solo NImA es el responsable de la
actividad. Pero en 2008, se hace referencia que ambas proteinas son necesarias para la funcionalidad de la
mutacina IV. El objetivo de este trabajo caracterizar cada una de las proteinas que conforman la mutacina
IV, por ello, se realizd la expresion de forma heterdloga de NImA y NImB, mediante el sistema Probac de
manera independiente, evaluando su actividad frente a la cepa indicadora Streptococcus salivarius, ademas
ensayos de estabilidad a pH, temperatura, solventes y su espectro de accion sobre un panel de bacterias
Gram positivo y Gram negativo Se concluyd que tanto la proteina NImA como NImB, presentan actividad
por separado sobre la cepa indicadora, ademas de ser estables a temperatura, pH y tener un espectro de
accion acotado a bacterias Gram positivo.

Corbio-Q
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Salmonella Infantis is one of the main Salmonella serotypes associated with poultry contamination. Since
2007, pathogenic strains of S. Infantis that cause outbreaks worldwide have emerged, said isolates are
multiresistant to antibiotics. Additionally, they possess plasmids that present genes for resistance to several
different stressors. The genomes of 8o S. Infantis strains were sequenced, which included isolates from
different points in the broiler production line during 2018.Likewise, phylogenetic analyzes were carried out,
which revealed that the isolates had a monophyletic origin. Similarly, to demonstrate genetic diversity, the
presence of antimicrobial resistance genes and plasmids was determined, revealing the presence of genes
for resistance to aminoglycosides, macrolides and b-lactams. In addition, we identified the presence of a
mutation in the pmrB gene that codifies for a kinase sensor belonging to the two-component system PmrAB,
which has beenrelated as one of the main chromosomal mechanisms of resistance to polymyxins. Regarding
the presence of plasmids, three types of high conjugated plasmids disseminated in Enterobacteriaceae that
show genes of resistance to multiple antimicrobial drugs were found. Additionally, resistance to oxidative
stress generated by OCl- and H202 was determined, finding that the isolated strains have a high resistance
to said compounds, in comparison to the reference strain of S. Infantis ATCC® BAA-1675 ™. Also, the capacity
of resistance to the conditions found in macrophages RAW264.7 was evaluated, and we determined that
isolated strains have a higher survival rate within the phagocyte, in comparison with the reference strain.
These results constitute a baseline to follow up the propagation of this emerging pathogen and identify
adequate measures for its monitoring and prevention.
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Outer membrane vesicles (OMVS) are nano-sized proteoliposomes produced from the envelop of Gram-
negative bacteria. OMVs are thought to contribution to the interaction between bacteria and their
environment. In addition, OMVs participate in diverse functions, including pathogenesis, enabling bacterial
survival in stressful conditions, as well as in communication and signaling with other bacterial communities.
In Salmonella enterica serovar Typhi (S. Typhi), the delivery of HIyE (cytolysin) occurs via OMVs. Recently,
we identified 9 genes whose respective deletion mutants secreted HIyE in higher concentrations. Thus,
we reasoned that these genes are also involved in OMV biogenesis in S. Typhi. These genes (generically
called zzz genes) corresponded to ompA, nlpl, and tolR (envelope stability), rfaE and waaC (LPS synthesis),
yibP (envC), mrcB (synthesis and remodeling of peptidoglycan), degS (stress sensor serine endopeptidase)
and hns (global transcriptional regulator). With the aim of determine whether these genes are related to
OMVs biogenesis in S. Typhi, OMVs were isolated by ultracentrifugation, and subsequently characterized
regarding production (yield), size, and protein content. We found that these mutants produce OMVs with a
different size distribution, in different yield, and with distinct protein cargo. All the mutants have a higher
yield compared with the WT strain, except for the AwaaC mutant. Regarding, the OMV size, AompA, Anlpl,
AtolR, AdegS and Ahns mutantsproduce bigger OMVs than the WT. By contrast, AmrcB mutants generates
smaller OMVs than the WT. On the other hand, OMV protein cargo is different in AmrcB, Arfak, AyibP,
AtolR, AdegSy Ahns mutants. All these distinct patterns strongly suggest that zzz genes participate in OMV
biogenesis by different mechanisms. We conclude that zzz genes participate in OMV biogenesis in S. Typhi,
modulating different properties such as OMV size distribution, OMV yield and OMV protein cargo. This
research opens new windows regarding the OMVs study and future biotechnological applications.
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Los hongos filamentosos del género Pseudogymnoascus son prevalentes en la Antartica, y varios reportes
recientes sugieren que las cepas de este género fungico son potenciales productores de metabolitos
secundarios con estructuras quimicas novedosas. A pesar de esto, el metabolismo de los hongos del
género Pseudogymnoascus ha sido muy poco investigado. En nuestro laboratorio estamos estudiando los
metabolitos secundarios de la cepa fungica de origen antartico Pseudogymnoascus sp. FAE 27. En estudios
previos, determinamos que el genoma de este hongo contiene varios genes que codifican para policétido
sintasas (PKS), incluyendo un gen para una PKS de tipo | que se denomind gymB. En este trabajo se realizé un
estudio funcional preliminar del gen gymB, para lo cual se utilizd la técnica de atenuacion génica mediante
ARN de interferencia. Para este propdsito se diseid y construyd un plasmido (denominado pJLH-B)
capaz de realizar el silenciamiento génico de gymB. Posteriormente, se llevd a cabo la transformacion de
Pseudogymnoascus sp. FAE 27 con este plasmido. Se seleccionaron al azar veinte cepas transformantes,
en las cuales se analizd la expresion del gen gymB mediante RT-PCR a los 7 dias de cultivo en medio CYA-
lactosa. De este analisis se obtuvieron 4 cepas que mostraron atenuacion en la expresion del gen gymB. Los
caldos de cultivo de estas cuatro cepas se analizaron en el HPLC y se compararon con un caldo obtenido de la
cepa nativa. La comparacion de los perfiles de metabolitos secundarios permitid asociar la expresion del gen
gymB con dos picos cromatograficos, los que fueron preliminarmente caracterizados mediante su tiempo
de retencion y su espectro de UV-visible. Actualmente, estamos abordando la purificacion e identificacion
final de los compuestos asociados a estos dos picos cromatograficos, lo que contribuira a realizar la primera
descripcion de un metabolito de tipo policétido y su cluster de biosintesis en una cepa fungica de origen
antartico.

Financiado por el proyecto Fondecyt 1150894 y DICYT-USACH. V.O recibieron becas CONICYT-PFCHA/
DoctoradoNacional/2014-63140056. A.D y P.V recibieron Ayuda a Estudiantes de la DAE, Facultad de
Ciencias, Universidad de Chile.
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Viruses have developed cellular strategies to safequard progeny survival, one of the mostinterestingis delays
the inflammatory response and host apoptotic cell death, in order to avert the innate immune response
and avoid cell loss, and thereby enhance progeny to establish long-term infection. This study explored
the regulatory contexts of the bovine A20 gene during bovine viral diarrhea virus (BVDV)-1 infection.
Assessments were conducted through RT-qPCR, Western blotting, gene silencing/overexpression, reporter
assays, pharmacological inhibitors, among other approaches. The results demonstrated that BVDV-1
increased A2o levels in Madin-Darby bovine kidney cells, their increased led to decreased IL-8 and other
NF-kB driven expression cytokines, thus the virus is affecting this key signaling transcription factor as seen
by luciferase assays. Furthermore, deubiquitinylase activity of A2o is meaningful to procaspase-8, therefore
restricting the activity of caspase-8. These data identify bovine A20 as a strong regulator of immune marker
expression and a feasible way to promote the survival of pathogens.
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En los Ultimos afos la acuicultura en Chile ha crecido exponencialmente, llegando a ser el sequndo pais
exportador del mundo. Sin embargo, este incremento se ha visto afectado por la presencia de enfermedades
ocasionadas por microorganismos como el virus de la necrosis pancreatica infecciosa (IPNV). Este virus es
el principal patdgeno que infecta salmonidos juveniles en Chile, y se encuentra presente en el 200% de las
granjas acuicolas, haciendo susceptibles a estos peces a otras infecciones. Actualmente, no hay vacunas que
proporcionen un amplio espectro de proteccion contra este patdgeno. Por esta razon, la busqueda de nuevas
herramientas para su control y promocion de la salud en los peces es de gran importancia. En la busqueda de
nuevos antivirales, |la utilizacion de metabolitos secundarios obtenidos desde fuentes vegetales ha generado
gran interés. Asi, en nuestro laboratorio se han aislado flavonoides, terpenos y cumarinas desde especies de
los géneros Helitropium y Happlopapus con diversas bioactividades. Por otra parte, es conocida la actividad
antimicrobiana del cobre. Basados en estos antecedentes, es que se ha sintetizado un complejo de cobre (I)
a partir de la cumarina 1-benzopiran-2-onay una sal de cobre (1), para la obtencidn de nuevos complejos con
mayor potencialidad antimicrobiana en relacion a sus precursores. En este trabajo se evaluo la capacidad
antiviral de la cumarinai-benzopiran-2-ona, sal de cobre (I) y el complejo de cobre formado a partir de
ellos, contra IPNV. Metodologia: Se incubd el virus IPNV (1x10°UFP/mL) con los diferentes compuestos
a concentraciones de 0,5, 5y 15ug/mL durante 24 horas, luego se infectaron células CHSE-214 utilizando
una MOI de o,1. Posteriormente se incubd por 2, 8, 24 y 48h, se realizé PCR cuantitativo en tiempo real y
se evaluod el nUmero de copias virales. Resultados: A o,5ug/mL ningun compuesto mostrd actividad, sin
embargo, 5 pug/mL del complejo de cobre mostré actividad antiviral (p=0.0057) a las 24 h p.i, mientras que la
sal de cobre precursora s6lo mostré actividad a 15pg/mL (p=0.0056). Conclusion: El complejo de cobre con
cumarina como ligando, posee actividad antiviral a concentracion sug/mL luego de 24h p.i, muy superior a
SUS precursores puros.
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Gram-negative bacteria constitutively generate outer membrane vesicles that fulfill various functions.
Those described so far include immunoprotection, immunostimulation, adaptation to the host and as a
virulence agent. In terms of the use they have been given at the industry level, the range is quite wide, from
vaccines to key components to increase the efficiency of enzymes in agro-industrial areas. Considering what
has already been described, we have determined the production of OMV by two marine pathogens of the
Vibrio genus of interest for the aquaculture industry and in order to find the most effective use of these,
an exhaustive analysis of their composition, effects and response is required. That is why using techniques
such as DLS, SEM, SDS-PAGE, Raman, SERS, IR, evaluation of biochemical parameters, among others, we
determine their behavior in vitro by infecting fish cells (CHSE-214 and SHK-1), composition , biochemical
activity, effects on virulence and changes in the composition and quantity of vesicles after treatment with
commercial antibiotics commonly used. Our results indicate that OMVs of the Vibrio genus play animportant
role in virulence, that their protein profile is similar to that of the outer membrane whose majority proteins
are associated with hemolysis and outer membrane proteins, the concentration of LPS in OMV is greater
than in bacteria (with respect to size) increasing its virulence, which through SERS we can visualize changes
in the membrane of bacteria and OMV against antibiotics, among others. In conclusion, the use of OMV
considering its degree of virulence can be used to vary the sensitivity of the pathogen to antibiotics, reducing
the effects of the associated diseases and can be used as a natural pharmacological control in the area of
aquaculture.
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Vibrio parahaemolyticuses un importante patdgeno zoonoético humano que se ha convertido en la principal
causa de gastroenteritis asociada al consumo de productos del mar en todo el mundo. Esta bacteria posee
dos Sistemas de Secrecion de Tipo Il (T3SS1 y T3552), los cuales son capaces de generar citotoxicidad y
muerte celular in vitro. Se ha descrito que la autofagia responde como un mecanismo de supervivencia
celulary de respuesta contra bacterias patdgenas, pero también se ha asociado como un proceso de muerte
celular. Sin embargo, los mecanismos moleculares implicados en el proceso de muerte autofagica no estan
bien caracterizados. En este trabajo evaluamos la contribucion del T35S1 y T3SS2 de V. parahaemolyticus
en la modulacion de la autofagia en células epiteliales Caco-2. En primer lugar, se construyeron cepas
de V. parahaemolyticus que pueden usar solamente el T3SS1 (Avscn2) o el T3SS2 (Avscni) y que fueron
transformadas con el plasmidio pON.mCherry el cual expresa la proteina reportera fluorescente mCherry de
forma constitutiva. Posteriormente se utilizaron estas cepas bacterianas para realizar ensayos de infeccion
in vitro en células Caco-2 (eGFP-LC3), las que poseen el marcador de autofagia LC3 fusionado a la proteina
reportera eGFP, y se cuantifico el nUmero de autofagosomas por célula por medio de microscopia de
fluorescencia. Estosensayossellevaronacabousandounamultiplicidad deinfeccionde ~5oobacterias/célula,
permitiendo que la infeccion transcurriera durante 1 h a 37°C. Ademas, bajo estas condiciones se evaluo por
western blot el procesamiento del marcador de autofagia LC3 (de LC3-la LC3-1l) que se encuentra ubicado en
los autofagosomas. A partir de nuestros resultados de microscopia de fluorescencia, observamos que tanto
la cepa mutante AvscN1 como AvscN2, muestran una menor cantidad de autofagosomas en comparacion a
la cepassilvestre. Por su parte, nuestros ensayos de western blot, mostraron que las células Caco-2 infectadas
con las cepas mutantes AvscN1 y AvscN2 presentan un menor procesamiento del marcador de autofagia
LC3 comparadas con la cepa silvestre. Estos resultados sugieren que tanto el T3551 como el T35S2 de V.
parahaemolyticus estimulan una respuesta autofagica activa durante la infeccion en células Caco-2
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Vibrio parahaemolyticus is the most prevalent foodborne bacterial pathogen associated to consumption of
contaminated raw or undercooked sea products worldwide. Amongits virulence factors, V. parahaemolyticus
has two gene clusters that encode two phylogenetically distinct Type Ill Secretion Systems (T3SSs), one on
chromosome 1 (T35S1) and the other on chromosome 2 (T35S2), in the V. parahaemolyticus pathogenicity
island 7 (VPal—7). The T3SS2 is involved in enterotoxicity induced by V. parahaemolyticus infection in animal
models. The fact the virulence attributed to the T3552 cannot be entirely explained by the T35S2 effectors
identified to date and that there are 42 Open Reading Frames (ORFs) of unknown function in VPAI-7,
suggests that there are novel effectors and T3SS2 components to be uncovered. We studied the VPA1312
and VPA1324 ORFs, both located in VPal—7. Sequence-based analysis including remote homology detection
pipelines (HHpred and Phyre2) predicted that VPA1312 is a protein with H-Y-E ADP ribosyltransferase
activity and that VPA1324 is an EAL c-di-GMP phosphodiesterase. We fused the catalytic domain of the
adenylate cyclase toxin CyaA reporter to the C-terminal region of VPA1312 and carried on a secretion
assay in V. parahaemolyticus strains harboring either a functional or a non-functional T3SS2. SDS/PAGE
and Western Blot analysis of cell culture supernatants using an anti-CyaA antibody showed detection of
the VPA1312-CyaA protein only in supernatants of V. parahaemolyticus strains with a functional T35S2 and
absence of detection in a T3SS defective background. Suggesting that VPA1312 is a bona-fide effector of
the T3SS2. To determine if VPA1324 is c-di-GMP phosphodiesterase, we constructed a VPA1324-3XFlag
a fusion in the inducible expression vector pBAD33.1 and tested the ability of VPA1324 to drop the levels
of endogenously c-di-GMP in Escherichia coli strain transformed with a plasmid that encodes a c-di-GMP
depending fluorescent RNA biosensor. The expression of VPA1324 significantly reduced the fluorescent
levels of the biosensor suggestion that VPA1324 is a c-di-GMP phosphodiesterase. Our results suggest that
VPA1312 is secreted by T3552 and VPA1324 is a phosphodiesterase enzyme. We are currently evaluating the
translocation and cellular phenotypes associated with VPA1312 in human intestinal cells and the potential
regulatory role of VPA1324 in the c-di-GMP regulon of V. parahaemolyticus.

Thisworkwas funded by FONDECYT grant 11160901, REDI170269, HHMI 55008749, and CONICYT fellowship
21191925,



Congreso

CP3-02
Evaluation antimicrobial activity of Cynara scolymus purified extracts

Alejandra Arancibia®, Carmen Soto-Maldonado?, Carolina Astudillo-Castro3, Valentina Mondaca-Canelo?,
Claudia Altamirano-Gomez*, Maria Elvira Zuniga-Hansen?, Andres Cordova3

(1) Escuela de Ingenieria Bioquimica, Facultad de Ingenieria, Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso
(2) Centro Regional de Estudios en Alimentos Saludables

(3) Escuela de Ingenieria de Alimentos, Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso

alejandra.arancibia.d@gmail.com

Cynara scolymus solid wastes are rich in phenolic compounds such chlorogenic (CGA), quinic (QA) and
caffeic acids (CA), which are reported as antimicrobials. Therefore, its revaluation through the production
of extracts that could contain these phenolic compounds is interesting for environmental aspects as well
as microbiological. Several solvent based extracts from Cynara scolymus or its parts have been tested for
antimicrobial effect. But it is usually reported that the extracts still contain solvents such as ethanol or
methanol which are well known for their antiseptic properties. This fact, poses a question: If the solvent is
complete removed, Have the purified extracts from the artichoke solid wastes antimicrobial effect? The aim
of this work was to evaluate the effect of a purified extract on 6 microorganisms to evaluate its antimicrobial
effect. The microorganisms tested were: Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus,
Proteus Sp., Micrococus Sp. and Listeria monocytogenes. The extract was produced by hydroacoholic
extraction at 45°C; then the solvent (ethanol) was removed in rotary vaccum equipment, and the aqueous
part was lyophilized. The purified extract was dissolved in the growth media used. The purified extracts were
tested on the 6 strains and several controls were run. Control 1: Growth medium without extract; Control 02:
Growth medium plus ethanol 1% and extract; and Control 03: Growth medium plus ethanol 10% and extract.
The extract shows a positive effect in the growth of Escherichia coli (16.4%) and Micrococus Sp. (27.2%); in
fact, an effect as growth factor was observed instead antimicrobial effect reported in the literature. No
significant effect was observed in the growth of Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Proteus
Sp. and Listeria monocytogenes. Control 02 and control 03 showed an inhibitory effect on all strains. Hence,
the presence of at least 1% of ethanol in the extract is enough for attributing an antimicrobial effect to any
extract. Therefore, there is a methodology concern about the presence of solvents during the antimicrobial
effect evaluation.
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El lipido A es uno de los componentes del lipopolisacarido (LPS) de las bacterias Gram negativo, siendo el
componente bioactivo de la molécula. Existen diversas enzimas que modifican el lipido A en respuesta a las
variaciones ambientales que enfrenta la bacteria. En Salmonella, las proteinas LpxR, PagP y PagL alteran
el nUmero de grupos acilo que presenta el lipido A, mientras que LpxO cataliza la hidroxilacion de uno de
estos grupos. Estas modificaciones pueden alterar la resistencia a péptidos catidnicos antimicrobianos y
la capacidad inflamatoria del LPS, afectando la virulencia de la bacteria en modelos convencionales de
infeccion. No obstante, este fendmeno no se ha estudiado en modelos no convencionales de infeccion, como
Danio rerio (pez cebra). El uso de larvas de D. rerio se ha descrito como un modelo de infeccidn alternativo
para diversas enterobacterias, tales como Salmonella Typhimurium. Su transparencia en este estado de
desarrollo permite visualizar la localizacion del patégeno y su interaccion con diferentes tipos celulares,
como macrofagos o neutrdfilos, mediante microscopia de fluorescencia. El objetivo de este trabajo fue
determinar el efecto de las modificaciones del lipido A sobre la virulencia de Salmonella Enteritidis mediante
el uso del pez cebra como modelo hospedero. Para esto, se realizaron ensayos de infeccion de larvas de 3
dias post fertilizacion, estadio en el que sélo se encuentra desarrollado el sistema inmune innato, con las
mutantes AlpxR, AlpxO, ApagP y Apagl de S. Enteritidis. Se determinaron distintos parametros fisioldgicos
(respuesta al tacto, ritmo cardiaco y flujo sanguineo) y la supervivencia de las larvas durante 5 dias post
infeccion. Nuestros resultados en este modelo de infeccion mostraron que las mutantes AlpxR, AlpxO y
Apagl presentan un fenotipo hipervirulento, mientras que la mutante ApagP resulto ser hipovirulenta, en
comparacion a la cepa silvestre. Ademas, mediante microscopia de fluorescencia se estudid la localizacion
de las bacterias y el reclutamiento de neutrofilos a diferentes tiempos de infeccion. Los resultados indican
que la modificacion de la estructura del lipido A afecta la virulencia de S. Enteritidis cuando infecta pez
cebra, al igual que lo observado en los modelos convencionales.
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Microsorum scolopendria (MS) is a fern developed on the island of Rapa Nui, this is used to treat a variety of
ailments, some of these caused by pathogens, such as epithelial problems caused by common opportunistic
pathogens of the epithelial microbiota. Many of these biological effects have been attributed in other plant
species to the polyphenol content (Cushnie TPT.,, et al 2007, Engels C., et al 2011, Hirasawa M., et al 2004).
Given the medicinal use that the population of Rapa Nui has given to MS, our research objective was to
characterize the biochemical components in leaf and rhizome of MS; evaluate its antioxidant capacity and
antimicrobial properties in epithelial pathogens such as Staphylococcus aureus. Initially we worked with six
different extracts of leaf and rhizome (based on hexane, ethyl acetate and methanol). After the sensidisc
tests, it was limited to working with the extracts based on hexane and ethyl acetate. The content of molecules
of interest was evaluated by HPLC coupled to MS/MS and quantification of secondary metabolites by RP-
HPLC. Turbimetry tests were carried out to evaluate the viability of the microorganisms to the different
extracts and only a viability was obtained under 70% when exposed to leaf extracts made based on ethyl
acetate and rhizome based on hexane. The antioxidant capacity was evaluated by DPPH, ORAC and FRAP,
obtaining that all MS extracts have a high antioxidant capacity. The results obtained are promising for
the isolation of the major components found in MS and in this way evaluate the antimicrobial capacity on
epithelial pathogens.
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The human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) genomic mRNA harbors an internal ribosome entry site
(IRES) withinits 5" untranslated region (HIV-1IRES). HIV-1IRES requires IRES transacting factors (ITAFs). The
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 (hnRNP A1) is a known ITAF for the HIV-1 IRES, stimulating its
activity. In this study, we evaluated the impact of post-translational modifications on the ability of hnRNP
A1 to promote HIV-1 IRES activity. A dual-luciferase plasmid harboring the sUTR of the HIV-1 mRNA was
co-transfected in HEK 293T cells with plasmids encoding for a hnRNP A1-HA wild type or mutant protein
at phosphorylation or methylation sites. Results show that hnRNP A1 phosphorylation/phosphomimetic
mutants S4A/D, S6A/D and Sigg9A behave as wild type hnRNP Az stimulating HIV-1 IRES, while the
phosphomimetic mutant S199D exhibited a reduction in its ability to stimulate HIV-1 IRES. Next, we focused
on PRMTs5-associated methylations of hnRNP Az, finding that mutant R218/225K exhibits a reduced level of
stimulation of the HIV-1 IRES when compared to WT hnRNP A1. Consistent with this observation, inhibition
of the PRMT5-methyltransferase activity decreases the activity of the HIV-1 IRES. We conclude that hnRNP
A1 post-translational modifications, modulate the ability of the protein to act as an ITAF for the HIV-1 IRES.

Work funded by FONDECYT 1170590; Pog/016-F de la Iniciativa Cientifica Milenio. Aldo Barreraisa CONICYT
Doctoral Fellow.
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Introduccion: El incremento de la actividad comercial en la industria acuicola ha generado beneficios para
este sector, sin embargo, también ha llevado consigo la aparicion y transmision de enfermedades entre los
peces, provocando pérdidas econdomicas y danos al medio ambiente, por lo que se hace necesario buscar
nuevas herramientas para el control y tratamiento de estas patologias. En trabajos anteriores se evaluo
la capacidad inmunoestimulante del flavonoide Alpinona y su efecto sobre los niveles de transcritos de la
citoquina antiviral IFNaa en salmon del Atlantico. Los resultados mediante RTqPCR mostraron que Alpinona
incrementa significativamente los niveles de transcritos de IFNoaa en el rindn del salmon, lo que sugiere que
este compuesto podria inducir un estado antiviral. En este trabajo, se muestran los resultados obtenidos
al evaluar el efecto inmunoestimulante/antiviral de Alpinona. Metodologia: Células de rindn anterior
de salmon del Atlantico se trataron con 15ug/mL de Alpinona. Utilizamos como control negativo células
sin tratamiento y células tratadas con DMSO, disolvente del compuesto. Después de 8, 24 y 48 horas de
tratamiento con Alpinona, se realizd la extraccion total de RNA de los cultivos, la sintesis de cDNA de las
muestras y se analizaron los niveles de transcritos como MX, IFNaz, IRF3, MDA-5, TLR3, TLRg y RIG-I por
PCR en tiempo real. Ademas, se evalué la actividad antiviral in vitro de Alpinona contra IPNV midiendo
carga viral por PCR en tiempo real. Resultados: El flavonoide Alpinona aumenta los niveles de transcritos
del factor de transcripcion IRF-3, la citoquina IFN-az1, la proteina antiviral Mx, el receptor RIG-1 y MDAGg,
mientras que los receptores TLR3 y TLRg no presentan cambios en los niveles de transcritos con respecto al
control. Ademas, los cultivos incubados con Alpinona por 24h y luego infectados con el virus IPN muestran
una disminucion de la carga viral significativa a las 72h post infeccidon con respecto al control. Conclusion:
El flavonoide Alpinona aumenta los niveles de transcritos de genes involucrados en la respuesta inmune
antiviral innata y disminuye la carga viral contra IPNV, proponiendo a este flavonoide como un potencial
candidato para ser utilizado como agente antiviral para el tratamiento de enfermedades en peces.

Fondecyt 11170984, Fondecyt 1180265, Proyecto USA1955.
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La industria farmacéutica ha experimentado un alza en el mercado de productos probidticos debido a
un aumento de su utilizaciéon como productos coadyuvantes y para estimular el sistema inmune. Estos
resultados comerciales han impulsado al desarrollo de nuevos productos basado en la utilizacion de
microorganismos. El objetivo fue evaluar la funcionalidad probidtica de cepas aisladas de origen animal.
Para esto, se aislaron diferentes cepas provenientes de leche de distintos animales en caldo MRS a pH 3y
se caracterizaron. Luego, se realizaron ensayos in vitro para evaluar su inocuidad mediante la deteccion de
hemolisinas y gelatinasas asi como tambien un perfil de resistencia. Ademas, se evaluo el efecto que poseen
contra las cepas patdgenas E. coli ATCC 25922 y Salmonella enterica ATCC 13076. Por Ultimo, se evalud
la adherencia de las cepas a células epiteliales del tracto gastrointestinal humano (CACO-2 y HT-29). Se
aislaron 10 cepas diferentes en MRS, 5 cocos gram-positivos y 5 bacilos gram-positivos, solo 2 cocos fueron
catalasa positivos, el resto fueron catalasa negativos. Todas las cepas fueron negativas a la prueba de la
gelatinasa y hemolisinas. Los resultados sobre |a resistencia a antibidticos fueron variables, dado a que una
cepa presento resistencia a un antibidtico (Vancomicina) mientras que otras presentaron resistencia a seis
antibidticos (Ciprofloxacino, Amikacina, Vancomicina, Gentamicinay Eritromicina). En cuanto a la inhibicion
de cepas patdgenas, utilizando el criterio de gaudana, las células de dos tenian un pequefio efecto, el resto
tuvieron un gran efecto. Al mezclar las células CACO-2 y HT-29 se puede observar adherencia bacteriana
en todas las cepas. La cepa 2 y 5 fueron las que obtuvieron mejores caracteristicas de funcionalidad y
seguridad por lo tanto se envid a secuenciar el genoma completo a INDEAR. Ambas cepas corresponden
a Lactobacillus plantarum TUCO-2 y Lactobacillus brevis TUCO-5A. En base a estos resultados estas cepas
pueden ser potencialmente utilizadas para el desarrollo de un producto probidtico.

Laboratorio Pasteur S.A.
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Piscirickettsia salmonis es una bacteria intracelular facultativa pleomdrfica, Gram negativo con un diametro
de 0,2 a 1,5 pm, este patdgeno causa la infeccion denominada septicemia ricketsial del salmon (SRS), la
cual afecta principalmente a salmonidos como trucha arcoiris, salmon coho y salmon del atlantico, dichas
especies son producidas por la industria de la salmonicultura chilena. P. salmonis cuenta con diversos
mecanismos para evadir tanto el sistema inmune de sus hospederos como los tratamientos con antibidticos,
uno de estos mecanismos es la capacidad que tiene la bacteria de producir biopeliculas. Las biopeliculas
son comunidades bacterianas que favorecen la persistencia dentro de su hospedero como en el medio
ambiente o en materiales organicos, dicha biopelicula entrega las condiciones necesarias para protegerlas
de agentes externos, como la falta de nutrientes, exposicion a agua de mar, exposicion a antibioticos; por
lo que las biopeliculas son un mecanismo importante para la persistencia de P. salmonis en el ambiente.
Para investigar este mecanismo se sometio a diversos estudios P. salmonis cepa Austral-oos (AUSo05), la
cual fue crecida en diferentes concentraciones de antibidticos (Oxitetraciclina y Florfenicol) para evaluar
la formacion de biopeliculas. Para evaluar la supervivencia y la adhesion a materiales organicos, se crecio
dicha cepa en conchas de chorito (Mytilus) a diferentes tiempos y se vio mediante microscopia electrdnica la
adhesion a las conchas, en paralelo, algunas conchas con bacteria fueron colocadas en agua de mar estéril a
diferentes tiempos y después se procedio a resembrar las conchas en agar para evaluar la supervivencia de
las bacterias, reflejado en la proliferacion en el agar. En todos los experimentos se prepararon muestras para
analisis por qPCR contra genes relacionados con la formacion de biopelicula (cheZYA, csrA, luxRS). De los
experimentos se concluye que la biopelicula es vital para la supervivencia de la bacteria frente a condiciones
de estrés, evidenciandose en el aumento de la expresion de los genes estudiados, como en la visualizacion
de la biopelicula en las conchas.
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Campylobacter has rapidly emerged as the leading cause of acute gastroenteritis worldwide with C. jejuniand
C. coli as the most prevalent species that cause disease. In this context, defining the population structure,
clonal complexes responsible for human disease, antimicrobial resistance (AMR) profiles and presence of
virulence markers of pathogenic Campylobacter is of the outmost importance. Determining these will help
to both understand the epidemiology of this pathogen in human health as well as to implement effective
and integrated control systems to reduce human exposure to Campylobacter. Despite this relevance, there is
very little information regarding the epidemiology of Campylobacter spp. in Chile. Therefore, we sequenced
a selected group of C. jejuni strains collected from human stools of patients with gastrointestinal disease at
“Clinica Alemana de Santiago”, Chile. The initial genetic characterization of these strains was done by an in
silico multilocus sequence typing (MLST). The population structure was determined by a core genome MSLT
(cgMLST) analysis. MLST analysis of 37 C. jejuni genomes showed that the strains belonged to 22 (15 known
and 7 new) different sequence types (STs). Thirty-two of them belonged to eight known clonal complexes
(CCs). CC-21 was the most diverse while CC-48 and 52 were the most clonal CCs. The most predominant STs
found in the study were ST-1359 (7), ST-475 (4) and ST-52 (4). Interestingly, these most prevalent STs are
different from the STs reported previously in Chile, including 7 novel STs not identified in previous studies.
Additionally, members of CC-828 (ST-1173 and ST-829) clustered distant from the remainder 6 different
genetic clusters identified in the study. Strains belonging to the same ST were isolated in both years (STs2,
ST1359, ST475), suggesting common source. cgMLST analysis also showed that some strains isolated in
2018 and 2017 were undistinguishable (5T-1359), suggesting clonality and perhaps belonging to the same
on-going outbreak. In conclusion, the results of this study revealed a notable diversity of C. jejuni strains
circulating in Chile and re-enforced the importance of using advanced genomic approaches with better
resolution than classical methods such as MLST and PFGE.

HHMI IRS 55008749
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While evolutionary histories have been deciphered for several complex ecological traits, the origins of
Natural Products (NPs) biosynthesis remain poorly understood. NPs are derived from secondary metabolism
pathways synthesized by the so-called Biosynthetic Gene Clusters (BGCs), whose genes are physically
clusteredtogetheralong genomes. Altogether, they encode for the production of a chemically related family
of specialized metabolites in a multi-modular coordinated fashion. In spite of the major contribution of the
-omic era for revealing the untapped potential of microorganisms to harbour these pathways, along with
the ultimate bioinformatic advances for the detection and prediction of NPs, scarce knowledge is provided
regarding the evolution patterns modeling BGCs structure and distribution. As NPs are crucial for providing
the unsurpassed resource of chemical scaffolds for the drug discovery field to overcome multi-resistance
pathogens, to study the evolutionary forces driving these processes is fundamental to gain insights into the
understanding of their production, in addition, to add knowledge into their genetic pathway elucidation.
Therefore, we developed a robust comparative genomics pipeline for the analyses of non-ribosomal peptide
synthetase (NRPS) pathways. To begin with, NCBI available high-throughput data was filtered applying
biological criteria in order to avoid redundant entries, resulting in 110 high-quality genomes; 1,891 BGCs
and 717 NRPSs. A BGC similarity network was performed, revealing different patterns of evolution for the
several NPs categories, where 44 Gene Custer Families (GCFs) were retrieved for NRPSs. Although some of
them showed a closed and well-defined pattern of evolution, most of them are still in a dynamic process
of gene expansion and recruitment events, presenting a phylogenomic-dependent pattern. An in-depth
comprehensive analysis through CORASON was performed to a selected BGC involved in the production
of a chloramphenicol-related antibacterial compound, which revealed a unique distribution of the tight
coordination between two well-conserved sub-clusters derived from primary metabolism, with three main
biosynthetic NRPS genes which contribute to adding major diversity given by two specific non-canonical
domains. Overall, through comparative genomics of NRPSs, our data revealed key biosynthetic genes
driving chemical diversity, suggesting unprecedented insights into the evolution paradigms for NPs BGCs.

Fondecyt Regular N° 1171555 (B.C), CONICYT PIA ACT172128 Proyecto GAMBIO (B.C.), Fondecyt Postdoc
N° 3180399 (A.U)
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Introduction. Human Noroviruses are the main non-bacterial etiological agents that cause acute
gastroenteritis, generating a high rate of morbidity with fatal cases around the world. These viruses affect
all age groups, especially children under 5 years old and immunocompromised persons, causing a great
economic burden in the health system and the food industry.Noroviruses belong to the Caliciviridae family,
which are classified in 7 genogroups (GI- VII). The GI, Gl and GIV infect humans, being the Gll.4 the most
prevalent genotype worldwide. The non-structural polyprotein of these viruses, encoded by ORFz, are
cleaved into 6 minor proteins. In addition, ORF2 and ORF3 encode to the structural proteins VP1 and VP2,
respectively, Currently, there is not a commercial vaccine against these viruses. Candidate vaccines have
been developed mainly based on the VP1 viral capsid protein in a Virus-Like-Particle format. However, these
approaches have not shown long-term immunity. In this study, we propose an improved strategy focused
on the study of conserved regions of proteins of the Gll.4 noroviruses with immunogenic capacities for the
design of a vaccine candidate. Aims. Predict immunogenic targets within conserved regions of proteins of
different variants of the Gll.4 noroviruses. Methods. The methods used focused on a bioinformatics approach
for the prediction of immunogenic targets within proteins of different variants of the Gll.4 noroviruses. In
addition, the selected epitopes were tested for their immunogenic capacity and their inability to induce
allergic and autoimmune reactions. Results. Immunogenic targets within conserved regions of different
Gll.4 norovirus proteins were predicted. Discussion. The predicted immunogenic targets were analysed
to induce cellular and humoral immune responses, which have been selected to be included in the design
of a vaccine candidate against the Gll.4 noroviruses. This vaccine prototype will be further tested for the
induction of immunogenicity in an animal model.
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Xanthophyllomyces dendrorhous es una levadura de interés biotecnoldgico por su capacidad de sintetizar
de novo el carotenoide astaxantina. La produccion de este metabolito esta sujeta a represion catabdlica
mediada por glucosa, donde los genes CYC8y TUP1 estan involucrados en el proceso. Previamente nuestro
grupo reporto el efecto del uso de fuentes de carbono alternativas a la glucosa y de las mutaciones de cada
uno de estos genes reguladores en el metabolismo de carbohidratos. El objetivo de este trabajo fue analizar
globalmente y comparar los efectos de la represion catabdlica a nivel protedmico en una cepa silvestre
diploide y sus mutantes cyc8" y tupz™. Para ello, se utilizé protedmica cuantitativa (ITRAQ8) para estudiar
los cambios de la cepa silvestre cultivada en maltosa y succinato y de las cepas mutantes cyc8" y tupz
I en glucosa, respecto a la cepa silvestre en glucosa. Las proteinas diferencialmente abundantes (DAPs)
fueron anotadas mediante Gene Ontology y KEGG Orthology. El analisis de enriquecimiento funcional
mostro que el proceso metabolico de carbohidratos esta significativamente enriquecido en las DAPs mas
representadas en la cepa silvestre en ambas fuentes de carbono y en ambas mutantes en glucosa, mientras
que los procesos metabdlicos de aminoacidos y vitaminas estan significativamente enriquecidos solo en
las DAPs menos representadas en las fuentes de carbono. El perfil de abundancia relativa de las DAPs
asociadas a cada categoria funcional muestra concordancia tanto en la cepa silvestre en ambas fuentes de
carbono como en las mutantes en glucosa. Esto indica que la delecion de los genes estudiados restituye en
forma parcial el efecto del uso de fuentes de carbono alternativas a la glucosa, sugiriendo la participacion
de otros componentes en el mecanismo de represion catabolica en X. dendrorhous. En conclusion, en esta
levadura existe convergencia entre los efectos asociados al uso de fuentes de carbono alternativas a la
glucosay a la mutacion de los genes reqguladores CYC8y TUP1, que a nivel global involucran procesos como
el metabolismo de carbohidratos, aminoacidos y lipidos, entre otros.

FONDECYT 1180520. Beca PEEI, Facultad de Ciencias, U. de Chile.
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La mastitis bovina es una de las infecciones bacterianas mas prevalente del sector ganadero, afectando
de manera cuantiosa a la industria agropecuaria. Se ha descrito que las bacterias del género Pseudomonas
son unas de los principales patdogenos que participan en esta infeccion, siendo la formacion de biofilm el
principal mecanismo de virulencia. Ademas, se ha evidenciado la presencia de cepas multiresistentes a
antibioticos (AB) aisladas desde vacas infectadas. Es por esto, que es relevante evaluar el uso de moléculas
alternativas antimicrobianas para el control y tratamiento de la mastitis bovina. Hemos fabricado mediante
gelificacion inotropica, nanoparticulas de quitosano (NQo), obtenido mediante desacetilacion alcalina
de la quitina. Las NQo, presentaron una estructura esférica de ~60 nn, las propiedades fisicoquimicas de
la formulacion de NQo mostraron una viscosidad cinematica de 1,1 (mmz2/s), Tension superficial de 73,2
(mN/m), un Radio Hidrodinamico de 310,4 nm, una carga superficial de +49,9 (mV)y un PDI de o,4. Estas
NQo, fueron enfrentadas, a cepas de Pseudomonas spp aisladas y caracterizadas desde muestras de
leche de vacas diagnosticadas con mastitis clinica, para evaluar su capacidad antimicrobiana (CAM). La
concentracion inhibitoria minima de las NQo fue de 200 pg/mL. Utilizando concentraciones subletales de
NQo, evaluamos la formacion de biofilm in vitro en Pseudomonas CIAB mediante distintos analisis, en donde
es evidenciado que esta concentracion (50 pg/mL) permite la disminucidn del 75% del fenotipo respecto al
control sin tratamiento. Ademas, se caracterizo la formacion de biofilm calculando el OD cut off, donde la
bacteria cambid de formador fuerte de biofilm disminuyendo a moderado. Por Ultimo, al evaluar la expresion
de genes asociados a la formacion de biofilm y Quorum Sensing se encontré una disminucion importante
en veces de cambio de expresion. Estos hallazgos indican que el uso de nanoparticulas de quitosano puede
contribuir en el desarrollo de una potencial herramienta antimicrobiana en la industria agropecuaria.
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El género Pseudomonas esta constituido por bacterias aerdbicas Gram negativas en forma de bacilos,
motiles, las cuales son residentes de diversos entornos, y poseen un importante papel ecoldgico. Si
bien, algunas especies son patdgenos oportunistas de plantas y animales, la mayoria de las especies son
comensales, e incluso beneficiosas, como rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR por sus
siglas en inglés). La cepa M7D1" se aisléd de muestras de la rizosfera de plantas del desierto florido en la
region de Atacama ubicada en el norte de Chile utilizando el medio de cultivo carente de nitrogeno Burnk-
N-free y posteriormente, fue cultivada de forma rutinaria en medio LB. Mediante pruebas microbioldgicas
clasicas, y los perfiles bioquimicos obtenidos con API20NE, API-ZYM y VITEK®, M7Da" fue identificada como
Pseudomonas perteneciente al grupo de Fluorescens. El analisis filogenético de los genes 16S RNA, gyrA,
rpoB y rpoD mostrd que esta cepa bacteriana pertenece a una potencial nueva especie de Pseudomonas,
dentro del grupo de Fluorescens, subgrupo Koreensis. Adicionalmente, se realizé la comparacion genomica
determinando el ANI (Average Nucleotide Identity) con las especies de dicho grupo, observando que
Pseudomonas moraviensis LMG 24280 presentd el valor de identidad mas alto (92,87%), inferior al 94%
establecido para clasificar dos cepas dentro de una misma especie. En base a estos resultados, se propone
la existencia de una nueva especie de Pseudomonas, para la cual se propone el nombre Pseudomonas
atacamensis (a.ta.cam.en’sis. N.L. masc. adj. atacamensis perteneciente al desierto de Atacama, donde
la cepa tipo M7D1' fue aislada). Para estudiar la patogenicidad en plantas, se aplicé el esquema LOPAT
(produccion de Levan, Oxidacion, pudricion suave de la Papa, dihidrolasa de Arginina, hipersensibilidad al
Tabaco), donde M7D1" mostro un perfil atipico, no coincidente con una bacteria fitopatdgena. Al analizar el
genoma de M7D17, se observo la presencia de genes asociados a actividad PGPR, la presencia de estos genes
y las actividades fenotipicas evaluadas in vitro, asi como su capacidad antifungica contra el fitopatogeno
Botrytis cinerea sugieren que puede existir una interaccion beneficiosa entre planta y el microorganismo,
ofreciendo incluso una alternativa biotecnoldgica para promover el crecimiento vegetal.

Beca doctoral Universidad Autonoma de Chile, FONDEF ID17Aloo7 y ID17l10094
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La astaxantina, pigmento de interés biotecnoldgico es producido de forma natural por la levadura
Xanthophyllomyces dendrorhous. Se han identificado diversos mecanismos que regulan su sintesis como la
fuente de carbono y represion catabdlica. En este estudio se realizé un analisis de protedmica cuantitativa
iTRAQ con el fin de contrastar la influencia de la fuente de carbono fermentable (glucosa y maltosa) y no
fermentable (succinato) en la cepa silvestre y cepas mutantes del represor MIG1 y los correpresores CYC8
y TUP1. Las proteinas identificadas fueron clasificadas funcionalmente en la base de datos KEGG y se
determind su abundancia diferencial (DAPs) con respecto a la cepa silvestre. Se observé un mayor efecto
a nivel de DAPs en la mutante cyc8-/- (10% de las proteinas identificadas) comparado a lo observado en
las mutantes migz-/-(2%) y tup1-/-(3%). En particular se observd para la cepa mutante del gen CYC8 que la
enzima invertasa y algunas proteinas de oxidoreduccion estaban aumentadas durante el crecimiento en
las 3 fuentes de carbono estudiadas. Al realizar el analisis pareado se observo mayor similitud de DAPs en
medio con glucosa y maltosa, que con succinato. Asi, en las fuentes fermentables se observé aumento de
DAPs relacionados con proteinas asociadas al metabolismo de carbohidratos (como piruvato decarboxilasa
y citrato sintasa), energético y oxidoreduccion. Indicando un efecto a nivel de los pasos finales de la
glicolisis y TCA. De otro lado, en la fuente de carbono no fermentable, se observd disminucion de DAPs
de proteinas de metabolismo de carbohidratos en las rutas de glicolisis, pentosa fosfato y asimilacion de
fuentes alternativas de carbono como la maltasa y galactosidasa. Se observa ademas aumento de DAPs
de enzimas de TCA y respiracion, lo que sugiere el flujo activo de succinato. En resumen, estos resultados
indican que se presenta un mayor efecto a nivel del proteoma en la mutante del gen CYC8y la adaptacion
metabdlica evidenciada en las DAPs sugiere un papel principal del correpresor CYC8 en la regulacion por
represion catabolica. Ademas, se observo correspondencia en las DAPs respecto a la activacion de las vias
de asimilacion de las fuentes de carbono estudiadas.

Fondecyt 1180520. Proyecto Institucional UCH 1566 Estadia Posdoctoral Internacional 2019 a CPM y Beca
PEEI, a SC., Facultad de Ciencias, U. de Chile.
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La enfermedad renal crénica (ERC) corresponde a una patologia que afecta la estructura y funcion del
rindn. Chile es el noveno pais con mayor prevalencia de esta enfermedad y nUmero 17 dentro de los paises
con mayores tasas de incidencia. Las estrategias mas efectivas para evitar su progresion son la dialisis y el
trasplante de rindn. Otra estrategia promisoria es la disminucion de las moléculas de retencion urémica
(MRUs) mediante probioticos. Dentro de éstas se encuentra Indoxil Sulfato (IS), molécula estrechamente
relacionada con la progresion de la ERC. Objetivo: El objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad de
disminuirlSdelacepal. acidophilus6czenmodelomurino. Materialesy métodos: Se utilizaronratasSprague
Dawley con masa renal reducida (5/6) mediante nefrectomia, divididas en 3 grupos, las nefrectomizadas sin
tratamiento (Nef), nefrectomizadas con tratamiento (Lac)y como control ratas sometidas a estrés quirurgico
pero sin nefrectomia (C). El probiotico fue liofilizado en una matriz de 4% Inulina y FOS, y se administrd
diariamente durante 16 semanas. Se tomaron muestras sanguineas al inicio y al final del experimento para
evaluar el Hematocrito, Creatinina e IS, ademas se tomaron muestras renales para Histologia. Resultados:
Se evidencio un aumento del 60% de Creatinina respecto al inicio del experimento para el grupo Nef, 60%
para el grupo Lac y de un 11% para el grupo C, mientras que para el caso de IS aumentd un 29% para el
grupo Nefy 4,3% para el grupo C, en el caso del grupo Lac observd una disminucion de un 12%. En el analisis
histologico para el grupo C no se observéd colageno, mientras que para el grupo Nefy Lac si se evidencio, sin
embargo, en el grupo Lac en menor medida. Conclusion: Los datos sugieren que la cepa L. acidophilus 6c3
es capaz de disminuir IS en sangre y puede ser potencialmente utilizada para disminuir la progresion de la
ERC.

Este proyecto fue financiado por Laboratorio Pasteur S.A.
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El objetivo de este trabajo fue detectar la presencia de bacterias acido lacticas en leche, queso Poro y suero
distribuidos en Tenosique, Tabasco, México, a partir de técnicas de secuenciacion masiva de segunda
generacion. Se colectaron muestras de leche sin pasteurizar, queso Poro y suero (n=4) en establecimientos
que elaboran queso de formaartesanal, durante latemporadade secas (febrero-abril, 2019). La extraccion del
ADN total se obtuvo con un kit comercial, siguiendo lasindicaciones del fabricante. Serealizé laamplificacion
de una porcion del gen 16S ribosomal con cebadores universales para bacterias. La secuenciacion masiva se
desarrollé con el equipo de /llumina MiSeq, la cual produjo archivos FASTQ con un desplazamiento de phred
de +33. Se utilizo el software FastTree para la alineacion de secuencias multiples finales y una base de datos
genéticos. Asi como, la plataforma Krona para la visualizacion del analisis taxondomico de la biodiversidad
microbiana. En la leche se identifico principalmente: Streptococcus sp, Lactococcus raffinolactis, Lactococcus
lactis, Leuconostoc mesenteroides y Lactobacillus delbrueckii. En el queso Poro las especies mayormente
detectadas fueron: Streptococcus thermophilus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus sp, Streptococcus sp,
Lactobacillus brevis. En el suero solo se observo la presencia de Lactobacillus helveticus. Este estudio permitio
identificar grupos microbianos caracteristicos o nativos con potencial probiotico, por su efecto en la salud
gastrointestinal, control de la placa bacteriana, bacteriostatico, entre otros y, potencial biotecnoldgico,
por ejemplo: productores de bacteriocinas, acido lactico, acido acético, etanol, CO_, diacetilo y benzoato.
Estos resultados pueden coadyuvar a la estabilizacion de un cultivo iniciador bacteriano, para elaborar el
queso Poro con leche pasteurizada, sin que pierda sus caracteristicas organolépticas que agradan a los
consumidores de la region de los Rios, Tabasco, México.

Programa de Fortalecimiento de Cuerpos Académicos, Convocatoria 2018 (UJA-247-CA). PRODEP-
Subsecretaria de Educacion Superior. México.



Congreso

CP3-18

Effect of antibiotic treatment on the formation of persister-like cells in the gut microbiota bacterium
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Gut microbiota (GM) plays an important role in host health contributing in process like energy harvest from
food, development and maintenance of immune system and pathogen growth inhibition. GM is affected
by several external factors, as lifestyle and antibiotic consumption, which produce differences on bacterial
diversityand abundance. R. intestinalisis aGram-variable, strict anaerobic bacterium of the GM with potential
uses as probiotic. Abundance of this bacteria changes in some diseases related to colon inflammation and
can be affected for many factors as diet and antibiotic consumption. For example, it has been demonstrated
that in patients under ciprofloxacin treatment the abundance of Roseburia genus increase. Persister cells are
dormant variants of bacteria generated stochastically in a population with a temporary antibiotic-tolerance
phenotype in which genetic changes are not involved. These bacteria are a small fraction of the cultures
and are relevant in infections with pathogenic bacteria. Here we evaluate the persister cells generation in
R. intestinalis using ciprofloxacin. First, we determine the ciprofloxacin minimum inhibitory concentration
(MIC) for R. intestinalis strain L1-82, after we exposed a stationary phase culture to a lethal 10-fold higher
MIC concentration and live cell counts were determined since o to 24 h. Next, the medium with antibiotic
was removed by centrifugation and the pellet was resuspended in fresh medium to set up a new overnight
culture which was re-exposed to 10-fold MIC concentration and live cell were counted. At the end of the
experiment MIC was determined for the antibiotic treated culture. We determined the MIC for ciprofloxacin
in YCFA medium, 10 pg/ml, and when we exposed R. intestinalis to 100 pg/ml we observed a persister-
like phenotype that was not due resistant cells as MIC was the same than the initially determined for this
bacterium, 10 pug/ml. Also, we found that less than 0.1% of the initial culture could be persister-like cells. We
conclude that R. intestinalis can generate persister-like cells in vitro that tolerate 100 pg/ml ciprofloxacin
concentration.

Millennium Science Initiative, Ministry of Economy, Development and Tourism of Chile under Grant
*Millennium Nucleus in the Biology of the Intestinal Microbiota”; Reqular Fondecyt #1171397
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Acumulacidn de poli-3-hidroxibutirato (PHB) en cultivos por lotes de Azotobacter vinelandii a
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Azotobacter vinelandii es una bacteria Gram-negativo, aerobia obligada, capaz de crecer en diazotrofia,
y productora de poli-3-hidroxibutirato (PHB), un polimero intracelular biodegradable con propiedades
similares a los plasticos derivados del petrdleo. La acumulacion de PHB en A. vinelandii se favorece en
condiciones de limitacion por oxigeno. El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de la velocidad
de agitacion sobre la limitacidon de oxigeno y la acumulacion de PHB en cultivos por lotes de A. vinelandii.
Los cultivos se realizaron en biorreactores de 3 L (1,5 L vol. Util) en un medio con sacarosa, como fuente de
carbonoy energia, y en condiciones de diazotrofia, a 30°Cy pH 7. Los cultivos se realizaron a 450y 600 rpm,
con aireacion de 1.5 L de aire por minuto. La tension de oxigeno disuelto (TOD) fue monitoreada durante los
cultivos. La biomasa se determinod gravimétricamente, la sacarosa por el método del acido dinitrosalicilico,
el PHB por hidrdlisis acida-HPLC-UV. Se observo que, laTOD se mantuvo cercana a cero durante el periodo
de crecimiento celular, lo cual determind una condicion de limitacion por oxigeno. Ademas, a una mayor
velocidad de agitacion (6oo rpm) la TOD alcanza valores cercanos a cero luego de 12 h de cultivo, mientras
que a una menor velocidad de agitacion (450) rpm solo se requieren 8 h para alcanzar dichos valores. La
sintesis de PHB solo se inicia una vez que los cultivos alcanzan una TOD cercana a cero, dado que, en estas
condiciones y en exceso de la fuente de carbono, se incrementan las concentraciones intracelulares de
NADH por la inhibicion de algunas enzimas del ciclo de los acidos tricarboxilicos, favoreciendo la sintesis
de PHB, a partir del acetil-CoA acumulado, mediante 3 reacciones enzimaticas. A una menor velocidad de
agitacion, se acumuld mas PHB, alcanzando 35% a 450 rpm y 21% a 600 rpm. Asimismo, cuando la TOD se
incremento (desde o a 9o%), producto del cese del crecimiento celular, la produccidon de PHB disminuyd
considerablemente. En conclusion, la produccion y degradacion del PHB en A. vinelandii es afectada por los
niveles del oxigeno del medio.
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En organismos eucariontes, la mayoria de los ARNm maduros presentan una cola poli-A unida al extremo
3'que contribuye en la estabilidad y la traduccidn. Por este motivo, la remocion de esta cola poli-A (proceso
denominado deadenilacion) constituye la primera etapa en la degradacion. A su vez, esta deadenilacion
consta de dos fases cinéticas la primera mediada por el complejo Poli-A 3"-5" exonucleasa (PAN) y la segunda
regulada por Ccr4-Not. Estos complejos, junto al resto de las enzimas que participan en la degradacion del
ARNmMm, forman cuerpos citoplasmaticos denominados cuerpos de procesamiento o P-bodies. Posterior a la
infeccion VIH-1, la célula gatilla una respuesta inmune vigorosa, deteniendo la traduccion y ensamblando
nuevos P-bodies creando un ambiente desfavorable para la replicacidn viral. Sin embargo, HIV-1 es capaz
de eludir esta respuesta, evitando que su genoma de ARN(+) sea degradado por mecanismos que no se han
estudiado completamente. El objetivo de este trabajo fue evaluar el rol del complejo de deadenilacion PAN
sobre los niveles la traduccion de la proteina estructural Gag y del genoma viral. En esta oportunidad, se
expone que la sobreexpresion de la subunidad catalitica del complejo PAN (PAN2) contribuye a la traduccion
de Gag, no asi la subunidad regulatoria PAN3. En cambio, los niveles de genoma viral no se alteran frente
a una sobreexpresion del complejo PAN. En su conjunto, estos resultados sugieren que el genoma viral no
seria sustrato de PAN, o en su defecto, que no es degradado pese a su deadenilacion.

FONDECYT #1180798 to Dr. Fernando Valiente-Echeverria, FONDECYT #1190156 to Dr. Ricardo Soto-Rifo.
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Los brotes de tenacibaculosis en los centros de cultivo de salmdn en Chile y el norte de Noruega son causados
principalmente por Tenacibaculum dicentrarchi y \"Tenacibaculum finnmarkense\", respectivamente. La
deteccion e identificacion rapida de estos patdgenos son cruciales para el manejo y control efectivo de
enfermedades en la acuicultura marina. Nuestro grupo de investigacidn diseno recientemente el conjunto
de cebadores Tenadi Fw / Rv utilizando la altamente eficaz metodologia de PCR, siendo dirigidos ARN
ribosémico 16S. Esta técnica permitid detectar T. dicentrarchi de cultivos microbioldgicos en condicidn
puray mixta asi como a partir de tejidos mixtos de peces sintomaticos / asintomaticos. El presente estudio
evalud la especificidad de este protocolo de PCR para detectar la cepa tipo \"T. finnmarkense\" HFJT, la
cual se encuentra muy cercana filogenéticamente a T. dicentrarchi. El ensayo de PCR produjo un producto
de ADN de 284 pb, un resultado idéntico al obtenido en la cepa tipo de T. dicentrarchi CECT 7612T. La
aplicacion de un nuevo ensayo utilizando un protocolo de PCR en tiempo real detectd positivamente estos
dos Tenacibaculum spp., Ambos con una temperatura de fusion de 83.8 + 0.4°C. En conclusion, nuestro
protocolo de PCR podria servir en |la deteccion y el diagnostico no solo de T. dicentrarchi sino también de \"T.
finnmarkense”, no obstante, recomendamos que el diagnostico se realice junto con el aislamiento bacteriano
y la caracterizacién bioquimica y fenotipica.

Financiamiento: CONICYT FONDAP N° 15110027 & FONDECYT N°© 1190283
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The decapping activators DDX6, LSma1-7 and PatL1 have been widely characterized as crucial factors for
Brome Mosaic Virus, Hepatitis C Virus and West Nile Virus to multiply. Specifically, they interact with (+)
ssRNA viral genomes and/or with viral replication proteins to promote rearrangements that direct viral
genomes from translation to replication, protecting viral genomes from the cellular decay machinery.
Although the role of DDX6, LSm1-7 and PatL1 is well characterized for (+)ssRNA viruses, it is unknown
whether it is a shared mechanism for other viral families. In this study, we aimed to evaluate the role of
decapping activators DDX6, LSma1 and PatLz in the translation of the Human Immunodeficiency Virus Type
1 (HIV-1) structural protein Gag. Here we show that DDX6, LSm1 and PatL1 Knock Out do not have an effect
on Gag expression, however, there is a significant decrease in intracellular HIV-1 genomic RNA (gRNA) levels
in absence LSm1, suggesting that it could act stabilizing the viral gRNA. On the other hand, we observed
that overexpression of DDX6 induces a significant diminution in intracellular Gag protein expression without
affecting gRNA levels, suggesting that DDX6 represses Gag translation and stabilizes gRNA. Despite
individual overexpression of LSma and PatL1 do not have a significant effect on intracellular Gag expression
and gRNA levels, we show that when these proteins are overexpressed together with DDX6, the repressive
role of DDX6 on HIV-1 Gag expression is potentiated, suggesting that they act as a complexto repress HIV-1
expression. Together, these results suggest a novel role of the decapping activators DDX6, LSm1 and PatL1
in HIV-1 replication, however, the mechanism of action remains to be elucidated.

FONDECYT #1180798 to Dr. Fernando Valiente-Echeverria, FONDECYT #1190156 to Dr. Ricardo Soto-Rifo
and CONICYT grant #21181508 to Aracelly Gaete-Argel
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The use of bacteriophages as antimicrobials has been proposed in public health, aquaculture, and agriculture,
among other fields. Developing efficient methods for phage production at an industrial scale is a major
challenge. Our group developed a cocktail of four phages (F1, F7, F19, and F21) against the phytopathogen
Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa). We postulate a method for phage production considering all the
infection parameters for each phage. To do this, we designed a culture medium with alternative carbon
sources for Psa which allows the bacteria to grow 1.7 times faster and with 4-fold lower costs compared to
LB. Then, we estimated the infection parameters in the designed medium on exponential phase-growing
Psa via one-step experiments, showing the same latency period in both media for phages F7 with 20 min,
and F1g9 and F21 with 30 min. An exception was F1, for which the latency period was reduced by 5 min in
the alternative medium. Burst sizes for phages F1, F7, F19, and F21 were 380, 670, 500, and 540 PFU/cell in
the alternative medium, which represents an increase of 3.1, 2.8, 1.7, and 2.5, respectively, over the burst
size in LB. Phage adsorption rates ranged between 1-107 and 3-107 PFU/CFU-h in all cases. The obtained
data were used to describe, via mathematical modeling, the population dynamics of a semi-continuous
growth process for phage and bacteria population, and resource consumption. Our results show that the
bacteriophage infection parameters were dependent on the composition of the bacterial growth medium,
consistent with our hypothesis, probably due to bacterial metabolism. According to the simulations, after 75
hours of operation with initial populations of bacteria and phage of 1-105CFU/mL and 1-104 PFU/mL, densities
as high as 1.3-10%3, 2.1-10", 1.7-10", and 1.8-10* PFU/mL can be achieved for each phage, suggesting that
when the parameters for host and phage are used in a semi-continuous process, high titers of phages are
achieved. More accurate mathematical models for phage-therapy production levels can be developed by
establishing better relationships within bacteriophage-bacteria systems. This study lays the foundation for
further experimental evaluation to scale this bioprocess to higher volume systems.

Beca CONICYTPFCHADOCTORADO/2016 21161133, BecaASISTENCIAEVENTOS 2019 81190480, Proyecto
FONDEF ID15l20032
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Background: Outer membrane vesicles (OMVs) are nano-size proteoliposomes naturally released from
Gram negative bacteria (GNB), without compromise of membrane integrity or bacterial viability. OMVs
are mainly constituted by outer membrane and periplasm components. OMV cargo is determined during
their biogenesis, and includes proteins (e.g. virulence factors), lipids (e.g. LPS), and other biomolecules.
Considering their properties as carrying and delivery systems, OMVs exhibit a remarkably biotechnological
potential. Recently, we identified different genes involved in OMV biogenesis in Salmonella Typhi, the
etiologic agent of typhoid fever. These genes impactin OMV protein cargo, quantity and size. In this context,
we explored whether these genes also might impact in OMV DNA cargo. Methods: Each strain was grown
in liquid culture using Luria Bertani broth at 37 °C shaking, until early stationary phase. OMVs were purified
and analyzed for the presence of DNA. For that, OMVs were treated with DNase |, to eliminate any DNA
contamination. As a second step, OMVs were lysed and the content were resolved by electrophoresis. In
addition, lysed OMVs previously treated with DNase were also used as template for PCR amplification to
detect specific DNA locus. Results: We were able to detect DNA only in OMVs derived from S. Typhi Azzi.
Conclusion: Itis possible to modulate properties of OMVs, including the presence of DNA, by affecting OMV
biogenesis through mutagenesis.

FONDECYT regular 11181638, CONICYT-PFCHA/Doctorado Nacional/2018-21180325
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Pseudomonas aeruginosais an opportunistic pathogenthatinfects humans, animals, and plants, thatis widely
found in the environment. Nowadays, P. aeruginosa is one of the most relevant nosocomial pathogens,
contributing to around 12% of all the nosocomial infections in Chile. Phages are viruses that can only infect
bacteria, being this feature interesting in clinical or food-related fields in order to design protocols to control
specific bacteria populations. Here, we report the isolation and characterization of the phage PaGc-18,
which has a lytic activity against P. aeruginosa strain PAO1 and was obtained from an affluent wastewater
sample from Santiago, Chile. A morphological analysis through transmission electron microscopy (TEM)
showed that phage PaGc-18has a non-enveloped prolate capsid of ~54x80 nm, and a long, flexible, non-
contractile tail of ~13x152 nm, being classified into the Siphoviridae family, morphotype B2. Viability tests at
different temperatures and pH conditions were evaluated at 1 or 2 hrs of incubation and the phage titer was
determined afterward by double-layer plaque assays. Results indicated that phage PaGc-18 viability was
not significantly affected at temperatures below 60°C or pH upper 3. Genome analysis of the phage PaGc-
18 was realized through minlON nanopore sequencing and indicated a double-stranded DNA genome with
an approximate size of 55 Kb. A fragment sequence homology revealed a close relatedness to other phages
into the Siphoviridae family, Yuavirus genus, being phage PaGc-18the first Yuavirus-like phage described
and isolated in South America. In conclusion, the phage described here has a morphology and genome
characteristics similar to phages belonging to the Yuavirus genus and is able to multiply after a broad range
of temperatures and pH treatments. Further investigations of this novel Chilean phage PaGc-18 are needed
to evaluate it as a promising candidate for the development of an antibacterial agent against P. aeruginosa,
one of the most important nosocomial pathogens.

Proyecto Fondecyt 1181656 Proyecto 570178-PR.o1 PUENTE ICBM
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Unadelasinfeccionesoralescrénicasmascomunesenelmundoeslacariesdental. Entrelos microroganismos
involucrados en su desarrollo se encuentran; Bifidobacterium sp., Lactobacillus casei y Streptococcus
mutans. Como métodos de prevencion y control de la caries dental esta el uso de quimioprofilacticos
como; clorhexidina (CHX), triclosan (TCS) (antisépticos), extractos de plantas y antibioticos, generalmente
administrados como enjuagues bucales o pastas dentales, y también en forma de barnices. Sin embargo,
el uso de estos compuestos a largo plazo puede ser un factor que contribuya al desarrollo de resistencia a
multiples farmacos. En consecuencia, la placa dental puede actuar como una fuente de diseminacion de
cepas multiresistentes a farmacos lo que podria tener implicancias en el desarrollo de infecciones de dificil
tratamiento en el hospedero comprometido. Las extremas condiciones fisicas y quimicas del continente
Antartico, y su diversidad microbiana poco estudiada, lo convierte en una valiosa fuente de nuevas
moléculas con potencial biotecnoldgico como el desarrollo de nuevos antimicrobianos. En este trabajo
se aislaron cinco cepas fungicas a partir de sedimentos Antarticos mediante diluciones seriadas. Para la
identificacion de los microorganismos se utilizé como marcador molecular la region del ITS, la cual fue
secuenciada y los resultados analizados mediante la herramienta BLAST, encontrandose la presencia de
hongos pertenecientes a los géneros Coprinellus, Penicillium, Subramaniula y Preussia. Posteriormente, se
realizaron extracciones liquido-liquido utilizando como solvente acetato de etilo de cada uno de los aislados
para evaluar la actividad antibacteriana segun recomendaciones del CLSI contra los patdgenos orales
Bifidobacterium sp., Lactobacillus casei y Streptococcus mutans. Los resultados mostraron que el aislado
fungico del género Preussia mostré una potente actividad antibacteriana en todas las cepas ensayadas a
una concentracion de 5 ug/mL. En consecuencia, en este trabajo se muestra la potencialidad de la Antartica
como una fuente de microorganismos productores de nuevos compuestos bioactivos para el tratamiento de
patdgenos orales involucrados en la formacion de la enfermedad de caries.

Proyecto FDP (PEP | 2019076) - UNIVERSIDAD MAYOR, Proyecto INACH-RT_31_16
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Piscirickettsia salmonis, el agente causal del sindrome rickettsial del salmon (SRS), es una bacteria Gram
negativa, intracelular facultativa, capaz de sobrevivir, infectar y propagarse en el hospedero, al interior de
vacuolasreplicativas. En este tipo de interacciones, la disputa por micronutrientes esenciales, como el hierro,
involucra cambios en el equilibrio entre la respuesta inmune del hospedero y la virulencia del patégeno. Asi,
frente a una infeccion, el hospedero es capaz de limitar el acceso a hierro, mientras que el patdgeno activa
mecanismos de captura de hierro necesarios para su proliferacion. En este trabajo, nuestro objetivo fue
caracterizar el progreso de la infeccion con P. salmonis en macrofagos de salmon con exceso o déficit de
hierro, y evaluar la expresion relativa de genes involucrados en el metabolismo de este metal. Para ello, se
determind a través de espectrometria de absorcion atomica en horno de grafito (GFAAS), el efecto de los
cambios en el contenido del metal en macréfagos de Salmo salar, exponiendo la linea celular SHK-1a 25 uM
de Fe-NTA y 100 pM de Deferiprona. Mediante microscopia confocal, utilizando un anticuerpo especifico
anti-P. salmonis y mediante el calculo del nUmero de genoma equivalente de P. salmonis, se detectd un mayor
numero de bacterias en las células infectadas y expuestas a hierro, que en células infectadas sin exposicion
al metal. Por otro lado, cuando células infectadas fueron tratadas con Deferiprona, el nUmero de vacuolas
disminuyo progresivamente hasta revertir el proceso de infeccion. Durante la infeccion, en las células SHK-1
se redujo la expresion del gen codificante a Ferroportina, y se sobreexpresaron los de hepcidina, ferritina
y del receptor de transferrina, limitando la disponibilidad del hierro al interior de la célula. En conclusion,
las variaciones en el contenido de hierro en macréfagos de Salmo salar infectados con P. salmonis, inducen
cambios en el curso de la infeccidn y en la respuesta transcripcional en las células SHK-1.

Proyecto financiado por: FONDECYT 1160802 y FONDECYT 1151384
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El estudio de Salmonella Typhimurium ha llevado a conocer una variedad de mecanismos moleculares con
los que lograr sobrevivir a la accion de las células del sistema inmune, tales como macréfagos, neutrofilos
y células dendriticas. También, se han caracterizado mecanismos de resistencia y de evasion a la accion de
presentacion de antigenos por parte de las células dendriticas provocando la disminucion de la activacion
de linfocitos evadiendo la respuesta inmunitaria del hospedero. A su vez, el sistema de dos componentes
ArcAB hasido vinculado con la regulacion de los mecanismos de resistencia y de la regulacion de la virulencia
bacteriana, porloquesu participacion enla capacidad de evasion de Salmonella al sistemainmune adaptativo
del hospedero puede tener relevancia. Por ende, nuestra hipotesis es determinar la participacion del sistema
de dos componentes ArcAB en la capacidad de la evasion de la respuesta inmune tardia del hospedero. Para
esto se disefiaron cepas mutantes en el sistema ArcAB con la capacidad de expresar de forma heterdloga la
proteina ovoalbumina, para ser utilizado en conjunto con linfocitos T transgénicos antigeno-Ova especificos
logrando realizar el sequimiento de la activacion y proliferacion de estos en ensayos in vitro. Los resultados
de estos ensayos sugieren que la cepa silvestre es capaz de disminuir la activacion de linfocitos T especificos.
Adicionalmente, se determind el sistema de dos componentes ArcAB participa en el proceso de activaciony
proliferacion de las células T CD4+y CD8+. Concluyendo que el sistema de dos componentes ArcAB participa
en la evasion de la accion del sistema inmune adaptativo del hospedero.

FONDECYT 1160315, ECOS-CONICYT 170023
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La prodigiosina es un pigmento rojo aislado por primera vez en la década del 30" desde Serratia marescens. Es
un compuesto tripirrolico que cuenta con variadas propiedades bioactivas, como antibacteriano, antifungico,
antiprotozoario, anticancer, inmunosupresor, entre otras. El objetivo del trabajo fue determinar diferentes
componentes quimicos y caracterizar la ruta de biosintesis de un extracto rojo obtenido de tres aislados de
Serratia proteomaculans con caracteristicas fenotipicas diferentes, dos cepas aisladas desde una vertiente
en la quebrada de Paposo de la Region de Antofagasta, y otro aislado desde una laguna cercanana a la
localidad de Neltume de la Region de Los Rios, todas identificadas mediante el gen 16S ARNTr. El compuesto
fue extraido con acetato de etilo acidificado al 4% con HCl, desde cultivos de S. proteomaculans escalados
a un litro y fueron analizados por UHPLC-MS/MS y HPLC-UV/Vis-MS/MS, determinandose que el pigmento
corresponde al compuesto prodigiosina. La identificacion de la ruta de biosintesis de prodigiosina se realizd
mediante los genes pigC y pigP, claves en la produccion de prodigiosina. Los resultados demuestran la
produccion de prodigiosina en cepas ambientales de Serratia aisladas del desierto costero del Norte de Chile
y un pigmento blanco sin identificar de la cepa aislada del interior de la Region de Los Rios, ademas de la
presencia de los genes anteriormente mencionados en las cepas pigmentadas rojas.

Proyectos FBooo1 (CEBIB), DAAD-CONICYT N° 2011-698, Fondecyt Regular N° 1140179, BMBF-CONICYT
(CHL12WTZ-020), FDI Linea de Emprendimiento Estudiantil N© ANT1704 2018, Beca Tesis de Pregrado
Universidad de Antofagasta 2018.
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Introduccion: La neumonia adquirida en la comunidad (NAC) es frecuente y causa muertes. La deteccion de
virus por reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (RCPtr) establece un valor umbral de ciclo (Ct)
que es menor a mayor carga viral, lo que ocurriria en pacientes mas graves. Se desconoce si esto ocurre en
el adulto con NAC y si la carga viral de la muestra respiratoria impacta sobre la evolucion de la enfermedad.
Objetivo: relacionar el Ct obtenido por RCPtr en muestras respiratorias con parametros clinicos de adultos
con NAC viral. Métodos: en extractos de acidos nucleicos obtenidos con Favorgene® o Sacace® de 309
torulados y/o aspirados nasofaringeos (TNF, ANF) de adultos hospitalizados por NAC en Santiago, 2014-
2018, se detectaron virus respiratorios por RCPtr con kits Sacace® o Argene®. El Ct de las muestras positivas
se comparo por gravedad (segun escala FINE) y otros parametros con la prueba t en GraphPrism®. Se
definio significativo p<o.os. Resultados: Se detecto virus en 144/309 adultos (46.6%), 41 de ellos (13.2%)
coinfectado con bacterias. La mediana (rango de edad) de la poblacion con virus fue 70 (20-94) afos; 74
(51,4%) eran mujeres. En los TNF, la mediana (rango) de Ct en los adultos graves fue 30.85 (11,71-43.5) y
28.99 (12.38-44.21) en los no graves; 29.74 (12.6-44.41) en mujeres y 29.97 (11.71-41.87) en hombres; 29.41
(12.38-44.21) en 260 anos y 29.27 (11.71-38.04) en <60 anos; 30.5 (15.88-43.50) en pacientes con <3 dias de
evoluciony 28.49 (11.71-44.41) con >3 dias (p>0.09). En ANF, la mediana (rango) de Ct fueron 25.66 (10.61-
42.31) en graves y 26.89 (15-53-37.47) €n no graves; 24.26 (14.86-37.47) en mujeres y 27.21 (10.61-42.31) en
hombres; 26.10 (10.61-42.31) en 260 afos y 26.22 (15.47-34.38) en <60 anos; 26.70 (15.22-42.31) en pacientes
con <3 dias de evolucion y 26.11 (10.61-34.38) en >3 dias (p>0.06). Conclusion: los Ct fueron similares entre
los grupos por lo que la carga viral no se relacionaria con los factores analizados en adultos con NAC. Es util
buscar virus respiratorios por RCPtr en pacientes aln con mas de una semana de evolucion.

proyectos FONDECYT 1171643y 1121025
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Evaluacion de extractos acuosos de Aristotelia chilensis, Plantago major y Ruta graveolens sobre la
viabilidad y factores de virulencia de Helicobacter pylori

Hadelberth Machmar*, Fernanda Faundez*, Veronica Aravena *, Ginnette Saez?, Vicente Lincoqueo?,
Alejandro Cuevas?

(1) Carrera de Tecnologia Médica, Facultad de Medicina, Universidad de La Frontera

(2) Unidad de Microbiologia Clinica, Departamento de Ciencias Preclinicas, Facultad de Medicina,
Universidad de La Frontera

hadelberth@gmail.com

Helicobacter pylori (H. pylori) infecta la mucosa gastrica de la mitad de la poblacion mundial (prevalencia de
70% en Chile). Dada la creciente resistencia antibidtica presentada por este microorganismo, compuestos
bioactivos derivados de hierbas podrian ser una alternativa interesante. Asi, el objetivo de este trabajo
fue evaluar el efecto de extractos acuosos de Aristotelia chilensis, Plantago major y Ruta graveolens sobre
la viabilidad y virulencia de H. pylori. Extractos acuosos fueron obtenidos por un método estandarizado,
cuantificdndose sus polifenoles totales por el método de Folin-Ciocalteau. La CIM se evalud por el
método de dilucidn en agar. La actividad de una enzima ureasa comercial y la evaluacion del efecto de los
extractos acuosos sobre la capacidad de H. pylori de utilizar urea en cultivo, se evaluaron cuantificando
fotométricamente el amonio producido. La expresion génica de adhesinas de H. pylorie IL-8 se evaluaron por
gPCR. El efecto gastroprotector de los extractos, se evaluo en células de epitelio gastrico (AGS) expuestas
a H. pylori, cuya viabilidad fue medida por el método MTS. De los extractos evaluados, solo Aristotelia
chilensis logro inhibir el crecimiento in vitro de H. pylori, presentando una CIM de 64 pg/ml. Ninguno de
los tratamientos tuvo efecto sobre la actividad enzimatica de la ureasa comercial, sin embargo, Aristotelia
chilensis y Plantago major tuvieron un efecto inhibitorio sobre la expresion de la ureasa de H. pylori, medida
indirectamente,a partir de los 32 pg/ml. Contrario a los esperado, todas las concentraciones evaluadas de
Plantago major y Ruta graveolens aumentaron la expresion de la adhesina babA, al contrario del efecto
observado con concentraciones bajas de Aristotelia chilensis, las cuales lograron un efecto inhibitorio sobre
este factor (-15%). Finalmente, solo Plantago major demostrd tener un efecto protector sobre células AGS
expuestas a H. pylori, atenuando ademas la expresion del gen de /L-8 a bajas concentraciones (12,8 pg/ml).
En conclusion, los extractos acuosos evaluados en este trabajo demostraron tener efectos dispares sobre la
supervivencia y factores de virulencia de H. pylori. La sumatoria de los efectos demostrados por las distintas
hierbas medicinales podria ser una alternativa interesante de ser evaluada en estudios futuros.

Financiado parcialmente por la Direccion de Investigacion, Universidad de La Frontera.
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Background: Vibrio parahaemolyticus is an important cause of foodborne disease mainly associated with
the ingestion of raw or undercooked seafood contaminated with pathogenic strains. Recently, resveratrol
has been shown to efficiently inhibit microbial and biofilms growth. An endemic Chilean plant that exhibit
high levels of resveratrol is Aristotelia chilensis, commonly known as maqui. Therefore, we investigated if
maqui would inhibit the V. parahaemolyticus growth. Methods: The roots, stems, leaves and fruits of maqui
were used to prepare methanol, ethanol or sterile water extract. The solvents were evaporated from each
extractand the dry extracts were resuspended in sterile water. The screening of antimicrobial activity of each
extract was assayed against virulent strains VpKX, PMCs53.7 and PMA1.15 using antibiotics as bactericidal
control. The minimal inhibitory concentration (MIC) and minimal bactericidal concentration (MBC) of A.
chilensis extracts against the reference strain VpKX were determined by a two-fold microdilution assay in LB
broth. The total viable counts (log CFU/ml) were counted at o h and 24 h by a standard plating method with
LB plates.The effects of maqui extracts on the viability of MDCK cells were determined by the MTT assay. All
assays were performed in triplicate. Results: The ethanolic extracts of maqui leaves showed the best results
which inhibited the growth of V. parahaemolyticus pathogenic strains. The effect was bacteriostatic with
0.028 mg/mL and 0.058 mg/mL of MIC and MBC, respectively. Interestingly, the extract was not cytotoxic
in MDCK cells after 24 hof treatment. Conclusion: The extracts of A. chilensis leaves could be a safe option
for inhibit the growth of V. parahaemolyticus strains. However, additional studies are necessary to suggest
the use of A. chilensis ethanolic extracts as a compound that reduces the growth of pathogenic strains into
the mussels or other seafood intended for human consumption.This work was supported by Internal Project
Genera UA1703 of Universidad Auténoma de Chile, and Competitive Funds of Universidad de Las Américas,
Chile, Project UDLA PI2018026.
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Los edulcorantes no caldricos (ENCs) son aditivos alimentarios que maximizan la sensacion de dulzor,
proporcionando nulo aporte de calorias, convirtiéndose en elementos muy consumidos de manera
cotidiana debido a su masificada utilizacion en formulaciones de productos dietéticos, estimandose que un
90% de la poblacion consume ENCs, siendo representado su maximo consumo en bebidas de fantasia. Si
bien estos se consideran seguros, existe controversia respecto de su capacidad para promover trastornos
metabolicos en humanos, como obesidad, sindrome metabdlico y disfuncion metabdlica debido a que
se produce una alteracion de la Microbiota Intestinal (Ml) que esta constituida principalmente por cuatro
familias correspondientes a los phylum Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacterias y Actinobacteria. Este
estudio buscd evidenciar la relacidn existente entre el consumo de bebidas de fantasia con ENCs, y los
efectos postconsumo sobre los niveles basales de insulina y glucosa y la MI. También se realizo la medicion
de Proteina-C Reactiva ultrasensible (PCRus) para evidenciar si existia inflamacion. Para esto se reclutaron
voluntarias, distribuidas en 4 grupos de estudio que consumieron durante 1 mes distintas dosis de bebidas
con edulcorantes. A cada voluntaria se le realizo exdamenes de quimica clinica los dias o y 30 del estudio,
ademas se recolectd materia fecal los dias o, 7 y 30 para el analisis de la MI, mediante secuenciacion del
gen 16S rRNA, finalmente las muestras fecales fueron sembradas en medios de cultivos enriquecidas
con edulcorantes en distintas concentraciones, en condiciones aerdbicas y anaerdbicas. Se obtuvo que el
consumo de bebidas de fantasia no produjo aumento significativo en los niveles de glucosa, insulinay PCRus,
el analisis por secuenciacion evidencié cambios importantes en la relacion Firmicutes/ Bacteroidetes de la MI.
El analisis in vitro de las bacterias de la MI, mostré cambios en su crecimiento, disminuyendo en cantidad al
aumentar la concentracion del edulcorante. A pesar de los beneficios que presentan los ENCs, estos alteran
la MI, por lo tanto, es importante realizar nuevos ensayos para ver como afectan en pacientes que padecen
alguna enfermedad metabdlica y evidenciar si existe alguna relacion con la modificacion de la Ml.

FONDECYT 11170885,



Congreso

CP3-35

Piscirickettsia salmonis utiliza al protozoo marino Vannella sp. como reservorio en condiciones in vitro
e in vivo

Bruno Milesi*, Martin Galaz*, Nicolas Ojeda?, Sergio H Marshall*, Fernando Gomez*
(1) Instituto de Biologia, Facultad de Ciencias, Pontificia Universidad Catodlica de Valparaiso

bruno.milesi.|@mail.pucv.cl

Piscirickettsia salmonis es una bacteria Gram negativo, agente etioldgico de la Septicemia Rickettsial
del Salmon (SRS) o Piscirickettsiosis, enfermedad que se ha convertido uno de los mayores problemas
sanitarios en la salmonicultura chilena. En la actualidad, el ciclo de vida en el mar, incluyendo reservorios y
posibles vectores son aun desconocidos. Estos ultimos podrian jugar un rol clave en los brotes esporadicos
de la enfermedad, por lo que la identificacion y caracterizacion de estos factores podria ser crucial para
el desarrollo de nuevas alternativas de control de la enfermedad. Muchas bacterias patogenas tienen
una simbiosis con protozoos de vida libre (FLA o Free-living amoeba), logrando desarrollar estrategias
de sobrevivencia, convirtiéndose asi en bacterias ARB (Amoeba resistant bacteria), lo que les permite
mantenerse y/o replicarse al interior de las FLA. Muchos patogenos ARB utilizan a FLA como vectores o
“caballos de troya” para poder infectar a diversos organismos y asi diseminarse. Este trabajo esta centrado
en determinar una posible relacion de P. salmonis, bacteria intracelular patogena de salmdnidos, con
amebas de vida libre como estrategia de supervivencia y diseminacion en ambientes marinos. En este
trabajo se evaluo la capacidad de P. salmonis de infectar, multiplicarse y utilizar como vector al protozoo
de vida libre Vannella sp., el cual fue aislado desde branquias salmdnidos afectados por amebiasis branquial
(AGD). Se demostrd a través de inmunofluorescencia y gPCR que la ameba aislada desde peces contenia
naturalmente a P. salmonis. del mismo modo, durante una cinética de infeccion in vitro se confirmé que
P. salmonis se puede internalizar, replicar, mantener, liberar en Vannella sp. También se observd que P.
salmonis sobreexpresa genes asociados a la multiplicacion intracelular (Sistema Dot/Icm). Los resultados
obtenidos demuestran que protozoos de vida libre como Vannella sp. pueden ser potenciales reservorios
ambientales y vectores de P. salmonis, demostrando por primera vez que la bacteria puede ser considerado
como un organismo ARB, contribuyendo asi a un mejor entendimiento del ciclo de vida de este patdgeno y
para generar posibles métodos de control de la enfermedad.

Este trabajo fue financiado por Proyecto FIE #201708070182
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Introduccion: V. cholerae es un patdgeno que causa gastroenteritis e infecciones extraintestinales, que
se transmiten por el consumo de alimentos o agua contaminados. Las cepas de los serogrupos O1 y O139
son conocidas por su capacidad de causar brotes y epidemias de colera. Estos serogrupos generalmente
producen la toxina del colera (CT) y el pilus co-regulado con la toxina (TCP), responsables de la diarrea
secretora y la colonizacion intestinal, respectivamente. En contraste, cepas de otros serogrupos,
denominados no-0O1/no-0139, generalmente no producen la CT y el TCP. Sin embargo, algunas cepas no-
O1/no-0139 tienen factores de virulencia adicionales que contribuyen a su patogenicidad. Actualmente, los
mecanismos patogénicos de las cepas no-O1/no-0139 no se conocen bien. En agosto de 2018, un brote de
gastroenteritis causado por una cepa de V. cholerae no-O1/no-0139 comenzo en Santiago de Chile, Chile.
El Instituto de Salud Publica (ISP) confirmo en septiembre de 2018 que el nUmero de casos era mayor a 30,
con mas de 10 hospitalizaciones. El ISP determino que el brote fue causado por un mismo clon, pero no se
determind el origen de contaminacion. Aqui investigamos los factores de virulencia y el origen filogenético
del clon causante del brote que denominamos V. cholerae no-O1/no-0O139 str. Santiago. Métodos: El DNA
gendmico de la cepa Santiago fue secuenciado y comparado con 48 genomas no-O1/no-0O139 disponibles
en GenBank. Mediante BLASTn se buscaron genes de virulencia conocidos. Finalmente, se determind el
perfil de resistencia a antimicrobianos. Resultados: La cepa Santiago no contiene los genes de CT y TCP. No
obstante, se identificaron los genes de virulencia hlyA, rtxA, toxR y ompW, islas gendmicas que codifican un
T3SS y unT6SS y genes de resistencia a distintos antibioticos. Consistente con lo anterior, se confirmo que
la cepa Santiago es resistente a trimetoprima-sulfametoxazol, acido nalidixico y eritromicina. Finalmente,
los analisis filogenéticos mostraron que la cepa Santiago es genéticamente cercana a cepas aisladas en Haiti
e India. Conclusion: Nuestros resultados indican que la cepa Santiago contiene distintos genes de virulencia
que pueden contribuir a su patogenicidad. Dado que la cepa es resistente a varios antibidticos puede ser
considerada como multirresistente.
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Salmonella enterica serovar Typhi is the etiological agent of typhoid fever in humans, a potentially deadly
systemic disease. Outer membrane vesicles (OMVs) are nano-sized proteoliposomes derived from the
envelop of Gram-negative bacteria. It has been described that OMVs contribute to pathogenicity by
delivering virulence factors into host cells. Although OMVs are mainly constituted by lipids and proteins,
proteins significantly contribute to the functions and properties of OMVs. In this sense, there are increasing
efforts to identify OMV-associated proteins. Proteomic studies in of OMVs have shown that changes in the
culture conditions affect protein composition of OMVs in E. coli and S. Typhimurium. Nevertheless, the
effect of the culture medium in OMVs composition and interaction with epithelial cells is unknown in S.
Typhi. In particular, some specific culture conditions have been associated to particular moments of the
pathogenic cycle, including high osmolarity, acid pH and low Mg?*. In this work, we assessed the impact of
these culture conditions in both protein content and entry kinetics in epithelial cells OMVs obtained from
S. Typhi. We cultured S. Typhiin LB pH 7, LB pH 5, LB 400 mM NaCl, Mg low Mg** and Mg high Mg** prior to
extract OMVs. OMVs were subsequently characterized regarding their protein content by SDS-PAGE, and
with respect to their entry kinetics in epithelial cells using the rhodamine internalization assay. We found
that the culture condition affect both the protein content and the entry kinetics of OMVs into epithelial cells.
This work indicates that the environment conditions which the face the bacteria determine the properties of
OMVs, suggesting that S. Typhi produce distinct OMVs regarding the stage of infection.

This work was founded by FONDECYT 1181638.
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Water Kefir grains (WKG) are a microbial consortium consisting of lactic-acid bacteria, acid-acetic bacteria,
bifidobacteria, and yeasts, embedded in exopolysaccharide. WKG transforms sucrose aqueous solutions
(such as panela) into metabolic products such as alcohols and organic acids. Generally, fermented WKG
beverages are artisan-made, and currently, several startups are trying to industrialize the beverages, that
makesstandardizingthe processanecessaryresearch, whichisaffected byvariablessuchasthe concentration
of initial sugars, inoculum composition, rheological conditions, and the fermentation temperature. We used
in this study a Central Composite Design (CCD) with the Design Expert v.7 (Stat-Ease, Inc.) software to find
optimal fermentation conditions in the WKG beverages production process. We tested several fermentation
conditions with 8o g/L panela solution as starter substrate in 250 mL anaerobic shaken flasks; the tested
conditions were shaking (o to 160 rpm) and temperature (20 to 40°C) during 96 hours of fermentation time.
Consequently, we evaluated the wet weight of the WKG; sugar consumption, and production of ethanol,
lactic acid, acetic acid by HPLC. We obtained WKG biomass augmentation in the 4.95 and 10.92 g/L intervals,
overall sugar consumption between 29.31 and 63.80 g/L, ethanol and lactic acid production of 0,41-2.04 g/L
and 0,86-11.32 g/L, respectively, as well as 0.86-11.32 g/L for acetic acid. We followed with models for all the
production parameters which were fitted to quadratic models with correlation coefficients (R2) of 0.8691,
0.9413, 0.7625, and 0.9257. The lactic acid model was fitted to a two-factor interaction (2Fl) with an R2 value
of 0.8001. We also obtained the optimal points of fermentation, which improves the process condition and
helps to standardize the procedure. The models obtained allows predicting future metabolic responses of
the beverage production process when submitted to other fermentation conditions.

CONICYT PFCHA Ph.D. /2016 21160460, Regular Fondecyt N°1171555, Conicyt PIA ACT172128.
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Las nanoparticulas de cobre (NP-Cu) se han descrito como buenos antimicrobianos debido a que afectan la
estabilidad de la membrana celular, liberan Cu desde su core generando estrés oxidativo y ademas evitan la
formacion de biopeliculas. Sin embargo, existen varios tipos de NPs de Cu y a pesar que no todas presentan
la misma toxicidad, las diferencias en la interaccion con las células que explican su toxicidad diferencial han
sido muy poco estudiadas. Se ha reportado que las NP de sulfuro de cobre presentan alta biocompatibilidad
en células eucariontes y son toxicas para bacterias, toxicidad que varia segun las dimensiones y forma de la
NP. En este contexto, en nuestro laboratorio disefiamos un protocolo de sintesis biomiméticade NP-Cu S, las
cuales a diferencia de lo observado en NP sintetizadas quimicamente, no presentan toxicidad en bacterias.
Mediante ensayos de crecimiento en E. coli determinamos el efecto de diferentes concentraciones de NP
biomiméticas, lo cual fue comparado al efecto de NP-Cu®. Los resultados revelaron que las nanoparticulas
biomiméticas no afectan el crecimiento de E. coli en concentraciones de hasta 1 mg/mL, contrastando con
lo observado con NP-Cu® (MIC 500 pg/mL) posiblemente debido a la liberacion de Cu* desde éstas, lo que
no ocurre en las NP- Cu_S. Las NP-Cu_S biomiméticas contienen una cubierta organica y son similares a las
sintetizadas intracelularmente en presencia de metales (datos de nuestro laboratorio), por lo cual hemos
especulado que éstas podrian tener un rol protector u antioxidante. Para testear esta hipotesis analizamos
el crecimiento de E. coli en presencia de 4 y 5 mM de CuSO, con distintas concentraciones de NP-Cu_S. En
presencia de CuSO, la adicion de hasta 300 pg/mL de NP-Cu_S favorece el crecimiento de E. coli (disminuye
la toxicidad del Cu?*), presentando un crecimiento similar al control sin metal. Los resultados obtenidos nos
permiten entender de mejor manera el rol de la biosintesis de estas NP al interior de la célula y son la base
de potenciales nuevas aplicaciones como moléculas protectoras frente al estrés por metales.

Estos proyectos son financiados por FONDECYT Postdoctorado 3190555 e INACH RT-25_16
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C. difficile es una bacteria anaerobia estricta, bacilo Gram positivo y formadora de esporas, la cual se
caracteriza por colonizar y proliferar en el intestino humano al producirse una disbiosis en la microbiota
posterior al uso de antibidticos. Uno de los aspectos mas desafiantes de las infecciones asociadas a C. difficile
es la alta tasa de recurrencia. De acuerdo con esto, en los Ultimos afios se ha reportado una estrecha relacion
entre la formacion de biopeliculas y la generacion de células persistentes, asociada a sistemas Toxina-
Antitoxina (TA), estrategia que permite a los microorganismos permanecer en el hospedero. Actualmente,
existen 6 tipos de sistemas TA reportados, clasificandose de acuerdo con la naturaleza de la antitoxina y su
accion sobre la toxina. En este trabajo, nos enfocaremos en los sistemas Tipo Il por encontrarse en mayor
cantidad en bacterias patdgenas en comparacion a sus contrapartes no patogenas, y asi proporcionar
tolerancia a diversas condiciones que provocan estrés y poder persistir en el hospedero. En base a estos
antecedentes, se realizaron analisis bioinformaticos que nos sugieren la existencia de g sistemas TA tipo
Il hipotéticos en el genoma de C. difficile R20291, de los que se seleccionaron dos, denominados RelBE y
MazEF, los cuales pertenecen a la superfamilia de sistemas Tipo Il. Para demostrar que RelBE y MazEF de
C. difficile son sistemas TA funcionales, se sobreexpresaron de forma heterdloga en un plasmido inducible
en E. coli, especificamente con cada toxina (T), antitoxina (A) y sistema completo (TA) y se evalué mediante
curvas de crecimiento. Nuestros resultados indican que existe una inhibicidn del crecimiento bacteriano
cuando se induce cada toxina, por el contrario, las antitoxinas y el sistema completo al ser inducidos, no
presentan una inhibicion en el crecimiento. Estos resultados demuestran que los sistemas TA RelBE y MazEF
de C. difficile son funcionales al ser expresados en E. coli.

Millennium Science Initiative, Ministry of Economy, Development and Tourism of Chile under Grant
*Millennium Nucleus in the Biology of the Intestinal Microbiota”; Fondecyt Regular N°1171397
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Piscirickettsia salmonis es una bacteria Gram negativo, intracelular facultativa, y causante de la
piscirickettsiosis. Esta enfermedad afecta a salmdnidos cultivados en granjas marinas, causando grandes
pérdidas en la acuicultura nacional. A pesar que al menos 20 cepas de la especie portan entre 2 y 8 plasmidos,
solo se ha caracterizado un plasmido de la cepa AY3800B que porta resistencia multiple a antibioticos. Por
ello, en este trabajo se busco analizary caracterizar la secuencia de los plasmidos de |a cepa de referencia, P.
salmonis LF-89. Gracias a la secuenciacion de su genoma, fue posible detectar la presencia cuatro plasmidos.
Las secuencias codificantes (CDS) fueron anotadas con Metanor de GenDB vy se les asigno una categoria
funcional COG con eggNOG. Posteriormente, se buscaron posibles factores de virulencia (FV) por homologia
de secuencias con la base de datos VFDB, y bacteridéfagos con la herramienta PHASTER. En promedio, un
40% de los CDS de los 4 plasmidos de P. salmonis corresponden a la categoria COG X (moviloma, fagos y
transposones). Adicionalmente, se identificaron entre 1y 5 profagos en las secuencias de los plasmidos, los
cuales nosoninducibles por mitomicina C o luz ultravioleta. Un total de 13 CDS plasmidiales fueron anotados
como FV, 8 de ellos en el plasmido pPSLF89-1, 3 en pPSLF89-3 y 1 en pPSLF89-4. Estos FV aumentaron
sus niveles de expresion durante una infeccidn in vitro en las lineas celulares de salmon CHSE-214 y SHK-1,
con excepcion del FV del plasmido pPSLF89-4. Ademas, estos 13 FV fueron identificados por homologia
de secuencia (BLASTn) en los genomas de las demas cepas de P. salmonis disponibles en NCBI. Los FV del
plasmido pPSLF89-1 se encontraron en cepas del genogrupo A (tipo EM-90) y del genogrupo B (tipo LF-89g),
tanto en plasmidos como en el cromosoma, mientras que los FV de pPSLF89-3 y pPSLF89-4 solo fueron
identificados en plasmidos de cepas del genogrupo B. El aumento en la expresion de estos FV plasmidiales
al interior de los cultivos celulares y su distribucion en distintas cepas de P. salmonis, sugiere que cumplen
una funcion en la virulencia de este patogeno.

Beca de Doctorado Nacional afio 2013 21130717 (JOS), Fondecyt 1160802 (VC) y 1120209 (FCh), Basal Grant
AFB170001 y CRG Fondap 15090007 (DT y AM).
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Salmonella enterica serovar Typhi (S. Typhi), the etiological agent of typhoid fever, is a Gram-negative
pathogen (Enterobacteriaceae) that releases outer membrane vesicles (OMVs). OMVs are spherical
nanosized structures that correspond to fragments of the outer membrane of Gram-negative bacteria. It
has been stated that OMVs can be used as vehicles for bacterial virulence factors, where HIyE (cytolysin)
and the Typhoid toxin have been reported to be contained in these vesicles. Although some OMVs have
shown the ability to enter into epithelial cells (e.g. Helicobacter pyloriOMVs), there are no reports showing S.
Typhi OMVs being internalized by the host cells. In this study, we analyzed internalization of S. Typhi OMVs
by non-phagocytic cells (epithelial cells). We further determined whether this process corresponds to an
active transport. To achieve this goal, we analyzed the uptake of the OMVs labeled with a fluorescent probe
(Rhodamine R-18) in the epithelial cells (HT-29) to determinate a specific time of internalization. Then we
corroborated the internalization of the OMVs by confocal microscopy at different times of coincubation.
Finally, we determined if the uptake was an energy-dependent process. To this purpose, the uptake was
assessed in the HT-29 cells but with a pre-treatment at 4 °C or with sodium azide (AS) for 1 hour. The
internalization was determined by confocal microscopy. The uptake with Rhodamine allows us to stablish
specific time points to evaluate the internalization of the OMVs. Our results showed that the internalization
of OMVs start during the first 5 minutes of coincubation with the HT-29 cells. By the other hand, the uptake
was reduced almost to zero with the pre-treatment (4 °C and AS) in comparison with the uptake at normal
culture conditions (37 °C) evaluated at the same time. Taken all this together, we show, for the first time
that the OMVs produced by S. Typhi are internalized by epithelial cells and this process is mainly an energy-
dependent phenomenon.

This work was funded by FONDECYT N°1181638
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Introduction: The microbiota is a complex community of microorganisms that plays an important
role in several biological processes such immunoestimulation. Studies show that Filifolinone (FA), has
immunomodulatory properties, increasing pro and anti-inflammatory cytokines. In this study, it is proposed
that Filifolinone immunomodulatory effect on Salmo salar depends of the microbiota. Methodology: We
analyze three groups of fishes. Each group contains 30 specimens of 35 g. The Bac/Neo and Bac/Neo+FA
groups were fed during 14 days with Bacitracina/Neomicina. At day 16 of experimentation, the Bac/Neo +
FA and FA groups were injected intramuscularly with 100 pg of Filifolinone. On day 14, 18, 26, 36 and 46,
kidney, intestine were extracted to quantify cytokine expression and metagenomic analysis. Results: At day
26 of experimentation in the Bac/Neo group an increase in the expression of the pro-inflammatory cytokines
IL-1B, TNF-o and IFN-y was observed. In the FA group, an increase in the anti-inflammatory cytokine TGF-y
and pro-inflammatory cytokines TNF-q, IL-1B, and IFN-y was observed. The Bac/Neo + FA group showed
a decrease in TNF-A, IFN-A and IFN-G with respect to the FA and Bac/Neo group. On the other hand, a
change in the composition of the intestinal microbiota was observed by metagenomic analysis between the
different treatments. Conclusion: The administration of antibiotics generates a pro-inflammatory effect at
the systemic level in Salmo salar and modifies the immunostimulation properties of Filifolinone.

Grant USA1799 to MT, FNlo217 and GIAPo2 to AG, FONDECYT 1180265 to BM.
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Las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana para Helicobacter pylorison cada vez mas importantes debido
a la resistencia a los agentes antimicrobianos mas utilizados. El Gold Standard propuesto por el CLSI es la
dilucidn en agar, pero dificil de realizar de manera rutinaria. El objetivo de este trabajo fue determinar la
concordanciadeladifusionendiscoconelmétododediluciondeagar.Serealizaron pruebasde susceptibilidad
con ambas técnicas para: claritromicina, metronidazol, levoflozaxina, amoxicilina y tetraciclina, utilizando
44 cepas de H. pylori de pacientes de la region del Biobio. El punto de corte de la difusion en disco se definid
para claritromicina (15ug) resistente <2amm; metronidazol (5ug) resistente 221mm); levofloxacina (5ug)
resistente <12mm; amoxicilina (10ug) resistente <25mm y tetraciclina (3opg) resistente <25 mm. Mientras
que para la dilucion en agar el punto de corte para la resistencia a claritromicina fue 21 ug/ml; metronidazol
>8 ug/ml; levofloxacina 21 ug/ml; amoxicilina 21 ug/ml y tetraciclina 22 ug/ml. Se realiz6 analisis univariado
y se aplicd la prueba de Kappa para concordancia utilizando el programa Stata V.14. Las tasas de resistencia
fueron 29.5%, 25.0% para claritromicina; 45.4%, 56.8% para metronidazol; 31.8%, 25.0 para Levofloxacing;
2.2%, 0% para amoxicilina por difusion en disco y dilucidn en agar respectivamente. Tetraciclina no presento
resistencia con ninguno de los 2 métodos utilizados. La claritromicina presentd un grado de concordancia
considerable con un k=0.6571 (p <0.0001). Metronidazol no presentd concordancia para las técnicas en
estudio (p=0.1586). La levofloxacina presentd una concordancia casi perfecta con un k=0.8333 (p <0.0001).
Para amoxicilina y tetraciclina no se calculd la prueba de Kappa, ya que se obtuvo un 97.3% y 100% de
concordancia respectivamente. El método de difusion en disco presentd un alto grado de acuerdo con la
dilucidn en agar para claritromicina, levofloxacina, amoxicilina y tetraciclina. Para metronidazol se presentd
un alto grado de desacuerdo con la dilucidn en agar. Finalmente, son necesarios otros estudios con un mayor
numero de aislamientos para evaluar si el método de difusion en disco, se puede sequir utilizando de rutina
en nuestra region. [qa1]Mencionar si se aplicd consentimiento informado y comité de ética

Beca Conicyt Magister Nacional 2019-22190334. PROYECTO VRID SEMILLA 219.036.049-5. Universidad De
Concepcion
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Botrytis cinerea es un hongo fitopatdgeno que produce la enfermedad pobredumbre gris en mas de 200
tipos de plantas, principalmente de interes agricola. Las enfermedades causadas por este hongo producen
una amplia variedad de sintomas, los mas comunes son manchas clordticas y necrdticas, cribados,
podredumbres humedas o secas, y marchitamientos. El control de la enfermedad en los cultivos agricolas
se lleva a cabo con diferentes antifungicos tales como iprodione, fenhexamid, boscalid, fludioxonil,
pyrimethanil y tebuconazole. Sin embargo, se ha descrito que B. cinerea muestra una extraordinaria rapidez
en adquirir resistencia a antifungicos quimicos. El objetivo de este trabajo fue determinar la multiresistencia
de aislados de B. cinerea procedentes de los Valle de Elqui y Limari, Region de Coquimbo, Chile frente a los
distintos antifungicos comerciales. Se obtuvieron 64 aislados de Botrytis en la Region de Coquimbo, de los
cuales 29 aislados fueron obtenidos de plantas nativa de la zona costera de la Regidn y 35 aislados desde
Vitis vinifera del Valle de Elqui y Limari. Los analisis genéticos de ITS y PCR-RFLP, confirman la presencia
del género Botrytis de tipo Il en todas las cepas aisladas, por otro lado la amplificacion de los transposones
Boty y Flipper mostraron la prevalencia del genotipo Transposa en todos los sitios de estudio. Los resultados
de sensibilidad a antifungicos a los aislados obtenidos desde cultivos vitivinicolas, muestran que existen al
menos 4 aislados con la condicidn de multiresistencia a mas de tres antifungicos, mientras que el 60% de
los aislados son resistentes a dos o tres antifungicos. En contraste, los aislados provenientes de vegetacion
nativa son altamente sensible todos los antifungicos utilizados en este estudio, no encontrandose aislados
multiresistentes . Los resultados indican que el uso indiscriminado de antifungicos en zonas agricolas,
provocan la prevalencia de cepas multiresistentes en los Valles de Elqui y Choapa. En contraste, en las
zonas con presencia de Botrytis pero que no estan bajo presion de antifungicos, el 6,8% de los aislados es
resistente a boscalid y 3,4 % a fenhexamid, sin embargo, ninguno de los aislados de esta zona presento
multiresistencia. Este es el primer estudio de analisis de deteccidn de Botrytis multiresistentes en la Regidn
de Coquimbo, que podrian explicar los problemas de control que tiene los agricultores para su erradicacion.
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Introduction: Cyclovirus (CyCV) is a genus of non-enveloped viruses with circular single strand DNA from
the Circoviridae family. CyCV has been detected in different organisms, such as mammals, and poultry. For
the first time, in 2010, human-associated CyCV (HUACyCV) genome was detected in human samples (feces)
and later in other types of samples, but only genome has been detected. Its pathogenic role has not been
studied. Viral isolation will be useful for studying CyCV pathogenicity. Objective: To test CyCV replication in
three cell lines. Methodology: Mammals cell lines -MDCK, Jurkat and A549 cells- were inoculated with CyCV-
ChileNPA positive nasopharyngeal aspirates from adults with community-acquired pneumonia (CAP). Each
sample was positive for the viral Rep and Cap genes, by two real time PCR. Two hundred thousand cells were
seeded in flat-sided culture tubes (NUNC®) and grew to 70% confluence. Two tubes for each cell line was
tested, one was inoculated with 300 ul of CyCV (+) sample, and the other one without sample (control tube);
both were incubated at 37°C for 30 min, centrifuged for 20 min at 2500 rpm and then filled with 1.2 ml of fresh
medium with 1% of fetal bovine serum (FBS). Between 5-15 days, tubes were assessed by morphological
changes through microscope observation and supernatant medium tested for CyCV detection using both
real time PCR described earlier. Results: Jurkat cells showed mild morphological changes, such as contour
irregularities; MDCK and A459 cells showed massive vacuolation and inclusion bodies. CyCV detection was
negative in Jurkat and MDCK cells and control tubes, whereas were positive in A54g cells at the eighth day
post-inoculation. No changes were observed in control tubes. Conclusion: In conclusion, As49 cells could
allow CyCV replication in vitro, while Jurkat and MDCK cells could not. A549 cell line could be the first in vitro
model to study HUACyCV biology.
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Clostridioides difficile es un patogeno nosocomial asociado comUnmente al uso de antibidticos. Uno de
los aspectos mas preocupante es la capacidad que posee de generar una infeccion recurrente, por lo que
comprender factores como la colonizacion y adherencia causan gran interés. Durante el Ultimo tiempo,
se ha sugerido a las proteasas caseinoliticas ClpP como posible blanco de antimicrobianos para diversos
patdgenos, ya que se ha relacionado con la respuesta a estrés, adaptacion a la fase estacionaria, formacion
de biopeliculas y motilidad, entre otros procesos relacionados con la patogenicidad. La actividad de esta
proteasa se encuentraregulada através de chaperonas dependientes de ATP. En C. difficile se encuentran dos
isotipos de estas proteasas, ClpP1y ClpP2, ademas de las chaperonas ClpXy ClpC. Se han reportado estudios
en donde ClpPz, CIpXy ClpC se encuentran presentes en cepas no virulentas e hipervirulentas, mientras que
ClpP2 solo se ha reportado en cepas hipervirulentas como la R20291 y en el profago ¢CD38-2 contenido en
una variante de C.difficile, lo que se sugiere que ClpP2 puede estar involucrado en fenotipos hipervirulentos
y/o resistentes. Para evaluar el rol de ClpP2 y ClpC en procesos relacionados con la colonizaciéon y adherencia
se construyeron las mutantes de intercambio alélico AclpP2 y AclpC en la cepa hipervirulenta R20291 y se
realizaron ensayos de motilidad en agar BHIS 0,3% y de formacion de biopeliculas mediante tincion por
cristal violeta utilizando medio BHIS suplementado con glucosa 0,12 M. Con los resultados obtenidos se
observa que hay diferencias entre las cepas, tanto en la formacidn de biopelicula como en la motilidad. Por
un lado, las mutantes AclpP2 y AclpC presentaron una reduccion en la motilidad, mientras que la formacion
de biopelicula se vio aumentada para ambas mutantes si las comparamos con la cepa silvestre. Esto sugiere
que las proteasas ClpP2 y ClpC estarian involucradas en la motilidad y formacién de biopeliculas, lo que
aporta nueva informacion sobre la virulencia y patogénesis en la infeccion por C. difficile.

Millennium Science Initiative, Ministry of Economy, Development and Tourism of Chile under Grant
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En laindustria cervecera existen dos tipos principales de cerveza, Ale y Lager. En el Ultimo caso la generacidn
de distintas cervezas se ha visto estancada debido a la escasez genética de las levaduras responsables de
fermentar este estilo. La levadura S. cerevisiae es la responsable de fermentar las cervezas tipo Ale a altas
temperaturas, mientras que S. pastorianus las Lager a bajas temperaturas; existiendo mas de 200 cepas
identificadas de esta primera especie, pero solamente dos de la sequnda (Frohberg y Saaz). El actual
descubrimiento del parental criotolerante de S. pastorianus, S. eubayanus en la Patagonia Argentina en
2011, abre las puertas para la busqueda de nuevas levaduras nativas en el mundo, con el fin de ampliar las
cepas capaces de fermentar cervezas Lager. En este trabajo se aislaron levaduras nativas capaces de tolerar
etanol y bajas temperaturas, mediante la incubacion en medio selectivo de muestras corteza de Nothofagus
pumilio (Lenga) y Nothofagus dombeyi (Coigie) provenientes de |la Reserva Bioldgica del Huilo-Huilo, Region
de los Rios. La amplificacion y analisis de la region ITS1/ITS4 en conjunto con la digestion del marcador R/P1
mediante enzimas de restriccion permitio la identificacion de 74 individuos correspondientes a S. eubayanus
y 28 a S. uvarum; ademas de la identificacion de otras especies como Kregervanrija delftensis, Lachancea
cidriy Hanseniaspora valbyensis. La posterior fenotipificacion de las levaduras aisladas en diversos sustratos
encontrados en mosto cervecero industrial permitid encontrar diferencias significativas en el crecimiento
de cada una de las especies analizadas, siendo S. eubayanus, S. uvarum y L. cidri aquellas especies que
presentaron un mejor comportamiento debido a que fueron capaces de tolerar etanol y metabolizar
maltosa. Microfermentaciones en condiciones Lager permitieron encontrar diferencias significativas entre
las cinéticas de fermentacion de las tres especies analizadas, siendo S. eubayanus y S. uvarum aquellas
que presentaron una cinética de fermentacion mayor, aun asi 30% menor al nivel de las cepas comerciales
utilizadas en cerveceria. Estos resultados sientas las bases para nuevos estudios que permitan extender el
numero de cepas en cerveceria lager.
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Salmonella Enteritidis es uno de los principales patdgenos transmitidos por el consumo de alimentos
contaminados, siendo el reservorio mas frecuente las aves ddmesticas, por lo que, su interaccidon dinamica
en el intestino de animales sugiere un desafio para comprender el comportamiento de fagos-Salmonella
en sistemas in vivo, tales como intestino de animales. Existen antecedentes bibliograficos que indican que
fagos y Salmonella pueden coevolucionar en interaccidn constante. Para evaluar los cambios que ocurren
en un modelo de Salmonella Enteritidis, se realizaron ensayos de coevolucidn utilizando el fago Sal3
previamnete caracterizado genodmica y fenotipicamente, y Salmonella Enteritidis DRo16 (SE), probando su
coevolucion en dos medios liquidos: medio rico en nutrientes (TSB) y medio minimo (MM). Para la evolucion
experimental se inocularon en 5o mL una MOl de 0,001, un total de goouL de la mezcla se transfirié a medio
fresco diariamente por 21 dias. Cada 18+/-2 h, se midio la densidad 6ptica (DO) y el titulo de fagos del control
de SE y de los grupos experimentales (n=4). Se seleccionaron 20 colonias los dias 1, 12 y 21 para analizar
resistencia de SE a poblaciones de fagos del pasado, presente y futuro. En los ensayos realizados en TSB,
Salmonella aumento el primer dia a DO 1,5 y en MM aumento a DO 0,7, en ambos se mantuvieron estable
por los 21 dias de experimento. El titulo del fago en TSB aumento el primer dia a 4 logs (logio PFU/mL), sin
embargo, disminuyo hasta 3 log. En cambio, el fago en MM, aumento 2 logs los primeros dos dias, luego
disminuyo hasta 2 logs, el dia 21. Los ensayos de resistencia evidenciaron coevolucion solamente en MM,
en que SE del dia 1 (pasado) es susceptible al fagos del presente (dia 12) y del futuro (dia 21); ademas SE es
resistente al fagos contemporaneo, indicando un modelo de “arm-race dynamics”. Este estudio demuestra
como el ambiente es un factor importante que influencia la coevolucion de Salmonella-fagos, lo que es
fundamental para un disefio de biocontrol basado en fagos para reducir la carga de Salmonella Enteritidis,
en produccion animal.
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Background: Salmonella Infantis (Sl) is considered in recent years an emerging Salmonella serovar, as it has
been associated with several outbreaks and multidrug resistance phenotypes. Phages appear as a possible
alternative strategy to control Sl. Bacteriophages offer a potential biocontrol solution, however, its lytic
capacity must be investigated. Lytic capacity is defined as: i) decrease in bacterial concentration, ii) increase
in viral titer iii) less induction of resistance in SI. The purpose was to compare the lytic capacity in a chicken
meat model of: (1) phage-12h, a phage of the Felixunavirus genera with wide host range pre-exposed to
Sl (obtained from 12 h challenge assay) and (2) phage-wt, the same phage but not exposed. Methods:
Both phages were previously sequenced and phage-12h presented mutations in tail genes presumptively
associated with phage adhesion to its Sl host. To conduct challenge assays on chicken meat, 1g (2cm2) pieces
were deposited on petri dishes. The pieces were immediately inoculated with 5o uL of SI_rifr (spontaneous
mutation to rifampicin) at 1x206 CFU/mL and incubated at 37°C for 1h. Then, 50 uL of phage stock were
inoculated at a concentration of 1x106 PFU/mL. Chicken plates were incubated at 4°Cfor 5 days and bacterial
concentration, viral titer, and resistance induction in Sl were measured daily. Three independent replicates
were conducted. Results: The Sl challenge with both phages indicated that phage-12h showed a higher lytic
capacity, as evidenced by: i) decreased bacterial concentration (up to a 4 log reduction compared to 2 log
for phage- wt); ii) higher viral titer (5x109 PFU/mL for phage-12h and 5x107 PFU/mL for phage-wt); and iii)
lower bacterial resistance (55% of Sl susceptible for phage 12-h versus 30% for phage-wt). Conclusion: The
study showed that pre-exposed phages could represent phages with improved characteristics as biocontrol
to control Sl in chicken meat.

FONDECYT N° 1181167. Proyecto Regular UNAB DI-1300-16/RG. This research received funding from the
Millennium Science Initiative of the Ministry of Economy, Development and Tourism, Government of Chile.
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Campylobacter es uno de los principales agentes bacterianos zoondticos causantes de diarrea en el mundo.
A pesar de esto, en Chile y otros paises Latinoamericanos, su importancia se ha subestimado por falta
informacion epidemioldgica. Recientemente, se observo una prevalencia de 8% entre pacientes con diarrea
en Valparaiso y se demostro la presencia de genes relacionados con resistencia a antibioticos, virulencia y
elementos genéticos moviles en aislados representativos de genotipos (flaA-RFLP) mas prevalentes. Mas
aun, se establecio por primera vez una posible asociacion entre aislados Chilenos y alimentos de origen
animal (pollo y vacuno). El presente estudio tuvo por objetivo determinar las caracteristicas gendmicas de
todos los genotipos de Campylobacter jejuni circulantes, en comparacion con aislados obtenidos a partir de
carne de pollo, y con el genoma de referencia de C. jejuni. Se analizé un total de 18 muestras, cuatro de pollo
que pertenecieron a los ST353, ST829, ST1953 y 14 de origen humano, pertenecieron a ST5o, ST51, ST257,
ST353,ST475,5T829,ST862, ST1359 Yy ST2965. Mediante el analisis con RAST se detectd genes de virulencia,
resistencia a antibidticos y a compuestos toxicos en todos los aislados. Entre los genes de resistencia se
encontrd genes de resistencia a colicina V, aminoglucosidos adeniltransferasas; resistencia a Arsénico,
Cobalto-Zinc-Cadmio, bombas de eflujo, a tetraciclina (tetO) y un transportador que confiere resistencia a
multiples drogas. Entre los aislados, dos de pollo y dos de humano presentaron sistema de secrecion tipo IV
(T4SS) y también se detecto genes relacionados con fagos y en dos la proteina de isla de patogenicidad de
Cag (cag12). Ademas, 75% de muestras de pollo y 35.7% de muestras humanas tuvieron genes involucrados
en el sistema de secrecion tipo VI (T6SS) y dos aislados de pollo presentaron simultaneamente T4SS y T6SS.
El analisis muestra un mayor repertorio de genes asociados con virulencia, resistencia a antibioticos, asi
como genes asociados a la presencia de T4SS y T6SS, en los aislados provenientes de carne de pollo. Se
requiere mas estudios para demostrar si estas caracteristicas genotipicas determinan un fenotipo mas
virulento en los aislados provenientes de pollo que en los de humanos.

Fondecyt/Conicyt iniciacion 11181262
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El uso excesivo e indiscriminado de antifungicos quimicos sintéticos en los campos de cultivo agricola ha
propiciado la generacion de cepas de hongos multirresistentes. En Botrytis cinerea (Bc) se han descrito mas
de 100 cepas nativas resistentes a diversos antifungicos de este tipo 1. Debido a que Bc es la causante de la
“pudricidn gris” y el agente biotico generador de las mayores pérdidas economicas para los productores de
frutas y hortalizas a nivel mundial, nos enfrentamos un problema fitosanitario muy interesante de abarcar.
Por otro lado, la especie vegetal nativa Drimys winteri (Canelo), arbol sagrado del pueblo mapuche, ha sido
descrita como poseedora de interesantes propiedades antifungicasz2,3. Los extractos obtenidos a partir de
su corteza han sido exitosamente analizados, pero los procedimientos para aislar los metabolitos bioactivos
son de bajo rendimiento. Ademas, el ciclo de vida de la especie y las condiciones de ubicacion geografica,
afectan la concentracion natural de sus componentes. Para enfrentar la situacion expuesta, se estandarizo
un método de cultivo in vitro para esta especie, se realizd la extraccion total utilizando un solvente semipolar
y se analizo la actividad del extracto de callos de canelo generados en cultivo in vitro. Los resultados parciales
de este proyecto, basado en analisis de los efectos de sobre la germinacion y proliferacion de las cepas
Bc_Bos.10 (sensible) y Bc_PN2 (multirresistente), permiten corroborar que el extracto de callo (DW_Coz),
muestra una composicion fitoquimica y actividad bioldgica similar al extracto de corteza de planta adulta
(EAO), validando el uso de herramientas de cultivo in vitro como estrategia para la obtencidn de extractos
de origen vegetal con actividad antifungica que permiten el control de los procesos bioldgicos de B. cinerea
en ensayos realizados in vitro.

Agradecimientos Julia Rubio Astudillo es Postdoctorante de la Universidad Auténoma de Chile, proyecto
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Faecalibacterium prausnitzii is an important bacterial commensal of the gut microbiome. Strains ascribed to
thisspeciesaccountformorethans%ofthetotal bacterial populationintheintestine of healthy humanadults.
Drops in their relative abundance have been linked to dysbiosis in several disorders, including inflammatory
bowel disease, colorectal cancer and type 2 diabetes. Despite growing interest in this commensal as
a (next-generation) probiotic, the undetermined taxonomy status of many of its isolates and the sparse
knowledge of their intrinsic resistance to antibiotics and persistence determinants (e.g. Toxin/Antitoxin
systems diversity) raises several safety considerations and prevents further advances in this direction. In this
work we re-evaluate the taxonomic rank of 6o sequenced F. prausnitzii-like strains obtained from human
samples available in public databases using different bioinformatic approaches suited for the assignment
of isolates to genus, specie and/or subspecies. Our results correlate well with the 2 principal phylogroups
already recognized in the group and validate the recently described F. mooreias a novel specie. However,
additional linages of different taxonomic rank emerged from our analyses. Representative genomes of
each of the uncovered linages were reannotated using an in houseannotation pipeline and compared to
identify antimicrobial resistance genes (ARG) and Toxin/Antitoxin (TA) systems. Results obtained indicate
that aminoglycoside 3-N-acetyltransferases are encoded in the core genome of F. prausnitzii, explaining
the resistance of the species complex against gentamycin, kanamycin and streptomycin, as reported for
many strains. Additionally, chloramphenicol resistance determinants and different active and passive efflux
pumps from both the ABC and MFS protein families, were identifiedin specific linages. Genes encoding TA
systems are widespread in the group, and included MazEF, HipAB, HicAB, HigAB and (ParED)-type systems.
Several of the ARGs and TA genes identified are located within predicted Mobile Genetic Elements (MGEs),
explaining linage-specific trait distributions and strain diversity.
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Durante el proceso de introduccion de material vegetal para la propagacion de cultivos in vitro, a pesar de los
protocolos estandares de desinfeccion y a los antimicrobianos adicionados en los medios de cultivo, suelen
desarrollarse microorganismos recalcitrantes aambos tratamientos. Al eliminar la presion selectiva de estos
bacteriostaticos, las bacterias proliferan sin mayor dificultad, arriesgando la productividad y propagacion
del cultivo vegetal. A partir de esta experiencia en la introduccion del arbol nativo Drimys winteri (Canelo)
en cultivo in vitro, se obtuvieron cuatro aislados bacterianos con una marcada resistencia a los antibioticos
de la familia de los betalactamicos y anfenicoles, los que ademas lograron crecer a 4 y 28 °C. Debido a estas
interesantes caracteristicas, se plantealanecesidad de conocerestos microorganismos, pregunta conductora
en el desarrollo de este trabajo de investigacion. Una vez aislados los microorganismos, se realizé una
caracterizacion de estos mediante técnicas de microbiologia clasica, asi como analisis moleculares mediante
amplificacion parcial del gen 16S rRNA y una genotipificacion por ERIC, REP y BOX PCR. Todos los aislados
mostraron caracteristicas fenotipicas del género Pseudomonas y de acuerdo a los resultados de BLAST del
16s, los aislados B4.2 y B4.4 poseen una alta identidad con P. veronii (99,72%), B4.5 con P. extremaustralis
(99,72%) y Bs con P. simiae (99,48%). La genotipificacion sefialé Unicamente agrupamiento de los aislados
B4.2 y B4.4 con ERIC y REP PCR, pero no con BOX. En busqueda de esclarecer el rol biologico de estas
Pseudomonas, se realizo la prueba LOPAT para descartar que estas fuesen fitopatogenas, los resultados
fueron no concluyentes con el perfil de alguna especie patogena. Con la finalidad de determinar potenciales
caracteristicos como biocontroladoras, se demostré en ensayos de cultivo dual frente a cepas nativas de
Botrytis cinerea la inhibicion del crecimiento micelial del fitopatdgeno. La descripcion de los efectos de
estos aislados sobre el desarrollo de B. cinerea, asi como el estudios sobre la condicion saprofita en plantas
modelos y analisis de otras posibles caracteristicas benéficas, son parte de futuras experimentaciones que
se disefiaran para dilucidar estas interrogantes.
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Las bacterias pertenecientes al género Salmonella se puede clasificar en serovares generalistas, capaces de
infectar un amplio rango de hospederos, y serovares especialistas, cuyos hospederos son muy restringidos.
Dentro de los primeros destacan S. Typhimurium y S. Enteritidis que infectan aves, cerdos, bovinos y
humanos, entre otros. En cambio, los serovares especialistas S. Typhiy S. Gallinarum infectan s6lo humanos
y aves, respectivamente. Una vez finalizado su ciclo infectivo en estos hospederos, Salmonella retorna al
medio ambiente donde se enfrenta a organismos predadores como los protozoos. Recientemente, nuestro
grupo demostrd que S. Typhimurium puede sobrevivir intracelularmente en la ameba D. discoideum. Sin
embargo, poco se sabe de la interaccidn entre otros serovares de Salmonella y esta ameba. Para evaluar la
supervivenciaintracelulardelos 4 serovares, seinfectd D. discoideum AX4 con cada bacteriaporihusandouna
multiplicidad de infeccion (MOI) de 100 bacterias/ameba. Luego, se eliminaron las bacterias extracelulares
con gentamicina y se determino el nUmero de bacterias intracelulares a diferentes tiempos post infeccion.
Para evaluar la virulencia, se incubd un césped de cada bacteria en agar N a 23°C por 24 h. Sobre el césped
se sembrd una gota de D. discoideum y se monitored la progresion del desarrollo social de la ameba durante
5 dias. Finalmente, para evaluar un posible efecto citotoxico ejercido por cada bacteria, se co-incubaron con
D. discoideum a distintas MOl y se evalud la morfologia de la ameba in vivo a diferentes tiempos de infeccion
mediante microscopia optica. Nuestros resultados muestran que todos los serovares estudiados pueden
sobrevivir intracelularmente en D. discoideum. Por otra parte, a diferencia de los serovares especialistas, los
serovares generalistas retrasan el desarrollo social de laameba en comparacion con E. coli B/r, que es |a cepa
bacteriana comunmente usada para alimentar esta ameba en cultivos in vitro. De esta manera, nuestros
resultados muestran que diferentes serovares de Salmonella son capaces de sobrevivir intracelularmente en
D. discoideumy que los serovares generalistas serian mas virulentos que los especialistas en este hospedero.

Este trabajo fue financiado por el proyecto FONDECYT 1171844 y la beca CONICYT 21191925,
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Introduccion. Los metabolitos bacterianos poseen un importante potencial biotecnoldgico contra distintas
enfermedades, entre ellas las neoplasicas. Previamente determinamos que la bacteria rizosférica antartica
Bacillus sp K2117 excreta metabolitos que inhiben el crecimiento de lineas tumorales de origen colorrectal.
Métodos. Para evaluar si el extracto metandlico tiene potencial proapoptdtico y antinvasivo se realizaron
ensayos in vitro las lineas tumorales colorrectales LOVO, DLD-1y HT29. Como marcadores de apoptosis
se determind la induccion de estrés oxidativo (H202), condensacion de la cromatina mediante la tincion
de Hoechst 33342 y de las caspasas efectoras 3/7. El efecto antinvasivo se cuantificé con los ensayos de
inhibicidon de la migracion por transwell y del crecimiento de esferoides de células LoVo embebidos en
Matrigel. Resultados. El extracto metanolico aumento significativamente la produccion delH202 (marcador
de estrés oxidativo), cuando se compararon las lineas tumorales con el control (p<o,001), asi mismo, indujo
alteraciones a nivel de la cromatina celular, evidenciados por la presencia de cuerpos apoptoticos y aumento
de forma significativa la deteccion de las caspasas efectoras 3 y 7 (p<o,001). Finalmente, el extracto
metandlico inhibio significativamente la invasion quimiotactica (p<o,001) y el crecimiento de los esferoides
de células LoVo embebidos en matrigel (p<o,05). Conclusion. La fraccion metanolica obtenida del extracto
crudo de la bacteria rizosférica antartica Bacillus sp K217 demostro su potencial aplicacion como un agente
proapoptdtico y antinvasivo en modelos in vitro con lineas tumorales de origen colorrectal

DIP662016 Universidad Autonoma de Chile
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Introduccion: Helicobacter pylori es una bacteria intracelular facultativa que infecta el 50% de la poblacidn
mundial. A pesar de que el estdmagos es su habitat natural, diversos trabajos haninformado la amplificacion
de genes de H. pylori en diferentes fuentes incluyendo alimentos, agua y boca. Sin embargo, los intentos de
aislar la bacteria de estos sitios no ha tenido éxito, dificultando la comprensidn de sus vias de transmision,
debido a que estas fuentes no ofrecen las condiciones ambientales 6ptimas para el crecimiento de este
patdgeno. Recientemente se ha informado que H. pylori puede sobrevivir dentro de levaduras aisladas
desde miel, yogurt, boca y vagina; sugiriendo que ingresando a la levadura, esta bacteria podria protegerse
de factores ambientales que comprometan su viabilidad y ademas utilizar a este microorganismo eucariota
como vehiculo de transmision. Actualmente se desconocen los elementos implicados en la entrada de la
bacteria a la levadura, es por ello que el objetivo general de este trabajo fue determinar la incorporacion in
vitro de H. pylori en C.albicans en condiciones de estrés de pH acido o temperatura. Metodologia: Se co-
cultivaron H. pylori con C. albicans en caldo Brucella con suero bovino fetal a pH 3, 4y 7, y @ 30°Cy 37°C, de
forma independiente. Posteriormente, se determind el ingreso de la bacteria a través de microscopia, PCR
y recuento celular para H. pyloriy C. albicans. Resultados: Con respecto al crecimiento de H. pylori, ésta no
crecio de manera optima a pHs acidos ni a 30°C en comparacion con el crecimiento en condiciones 6ptimas
(pH 7y 37°C). Se visualizdé H. pyloriintracelular a todos los pHs y temperaturas analizadas, pero el porcentaje
varia segun las condiciones, ingresando con mayor frecuencia a pHs acidos que a pH neutro, y a 30°C que a
37°C. Conclusion: H. pyloriingresa a C.albicans a diversos pH y temperaturas, siendo regulada su frecuencia
de ingreso segun las condiciones ambientales presentes en el medio donde se encuentra.
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Introduccion: El Virus Herpes Simplex Tipo 1 (HSV-1) es un virus neurotropico que causa una infeccion
persistente latente de porvidaenhumanos. Provocaunade lasinfecciones mas prevalentesenelhumanoy su
control es altamente relevante para la salud publica. Con el actual cambio de las variables sociodemograficas
de los paises a nivel mundial, la prevalencia del HSV-1 esta cambiando. Sin embargo, en Chile se desconoce
la prevalencia de este virus en la poblacion general. En este estudio se evaluo la seroprevalencia del HSV-1
en adultos de la Regidn de Los Rios, Chile. Metodologia: Se realiz6 un estudio transversal para determinar
la seroprevalencia del HSV-1. Mediante muestreo aleatorio estratificado, se incluyeron 385 participantes
entre 50 a 8o anos de edad registrados en el Centro de Salud Familiar Dr. Jorge Sabat Gozalo de la Comuna
deValdivia. Las muestras de suero humano fueron evaluadas mediante la técnica ELISA para la deteccion de
anticuerpos IgG anti-HSV-1. Resultados: La seroprevalencia del HSV-1 en la poblacion adulta de la comuna
superael9o%, sinvariacionessegunsexo.Sinembargo, laseroprevalenciase veaumentadaconelincremento
de la edad. Conclusiones: Se evidencia un elevado porcentaje de individuos adultos infectados con el HSV-1
en la poblacion de la Comuna de Valdivia en Chile. Debido a la falta de evidencia de la epidemiologia de la
infeccion por este virus, estos hallazgos son importantes para establecer eficientes politicas publicas que
favorezcan el desarrollo de intervenciones que controlen la transmisidn y reactivaciones del HSV-1 en la
poblacidn.Y asi, prevenir las consecuencias que implica su infeccion en la poblacion.

FONDECYT 1180936
BECA DE DOCTORADO NACIONAL CONICYT N° 175148949
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Enlasultimasdécadas, hatomadoimportancialaidentificaciondemoléculasconpropiedadesantimicrobianas
que hagan frente alaumento sostenido de laresistencia bacteriana. En este escenario, la busqueda de nuevos
microorganismos que sinteticen moléculas con propiedades antibacterianas es una estrategia utilizada ante
esta situacion. El objetivo de este trabajo consistio en analizar el pangenoma y la filogenia de la bacteria
antartica Pseudomonas sp. K2l15 para determinar el origen de su actividad antibacteriana contra bacterias
patdgenas humanas. Para ello, se empled un total de 14 genomas del género Pseudomonas categorizados
como cerrados. El genoma central se establecio mediante la plataforma EDGAR. Las secuencias se
compararon usando el método all-against-all, basado en BLASTP y BLOMSUM®62. Para determinar las
relaciones filogenéticas, los genes ortélogos de cada especie se concatenaron usando FASconCAT vy las
secuencias se alinearon mediante ClustalW 2.0. El arbol filogenético se construyé mediante PhyML. Los
resultados mostraron que Pseudomonas sp. K2l15 compartid 1574 genes con otras especies de Pseudomonas.
Los 310 genes especificos de Pseudomonas sp. K2l15 se concatenaron y anotaron nuevamente mediante
RAST, SEE y se asignaron posibles categorias funcionales mediante COG. El 5% de estos genes tendrian
funciones metabodlicas y el 95% corresponderian a proteinas no identificadas. El arbol evolutivo mostro
que Pseudomonas sp. K2l15 mostrd un ancestro en comun con P. veroniiy P. antarctica, esta Ultima aislada
desde el continente antartico, lo que indicaria una posible asociacion geografica. Ademas, Pseudomonas sp.
K2l15 compartié un ancestro comun con P. fluorescens, lo que se correlaciona con los resultados obtenidos
mediante APl 20NE. Para establecer un analisis especifico de la relacion filogenética entre Pseudomonas sp.
K2l1s, P. antarctica PAMC 27494y P. veroniiRo2, se realizd un nuevo analisis pangenomico. Las tres bacterias
compartieron 4106 genes. A su vez, Pseudomonas sp. K2l15 compartié 595 genes con P. antarctica y 358
genes con P. veronii. En conclusion, los resultados sugieren que la actividad antibacteriana de Pseudomonas
sp. K2l15 sobre bacterias patogenas humanas podria encontrarse en las secuencias diferentes entre esta
bacteria y las otras especies de Pseudomonas analizadas en este estudio.

DIP 66-2016 y DIUA g7-2017, VRIP Universidad Autonoma de Chile.
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Desde el primer reporte en 2004 sobre la liberacion de “trampas extracelulares” por parte de neutrdfilos
sometidos a distintos estimulos (tanto quimicos como bioldgicos), ha habido grandes avances en lo que
respecta a este nuevo mecanismo de la inmunidad innata contra distintos patogenos. Sin embargo, a la
fecha se conoce sustancialmente menos sobre las trampas extracelulares generadas por otras células
inmunes como macrofagos, basdfilos o eosindfilos. En este trabajo describimos por primera vez que
Salmonella Typhimurium LVRo1, bacilo gram negativo atenuado en el gen aroC, induce la liberacion de
trampas extracelulares en macréfagos murinos en el término de pocos minutos. Estas redes, de tamafos
que varian entre entre 15 y 50 micrometros, estan constituidas principalmente por ADN nuclear asi como
histonas y proteasas, siendo la naturaleza de las mismas confirmada por pre-tratamiento con DNAsa |.
Luego de su liberacion, las bacterias son rapida y eficientemente retenidas en las mismas y finalmente
degradadas. Asimismo, el fenomeno de enucleacion por el cual pasan los macrofagos lleva a su muerte. Por
otra parte, determinamos que la decisidn entre utilizar la liberacion de estas trampas en lugar fagocitosis,
el mecanismo clasico contra patdgenos extracelulares, depende de la densidad de bacterias infectantes.
Finalmente, observamos que la naturaleza de los macrdfagos, ya sean primarios o provenientes de una linea
celular homogénea, también define la intensidad de este fendmeno. Entendemos que este reporte es un
aporte relevante al conocimiento de los mecanismos inmunes contra patdgenos de relevancia global.
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Herpes simplex virus (HSV) type 1 (HSV-1) and type 2 (HSV-2) are highly prevalent worldwide and their
dissemination is favored by frequent asymptomatic transmission. Importantly, these viruses can produce
diverse clinical manifestations, including skin and mucosal lesions, blindness and even life-threatening
encephalitis. HSVs encode a myriad of virulence factors, which negatively modulate the host antiviral
immunity, promoting viral persistence and eventually disease severity. An important aspect of HSVs is their
capacity to interfere with dendritic cell (DC) function, likely contributing to non-optimal adaptive immune
responses against them. Recently, our laboratory has found that inducing host heme oxygenase-1 (HO-
1) expression reduces epithelial and neuronal cell infection in vitro. HO-1 is normally induced in response
to stress stimuli, such as ultraviolet radiation (UV), hyperthermia, hypoxia, reactive oxygen species (ROS),
as well as cytokines, among others. This enzyme catalyzes the degradation of iron-containing free heme
in the cell into biliverdin, carbon monoxide, and ferrous iron (Fe2+), which have been described to have
cytoprotective effects. Moreover, the products of HO-1 activity have also been shown to elicit antiviral
functions against several viruses, including human immunodeficiency virus (HIV), influenza, human
respiratory syncytial virus (hRSV), Ebola and hepatitis B and C. Here, we sought to evaluate whether HO-1
may positively modulate DC viability and function upon HSV infection, which may be key for establishing
protective immunity against these viruses. Our findings indicate that HO-1 reduces DC infection by HSV-1
and HSV-2 and provides DCs protection against virus-induced cell death. However, DC maturation was not
significantly induced. Despite the latter, DCs expressing HO-1 and infected with HSV were able to activate
naive CD4+ T cells in co-culture assays and promote their polarization towards a requlatory T cell helper
(Treg) phenotype, as determined by FoxP3 upregulation. These findings suggest that HO-1 expression in
DCsmay promote virus control, altogether with an anti-inflammatory response against HSV, which will be
studied in an animal model of HSV infection.

FONDECYT grant #1190864, FONDEF grant ID17l10143 and the Millennium Institute on Immunology and
Immunotherapy grant #Pog/016-F
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Background: The microbiota plays an important role in the protection of organisms against bacterial
infections. Among main pathogens affecting the salmon industry is Flavobacterivm psychrophilum, the
etiological agent of the Bacterial Cold Water Disease. This bacterium causes mortalities, that for still unknow
reason always have a variable proportion of survival. The current explain relies on the genetic difference
between fishes, so alternatives hypothesis also can be elaborated bases in the individual variability of the
microbiota composition. Thus, the following hypothesis was proposed “the microbiota of the Salmonids
resistant to Flavobacterium psychrophilum, has microorganisms with probiotic characteristics, which in fish
improve their response against infections by F. psychrophilum” The goal of this study is to determine if there
are differences between the microbiota of fishes resistant and susceptible to infection of F. psychrophilum
and isolate microorganisms with antimicrobial activity against F. psychrophilum. Methodology: For
the development of this study, a comparison was made between the microbiota, present in resistant
and susceptible fish to F. psychrophilum, then culturable microorganisms belonging to the microbiota of
resistant fish were isolatedand their antagonistic activity was evaluated in vitro and in vivo. Results: The
microbiota from susceptible fish was more diverse (266 different OTUs) than microbiota from resistant fish
(134 different OTUs). The microbiota of resistant fish presents a greater abundance of the bacterial genus
Muribaculum, Pseudomonas, Alloprevotella, Lactococcus and Carnobacterium than the susceptible fish. In
addition, a total of 232 bacteria were isolated. From these microorganisms, we test antagonism against
the pathogen used in the challenge assay. A total of 15 isolates had the capacity to inhibit the growth of F.
psychrophilum, generating haloes between g and 18 mm. The isolates with antagonist activity correspond to
bacteria belonging to the genera Pseudomonas, Comamonas, Flavobacterium, and Chryseobacterium. One
isolated from genus Pseudomonas was used for in vivo challenge in trout with F. psychrophilum. Fish fed
with the isolate showed 100% survival, while fish that were not fed with the isolate showed 60% survival.
Conclusions: The microbiota of fish resistant has a greater abundance of the genus Pseudomonas, isolated
from this genus show activity in vivo and in vitro against F. psychrophilum.

Project MECESUP USA1799 to MT. Projects FNlo217 and GIAPo2 to AG.
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El complejo especifico Acidithiobacillus agrupa 14 linajes de bacterias acidofilas, autotrofas y azufre
oxidantes, caracterizadas a distintos niveles de profundidad. Debido al potencial biotecnoldgico de los
acidithiobacilli, elinterés por comprenderla biologia de este taxon se haincrementado enlas Ultimas décadas,
aumentando en paralelo la accesibilidad a genomas secuenciados de representantes del mismo. A pesar de
su importancia como modelos de estudio en biomineria, las herramientas genéticas disponibles para los
Acidithiobacillus siguen siendo limitadas, y las rutas de transferencia génica horizontal (TGH) empleadas por
este grupo de extremofilos son aun poco comprendidas. En un esfuerzo por contribuir al entendimiento de
las rutas de TGH y del impacto de los elementos genéticos moviles (EGMs) en la ecofisiologia y evolucidn
de estos aciddfilos, en este trabajo se secuenciaron y compararon multiples cepas de los diversos linajes
de Acidithiobacillus. A partir de la informacion de secuencia obtenida se investigo la estructura del genoma
en términos del numero y tipo de compartimientos gendmicos (replicones independientes) por linaje y se
caracterizo el conjunto de EGMs propios del taxon. Empleando estrategias experimentales y bioinformaticas
hemos caracterizado los diversos EGMs episomales e integrados, clasificandolos en diferentes familias
y analizado su distribucion intra e interespecifica. Los resultados obtenidos indican que, a excepcion del
linage 1 (representado por A. caldus), el cual presenta una estructura del genoma en multireplicén, todos
los genomas de los acidithiobacilli estan compuestos de un replicon principal Unico y un maximo de dos
plasmidos pequenos acompafantes. Los replicones secundarios del taxon pueden ser agrupados en 4
familias principales con backbones caracteristicos. Por su parte, los EGMs integrados detectados, incluyen
un numero reducido de profagos e integrones y vasto repertorio de transposones, elementos integrativos
movilizables (IMEs) y conjugativos (ICEs) y/o sus vestigios. Los ICEs son el tipo predominante de EGM en
todos los genomas analizados, indicando que la conjugacion mediada por sistema secrecidn de tipo IV es la
via de intercambio de genes preferida por los miembros del complejo especifico Acidithiobacillus.

Agradecimientos: Fondecyt 1181251; Basal AFB170004; Millennium Science Initiative, Ministry of Economy,
Development and Tourism of Chile under Grant “Millennium Nucleus in the Biology of the Intestinal
Microbiota”. Beca CONICYT 21160871(Fl) and 21171049(AMB)
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Background: Chilean salmoniculture use a large amount of antibiotics against bacterial infectious. The
effect of antibiotics on the microbiome and its functional properties has been scarcely studied in the
Atlantic Salmon. The goal of this study is evaluate the taxonomic transitions of the microbiome in the gut of
salmons treated with non-absorbable antibiotics, and infer the changes in the functional properties of the
microbiome. For this, as Methodology: pre-smolt fish divided into groups were used: control (C), treated
with the antibiotics Bacitracine and Neomycin for 14 days (Ab) and recovery group which was left for 14
days without antibiotic treatment (R). Massive sequencing of the 16S rRNA V3-V4 region was done from
fecal and gut samples. The metagenomic analysis, taxonomic classification and metabolic prediction were
made with the QIIME and PICRUSt programs. Results: At the level of Filum the group C in feces and gut
dominates Proteobacteria, in the group (AB) in feces dominates Firmicutes and in gut Proteobacteria; in the
group R Firmicutes dominates feces and gut. At the level of genus, group C is dominated by Flavobacterium
in feces and Shewanella in gut; in the group AB Lactococcus and Lactobacillus dominate in feces and
Jhantinobacterium the gut; Group R is dominated by Lactococcus and Streptococcus in feces and Lactococcus
in gut. The functional inferential shows a greater representation of all the modules evaluated in feces and
gut of group AB. Conclusion: These results show that antibiotics changes the predominance of certain
groups and increase the diversity of metabolic pathways present in the microbiome.

AG acknowledge support from to the project GIAP-02 “Produccion Acuicola Sustentable” and MACH
(SATREPS-JICA). MT cknowledge support from project Mecesup USA1799 and DICYT 081871GM.
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Introduccion: Listeria monocytogenes (Lm) es un patogeno transmitido por alimentos y es causante de
Listeriosis en humanos. Es capaz de proliferar a temperaturas de refrigeracion, altas concentraciones de sal
y acidos. El cobre posee propiedades antibacterianas y su potencial utilizacion en la industria de alimentos
ha llevado a estudiar la respuesta de Lm frente al cobre. Previamente hemos observado que el efecto anti-
Lm del cobre se ve potenciado en frio (8°C). Ademas, en estudios de la respuesta transcripcional global de
Lm cultivada a 8°C y en presencia de cobre se identificaron algunos genes pertenecientes a la biosintesis
de cobalamina que aumentaron su expresion, entre ellos el gen cobQ que codifica para una sintasa. Se ha
descrito que la cobalamina posee un rol antioxidante en otras bacterias en ambientes altamente oxidantes.
El objetivo de este estudio fue evaluar en Lm el rol de cobQ en la respuesta al estrés por cobre y frio.
Metodologia: Se estandariz6 un protocolo de mutacidon en Lm mediante recombinacion homologa para
eliminar el gen cobQ. Se uso el vector de integracion termosensible pKSV7. La mutacion fue confirmada
mediante secuenciacion. La mutante se caracterizé respecto a su concentracion minima inhibitoria de
cobre (MIC-Cu) a 8°, capacidad de crecimiento a 8°Cy 8°C + 0.5 MM de cobre, y la expresion de los genes de
homeostasis de cobre (operon copZA). Resultados: Fue posible eliminar el gen cobQ (Lm-AcobQ) en Lm. La
caracterizacion de la mutante revel6 valores de MIC-Cu de 6 mM similar a lo observado en la cepa WT. Los
tiempos de generacion fueron equivalentes entre las cepas WT y Lm-AcobQ en frio y frio/cobre. Se observo
que los genes copZA cambian su expresion en respuesta a cobre a 8°C pero no se encontré diferencias
en los niveles de transcritos entre la cepa WT y mutante. Conclusion: Contrario a la alta expresidn de los
genes asociados a la sintesis de cobalamina en respuesta a 8°C y cobre, la ausencia de cobQ no afecta el
crecimiento y tolerancia a cobre en Lm. Esto sugiere que Lm posee otros mecanismos que permiten su
adaptacion a estas condiciones de estrés.

FONDECYT n® 1171575.



Congreso

CP3-66

Desarrollo y validacion clinica de un nuevo método de diagnostico que detecta virus respiratorios y un
potencial indicador de gravedad mediante Luminex®

Yaneisi Vazquez?, Jorge Mora?, Pablo Bertrand? Marcela Ferrés?, Ana Maria Contreras?, Claudia Riedel?,
Alexis M. Kalergis?, Susan Bueno®

(1) Genética Molecular y Microbiologia, Ciencias Bioldgicas, Pontificia Universidad Catodlica de Chile

(2) Division de Pediatria, Escuela de Medicina, Facultad de Medicina, Pontificia Universidad Catolica de
Chile

(3) Departamento de Ciencias Bioldgicas, Facultad de Ciencias de la Vida, Universidad Andrés Bello

yvazquez@bio.puc.cl

Introduccion: Las infecciones respiratorias agudas son una de las principales causas de hospitalizaciones
y muertes. Una infeccidn viral estimula la produccion de IL-8, IL-33, IL-6, IL-3 y se ha observado que altos
niveles de estas citoquinas podrian estar asociado con la gravedad del paciente. Una proporcidon importante
de las pruebas para diagnosticar virus respiratorios se realizan por PCR, sin embargo, ninguna incorpora
un indicador de gravedad. Incluir este parametro permitiria entregar un prondstico y mejor tratamiento a
corto plazo. Métodos: Se desarrolléd un método diagnostico basado en Luminex®, el cual detecta en un solo
paso proteinas del Virus Sincicial, Metapneumovirus, Adenovirus, Influenza, Parainfluenza y un indicador de
gravedad (IL-33). Se evalud la sensibilidad, especificidad y exactitud diagnostica de Luminex®, comparando
200 muestras de hisopado nasofaringeo diagnosticadas como negativas y positivas por PCR, como gold
estandar, para los 5 virus. Ademas, se compararon los niveles de IL-33 en nifios con virus versus sanos.
Resultados: Se obtuvo alta sensibilidad y especificidad para el diagnostico viral, ya que el método evaluado
detecta bajas concentraciones de los analitos, y sélo en células infectadas. Igualmente, se obtuvo buena
exactitud diagnostica, con 80% de sensibilidad y 96% de especificidad respecto al PCR. Altos niveles del
potencial indicador de gravedad se detectaron exitosamente so6lo en nifios con infeccion viral. Conclusion:
El nuevo método de diagndstico detecta proteinas virales con alta exactitud, en conjunto con un potencial
indicador de gravedad.

Consorcio Tecnolodgico en Biomedicina Clinico-Molecular 13CTl-21526-P5 e Instituto Milenio en Inmunologia
e Inmunoterapia Pog/016-F.
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Pathogens as virus use various mechanisms to manipulate host processes to promote infection such Post-
translational modifications (PTMs). PTMs of proteins provide highly versatile tools and tricks used by cells
to regulate the plasticity for dynamic and reversible control of protein function. PTMs include the addition
of simple chemical groups, such as a phosphate or methyl groups and more. PTMs represent efficient
strategies to modify activities, half-lives, or the intracellular localization of host proteins that are critical for
infection. In this work, we study the effect on the expression of the Gag protein of human immunodeficiency
virus type 1 (HIV-1) by modifying the expression of 2 enzymes that produce PTMs. We will focus on the
phosphorylation generated by Casein kinases 2 (CK2) is a serine/threonine kinase and Asymmetric arginine
methylations (ADMA), mediated by PRMTx. In addition, we evaluate the effects of these modifications on
the GTPase-activating protein-(SH3 domain)-binding protein 1 (G3BP1) protein by the generation of mutant
proteins for PTMs of G3BP1. Our results indicate that overexpression of catalytic subunit of CK2, CK2q,
increase the general phosphorylation state of the cell, accompanied by a decrease in the expression of Gag
viral protein. On the other hand, by inhibiting ADMAs by a PRMTz inhibitor, or by overexpressing JMJD6
demethylase, we see a decrease in Gag expression. As for the G3BP1 mutants, the results indicate that the
phosphomimetic mutants of G3BP1 (S149E) decrease the expression of Gag, but not its RNA. This work
opens new questions, about how HIV-1 could manipulate not only proteins, but the modifications on these
to take advantage of the cellular machinery.

FONDECYT #1180798 to Dr. Fernando Valiente-Echeverria, FONDECYT #1190156 to Dr. Ricardo Soto-Rifo,
Beca de vicerectoria de postgrado USACH and Proyecto CHAIR to Felipe Velasquez
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Piscirickettsia salmonis es una bacteria gram-negativo, causante del sindrome rickettsial salmonideo o
Piscirickettsiosis, una de las enfermedades infecciosas mas agresivas que afectan a la industria salmonera
del pais. Diversos patogenos bacterianos, similares a P. salmonis, codifican proteinas chaperonas de union
a RNA pertenecientes a la familia Sm-LSm existente tanto en procariontes como eucariontes. Dentro de
ellas destaca la proteina Hfq, descrita por primera vez en Escherichia coli como una proteina de union a RNA
capaz de regular a una serie de fenotipos de bacterias, incluyendo crecimiento y la expresion de factores
de virulencia, entre otros, lo que permitio identificar una gama de RNA pequefios no codificantes (SRNAs)
que se unen a ella en forma especifica. Estudios recientes de nuestro laboratorio han demostrado que
en el genoma de P. salmonis se encuentran regiones codificantes para dos paralogos de la proteina Hfq.
De éstas, la Hfg-2 posee alrededor del 70% de identidad con la proteina Hfq de E. coli. Para determinar
la funcionalidad Hfg-1 y Hfg-2 de P. salmonis, previamente clonadas en el vector PJQ200ks, se realizaron
ensayos de complementacion utilizando una cepa de E. coli Ahfq, generada a través de estrategias de
recombinacion homdloga. Posteriormente, se evalud la estabilidad de las cepas knock out en cinéticas de
crecimiento normal y en condiciones de estrés nutricional y quelante de hierro. Los resultados demuestran
que la E. coli Ahfqg complementada con Hfg-2 de P. salmonis tiene un comportamiento, respecto a su cinética
de crecimiento, similar ala cepasilvestre, en comparacion con la misma cepa no complementada. Del mismo
modo, las cinéticas de crecimiento con respuesta a estrés, muestran el mismo resultado para Hfg-2, lo que
sugiere que sdlo la proteina Hfg-2 de P. salmonis podria tener un comportamiento y funcionalidad similar a
la Hfq de E. coli. Como trabajo posterior se evaluara la interaccion de Hfg-2 de P. salmonis con algunos SRNA
de E. colien las cepas complementadas, para validar su funcion.

Proyecto FONDECYT 1170342
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Piscirickettsia salmonis es el agente etioldgico de la Piscirickettsiosis, enfermedad que afecta salmdnidos de
cultivo en Chile. Esta bacteria es capaz de formar agregados extracelulares similares a biofilm, en respuesta
a condiciones de estrés. Lo anterior sugiere que este patdgeno puede utilizar esta estrategia para sobrevivir
y persistir en ambientes marinos o como factor de virulencia. Por tal motivo, el objetivo del trabajo fue
determinar la capacidad de P. salmonis para formar biofilm y analizar la viabilidad bacteriana en su estado
sésil (biofilm) y planctonico. Para ello, se analizé la cepa tipo LF-89 y 3 aislados de campo tipo EM-go (IBM-
0034, IBM-009 y AUS-111), las que fueron cultivadas en medio Marine Broth modificado, por 4 dias, en tubos
de 5o mL en agitacion (planctdnico) y sin agitacion (sésil). La formacion de biofilm fue evaluada por tincion
con Cristal Violeta y Concanavalina-A. La viabilidad celular se evalud por citometria de flujo, utilizando
el Kit Live/Dead®, de acuerdo a indicaciones del proveedor. Se pudo observar que todas las cepas de P.
salmonis forman biofilm y que existen diferencias en el porcentaje de viabilidad bacteriana de acuerdo a
las cepas tipo analizadas y a su estado de crecimiento. En el caso del estado sésil, las con mayor viabilidad
fueron LF-89 (75,8%), IBM-0034 (70,2%), sequida de IBM-009 (67,6%) y AUS-111 (64,9%). En el caso de la
situacion planctonica, las con mayor viabilidad fueron IBM-009 (96,6%), IBM-0034 (94,1%), LF-89 (85,9%)
y AUS-111 (68,7 %). Estos resultados indican que la viabilidad del estado sésil de la bacteria es menor en
comparacion con la planctonica, sugiriendo que la forma sésil no favoreceria la proliferacion bacteriana. En
este momento, se esta evaluando la capacidad de producir biofilm in vivo, donde P. salmonis utilizaria esta
condicidn en procesos patoldgicos.

Los experimentos fueron financiados con el aporte del Proyecto Fondecyt 117135, Conicyt 21160223, Fondap
15110027, Gastos Operacionales N° 87282018 asociados a la Beca Conicyt N° 21160223.
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Entre los principales factores de virulencia de las bacterias del género Salmonella se encuentran los sistemas
de secrecion de tipo Ill (T3SS) codificados en las islas de patogenicidad SPI-1 y SPI-2. Estos sistemas
translocan proteinas de virulencia llamadas “efectores” desde el citoplasma bacteriano al de una célula
eucarionte hospedera. Para caracterizar la funcionalidad de estos efectores, se suelen utilizar fusiones
génicas cromosomales o plasmidiales al reportero CyaA’ de Bordetella pertussis. CyaA’ es una adenilato
ciclasa dependiente de calmodulina que sdlo es activa dentro de una célula eucarionte. Por tanto, se puede
determinar si una proteina de fusion entre un efector y el reportero CyaA’ ha sido translocada en una célula
eucarionte mediante la deteccidn de un aumento en sus niveles de cAMP. Cabe mencionar que las fusiones
cromosomales son ventajosas por sobre las plasmidiales ya que los genes que codifican dichas fusiones se
encuentra en copia Unicay su expresion depende de los promotores nativos de la bacteria. En este estudio se
disefid y construyo el vector pCLF4-cyaA’, que contiene el ORF que codifica el dominio CyaA’ adyacente a un
cassette génico que confiere resistencia a kanamicina flanqueado por sitios FRT. De esta forma, un producto
de PCR obtenido a partir de pCLF4-cyaA’ que contenga los elementos genéticos mencionados puede ser
introducidoenelcromosomabacteriano paragenerarfusionesde genesmediante recombinaciéonhomaloga,
usando el sistema Red del fago lambda codificado en el plasmidio pKD46. Posteriormente, el cassette de
resistencia puede ser eliminado mediante recombinacion entre los sitios FRT usando la recombinasa Flp
codificada en el plasmidio pCP20. Como prueba de principio, se utilizo el vector pCLF4-cyaA’ para generar
fusiones cromosomales de los efectores SipA, SopB, SptP, SopF, SifA, SseJ, SseF y SseG unidos al reportero
CyaA' en S.Typhimurium. Todas las proteinas de fusion generadas fueron detectadas mediante Western blot
usando un anticuerpo monoclonal anti-CyaA'. Por tanto, el vector pCLF4-cyaA’ permite generar fusiones
cromosomales al reportero CyaA’ para estudiar la translocacion de distintos efectores de los T3SS de
Salmonella a células eucariontes.

Este trabajo fue financiado por el proyecto FONDECYT 1171844 y las becas CONICYT 21140692 y 21140615.
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Introduccion: Ceftazidima/avibactam (CZA) es una nueva alternativa terapéutica frente a P. aeruginosa
productora de serinocarbapenemasas y su asociacidon con aztreonam (ATM) ha demostrado ser sinérgica
frente a P. aeruginosa productoras de metalocarbapenemasas. En Chile, los estudios de la actividad de
CZA en P. aeruginosa son escasos y no existen estudios de sinergia con ATM sobre cepas de P. aeruginosa
productoras de metalocarbapenemasas. El objetivo de este estudio fue determinar la actividad de CZA
sobre aislados clinicos de P. aeruginosa productores de KPC y evaluar la sinergia de esta combinacion
asociada a ATM en cepas productoras de VIM. Metodologia: Se estudio 37 cepas de P. aeruginosa aisladas
entre los afios 2004-2018 procedentes de diferentes hospitales de Chile, 24 portadoras del gen bla,, y 13
portadoras del gen bla, . Se determin¢ la concentracion inhibitoria minima (CIM) de CZA por epsilometria
y de ATM por microdilucion en caldo. Los ensayos de sinergia se realizaron determinando la CIM de
CZA, empleando tiras de Etest® en agar Mueller-Hinton suplementado con ATM a una concentracion de
o0,5x la CIM. Mediante la prueba de McNemar se evaluo las diferencias entre la CIM de CZA vy la sinergia
Resultados: El 95% (23/24) de las cepas productoras de KPC resultaron susceptibles a CZA (CIM <8ug/
mL), siendo sdlo la cepa P385 no susceptible (CIM= 12pg/mL). En relacion a los ensayos de sinergia; 53%
(7/23) de las cepas productoras de VIM fue inhibida con una CIM <8ug/mL de CZA en presencia de ATM.
En las cepas restantes (6/13), se observd una disminucion de la CMI entre 2 a 16 veces; sin embargo, se
obtuvo valores de CMI a CZA 216 pg/mL. En promedio, la CIM de CZA disminuyd 6 veces en combinacion
con ATM (p = 0,008). Conclusidn: Los resultados de la CIM de CZA de las cepas de P. aeruginosa productoras
de KPC sugieren que CZA podria ser una buena alternativa terapéutica frente a este tipo de aislados en
Chile y la asociacion CZA/ATM resultd ser sinérgica en la mitad de los aislados productores de VIM.

Proyecto CONICYT PAl79170082; Laboratorio Pfizer Chile S.A.
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There is an increasing interest in the response and adaptation mechanisms evolved by microorganisms to
live at low temperatures, due to their ecological importance and biotechnological/industrial applications.
In the case of yeasts, most of the studies about cold response have been performed in mesophiles exposed
to cold-stress. Our objective is to study at a genomic level, the response and adaptation mechanisms of
cold-adapted yeast to low temperatures and determine the differences displayed between psychrophilic
and psychrotolerant species. The draft genomes of eight Antarctic yeasts, obtained by Illumina HiSeq 4000
sequencing, were analyzed to identify genes associated with cold stress. CDS were predicted using Augustus
in Geneious R10, then translated and filtered for BLAST searches against a local database of fungi proteins.
Results were again filtered to select putative proteins related to cold-stress response and adaptation, and
organized according to the process in which involved. Classical cold-stress related genes described in the
literature (as OLE1, HOG1, TPS2, GSY1, and HSP12) were found in most species examined, though contrary
to what expected, there was no clear difference in the amount of different genes coding to proteins involved
in general and cold stress between the psychrophilic and psychrotolerant species. The results obtained will
be useful to study, trough RNA-seq, the global gene expression changes induced by cold-stress in these
yeasts.

Proyecto Fondecyt 1180233
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El salar del Huasco es un humedal ubicado en la zona altiplanica de la Region de Tarapaca, a unos 3800
m.s.n.m. Estudios previos han demostrado que los suelos rizosfericos del Salar presentan texturas franco-
arcillosas, estan expuestos a altos niveles de radiacion, son alcalinos con alta conductividad y poseen altas
concentraciones de salesy metales pesados. A pesar de estas condiciones extremas, este ecosistema alberga
una gran diversidad microbiana adaptada a las condiciones del lugar. El objetivo de esta investigacion fue
estudiar propiedades de promocion de crecimiento vegetal (solubilizacion de fosfatos, produccidon de
acido indolacético (AIA), medicion de la actividad de la enzima 1-aminociclopropano 1-carboxilato (ACC)
desaminasay la produccion de sideréforos) en bacterias rizosféricas altiplanicas. Se aislaron bacterias desde
la rizosfera de plantas provenientes de dos sitios del Salar de Huasco: Ho (vega salina) y H3 (bofedal). Se
obtuvieron 67 bacterias pertenecientes a los géneros de Pseudomonas, Exiguobacterium, Staphylococcus,
Pseudoalteromonas, Halomonas, Bacillus y Aeromonas en H3 y Bacillus, Halomonas, Aliidiomarina y
Halobacillus, en Ho. Del total, se analizaron 37 rizobacterias. Seis bacterias de los géneros Halomonas,
Exiguobacterium, Bacillus y Pseudomonasresultaron sersolubilizadoras de fosfato. En presenciadetriptéfano,
la produccion de la fitohormona AlA fue observada en 25 cepas, en un rango entre 3,10 a 18,04 pg/mL de
AlA. Se observo que 13 bacterias de los géneros de Pseudomonas, Halobacillus, Halomonas y Aliidiomarina
producian siderdforos. La actividad enzimatica de ACC desaminasa fue detectada en g bacterias de los
géneros de Bacillus, Halomonas y Pseudomonas. En conclusion, la rizosfera de plantas altiplanicas del Salar
de Huasco albergan diversos grupos bacterianos que poseen mecanismos de promocion de crecimiento
vegetal. Estas propiedades permitirian a las bacterias colonizar y subsistir en estos suelos salinos. Estas
bacterias PGPR podrian ser Utiles para aumentar la tolerancia de los cultivos al estrés por sequia y salinidad
o bien por contaminacién con metales pesados.

FONDECYT 1181773; DI PUCV Consolidado 039.367/2019.
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Los sistemas CRISPR-Cas constituyen un mecanismo bacteriano de defensa contra el material genético
exogeno proveniente de elementos genéticos moviles. Este mecanismodeinmunidad se basaenla capacidad
de estos sistemas de generar memoria a partir de infecciones o encuentros pasados, insertando fragmentos
delDNAforaneoenel propiogenoma paraque, enunencuentro posteriorconelagente, lasecuenciaexdgena
seareconocida y degradada al aparearse con el transcrito especifico CRISPR-RNA (crRNA) que viene unido a
proteinas Cas. El sistema CRISPR-Cas13 ha demostrado un enorme potencial como herramienta molecular,
dada la actividad inducida y colateral RNasa inespecifica de la enzima Cas13, la cual puede ser aprovechada
en aplicaciones biotecnoldgicas para la deteccion molecular de patdgenos en la industria alimentaria. En
este contexto, uno de los patdgenos que genera grandes pérdidas en la salmonicultura es Yersinia ruckeri,
agente causal de la enfermedad entérica de la boca roja. En ocasiones, esta bacteria es capaz de sobrevivir
de forma persistente y asintomatica en su hospedero, por lo que se hace necesario implementar un método
de deteccion rapido y sensible frente a cargas bacterianas bajas. En base a lo anterior, en esta investigacion
se diseno y evaluo un prototipo de diagndstico molecular basado en el sistema CRISPR-Cas13, para detectar
de forma especifica Y. ruckeri. Mediante alineamientos del gen yhlA (hemolisina), se obtuvo una secuencia
blanco de 28 nucledtidos que fue utilizada para sintetizar el crRNA. El crRNA, proteina Cas13 previamente
purificada y un RNA reportero fluorescente conjugado a un quencher, conformaron la plataforma de
deteccidon. Como primer paso de la deteccion, se incluyd una amplificacion de la secuencia blanco desde
extracciones de DNA gendmico utilizando el método isotérmico de la recombinasa polimerasa (RPA). La
deteccion se demostrd por activacion de la funcidn colateral RNasa de Cas13 y la concomitante emisidn de
fluorescencia desde el RNA reportero. Respecto a la especificidad y sensibilidad del ensayo de deteccidn,
se evaluaron diluciones seriadas de DNA de Y. ruckeri, Piscirickettsia salmonis, Bacillus cereus, Salmonella
Typhimurium y Escherichia coli, evidenciandose un 100% de especificidad para Y. ruckeri y una sensibilidad
de deteccion del orden de 100 pg.

Fondecyt reqular 1171655
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Cabildo Somich 2019

Estimados Socios SOMICH y colegas Microbidlogos.

Teniendo en consideracion la actual situacion socio-politica que atraviesa nuestro pais, creemos que es
necesario participar aportando desde nuestra perspectiva como Ciudadanos, Académicos y como parte
del capital humano avanzado que el estado de Chile ha formado. Dado esto, es que hemos organizado un
cabildo en nuestro congreso SOMICH para escuchar, compartir y discutir nuestra opinion multidimensional.
Adjuntamos el formato de como se realizara este cabildo y las preguntas que guiaran esta discusion.

Formato:

* Formaremos grupos de no mas de 8 personas, las cuales discutiran las preguntas enviadas y generaran
un documento donde se consolide la vision del grupo. Se dispondra de un tiempo de 45 min para esta
actividad.

* Al final de este periodo el grupo elegira entre ellos un miembro que expondra en la sala las conclusiones
del trabajo en grupo.

e Al final de la sesion cada grupo entregara por escrito (email a contacto@somich.cl o un documento en
papel) donde se indique las conclusiones de su discusion y los miembros que participaron en ella.

Las preguntas para desarrollar seran:

1. ;Cual es el origen del conflicto actual?

2. ;Cuales son las demandas prioritarias para usted? y ;Como propone abordar estas demandas?
3. ¢Cual podria ser el rol de la comunidad cientifica, en el marco del conflicto socio-politico actual?
4. ;Como integrar a la comunidad cientifica con la sociedad?

Los esperamos en el cabildo.
La Directiva
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Aravena Pamela 107, 272
Aravena Veronica 276

Araya Figueroa Anibal 178
Araya Jorge 66, 177

Araya Nelson 27

Araya Paulina 312
Araya-Contreras Tiare 108
Arcos Chantal 109

Areche Carlos 136

Arellano Carolina 280
Arenas Carla 184, 220
Arenas F. 21

Arenas Mauricio 231

Arias Angel 77

Arias Dayana 73

Arias Loreto 28

Arisan Dilanaz 159, 179, 307
Arredondo Daniela 99
Arriaz-Echanes Carolina 22
Arteaga Mdnica 280
Astudillo-Castro Carolina 247
Avellaneda Andrea 11,110
Avendano Fidel 145
Avendano Luis 275
Avendaino Ruben 192, 266
Avendano-Herrera, R. 244
Avilés Andrea 194, 248
Azua-Bustos Armando 201



Congreso

Bowen Celia 183

Bravo Claudio 165

Bravo Felipe 58

Bravo Veroénica 254

Bresky Gustavo

Brevis Arnaldi Daniel 302

Brianson Bernardo 88

Briones Alan 86, 116, 180, 185, 239
Bruna Tamara 184, 202, 220, 258
Bueno Susan 14, 74, 87,126, 163, 224, 310
Bustamante Mariela 117
Bustamante Paula 97

Badilla-Zambrano Nicolas 232

Bado Inés 190

Baeza Marcelo 152, 164, 170, 197, 257, 260, 316
Bahamonde Guillermo 137, 168
Baisén-0lmo Fernando 111

Balada Cristébal Tomas 249
Balmaceda Fernanda 163

Baquedano Maria 86, 180, 185, 239
Baquedano S 116

Barahona Salvador 152,170, 197, 316
Baros Carla 124

Baros Jorquera Carla 106

Barrera Aldo 154, 199, 250 Caamaiio Esteban 41

Barreto Marlen 112 Cabezas Carolina 86, 116, 180, 185, 239
Barria Carla 181 Caceres Javiera 98

Barria Javiera 173 Cachicas Viviana 222

Barria Maria Ines 58 Cadiz Leandro 118, 144, 231

Barriga Gonzalo 150, 270 Calaf Gloria M 82

Barron Rocio 113 Calderdn Ivan 114, 138, 240, 269, 281, 284, 286,
Barros Maria José 114, 318 291,318

Bastias Adolfo 98 Calisto Nancy 146, 186

Bastias Roberto 59, 66, 91, 177, 228, 268 Calixto Andrea 29

Bello Helia 315 Calva Edmundo 53

Belmar Libnny 151 Calvo Mario 58

Benavides Almendra 243, 251 Camara Beatriz Patricia 42, 255, 282
Bernal Giuliano Cambiazo Veronica 107, 167, 272, 285
Bernasconi Humberto 252, 261 Camila Queralté 105

Berrios Camilo 122 Camilo Manriquez 288

Berrios Felipe 150 Campillay Claudia 11, 256

Bertrand Pablo 310 Campillay Hrzic Ignacio 178

Betancor Laura 52, 54 Campo- Giraldo Jessica 22, 187

Bisio Julieta 54 Campos Belen 112

Bittner Mauricio 108 Campusano Sebastian 164, 257, 260
Blanco José 173, 253 Canales Claudia 193

Blondel Carlos 51, 153, 195, 215, 225, 245, 246, 254 Canessa Paulo 32

Bobadilla Katterin 115 Caniullan Joaquin 131

Boccardo Enrique 82 Canto Nicole 84

Bonsaglia Erika 230 Capilla Javier 92

Boric-Bargetto Dusan 150 Cardenas Matias 62

Borie Consuelo 104, 174 Céardenas Mori 119



Carlos Gonzalez 288

Caro Nelson 112, 166, 184, 202, 220, 258
Carol Sobarzo 115

Carola Matus 115

Carrasco Hector 179, 206, 296, 307
Carrasco Valentina 99

Carrefo Felipe 153

Carrefio Leandro J. 280

Carrillo lleana 205

Carrillo-Beltran Diego 82

Caru Margarita 217

Carvajal Denisse 143, 206, 259
Carvajal Guevara Andrea 282
Carvajal Jonatan 11, 256

Castillo Christian 205

Castillo Daniel 91, 303

Castillo Luis 120, 289

Castro Eduardo 60, 86, 239

Castro Matias 121, 159, 179, 297, 307
Castro Ménica 249

Castro-Seriche Susana 191
Castro-Severyn Juan 86, 116, 142, 239
Catalan Alejandro 92

Cayupan Carla 269

Cayupe Bernardita 184, 202
Céspedes Sandra 188, 231, 303
Chabalgoity Alejandro 54
Chabalgoity Ja 52

Chabalgoity José 304

Chagas Ana Carolina 196

Chavez Daniel 123, 189

Chavez Francisco 136, 248, 285
Chavez Renato 19, 125, 147, 182, 241
Chnaiderman Jonas 80, 210, 267, 270, 311
Cid Nicole 261

Cifuentes Munoz Nicolas 61, 149

Cifuentes Victor 66, 152, 164, 170, 197, 257, 260,
316

Coba De La Pena Teodoro 27
Cofré Agustin 180, 185
Concha Carla 65

Conejeros Pablo 226

Congreso

Conejeros Raul 39

Constanza Ortega-fuentes 105
Contador Isidora 81

Contreras Ana Maria 310
Contreras Fernanda 85
Contreras-Machuca Paulina 123
Copelli Luis 236

Cordero Ninoska 156

Cordova Andres 247

Cordova Pamela 257, 260

Corsini Gino 146, 186, 201, 222, 238, 277, 300, 303

Cortes Piedad 201, 238
Cortés-Soto Javiera 227
Cortez-San Marcelo 62

Costa José 122, 158

Couce Alejandro 68

Couto Natacha 80

Cruzat Francisca 198
Cuadros-Orellana Sara 63
Cubillos Francisco 64, 101, 223
Cuenca-Soria Carlos Alberto 262
Cuevas Alejandro 38, 65, 276
Cuevas Camila 123, 189
Cuevas Victor 314

Cumsille Andrés 255

D alesandro Bruno 52, 54

Da Cunda Maria Paula 190

De La Cruz-Leyva Maria Concepcion 262
De La Paz Javiera 248

Del Campo Rosa 98

Del Canto Felipe 118, 141, 144, 188, 231
Denes Thomas G.

Deramond Christian 123, 189

Dettleff Phillip 174

Diaz - Vasquez Waldo 278

Diaz Alvaro 127,162

Diaz Anai 125, 241

Diaz Cinthya 193

Diaz Constanza 181

Diaz Leonela 124, 156, 169



Congreso

Diaz Mauricio Javier 89 Estefania Jara 156
Diaz Maximo 126
Diaz Naysa 109

Diaz Tatiana 191, 252, 261 Fantatto Rafaela 196
Diaz-Barrera Alvaro 264 Farfan Liduvina 136
Diaz-Vasquez Waldo 132, 198, 221 Farfan Mauricio 16, 96, 208
Diaz-Yafiez Fernando 263, 291, 297 Farias Kevin 128

Diestra-Balta Jesus 264 Farias Monica 87

Diez Beatriz 80 Farkas Carlos 130

Dinamarca Alejandro 133, 229 Fasce Pablo 252, 261

Dominguez Mariana 315 Fassio Claudia 249

Donoso Dario 265 Faundez Fernanda 276

Donoso Raul 130 Feldmann Heinz 58

Dorador Cristina 274, 317 Fernandez - Yanez Valentina 198, 221, 278
Doussoulin Marcelo 26 Fernandez Benjamin 176

Dreyse Jorge 199 Fernandez Gutierrez Catalina 302
Duarte Luisa 126, 175 Fernandez Jofre Maria 235
Duarte Yorley 109 Fernandez Julio 85

Duenas Fernando 109, 113 Fernandez Paulina 171, 194, 248, 314
Dupont Christopher 47 Fernandez-Garcia Leandro 250
Duran Aguero Samuel 278 Fernandez-Mora Marcos 53
Duran R 52 Fernando Diaz-Yanez 105
Durango Jorge 121 Fernando Gil 105

Dutch Rebecca 61 Ferrer Alonso 271

Ferrés Marcela 199, 310
Figueiredo Amanda 196

Echeverria Macarena 244 Figueroa Carlos 211

Egana Tomas 8 Figueroa Jaime 119, 253, 313
Ehrenfeld Pamela 211 Flores Benjamin 318

Elgamal Sara 31, 95 Flores Carla 75

Elgueta Ignacio 127 Flores Jacqueline 227
Enriquez Ricardo 119 Flores Javiera 90

Epuyao Nadia 251 Flores Oriana 66, 177
Escalante-Herrera Karla Susana 262 Flores-Cenzano Vanessa 227
Escobar Beatriz 104, 174 Flores-Gorigoitia Cristian 11
Escobar Carlos 108 Fortt Jonathan 27

Espineira Constanza 242 Francisca Acevedo 115
Espinosa Rodrigo 192, 266 Fredericksen Fernanda 242
Espinoza Camila 194 Fuentes Juan 77, 138, 240, 269, 281, 284, 286, 291
Espinoza Daniela 287 Fuentes Sebastian 205
Espinoza Diego 184 Fuentes Yazmin 200

Espinoza René 166 Fuenzalida Veronica 104



Gabaldon Carolaing 29

Gaete Alexis 102

Gaete-Argel Aracelly 76, 210, 267, 311
Gaggero Aldo 80, 270

Gahona Joselyne 209

Gajardo Natalia 166, 184, 202, 220, 258
Galarce Nicolas 104,169, 174
Galaz Martin 155, 279

Gallardo Pablo 96, 131, 208
Gallardo Yasna 159, 179, 307
Galleguillos Claudia 62

Galvez Arriagada Nicolas 129
Galvez Gabriel 309

Garate-Castro Carla 130

Garcia Apolinaria 151, 161, 191, 261, 301
Garcia- De Gracia Francisco 76
Garcia Gonzalez Paulina 219
Garcia Katherine 91, 215, 222, 277
Garcia Mariano 201

Garcia Rodrigo 268

Garcia Tamara 150
Garcia-Angulo Victor 160
Garcia-Salum Tamara 199
Garcias-Papayani Héctor 194
Garin Carolina 193

Garmendia Luisa 145

Garrido Daniel 75

Garrido Jose Luis 58

Garrido Nicolas 269

Gerding Macarena 26

Giaveno Alejandra 207

Gidekel Manuel 186, 300, 303

Gil Fernando 138, 240, 263, 269, 281, 284, 286, 291,
297

Gil Mariona 146

Gil-Duran Carlos 19, 147,182, 237, 241, 271
Giron Claudio 131

Gomez Claudio 186

Gomez Fernando 84, 234, 279, 312

GOomez Melissa 197

Congreso

Gonzalez Alex 23, 41, 166, 287, 306, 308
Gonzalez Ana Maria 230

Gonzalez Carlos 151

Gonzalez Daniela 203

Gonzalez Fabiola 205

Gonzalez Felipe 133

Gonzalez Jorge 209

Gonzalez Liliana 163

Gonzalez Mauricio 67,102, 107, 272
Gonzalez Maximo 27

Gonzalez Otey Fernanda 132
Gonzalez Pablo 69, 87,126, 175, 224, 305
Gonzalez Samantha 201, 238
Gonzalez Tamara 181

Gonzalez Valentina 42
Gonzalez-Acufa Daniel 150
Gonzalez-De La Cruz José Ulises 262
Gonzalez-Escalona Narjol 254
Gonzalez-Otey Fernanda 221
Gonzalez-Rocha Gerardo 45, 315
Guajardo Mariela Ivonne 134
Guajardo Sergio 80
Guajardo-Contreras Gabriel 270
Guajardo-Leiva Sergio 60

Guarro Josep 92

Guerrero Juan 243

Guevara Raul 106, 124

Guiliani Nicolas 89

Guillén Yudith 123,189

Gutierrez Ana 146, 186, 300, 303
Gutierrez Barbara 126

Gutiérrez Daniela 188, 243, 251
Gutiérrez Ignacio 271

Gutiérrez Maria 128, 197
Gutiérrez Sebastian 204

Guzman Daniela 205

Guzman Leda 249

Haberle Sergio 227
Haggeman Thomas 160
Hartel Steffen 216



Congreso

Hauyon Khantati 272

Hawes Christopher 233
Hengst Martha 274
Henriquez Marlene 32
Hernandez Adolfo 135
Hernandez Camilo 252, 261
Hernandez Marcos 136
Hernandez Vicente 123, 189
Herrera Daniel 11,110
Herrera Marco 202

Hidalgo Alejandro 77,213
Higuera-Llantén Sebastian 45
Hoffman Edmundo 236
Hoppe-Elsholz Guillermo 224
Hudson Lauren K. 294
Huenchur Lucia 137, 145, 168, 275
Hunter Sebastian 112

Ibacache Claudia 68, 133, 226, 229
Ibaceta Valentina 88

Ibanez Francisco 305

Ibba Michael 31, 95

Icaza Gonzalo 209

lllesca Vijna 65

Infante Claudia 143, 206
Inostroza Nitza 90

Inostroza Osvaldo 291

Irgang Rute 192, 244, 266
Iriarte Andrés 54

Iribarnegaray Victoria 190, 216
Issotta Francisco 179, 207, 307
Izquierdo Mariana 96, 131, 208

Jana Victor 215, 222, 277

Jara Catalina 156, 212

Jerez Alonso 191, 252, 261

Jerez Carlos 94

Jerez Sebastian 195, 213, 225, 245
Jesus Blazquez Jesus 68

Jiménez Victor 66

Joaquin Olivares 288
Jorquera Milko 90

Kalergis Alexis 74, 87,126, 163, 273, 305, 310
Kaleris M Alexis 129

Katharios Patelis 91

Katterinne Mendez 60

Katz Assaf 28, 31,95, 139

Kemmerling Ulrike 205

Kimberly Sanchez-alonzo 288

Kinder Tyler 61

Kokkari Constantina

Kriiger Gabriel 142, 239, 273

Lagos Rosalba 122, 158
Lagos-Moraga S. 148
Lampidis Mijali 274
Langleib M 52

Lapier Michel 205
Lapierre Lisette 295
Larranaga Carmen 145
Larrondo Luis 32

Latorre Mauricio 212
Laurie Loreto 117

Lay Margarita 11,110
Lay Remolcoi Margarita 256
Le Corre Nicole 199
Legge Kevin 12

Leglie Marcela 29

Leiva Lorenzo 31, 95, 139
Leon Carla 121

Leon Daniel 263

Leon Marcela 91

Leon Oscar 82

Leonardo Zamora 255
Leticia Barrientos 236
Levican Arturo 169, 259, 295
Levican Gloria 125, 271
Levin Bruce 268

Leyton Ferrada Luis 302



Leyton, P, 244

Liempi Ana 205

Lima Celia 315

Lincoqueo Vicente 276

Lizama Catherine 209

Lizama Luis 81,137, 145, 168
Llancalahuen Felipe 286
Llanquinao Jesus 233

Lépez Brenda 154

Lopez Joaquin 208

Lopez Javiera 40

Lopez Loida 92

Lépez Pablo 271

Lopez-Joven Carmen 70
Loépez-Lastra Marcelo 154, 199, 250
Lorca Diego 142, 180, 185, 239, 273
Lorenzo Damaris 92

Lozano Aguirre Luis 160
Luchsinger Vivian 81, 137, 145, 168, 275, 290
Luciano Arellano 288

Luz-Crawford Patricia 157

Maass Alejandro 107, 285
Machmar Hadelberth 65, 276
Machuca Angela 123, 189
Machuca Pamela 108

Magna Yasna 98

Maldonado Francisco 275
Maldonado Jonathan 102
Maldonado Nicolas 242
Mancilla Rodrigo 84

Manzano Camila 201, 238, 277
Maracaja-Coutinho Vinicius 30
Marambio Barbara 289
Marchant Maria 249

Marchant Pedro 138

Marco Claudia 199

Marcoleta Andrés 122, 136, 158
Marcos Cristina 183

Mardones Wladimir 64, 223
Maria Guarda 115

Congreso

Marin-Rojas Josefina 210
Marquez Chantal 265, 267, 311
Marshall Sergio 84, 234, 279, 312
Martha Hengst 274

Martinez Consuelo 257, 260
Martinez Eduard 174

Martinez Irene 172

Martinez Juan Pablo 31, 139
Martinez Pilar 164

Martinez Victor 174
Martinez-Bellange Patricio 159
Martinez-Sanguiné Ay 52
Maulen Mario 198, 221, 278
Maya Juan Diego 205
Mayorga Paulina 233

Medina Rafael 48, 150, 199
Mella Cinthia 211, 302

Melo Ricardo 237

Mena Juan 150

Mendes Catarina Inés 80
Mendoza Leonora 237

Meng Jianghong 106, 124, 204
Mera Cordoba Maria 196
Mercado Ana 11,110

Mérida Mayra 66

Mermedo Nathaly 140

Michea Sebastian 259
Michelson Sofia 62

Milesi Bruno 279

Milko Jorquera 115

Millanao Ana 213

Miranda Vargas Maria 132
Miranda-Cardenas Camila 203
Miranda-Vargas Victoria 221
Modak Brenda 243, 251, 287
Molina Maria 66

Molina Paula 249

Monaco Amy 304

Mondaca Camila 81
Mondaca-Canelo Valentina 247
Montanares Mariana 147



Congreso

Montecinos Miriam 249
Montero David A. 141, 231, 280
Montoya Margarita 62

Montt Fernanda 318

Mora Aracely 213

Mora Guido 77

Mora Jorge 310

Moraga Priscila 189

Morales Javier 0. 216

Morales José 81

Morales Maria Camila 217
Morales Naiyulin 86, 142, 239, 273
Morales Paloma 27
Moreira-Ramos Sandra 28
Morel Maria 99

Moreno Andrea 153

Moreno Cristian 275, 290
Moreno Ignacio 143, 206
Moreno Maria 304

Moreno Switt Andrea 37, 106, 109, 113, 124, 156,
181, 293

Morgado Constanza 214, 218, 314
Moya-Beltran Ana 93, 179, 297, 307
Munita Jose 71, 181

Munoz Christian 11,110

Munoz Ignacio 118, 144

Munoz Jacqueline 301

Munoz Juan P 82

Munoz Lorena 281

Munoz Millas Christian 256
Munoz Paulina 145

Munoz Puerta Laura 282

Munoz Roxana 277

Murgas Paola 300

Muster Cecilia 217

Navarrete Paola 24, 128
Navarro C. 148

Navarro Laura 146, 186
Navarro Nicolas 216
Neira Victor 150

Nespolo Roberto 64, 223
Nevermann Jan 138, 240, 286
Notte Ana 120

Nunez Maria José 199

Nunez Pablo 228

Nunez Paula 318

O’donnell Samuel 33

Obreque Francisca 124

Oetiker Mancilla Nia 283

Ojeda Nicolas 234, 279, 312
Olavarria Victor 242

Olea Andres 206, 259, 296

Olguin Valeria 250

Oliva Vicente 125, 147, 241
Olivares Jorge Andres 45

Olivares Lila 289

Olivares Mauricio 131, 208
Olivares Pacheco Jorge 45,178
Olivares-Yanez Consuelo 32
Oliver Cristian 119

Oliveros Juan Carlos 68

Ofate Angel 231

Opazo Cecilia 126

Opazo Juan 98

Opazo-Capurro Andrés 35, 45, 315
Oporto Marcelo 236

Ordenes- Aenishanslins Nicolas 22
Orellana Omar 28, 31, 203
Orellana Paz 188, 300, 303
Orlando Julieta 217

Ortega Jaime 194, 214, 218, 314
Ortega-Fuentes Constanza 284, 291
Ortiz-Severin Javiera 107, 167, 285
Osorio Fabiola 219

Osorio Manuel 22

Ossandoén Conny 149

Osterrieder Nikolaus 13
Ostria-Gallardo Enrique 27
Otarola Daniela 160, 303

Otero Carolina 240, 286



Otth Carola 211, 302
Ovalle Carlos 26
Oyarce-Caro Felipe 156
Oyarzua Pia 26

Oyarzun Arrau Aardn 219
Oyarzun Carlos 233

Pacheco Nicolas 72

Pacheco Rodrigo 273

Padilla Claudio 127

Palacios Oscar 92

Papa Romina 190

Paras-Silva Juan 45

Pardo - Aguilar Matias 278
Pardo-Esté Coral 86, 116, 142, 239, 273
Pardo-Roa Catalina 87, 150
Paredes Godoy Osvaldo 132, 221
Paredes Rodolfo 317
Paredes-Osses Esteban 104
Paredes-Sabja Daniel 263, 284, 297
Parra Angel 230

Parra Francisco 281, 286

Parra Mick 23, 287, 306
Parra-Castro Paulina 150
Parra-Sepulveda Cristian 151, 161, 288, 301
Pavez Leonardo 215, 222, 277
Pavez Monica 236

Pavez Valentina 142

Pavon Alequis 215, 222, 277, 300
Payne Gardenia 242

Pena Tomas 223

Peragallo Vicente Andrés 152
Pereira-Montecinos Camila 76
Pérez Diliana 222

Pérez Donoso José Manuel 187
Pérez Jessica Jossé

Pérez Tatiana 119, 313
Pérez-Donoso José 20, 22, 148, 283
Pérez-Pantoja Danilo 130
Pérez-Reytor Diliana 215, 277
Perez-Stuardo Diego 88

Congreso

Peruzzo Nicolas 99

Pesce Barbara 205

Petersen Bent 44

Pezoa David 153

Pietro Rosemeire 196

Pineda Génesis 83

Pino Alejandro 173

Pino Karla 250

Pino Valentina 298

Pina-Iturbe Alejandro 224

Pizarro Rolando 81, 137, 145, 168, 275
Placencia Castro Jaime 278

Plaza Nicolas 195, 215, 222, 225, 277
Plaza Sanchez Daniela 226

Plaza Verdnica 120, 289

Poblete Ignacio 43

Poblete-Morales Matias 120, 201, 259, 298
Politi Flavio 196

Ponce Gabriel 239

Pontigo Juan 233

Porte Lorena 254

Portela M 52

Pradel Paulina 41

Prades Yara 145, 275, 290

Prado Carolina 273

Prescott Joseph 58

Prince Camila 66

Puente José 53

Pulgar Rodrigo 107

Quatrini Raquel 93, 159, 179, 207, 297, 307
Queralté Camila 284, 291

Quesille Ana Maria 156, 212, 230, 309
Quezada Carolina 22

Quezada Tamara 26

Quezada-Aguiluz Mario 315

Quindds Guillermo

Quinteros Helena 205

Quintrel Pablo Anibal 292



Congreso

Ramirez Sebastian 215, 222, 277
Ramos Hade 154, 250

Ramos Romina 104
Rathnasinghe Raveen 199
Rauch Maria 173, 233, 253
Ravanal Maria Cristina 18
Recalde Alejandra 94

Reichert Luana 293
Remonsellez Francisco 27, 142
Retamal Camila 237
Retamal-Diaz Angello 305
Retamales Julio 155, 228
Retamal-Morales Gerardo 125
Reyes Angela 265

Reyes Daniela 11,110

Reyes José 231

Reyes-Cerpa Sebastian 88
Reyes-Jara Angélica 156, 212, 230, 309
Reyes-Lopez Felipe 88

Riedel Claudia 126, 310

Rilling Joaquin 90

Rios Eddy 236

Rios Henriquez Daniela 302
Rioseco Claudia 200

Riquelme Roberto 293

Rivas Lina 181

Rivas Mariella 73

Rivas Pardo J Andres 85

Rivera Dacil 109, 113, 153, 293, 294
Rivera Paula 166, 202, 258
Roberts Paloma 295

Robles Angeles 229
Robles-Kelly Christian 143, 296
Rodriguez Juele Alejandro 99
Rodriguez Shelly 280
Rodriguez-Escudero Maria Isabel 66
Rodriguez-Flores Francisco 262
Rojas Claudia 140

Rojas Johanna 122, 158

Rojas Joselin 308

Rojas Masyelly 157

Rojas-Aedo Juan 182

Rojas-Araya Barbara 76

Rojas-Celis Ana 157

Rojas-Celis Victoria 232
Rojas-Fuentes Cecilia 76, 80, 103, 270
Rojas-Villalobos Camila 179, 207, 297, 307
Rojo Claudia 155

Romero Alex 119, 313

Romero Cristébal 83

Romero Francisco 180

Rossell6-Mora Ramon 96

Rossi Patricio 81, 137, 145, 168, 275
Rossoni Stefano 159

Rovegno Maria Ignacia 267

Rubio Julia 296, 298

Ruiz Aravena Diego 178

Ruiz Mauricio 81, 137, 145, 168, 275
Ruiz Pamela 233

Ruth Gonzalez 105

Saavedra Claudia 86, 116, 142, 180, 185, 239, 273
Saavedra Vicente 176

Sabag Andrea 153,171, 214, 218, 299
Saez Ginnette 276

Salazar Carolina 312

Salazar Geraldyne 87

Salazar Juan Carlos 83,118, 160, 231
Salazar Lorena 300, 303

Salazar Paula 211
Saldarriaga-Cérdoba Monica 266
Saldias Maria 83

Salinas Matias 263

Sallaberry Michel 150

San Martin Ivan 315

Sanchez Fernando 104

Sanchez Patricio 173, 233

Sanchez Rosales Francisco 162
Sanchez-Alonzo Kimberly 151, 161, 191, 301
Sandino Ana Maria 200

Sanhueza Loreto 237, 271

Santana Fernando 211, 302



Santander Javier 228
Santibanez Natacha 119, 313
Santibanez Rodrigo 75, 102

Santiviago Carlos 111,153,171, 194, 214, 218, 246,

248,299, 314

Santos Nicolas 271

Saralegui Claudia 98

Scavone Paola 99, 190, 216, 304
Schultz Barbara 87, 163

Scott Felipe 39

Sebastian Valentina 87, 163
Seeger Pfeiffer Michael 282
Sepulveda Dionisia 66, 164, 170, 197, 257, 260
Sepulveda Karla 212

Sergio Alvarez 218

Shene Carolina 117

Sierralta Armando 236

Silva Andrés 138, 240, 281, 286
Silva Claudio 53, 165

Silva Daniel 158

Silva Dina 290

Silva Evelyn 289

Silva Francisco 280

Silva Pedro 163

Silva-Mieres Fabiola 151, 301
Silva-Moreno Evelyn 143, 206, 259, 296, 298
Simunovic Mikhaela 166

Sit Brandon 51

Smith Patricio 175

Sorrechia Rodrigo 196

Soto Carmen 176, 247

Soto Jorge 74

Soto-Rifo Ricardo 76, 103, 157, 210, 219, 232, 265,

267, 311

Soza Paula 106

Stoll Alexandra 27

Stuardo Camila 167

Sulbaran Yoelvis 86, 142, 239, 273

Tapia Cecilia 15
Tapia Cristian 220, 258

Congreso

Tapia Esmeralda 296

Tapia Karla 199

Tapia Rodrigo 150

Tapia Sebastian 200

Tapia Sofia 122

Tapia-Rojo Rafael 85

Tay Kianyon 26

Tello Mario 23, 41, 203, 287, 306, 308
Thompson Rachel 61
Thomson Pamela 75
Tognarelli Eduardo 305

Toledo Ariel 137, 168

Toledo Jorge 62
Toledo-Salinas Carolina 227
Tomas Jandira 315

Toro Cecilia 83

Toro Ibaceta Magaly 124

Toro Magaly 106, 156, 169, 204
Toro-Ascuy Daniela 76, 103, 157, 232
Torrealba Carolina 55

Torres Alexia 118, 144

Torres Anabel 227

Torres Francisco 242

Torres Ivan 311

Torres Pizarro Ivan 235
Torres-Pérez Fernando 150
Tracy Wormwood Tracy 227
Travisany Dante 107, 285
Trefault Nicole 134

Trombert Annette 135
Troncoso Claudia Esperanza 236
Troncoso Miriam 156

Trujillo Alexander 108

Ubeda Cristina 146, 186
Uhlemann Anne-catrin 5
Ulloa Ricardo 207

Umpiérrez Ana 99
Undabarrena Agustina 255
Urrutia [talo 218, 245
Urtubia Urbina Alejandra 282



Congreso

Urtuvia Viviana 264
Urzua Mauricio 131

Vaca Inmaculada 125, 147, 182, 241
Valdes Jorge 88

Valdes Natalia 23, 287, 306, 308
Valdés Raul 118, 144

Valencia Pedro 42, 282

Valencia Ricardo 42, 255
Valenzuela Beatriz 243, 251
Valenzuela Camila 214, 218, 314
Valenzuela Cesar 179, 297, 307
Valenzuela-Lopez Nicomedes 235

Valiente-Echeverria Fernando 76, 103, 157, 210,

232, 265, 267, 311

Vallejos Omar 126

ValvanoM 7

Van Bakel Harm 150

Van Harm 46

Varas Macarena 122, 158
Varas-Godoy Manuel 159
Varela Carmen 254

Vargas Deborah 200

Vargas Maria Belen 169
Vargas Orlando 128

Vargas Rodrigo 23, 308
Vasquez Ignacio 228

Vasquez José 160
Vasquez-Camus Leonardo 309
Vasquez-Martinez Yesseny 62
Vasquez-Ponce Felipe 45
Vazquez Yaneisi 310

Vega Camila 198

Vega Felipe 241

Vega Matias 119, 313

Velasco Juliana 280
Velasquez Felipe 210, 267, 311
Venegas Eduardo 234
Venegas Guillermo 192
Venegas Maximiliano 170
Vera Carlos 17

Vera Frank 313

Vera Gabriel 144,171, 214, 299, 314
Vera Jorge 250

Vera Nicolas 41

Vera-Leiva Alejandra 315

Vergara Alberto 39

Vergara Lorena 161

Vicente Saavedra 311

Vidal Elena 32, 88

Vidal Maricel 141, 280

Vidal Roberto 96, 97, 118, 141, 144, 188, 203, 208,

231, 280

Vignoli Rafael 190
Villagra Nicolas 77,213
Villalba Melina 242
Villanueva Pablo 125, 241
Villarreal Pablo 34, 101
Villarroel Carlos 64
Villarroel Daniel 236
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