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La gesta cientifica responsable de las vacunas para COVID-19

Susan Bueno, Pablo Gonzalez y Alexis Kalergis

Facultad de Ciencias Bioldgicas, Pontificia Universidad Catélica de Chile, Millennium Institute on
Immunology and Immunotherapy
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Assembly of bacterial multi-protein complexes

Eric Cascales

Laboratory of Macromolecular Systems Engineering, Marseille, France.
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Resistencia a los antibiéticos. Un problema de Salud Unica que requiere soluciones globales

José Luis Martinez Menéndez'’

(1) Centro Nacional de Biotecnologia, Departamento de Biotecnologiia Microbiana, CSIC, Darwin 3, Madrid, Espafa

La resistencia a los antibiéticos es considerada por organizaciones internacionales, como ONU, el
Banco Mundial o la OMS como uno de los problemas sanitarios mas graves actuales. La expansion de
las bacterias resistentes, no solo puede hacer mas dificil el tratamiento de las infecciones que causan,
sino que, indirectamente, puede comprometer la realizacion de un buen numero de practicas médicas
habituales que requieren una eficaz prevencion y tratamiento de la infeccidon, como pueden ser cirugia,
inmunosupresion por trasplante o quimioterapia, intubacion, implantacién de protesis o cateterizacion.
El estudio de la resistencia a los antibidticos se ha concentrado tradicionalmente en el area clinica,
aunque hace unas décadas se propuso que el uso ganadero de antibioticos podria causar resistencia
en bacterias que infectan humanos. Recientemente, se ha ampliado el foco a otros habitats, en
particular aquellos en los que se vierten residuos humanos que pueden contener bacterias resistentes.
Esto hace que la resistencia a los antibiéticos se considere un problema de salud Unica en que una
variedad de ecosistemas interconectados juega un papel en el origen, evolucién y diseminacion de
dicha resistencia. Ademas de ser un problema de salud Unica, la resistencia a los antibiticos es
también un problema de salud global. Una vez un nuevo mecanismo emerge en algun lugar del planeta,
su diseminacion a otros lugares del mundo es tan solo una cuestion de tiempo. Es por eso que la
solucion de dicho problema requiere intervenciones globales. La intervencién mas habitual y en
ocasiones la unica ha sido reducir el uso a los antibiéticos. Sin embargo, la emergencia de resistencia
no se debe solo al mal uso de estos compuestos. Incluso cuando se utilizan de modo apropiado, las
bacterias resistentes van a aparecer debido a seleccion, propia de cualquier proceso evolutivo. Es por
tanto importante disefar intervenciones para disminuir la resistencia a los antibioticos que vayan mas
alla de reducir su uso. En la presentacion se discutira el papel de distintos ecosistemas en el origen,
evolucion y diseminacion de la resistencia a los antibidticos y se propondran estrategias para luchar
contra este grave problema de salud publica.
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1A — Bacteriéfagos como
herramientas antimicrobianas

Coordina: Roberto Bastias, Gaston Higuera
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Consideraciones de la aplicacion de fagos en sistemas productivos animales, modelo
Salmonella

Dacil Rivera'

(1) Universidad Andrés Bello, Medicina Veterinaria, Microbiologia de Alimentos, Facultad de Ciencias de la Vida, Republica
440, Santiago, Chile

En un mundo globalizado como el nuestro, poder garantizar la inocuidad de alimentos desde el campo
hasta la mesa, es cada dia mas dificil. Por ello, es fundamental prevenir la diseminacién de bacterias
patogenas en la produccion primaria de alimentos, y particularmente en alimentos de origen animal.
Dentro de los patdégenos que se transmiten a través de los alimentos, Salmonella es uno de los mas
importantes, ya que permanece en el medio ambiente durante un largo periodo de tiempo y forma parte
de la microbiota de animales. Es en este contexto, que los bacteriéfagos (fagos), aparecen como una
herramienta importante para el control sustentable de este y otros patégenos. Los fagos son virus que
reconocen y lisan especificamente a su huésped bacteriano, y pueden ser una alternativa para
controlar bacterias resistentes a los antibidticos. Pero antes de su aplicacién se debe asegurar, su
estabilidad genética, inocuidad, rango de hospedero, identificar su blanco de accion (receptor putativo)
y caracteristicas particulares de su crecimiento. Entonces para disefiar correctas aplicaciones en base
a fagos, se deben incluir al menos 3 fagos (cécteles), con diferentes mecanismos de lisis, diferente
rango hospedero, eficientes y especificos para cada sistema productivo.




KL

CONGRESO CHILENO DE MICROBIOLOGIA
2021

Bacteriofagos: Una alternativa para una agricultura sustentable

Inés-Marlene Rosales’, Elizabeth Pefia', Marcela Paz Mufioz', Francisco Valdivia'

(1) Pontificia Universidad Catdlica de Chile, Departamento de Ciencias Vegetales, Facultad de Agronomia e Ingenieria
Forestal, Vicufia Mackena 4860, Macul, Santiago, Chile

Las enfermedades bacterianas que afectan a los cultivos agricolas pueden provocar dafios
considerables y graves pérdidas econémicas en todo el mundo. Estas enfermedades se estan
volviendo mas dificiles de controlar debido a la emergencia de cepas tolerantes y resistentes al cobre
y a los antibiéticos. Por ello, ha surgido interés en el uso de bacteriéfagos como alternativa de control
eficaz y amigable con el medio ambiente para combatir este tipo de enfermedades. Actualmente
existen multiples desarrollos a nivel nacional e internacional, sin embargo aun son pocos los productos
comerciales que han llegado al mercado de los biopesticidas. Es asi como el uso de bacteriéfagos que
infectan a la bacteria Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) surge como una estrategia de
control alternativa para la Mancha angular de las brasicas, enfermedad que afecta principalmente la
produccion de semillas en estos cultivos. Con este objetivo, se aislaron bacterias y bacteriéfagos desde
material vegetal y suelo provenientes de 34 predios destinados a la produccion de semillas y consumo
fresco de brasicas en territorio nacional distribuidas entre las regiones de Valparaiso y Nuble. Se
seleccionaron 23 aislados representativos de Xcc locales y 7 recibidos desde el extranjero para realizar
el andlisis de diversidad genética mediante MLSA, utilizando secuencias concatenadas de 6 genes
(fusA, gyrB, gap-1, gltA, lacF y lepA). Dicho analisis mostro que los aislados de Xcc forman un grupo
monofilético, separado del grupo externo (outgroup) utilizado, Xanthomonas hortorum pv. carotae. En
lo que respecta los aislados de Xcc chilenos analizados, estos muestran heterogeneidad, ya que se
encuentran distribuidos en 7 grupos genéticos. Hasta el momento, ha sido posible aislar fagos que
muestran placas de lisis con aislados bacterianos de Xcc provenientes de las regiones Metropolitana,
Libertador Bernardo O'Higgins, Maule y Nuble, los cuales pertenecen a 4 de los grupos genéticos
individualizados. Continuamos la busqueda de bacteriéfagos que puedan ampliar el rango de
diversidad de las Xcc hasta ahora lisadas, con el propdsito de evaluar su utilidad en el manejo de esta
enfermedad.

Financiamiento: Proyecto “Desarrollo de una mezcla de bacteriéfagos liticos como agentes
biocontroladores de la mancha angular de las brasicas” (FONDEF IDeA, ID18110187)



KL

CONGRESO CHILENO DE MICROBIOLOGIA

Bacteriofagos y endolisinas para el control de bacterias patégenas

Pilar Garcia'

(1) Spanish National Research Council-CSIC, Technology and Biotechnology of Dairy Products, Dairy Research Institute of
Asturias, Paseo Rio Linares sn, Villaviciosa, Spain

Uno de los retos de la medicina actual es encontrar compuestos alternativos a los antibiéticos, para
tratar infecciones causadas por bacterias multirresistentes. Este hecho, ha impulsado la investigacion
en terapia fagica; el uso de fagos y endolisinas se esta proponiendo como una alternativa factible para
eliminar bacterias patdogenas en varios sectores. De hecho, la reduccion del uso de antibidticos en
produccion primaria pone de manifiesto la necesidad de nuevos compuestos para el tratamiento de
enfermedades en los animales de granja o en los cultivos. Ademas, la posible interferencia de
resistencias entre antibiéticos y biocidas obliga a un control de estos ultimos, y por ello, la desinfeccion
de superficies también es un campo de posible aplicacion de productos fagicos. Finalmente, la cadena
alimentaria y sus focos de contaminacion estan siendo objeto de estudio y de posible aplicacion de
fagos y endolisinas para reducir el riesgo de brotes alimentarios.
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1B - Diversity and interactions of
Harmful Algae Blooms (HABS) in
Chilean coasts.

Coordina: Milko Jorquera Tapia, Alejandro Murillo Cérdova
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Harmful algae blooms in Chile and coastal monitoring with metabarcoding analysis

Kyoko Yarimizu', So Fujiyoshi', Gonzalo Fuenzalida?, Jorge Mardones?, Javier Paredes?, Ignacio
riling®, Marco Campos?, Jonnathan Vilugron?, Satoshi Nagai*, Oscar Espinoza?, Leonardo Guzman?,
Milko Jorquera®, Fumito Maruyama'’

(1) Hiroshima University, Hiroshima, Japan. (2) Instituto de Fomento Pesquero, Puerto Montt, Chile. (3) Universidad de La
Frontera, Temuco, Chile. (4) Japan Fisheries Research and Education Agency, Fisheries Resources Institute, Yokohama,
Japan

The dinoflagellate Alexandrium catenella is a well-known paralytic shellfish toxin producer that forms
harmful algal blooms (HABs) worldwide. Blooms of this species have repeatedly brought severe marine
ecological and economic damages to Chile. A clear mechanism of HABs has been a long-term debate.
Algal-bacterial interaction is one of the recently discussed potential drivers for HABs. The present study
isolated A. catenella strain from Quellon, which has been severely impacted by frequent A. catenella
blooms, to study in-situ bacterial diversity in cultured A. catenella. We investigated intact bacteria that
have survived for generations in culture A. catenella, postulating that they were essential for A. catenella
survival. We monitored the intact bacteria in seawater from Quellén biweekly for two years using
metabarcoding analysis. Our laboratory study discovered that the dominant attached bacteria for the
culture A. catenella after maintaining years were of the genus of Paraglaciecola 49.86%, Spongiibacter
10.74%, Reichenbachiella 10.01%, and Thalassospira 5.89%. Our field studies showed evidence of the
frequent presence of attached Paraglaciecola in seawater in Quelldn. The other three bacterial genus
were occasionally detected during the two-year study period. The study suggests that these bacterial
taxa are candidates for playing a pivotal role in A. catenella growth.

Financing: This study was supported by the grant (JPMJSA1705) for a study on Science and
Technology Research Partnership for Sustainable Development - Monitoring Algae in Chile
(SATREPS-MACH).
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Characterization of marine bacteria that support growth of harmful algae under nutritionally
limiting conditions.

Fumiko Usami', Shizuka Ohara?, Toshimitsu Onduka®, Ken Kondo*, Masaki Nakajima*, Karen Vergara®,
Gonzalo Gajardo®, Kazuhiko Koike?, Shoko Ueki'

(1) Okayama University, Institute of Plant Science and Resources, 2-20-1 Chuo, Kurashiki, Japan. (2) Hiroshima University,
1-4-4 Kagamiyama, Higashi Hiroshima, Japan. (3) Japan Fisheries Research and Education Agency, Fisheries Technology
Institute, 2-17-5, Maruishi, Hatsukaichi. (4) Research Institute of Environment, Agriculture and Fisheries, Osaka Prefecture,
2926-1 Tanagawa Tanikawa, Sennangun Misaki-cho, Japan. (5) Universidad de Los Lagos, Acuicultura & Biodiversidad, Avda.
Fuchslocher 1305, Osorno, Chile, Osorno, Chile

Harmful algal bloom (HAB) is increasingly causing a negative impact on fisheries on Chilean coasts.
An algal bloom is typically caused by aberrant propagation of a causative species, resulting in its
predomination in the local population. While eutrophication is linked to bloom formation, the precise
mechanism of the process is still obscure. Nitrogen and phosphorous (P) are macronutrients for algae
and are known to be limiting factors for bloom formation. Not only the total concentrations of the
elements but also the chemical forms are important for the bioavailability of these components to algae.
For example, inorganic phosphate is generally regarded as the most bioavailable form of the element,
while its concentration is much smaller than that of dissolved organic phosphate in the marine
environment. Marine P cycling driven by environmental microorganisms presumably plays a crucial role
in the determination of bioavailability of the element to phytoplankton, thus the propagation of the
organisms. Most of the HAB species are photosynthetic, thus were long regarded to be
photoautotrophic. Several studies to date, however, revealed that some of them are mixotrophic, being
capable of utilizing organic materials, such as phagocytosed bacteria. This suggests that phytoplankton
may be able to uptake nutrition in need via their bacterivory activities to supplement the limiting
elements in the form that are readily usable for photosynthetic lifestyle. The mixotrophic phytoplankton
may be able to utilize organic or P in other forms to adapt to a P-limiting environment. Here, we
attempted to identify marine bacteria that support the growth of bloom-forming alga, Heterosigma
akashiwo, under the P-limiting condition. We isolated bacterial strains from marine sediments obtained
from the area where the bloom of the species is frequently observed. From the several isolates obtained
from aerobic and anaerobic conditions, we identified several bacterial strains that promote the growth
of the alga under P-limiting conditions. We observed that H. akashiwo phagocytoses the bacterial
strains, suggesting that the algal growth was supported through the bacterivory activity by the alga.

Financing: The Science and Technology Research Partnership for Sustainable Development (No.
989459) provided by the Japan Science and Technology Agency and the Japan International
Cooperation AgencyThe Japan Society for the Promotion of Science
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Genetic diversity of phytoplankton communities in contrasting environments along the Chilean
coast.

Gonzalo Antonio Fuenzalida Del Rio'

(1) Centro de Estudios de Algas Nocivas (CREAN), Instituto de Fomento Pesquero (IFOP), Padre Harter 574, Puerto Montt,
Chile

During the last decades, the technology of Massive Parallel Sequencing has allowed researchers to
advance studying the biodiversity of aquatic ecosystems. More specifically, the metabarcoding
technique is beneficial for the simultaneous identification of prokaryotic and eukaryotic organisms in
aquatic samples by sequencing target DNA regions of a wide variety of species. Thus, the technique
has a broader potential to be applied for routine monitoring of biological ecosystems such as harmful
microorganisms that cause Harmful Algae Blooms (HABs). In this work we explore the molecular
diversity of phytoplankton communities along the southern coast of Chile using massive parallel
sequences of the V4 region of the 18S ribosomal gene in 120 samples from 34 sites from two
biogeographic areas with contrasting oceanographic characteristics: fjords/channels versus exposed
Pacific Ocean (36°S to 53°S), areas that during the last years have experienced an increase in the
frequency and intensity of Harmful Algal Blooms event with enormous ecological, social and economic
consequences. The ASVs assigned to Dinophyceae and Bacillariophyta classes show differences in
richness and dominance between both studied areas, molecular fingerprint that could be the result of
differential selection pressure triggered by differential biogeochemical and oceanographic forces.
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2A - Recursos para la generacion de
cultura en el ambito de la
microbiologia

Coordina: Julieta Orlando, Francisco Chavez
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Herramientas digitales para el proceso de ensefianza-aprendizaje de microbiologia en el aula
virtual universitaria

Julieta Orlando', Karla Veas-Mattheos', Camilo Berrios-Pastén?, Katerin Almendras’, Macarena
Varas?, Yosbany Pérez', Nayla Serey’, Constanza Soto', Francisco Chavez?

(1) Universidad de Chile, Departamento de Ciencias Ecoldgicas, Facultad de Ciencias, Las Palmeras 3~425, Nufioa, Santiago,
Chile. (2) Universidad de Chile, Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias, Las Palmeras 3425, Nufioa, Santiago, Chile

La pandemia asociada a COVID-19 alterd nuestra cotidianidad, incluido el desarrollo de actividades de
educacion universitaria. Para lograr una mayor flexibilidad, empatia y compromiso para la adaptacion
al nuevo escenario, los equipos docentes han empleado diversas herramientas virtuales para alcanzar
los resultados de aprendizaje planteados en los cursos. En este trabajo presentamos diferentes
herramientas y actividades que hemos implementado en los cursos de Microbiologia de la Universidad
de Chile que conforman el plan de formacion de diferentes carreras profesionales (Ingenieria en
Biotecnologia Molecular, Biologia mencion Medio Ambiente y Pedagogia en Educacion Media en
Biologia y Quimica). Estos cursos se caracterizaron por incluir actividades sincrénicas, en las cuales
se llevaron a cabo instancias de conversacion y debate sobre las distintas tematicas del curso; y
actividades asincronicas, cuyo objetivo fue incentivar el trabajo individual de los estudiantes por medio
de la revision del material disponible en la plataforma institucional y la realizacién de diferentes tareas
asociadas. Con el fin de potenciar las habilidades sociales y expositivas, el trabajo en equipo y la
coordinacion de los estudiantes, las actividades grupales incluyeron: (i) exposicion de material
bibliografico con las actividades interactivas, y (ii) desarrollo de material de divulgacién cientifica o
material pedagodgico (infografias, hilos de Twitter, etc.) basado en los contenidos tematicos. Ademas,
para evaluar el desempefio individual se desarrollaron actividades como: (i) utilizacion de videos y
simuladores para suplir las actividades practicas, (ii) revision de charlas TED sobre los temas de los
cursos, y (iii) participacion en un foro virtual para discutir problematicas propuestas por el equipo
docente. Las actividades se complementaron con pruebas teéricas para evaluar las competencias
declaradas al situarlos en diferentes contextos para aplicar o compartir los conocimientos adquiridos
mediante respuestas en un texto acotado. Todo el material quedd disponible en la plataforma
institucional para su acceso en cualquier momento, y todas las actividades incluyeron pautas y rubricas
de evaluacion e instancias de resolucion de dudas y retroalimentacion. Al finalizar los cursos, los
estudiantes respondieron una encuesta de retroalimentacion a la docencia virtual, donde se pudo
apreciar una alta valoracion a las actividades implementadas.
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Del laboratorio a la comunidad, como acercar la microbiologia a través de los libros (From
laboratory to community, how to approach microbiology through books)

Gino Corsini', Laura Navarro'

(1) Universidad Auténoma de Chile, Instituto de Ciencias Biomédicas, Facultad de Ciencias de la Salud, El Llano
Subercaseaux 2801- San Miguel, Santiago, Chile

Microbiologia es la disciplina de las ciencias naturales encargada del estudio y analisis de los
microorganismos, que son seres vivos diminutos no visibles al ojo humano, también conocidos como
microbios o gérmenes. La microbiologia tradicional se ha ocupado especialmente de los
microorganismos patégenos entre los cuales estan bacterias, virus y hongos, dejando a otros
microorganismos en manos de la parasitologia y otras categorias de la biologia. Aunque los
conocimientos microbioldgicos que tenemos en la actualidad son muy amplios, todavia es mucho lo
que queda por conocer y constantemente aparecen nuevos descubrimientos en este campo. Llegar
con este conocimiento generado en el laboratorio a las personas no vinculadas a la ciencia es un gran
desafio y hemos escogido como estrategia la utilizacion de libros de divulgacion para cumplir con el
objetivo de acercar la microbiologia a la comunidad. Para ello iniciamos el proceso con el libro
“Bacterias, ¢Por qué me enferman?”, un libro que pretende acercarnos al diminuto e invisible mundo
de los microorganismos con los que convivimos dia a dia y con quienes interactuamos constantemente,
muchas veces sin darnos cuenta. Este texto entrega material exploratorio y de divulgacion cientifica
para lectores curiosos de todas las edades, con énfasis en estudiantes y profesores, que pueden
encontrar en Bacterias. ;Por qué me enferman? Una herramienta educativa util, didactica y
visualmente atractiva. El segundo libro “Virus, un mundo microscopico” esta orientado a un publico
juvenil y puede ser también utilizado como material de apoyo docente. Ademas, apuntando a un publico
infantil, este libro fue adaptado a una version para colorear disponible para los mas pequefios. También
puede ser ocupado por un publico adulto no académico con la intencién de familiarizarse con el tema
de los virus, sus caracteristicas y también un poco de la historia. Realizamos dos versiones de este
libro, la version actualizada, incluye una incorporacion de nuevos elementos, como una ficha técnica
de cada virus, una conceptualizacion de los tamafios de estos, los virus que afecta a las mascotas y
una incorporacion del COVID-19, entre otras novedades.

Financing: Agradecimientos al apoyo econdmico del Centro de Comunicacion de las Ciencias, de la
Vicerrectoria de Investigacion y Doctorados. Universidad Autonoma de Chile.
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Exposicion de microbiologia: “Somos un ecosistema, un viaje por el microbioma humano”

Ale Garin-Fernandez', Andrea Jara Sandoval, Karla Fernanda Quiroga Martinez'?, Katherine Rojas
Romero"?, Cristina Dorador Ortiz"

(1) Laboratorio de Complejidad Microbiana y Ecologia Funcional, Instituto Antofagasta, Universidad de Antofagasta, Avda.
Universidad de Antofagasta #02800, Antofagasta, Chile. (2) Centro Cultural Estaciéon Antofagasta, Antofagasta, Chile

La relacién con nuestra comunidad microbiana o microbioma es tan estrecha y crucial, que sin ellos no
podriamos existir. A pesar de su importancia para nuestro desarrollo fisico y mental, existe un miedo
constante hacia ellos reduciéndolos a agentes infecciosos. La actual pandemia de COVID-19 ha
profundizado esta vision, haciendo de suma urgencia replantear a los microorganismos como parte de
nuestra biodiversidad sin una vision antagonica. Para ampliar esta vision y concientizar la importancia
de nuestro microbioma, hemos realizado una exposicion en Antofagasta que invita a repensar nuestro
cuerpo humano como un ecosistema interrelacionado por medio de ciencia y arte. Este proyecto es
realizado por mujeres y disidencia del norte de Chile, quienes crean esta novedosa exposicién unica y
cautivante, utiliza el conocimiento actual y global, en un contexto local descentralizado, con
interpretaciones audiovisuales artisticas acercando el conocimiento cientifico a la comunidad de la
Region de Antofagasta, asi como también a toda la comunidad en Chile de forma remota. Los
contenidos incluyen conceptos de ecologia microbiana, relacién individuo-microbioma, uso de vacunas
y COVID-19. Para acercar estos temas, reafirmando la confianza y valorizar del desarrollo cientifico,
realizamos actividades adicionales previo y durante la exposicion. Hasta la fecha, se ha tenido una
recepcion muy positiva por parte de la audiencia joven y adulta. El espacio seguro que se ha generado
ha permitido que las personas asistentes se interesen sobre la investigacién en microbiologia, apreciar
que el arte y la ciencia no son excluyentes y también han podido resolver dudas sobre su microbioma
asi como la prevencién de contagio por COVID-19. Esta exposicion se encuentra en el Centro Cultural
Estacién Antofagasta, ubicado en el corazén de Antofagasta, especificamente en el barrio histérico en
el centro de la ciudad, siendo el mismo un importante edificio declarado patrimonio cultural. Toda la
informacion sobre el proyecto, incluyendo inscripciones, detalles del recorrido y acceso a las charlas
se encuentra disponible en somosunecosistema.cl

Financing: Proyecto financiado por Ciencia Publica del Ministerio de Ciencia, Tecnologia,
Conocimiento e Innovacion de Chile.
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2B- Vigilancia Gendémica

Coordina: Claudia Saavedra
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Vigilancia genémica de SARS-CoV-2 en Chile.
Fernando Valiente-Echeverria' 2

(1) Universidad de Chile, Instituto de Ciencias Biomédicas, Medicina, Independencia 1027, Santiago, Chile. (2) HIV/AIDS
workgroup (CHAIR), Virology Program, Faculty of Medicine, University of Chile, Independencia 1027, Santiago, Chile




KL

CONGRESO CHILENO DE MICROBIOLOGIA

Persistence of Salmonella in surface waters in Chile

Magaly Toro'
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Salmonella has caused multiple foodborne outbreaks related to the consumption of contaminated
produce, and agricultural waters have been pointed out as one of the sources of this contamination.
Therefore, a better understanding of contamination of agricultural waters with Salmonella may help
create control strategies to prevent food contamination. This study aimed to characterize Salmonella
isolated from four river basins to investigate the diversity and persistence of isolates in irrigation water
across seasons and rivers. Whole-genome sequencing of 1 to 10 isolates per collection site were
analyzed. The most frequently isolated serotypes were Typhimurium and monophasic varieties and S.
Enteritidis. Phylogenetic analysis showed that certain strains persisted in sampling sites across the
time, and others were found across a basin on a defined date. In conclusion, agricultural waters are
contaminated with diverse Salmonella, and persistent strains contaminate river basins across time and
location.

Financing: Cooperative agreement to suport JIFSAN U01FD001418, Subaward 102296-20439301
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Vigilancia genémica de Listeria monocytogenes en aguas de rios de las regiones
Metropolitana y Maule

Angélica Reyes-Jara'
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Macul, Santiago, Chile

Listeria monocytogenes (Lm) es el patdégeno causante de listeriosis, enfermedad que se produce por
el consumo de alimentos contaminados y que afecta principalmente a embarazadas, ancianos,
lactantes e inmunocomprometidos. Lm se encuentra ampliamente distribuida en el ambiente y es capaz
de sobrevivir y proliferar en condiciones adversas, puede contaminar las aguas de regadio y desde ahi
ingresar a la cadena productiva de alimentos. Objetivos: Evaluar la presencia y persistencia de Lm en
aguas superficiales y en hortalizas y caracterizar los aislados genéticamente. Metodologia: Rios de la
region metropolitana (RM): Maipo y Mapocho y del Maule: Claro y Lontue fueron muestreados durante
9 meses en 30 puntos a lo largo de cada rio. Las muestras de agua fueron obtenidas a través de Térula
de Moore Modificada (MMS), y la presencia de Lm se evalu6 de acuerdo con protocolos del manual de
analisis bacteriolégico. Ademas, se analizé la presencia de Lm en 80 muestras de hortalizas
comercializadas en la regién del Maule. Un total de 142 aislados de Lm fueron secuenciados y su
relacion genética se evalué mediante el programa CSI phylogeny. Resultados: Se identificé una
prevalencia promedio de 23 % y 20 % en los rios de la RM y del Maule respectivamente. Puntos de
muestreo con mayor persistencia de Lm en el tiempo fueron identificados en los rios de la RM. Aislados
de Lm con alta relacion clonal se identificaron a lo largo de un mismo rio y a través del tiempo. Lm fue
detectada en 26% de las hortalizas analizadas (principalmente en perejil y lechuga). Los serogrupos
mas prevalentes en aguas y hortalizas fueron IVb, Ilb y lla. No se identifico relacion genética entre los
aislados de agua y de hortalizas. Conclusiones: Lm contamina aguas superficiales y su presencia
persiste a través del tiempo. Los resultados indican la importancia de controlar la presencia de Lm en
aguas y la necesidad de establecer programas de vigilancia ambiental para prevenir la contaminacion
de los alimentos con este patégeno.

Financing: ENLACE ENL012/20
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Vigilancia genémica en carne de aves: Caracterizacion genética de cepas de Salmonella Infantis
aislados de una granja avicola en Chile
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Salmonella género bacteriano ampliamente estudiado, comprende mas de 2500 serotipos que abarcan
una gran variedad de hospederos y es una importante causa de zoonosis. La contaminacién de
alimentos asociada y trasmitida por este patégeno sigue siendo un problema de salud a nivel mundial.
Enfrentar la transmision e infeccion de Salmonella se esta volviendo mas desafiante debido a su
capacidad para adaptarse, evolucionar y persistir, especialmente en el entorno de la industria
alimentaria. Durante la ultima década, se ha producido un cambio en la prevalencia de serotipos, ya
que Typhimurium y Gallinarum, tradicionalmente asociados con la contaminacion de alimentos, fueron
reemplazados por serotipos menos comunes. Salmonella Infantis (S. Infantis) es uno de los principales
serotipos emergentes y estas muestran una alta resistencia a los agentes antimicrobianos. Por lo tanto,
las cepas de S. Infantis pueden persistir a pesar de los exhaustivos protocolos de limpieza establecidos
a lo largo de las lineas de produccion. En este se muestra la caracterizacién y variaciones genéticas
de cepas de S. Infantis aisladas de una granja de carne de aves de corral en Santiago de Chile, se
determiné sus perfiles genémicos y fenotipicos en diferentes puntos a lo largo de la linea de
produccion. Nuestros resultados sugieren una fuente comidn de contaminacién en la linea de
produccion, ya que habria unas discretas variaciones genémicas entre las cepas. Estos analisis
preliminares nos permitiran enriquecer la vigilancia de Salmonella en la carne de pollo, no obstante, se
requieren mas estudios para evaluar la evolucion y filogenia de las cepas.

Financing: Fondecyt 1210633
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El impacto de la organomineralizacion en la formacién de microbialitas con sulfatos

Maria Esther Sanz Montero', Oscar Cabestrero?, Pablo Del Buey'
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Estd ampliamente aceptado que la precipitacién de minerales carbonaticos se produce mediante
procesos de organomineralizacién en los medios naturales. Sin embargo, la influencia de los microbios
en la formacién de sulfatos permanece escasamente explorada, aunque el ciclo del azufre que
involucra a los organismos vivos esta estrechamente relacionado con el ciclo del carbono. Ademas,
los sistemas evaporiticos tienen altas tasas de produccién de materia organica y han estado presentes
a lo largo de gran parte de la historia de la Tierra y otros planetas. La mineralogia de los lagos
hipersalinos en humedales interiores del centro de Espafia se encuentra entre las mas variadas del
mundo. Estos lagos someros contienen salmueras ricas en sulfato y albergan tapices microbianos que
se desarrollan estacionalmente. El estudio multidisciplinar de estos lagos se lleva a cabo desde 2011
e incluye analisis sedimentarios, petrograficos, biogeoquimicos y mineraldgicos. De este modo, se han
obtenido evidencias convincentes de que los sulfatos (yeso, bloedita, epsomita, hexahidrita, entre
otros), asi como algunos carbonatos, haluros y arcillas magnésicas, crecen dentro de la matriz organica
(EPS) excretada por las cianobacterias y otros microorganismos. Los cristales de yeso nuclean
asociados a los filamentos de cianobacterias y a EPS, preferentemente en la época primaveral. El resto
de los sulfatos cristalizan durante el verano, a medida que los lagos se desecan, las salmueras se
concentran (mas de 300 g/L), y la matriz organica se degrada por la accion combinada de la intensa
evaporacion y los organismos heterétrofos. Se ha determinado que, en esos momentos, la matriz
organica de los tapices microbianos contiene una gran cantidad de iones (Mg2+, SO42-, SiO2, Al3+,
Fe2+/3+, Ca2+, Na+, etc.) que se encuentran fijados a sus grupos funcionales. La concentracion de
algunos de estos elementos es suficiente para generar minerales similares a los encontrados en los
tapices naturales, segun se ha demostrado mediante experimentos de deshidratacion de EPS y
modelizacion hidrogeoquimica. Por tanto, los resultados del presente estudio ponen de manifiesto que
la organomineralizacion también puede originar microbialitas con sulfatos.

Financing: Grupo UCM 910404 PETROLOGIA APLICADA AL ANALISIS DE CUENCAS Y A LA
CONSERVACION DEL PATRIMONIO GEOLOGICO
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Caracterizacion de la mineralogia y el microbioma de microbialitos modernos de la laguna
Interna del Salar de Atacama y del lago Sarmiento de Torres del Paine
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Los microbialitos son estructuras érgano-sedimentarias formadas por precipitacion de minerales
inducida por microorganismos. Ellos son el registro fosil mas importante de la vida microbiolégica
temprana en la Tierra. Se pueden diferenciar, por su estructura interna, en estromatolitos (bien
laminados) y trombolitos (sin laminar), entre otros. Los microbialitos modernos o vivos se encuentran
hoy distribuidos en pocos lugares del planeta. En este trabajo, estudiamos los microbialitos de la laguna
Interna del Salar de Atacama y los trombolitos del lago Sarmiento en el Parque Nacional Torres del
Paine. El objetivo del estudio fue caracterizar las comunidades microbianas de estos microbialitos
mediante la secuenciacion de la region V4 del gen ribosomal 16S y determinar la composicion de los
minerales por difraccion de rayos X. Ambos microbialitos estaban compuestos principalmente por
carbonatos. El estromatolito de la laguna Interna estaba formado esencialmente por aragonita, en
cambio el trombolito del lago Sarmiento por calcita magnesiana. Los analisis filogenéticos mostraron
que Proteobacteria, Bacteroidetes, Planctomycetes, Spirochaetes, Verrucomicrobia y Chloroflexi son
los filos dominantes en las comunidades bacterianas del estromatolito de laguna Interna, mientras que
los filos Proteobacteria, Verrucomicrobia, Planctomycetes y Bacteroidetes predominan en los
trombolitos del lago Sarmiento. Fue posible mantener muestras de ambos tipos de microbialitos
microcosmos en laboratorio, simulando las composiciones quimicas del agua. La composiciéon de la
comunidad microbiana de los microcosmos fue similar, a nivel de filos, a la de los microbialitos
originales, existiendo diferencias a nivel de familias y géneros. Las comunidades bacterianas presentan
diferencias con las de otros microbialitos descritos en otras regiones de mundo. Se concluye que es
fundamental continuar realizando analisis profundos de las comunidades microbianas de los
microbialitos y sus mecanismos de mineralizacion. Debido a su importancia cientifica, se sugiere
proteger estas estructuras evitando potenciales impactos ambientales antropogénicos que afecten a
estos lagos y lagunas (actividades nauticas, extraccion minera, etc.).

Financing: Financiamiento de FONDEF IDeA CA13110019 y IT16M10002. Agradecemos a la
Comunidad Atacamena de Peine y a la CONAF por las autorizaciones de muestreo.
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Biomineralizacién: Diversidad microbiana y servicios ecosistémicos del Desierto de Atacama
y Altiplano
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La biomineralizacioén es el proceso mediante el cual los organismos vivos propician la precipitaciéon de
minerales cristalinos y amorfos. En las ultimas décadas, ha despertado gran interés la relacion que
existe entre los microorganismos y los minerales de los sedimentos que se encuentran en los diversos
ambientes extremos del Desierto de Atacama (DA) y zonas limitrofes. Este interés se ha reflejado en
investigaciones asociadas tanto a los procesos biomineralizadores de significancia ambiental como a
las aplicaciones biotecnolégicas que de ello se derivan. El trabajo realizado en la ultima década, y aqui
descrito, ha derivado, por ejemplo, en la identificacion de novedosas asociaciones de microorganismos
formadores de tapetes microbianos en el DA y Altiplano. Ademas, se ha observado que en estos
agregados gelatinosos y de texturas variadas, se precipitan minerales que son abundantes en los
sedimentos antiguos, como la calcita y el yeso. Por ejemplo, en dos salares andinos de Chile, Pajonales
y Gorbea, se ha evidenciado que las comunidades de a-Proteobacteria y de organismos fotosintéticos
pueden jugar un papel en la precipitacion de yeso. Por otra parte, se ha constatado que los procesos
microbianos, y la presencia de sus sustancias organicas, dan origen a minerales sin presencia de
evaporacion, la que tradicionalmente ha sido considerada como el proceso desencadenante en la
cristalizacion de los minerales en este tipo de ambientes. Desde otra vereda, el estudio de los minerales
en el DAy Altiplano, asi como su interaccién con los microorganismos extremdfilos que alli habitan, ha
permitido descubrir y desarrollar diversas aplicaciones biotecnoldgicas en areas como la biomedicina,
nanotecnologia, construccion, entre otros. Por ejemplo, hemos estudiado microorganismos
biomineralizadores que, dada su tolerancia a ambientes extremos y sus precipitados de alta
resistencia, pueden ser aplicados en la industria del cemento. También se ha estudiado la formacién
biogénica de nanominerales de arsénico, a partir de bacterias extremdfilas, y su potencial aplicacion
en biomedicina.

Financing: Beca CONICYT Doctorado Nacional 21181422; Proyecto CONICYT Postdoctorado
3190821; Proyecto 32002137 Minera Escondida Limited; NASA Astrobiology Institute (NAI) Grant No.
NNA15BB01A; Proyecto Fondef ID17110236; Proyecto FIC BIP 413423.
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La transiciéon del microbioma oral desde salud a enfermedad en el ecosistema subgingival

Loreto Abusleme'
(1) Facultad de Odontologia, Universidad de Chile. Chile.

El microbioma oral se encuentra dentro de uno de los mas diversos del cuerpo humano y tiene un
papel fundamental para la mantencion de la homeostasis. La disbiosis de estas comunidades
microbianas que colonizan la cavidad oral subyace el desarrollo de multiples enfermedades tanto a
nivel local como también a nivel sistémico. Dentro de las enfermedades orales mas prevalentes,
reconocemos a las enfermedades periodontales, en donde las alteraciones de las comunidades
microbianas que colonizan el espacio entre la encia y el diente (area subgingival) juegan un papel
fundamental, desregulando la respuesta inmune del hospedero, llevando a la destruccion de los tejidos
de soporte de los dientes. La caracterizacion del microbioma subgingival con técnicas de
secuenciacion masiva, que se ha centrado fundamentalmente en las bacterias, ha revelado que hay
cambios dramaticos en la composicién y estructura de estas comunidades durante periodontitis, donde
la inflamacion observada clinicamente influye en el un aumento significativo de la carga bacteriana
total. Por otra parte, hemos querido caracterizar también los cambios asociados a distintos
diagnosticos periodontales, para apreciar directamente la transicion microbiana entre salud, gingivitis
y periodontitis, ambas condiciones con distinto grado de destruccién a nivel periodontal. Con este fin,
hemos realizado un re-analisis bioinformatico con datos provenientes de varios estudios que han
utilizado secuenciacion masiva de ampliaciones del gen 16S rDNA, incluyendo muestras obtenidas de
pacientes sanos periodontalmente, con gingivitis y periodontitis. Los resultados obtenidos muestran
una disbiosis microbiana caracteristica de cada condicién, que nos permite tener una vision unificada
de los cambios globales que afectan a estas comunidades en este contexto, o que nos presenta un
marco ecoldgico conceptual util para generar nuevas hipotesis y estrategias de estudio e intervencion
a este nivel.
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Efecto de la interaccion con Helicobater pylori en la virulencia in vitro de Porphyromonas
gingivalis

Denisse Bravo', Cristopher Soto'?, Lucas Yafiez', Martin Pacheco', Daniela Salinas', Andrew Quest?

(1) Universidad de Chile, Departamento de Patologia y Medicina Oral, Facultad de Odontologia, Olivos 943, Independencia,
Chile. (2) Laboratorio de comunicaciones celulares, ICBM, Facultad de Medicina, Independencia 1007, Independencia, Chile

La periodontitis es una enfermedad prevalente a nivel mundial. Su etiologia es polimicrobiana y se
caracteriza por una inflamacion crénica en las encias y tejidos de soporte de los dientes, que puede
provocar la pérdida de ellos. La transiciéon de salud a enfermedad involucra cambios en el microbioma
subgingival donde P. gingivalis (Pg) participa de manera importante. Se ha demostrado que la
interaccion entre Pg con otras especies en la placa bacteriana subgingival promueve cambios en la
virulencia de esta bacteria. En la biopelicula subgingival también se ha detectado la presencia de
Helicobacter pylori, (Hp), lo cual se ha asociado con mayor agresividad de la enfermedad y un aumento
de patégenos periodontales, como Pg. Hp en la biopelicula subgingival aumenta la liberacion de
citoquinas pro-inflamatorias como IL-8 y TNFa, asi como la activacion de NFKB. Recientemente se ha
demostrado que Pg contribuye a la carcinogénesis oral a través de la activacion de vias oncogénicas
e inflamacion. Especificamente, Pg promueve migracion de células epiteliales gingivalis (GEC) y
activacion de transicion epitelio mesénquima. Nuestro objetivo es evaluar si la interaccion entre Hp y
Pg aumenta la virulencia de Pg en GEC promoviendo propiedades y rutas intracelulares asociadas a
carcinogénesis. Para ello, estandarizamos un cultivo liquido en el cual Hp y Pg lograron un crecimiento
uniforme. Luego de la co-incubacién, se aislé Pg del co-cultivo y se infectaron GEC para evaluar
capacidad de migracion (mediante ensayos de transwell), muerte celular y apoptosis (mediante
citometria de flujo) y expresion de factores de virulencia asociados a procesos que promueven la
progresion de la enfermedad (a través de qPCR). Nuestros resultados demostraron que Pg co-
cultivada con Hp, aumenta la capacidad infectiva de Pg en GEC comparado con la bacteria crecida en
monocultivo. Ademas, el co-cultivo aumento la expresion de genes que codifican para hemaglutininas
de Pg (hagA, hagC y rgpB), asociadas a migracion celular. Este aumento fue concordante con el
aumento en migracion celular observado, el cual fue dependiente de proteasas especificas de la
bacteria llamadas gingipainas. Nuestros resultados sugieren que Hp potencia la virulencia de Pg
cuando estas bacterias interactuan en un co-cultivo.
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Hoy en dia existe un gran interés por comprender los mecanismos detras de la colonizacién bacteriana
inicial de superficies, y su rol en el desarrollo de enfermedades mediadas por biofilms, sobre todo en
la cavidad bucal. Los biofiims orales son comunidades bacterianas adheridas a superficies, cuya
disbiosis se encuentra asociada a importantes enfermedades orales tales como caries dental y
enfermedad periodontal, entre otras. Como parte de este proceso, la adhesion de colonizadores orales
al colageno es un paso crucial en la colonizacién de tejidos periodontales, dentina, y otros tejidos fuera
de la cavidad oral. Actualmente, nuevos avances interdisciplinarios en el campo de la mecanobiologia
buscan estudiar como la adhesion celular influencia el comportamiento biolégico de bacterias en el
contexto de salud y enfermedad, para asi potencialmente desarrollar nuevos enfoques preventivos y
terapéuticos contra enfermedades mediadas por biofilms. Entre ellas, el uso de técnicas avanzadas de
microscopia de fuerza atomica (AFM), tales como nano-indentacion y espectroscopia de fuerza celular,
permiten caracterizar las interacciones entre colonizadores bacterianos iniciales como Streptococcus,
y superficies de interés bioldgico y terapéutico, a escala nanométrica y utilizando células vivas en
condiciones fisioldgicas. Durante los ultimos anos, estas nuevas técnicas avanzadas han permitido el
estudio de mecanobiologia bacteriana en el contexto de enfermedades orales, y de las interacciones
entre adhesinas de superficie microbianas y sustratos a nivel subcelular y molecular. Mas adn, el uso
de espectroscopia de fuerza AFM ha permitido el analisis de las propiedades mecanicas de
biopeliculas y su matriz extracelular con precision nanomeétrica, demostrando cambios a nivel de
adhesividad y elasticidad asociados a cambios ambientales. En esta presentacién, se hara una breve
introduccion al topico de mecanobiologia asociada al estudio nanométrico de bacterias y biopeliculas
(nano-mecanobiologia), y se discutiran los ultimos avances en relacion con el estudio de adhesion
bacteriana con espectroscopia de fuerza, con un enfoque especial en las interacciones Streptococcus-
colageno.
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Mechanisms of arsenic tolerance/resistance in extreme acidophilic microorganisms: role of
transport and oxide-reduction systems
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Acidophilic microorganisms thrive in extremely acidic environments where high concentrations of
dissolved metals and metalloids can be found. Arsenic is a highly toxic metalloid that mainly exists as
Aslll (arsenite) and AsV (arsenate) species, with arsenite being significantly more toxic than arsenate.
Microorganisms have a number of resistance mechanisms to this metalloid. However, the mechanisms
that determine tolerance in acidophilic microorganisms have not been addressed in depth. In this work,
a comparative genomic analysis of the resistance mechanisms encoded in 47 complete genomes of
acidophilic microorganisms (36 bacteria and 11 archaea) was carried out. The obtained results indicate
conservation of genes related to the reduction of AsV and the subsequent extrusion of Aslll from the
cell. On the other hand, the mechanisms related to the dissimilative oxidation of Aslll, are distributed in
a restrictive way and detected in only 2 microbial genomes. Aslll and AsV are known to enter the cell
through aquaglycerol channels and phosphate transporters (Pit or Pst systems), respectively. In this
work, low affinity Pit-type transporters were found represented in 45% of the genomes corresponding
to Alpha-Proteobacteria, Firmicutes and Archaea. Interestingly, the genes for the high-affinity PstSCAB
transport system were found widely distributed and redundant in bacteria, but not in Archaea. In some
genomes, the pst genes were co-localized with genes for arsenic resistance, indicating a level of
specialization of these systems. Finally, the gene for ArsR regulator was identified in 43 genomes as
being highly redundant (5 copies by genome on average). The implications of these findings in arsenic
tolerance and survival of acidophiles in extreme environments will be discussed.

Financing: Fondecyt 1211386; Dicyt-USACH
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Talca, Chile. (5) University of West Florida, Center for Environmental Diagnostics & Biorremediation, Pensacola, Estados
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Los sistemas hidrotermales de altura del Desierto de Atacama, surgen como afloramientos de aguas
calientes (lagunas, geiseres y vertientes) cercanos a la Cordillera de Los Andes, los que presentan un
alto contenido de silice, arsénico, cloruros y sulfatos. El sistema hidrotermal de Lirima esta compuesto
de mas de treinta pozas desde someras a profundas, cuyo rango de temperatura es de 18 a 73°C y el
pH de 5 a 7,9. Analisis de 16S ARNr (clonamiento, lllumina) muestran que a menores temperaturas
dominan bacterias anaerobias, fototrofas anoxigénicas termotolerantes que coexisten con
quimiotrofos, formando densos tapetes anarajandos (ej., Chloroflexi, Chlorobium, Ignavibacteria)
circunscritos a temperaturas inferiores a 50°C. La riqueza de géneros bacterianos fue mayor a menores
temperaturas con alta diversidad de taxa raros y semiraros; aunque a mayores temperaturas disminuye
la riqueza y aumenta la abundancia de estos grupos, lo que se relaciona con la adaptacién metabdlica
a condiciones mas restrictivas. A mayores temperaturas dominan Gammaproteobacteria y Firmicutes,
cuya abundancia alcanza hasta el 50% de la comunidad. Las arqueas fueron clasificadas a niveles
taxondmicos superiores y estan representadas por grupos termofilos anaerdbicos y aerobios oxidantes
de amonio. Cerca del 5% de los taxa fueron asignados como "No clasificados” lo que sugiere la
existencia de una alta novedad taxondémica en los sistemas hidrotermales de altura. En Lirima, la
produccion primaria es realizada por microorganismos anaerobios y la fijacion de carbono es
dependiente de la oxidacion de compuestos reducidos de azufre; aunque, hemos evidenciado rutas
ancestrales de fijaciéon de carbono como el rTCA. La produccién secundaria, ocurre principalmente
entre 55-60°C, lo que sugiere alta especializacion funcional a estos habitats. Metabolismos reductores
y oxidantes de azufre son comunes en los ambientes termales de altura, dada la disponibilidad de
sulfuros y sulfatos propios de la actividad volcanica de Los Andes. Lirima muestra una alta
representacion de linajes ubicados en las ramas mas profundas del arbol de la vida (anaerobios y
termofilos), por lo cual proponemos que los sistemas hidrotermales de altura constituyen ecosistemas
modelo para estudiar el origen y la evolucion temprana de la vida en la Tierra.

Financing: Fondecyt (1211515, 1201692, 1181773, 1171324, 1140356). FBO001 (CeBiB). Vilma
Pérez agradece a ANID la Beca Postdoctorado en el Extranjero, Becas Chile.
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Importancia del agua en la diversidad microbiana en ambientes desérticos de region de
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Las condiciones ambientales extremas y la falta de agua en la superficie del suelo en los ambientes
desérticos permiten que solo comunidades microbianas altamente especializadas establezcan
colonias y sobrevivan en estas condiciones. En la regién hiperarida del Desierto de Atacama, las
precipitaciones anuales son menores a 1 mm/afio y la evotranspiracion es muy alta. En este trabajo
evaluamos el efecto de distintos parametros fisicoquimicos y mineralégicos con respecto a la
diversidad microbiana mediante secuenciacion masiva del gen 16S RNAr en suelos de dos
ecosistemas de la region de Antofagasta: Oasis de Yungay y Parque Nacional Morro Moreno. La zona
de Yungay es uno de los lugares mas aridos del mundo, y las superficies de estos suelos han sido
ampliamente estudiado a nivel microbiano. Nuestros resultados indican que el contenido de humedad
varia con la profundidad (del 2 al 11%), y que algunos grupos bacterianos son unicos para cada zona
de humedad y las comunidades se estructuran a lo largo del perfil del suelo. Los fila Proteobacteria,
Actinobacteria, Bacteroidota y Firmicutes mostraron la mayor prevalencia en el perfil del suelo. La
humedad, el carbono total, el pH y la conductividad eléctrica mostraron una correlacién positiva con la
riqueza y diversidad microbiana. Por otro lado, los ecosistemas de niebla son raros y han sido poco
estudiados en la costa del Pacifico. Debido a que la niebla costera afecta las propiedades de suelo y
su diversidad microbiana, nuestro interés se enfoco en evaluar estas propiedades y sus correlaciones
en diferentes altitudes del Cerro Moreno en Antofagasta. Los contenidos de materia organica y fosforo
organico del suelo aumentan con la altitud, en cambio, el pH y la conductividad eléctrica mostraron una
disminucion con la altitud. La diversidad bacteriana aumenta considerablemente sobre los 400 metros
de altitud. Los fila Actinobacteria y Bacteroidota dominan los suelos desnudos, y solo Bateroidota
dominan los suelos cercanos a plantas, en todas las alturas. Finalmente, el contenido de carbono y la
humedad mostraron una asociacion con las comunidades microbianas entre los 500 y 600 metros de
altura (zona de camanchaca).

Financing: CONICYT ARIII70001, CONICYT MEC80180018, US Air Force Office for Scientific
Research FA9550-20-1-0337, and CRC1211 Earth-Evolution at the Dry Limit, Germany, 268236062—
SFB1211.
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Bacterias resistentes al arsénico del Altiplano de Chile: Exiguobacterium aislado del Salar del
Huasco
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Los ambientes poli-extremos como el Salar de Huasco (SH) son aquellos que estan bajo multiples
condiciones de estrés como; baja presién atmosférica, radiacion UV, salinidad, desecacion,
temperaturas variables y presencia de arsénico (As). A este ambiente ha sido asociada una gran
diversidad bacteriana que logra prosperar bajo la co-ocurrencia de estos estreses. El género
Exiguobacterium incluye bacterias poliextremdfilas con capacidades fisioldégicas que les permite
desarrollarse en una amplia variedad de ambientes extremos, lo que despierta gran interés
biotecnoldgico. En este trabajo destacamos como el As es un gran factor adverso que podria modelar
la composicion y el potencial funcional de las comunidades bacterianas del SH y por otro lado al género
Exiguobacterium se destaca por su plasticidad, ubicuidad y resistencia al As. Por lo tanto, propusimos
esclarecer el efecto del As sobre las comunidades bacterianas del SH y evaluar si las adaptaciones y
divergencia (genotipica y fenotipica) en cepas de Exiguobacterium emergen de las condiciones
particulares de su nicho y la presion de As. A partir de muestras de sedimento de cinco lugares del SH
con un gradiente de As (9 a 321 mg/kg: sedimento) determinamos que la composicién de cada
comunidad y la abundancia de genes relacionados a As siguen el gradiente de este metaloide.
Ademas, analizamos los genomas de 14 aislados de este género con diferentes niveles de tolerancia
a As, revelamos que, aunque todos los aislados del SH son monofiléticos (respecto a todos los
disponibles en el GenBank), existe importante nivel de diversidad entre ellas. Este puede ser
evidenciado por las diferencias en el tamafio y composicion COG de sus genomas accesorios,
apoyando los datos fisioldgicos (patrones de crecimiento, expresién transcripcional y actividad
enzimatica) en respuesta a As. Ademas, el analisis de los patrones protedmicos mostré que en
promedio 120 As(lll) y 117 As(V) spots cambiaron su expresion; 27 de estos fueron identificados como
proteinas relacionadas a As, estrés global/oxidativo y metabolismo. Por lo tanto, el As es una fuerza
motriz que impulsa la adaptacién y modelamiento de las comunidades bacterianas del SH, lo que se
ve reflejado en el género Exiguobacterium como adaptaciones para prosperar bajo las condiciones
particulares y contrastantes de los ambientes que habitan, las comunidades microbianas SH son
diversas y poseen un amplio repertorio genético para prosperar en condiciones extremas, incluyendo
concentraciones crecientes de As altamente toxicos.
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Biomarcadores moleculares en la estratificacion del riesgo de cancer cervical en mujeres
VPH+

Gloria Sanchez'
(1) Universidad de Antioquia, Microbiologia y Parasitologia, Medicina, Cra 51D # 62-29 Lab 219, Medellin, Colombia

Background El cancer cervical es causado por 13 genotipos del alto riesgo del Virus del Papiloma
Humano (VPH-AR). La prueba del VPH que detecta en pool estos 13 genotipos tiene una sensibilidad
cercana al 100% para identificar las mujeres que portan lesiones de alto grado. Sin embargo, la gran
mayoria de las infecciones de VPH-AR son eliminadas por la respuesta inmune. Por tanto, es necesario
desarrollar pruebas para identificar las mujeres que tienen el verdadero riesgo de desarrollar cancer
entre las VPH-AR positivo. La metilacion del ADN y los microARNs son mecanismos epigenéticos que
regulan la transcripcion génica y que se encuentran desregulados en varios canceres. Se presentan
en esta conferencia los avances de la investigacion en la evaluacion del clasificador S5, una prueba
basada en la metilacion del ADN de las regiones tardias L1y L2 de HPV16, HPV18, HPV31 y HPV33
y la regiéon promotora del gen humano EPB41L3 e identificacion de microARNs expresados
diferencialmente entre lesiones de alto y bajo grado en mujeres VPH+. Métodos: muestras de
exfoliados cervicales de 183 mujeres AR-HPV + con diagnostico confirmado de lesiones de alto grado
(CIN2 y CIN3 +, n = 183) y lesiones de bajo grado (Negativas y CIN1, n= 183) fueron seleccionadas
de un ensayo clinico pragmatico aleatorizado de 2661 mujeres colombianas con citologia ASCUS. Los
ensayos de metilacion se basaron en PCR de punto final y pirosecuenciacién cuantitativa de
amplicones, utilizando cebadores para 6 regiones objetivo que cubren un total de 22 posiciones CpG.
La plataforma MiSeq se utilizd para secuenciar bibliotecas de microRNAs de QIAseq® Se validaron
mediante qRT-PCR cinco microARNs diferencialmente expresados. Resultados: El clasificador S5
mostro mas alta sensibilidad para CIN2 + y CIN3 que HPV16 / 18 o la citologia con especificidad
comparable. Se encontraron 162 miARNs sobreexpresados en CIN2 + en comparacién con <CIN1.
Entre los 5 miARNs validados por qRT-PCR, el miR-143-5p estaba significativamente (p = 0.0258)
sobreexpresado en CIN2 +. Conclusion: Se identificaron varios biomarcadores indicativos de lesiones
de alto grado del cérvix en mujeres VPH-AR. El siguiente paso es validar estos biomarcadores en
escenarios de tamizacion.

Financing: estos proyectos fueron financiados por El Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacién
de Colombia.
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Human papillomavirus: role in immune evasion and cancer promotion
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A persistent infection with high-risk human papillomavirus (HPV) is the main risk factor for the
development of cervical cancer as well as other cancers of the anogenital and oropharyngeal regions.
The continuous expression of the viral oncoproteins E6 and E7 favors viral persistence, where the
evasion of the immune response plays a preponderant role. Furthermore, viral oncoproteins modulate
other cellular processes that culminate in the acquisition of a transformed phenotype. The main function
of the HPV E1 protein is its participation in the replication of the viral genome. We have recently
proposed that this protein could play a role in the evasion of the immune response, favoring the
persistence of the infection and consequently the development of cancer. In our group, we analyzed
the effect of the E1 protein of both High Risk- and Low Risk-HPV on the expression of cellular genes in
a non-tumorigenic cellular context. Therefore, the differential transcriptional profiles induced by E1
proteins from HPV 16, 18 and 11 were analyzed. It was found that the altered genes were mainly
associated with antiviral immune response processes. E1 proteins of the tested viral types regulated in
common IFNB1, IFNA1, CCL5/RANTES and RSAD2/Viperin genes, whose expression was decreased.
Since IFNB1, IFNA1 are key components in the antiviral immune response, whose expression depends
on the activation of the interferon pathway, we further confirmed that even in the presence of an inducer
of the pathway, E1 proteins reduced the expression of interferon responsive genes. Interestingly,
another group of genes also altered by E1 proteins were involved in proliferation, differentiation,
metabolism and angiogenesis, such as FOSB, DUSP6, NR4A, CCNA, MMP1, EREG and ANGPTL4.
These data suggest that E1 may play an important role not only in the establishment of the infection,
but also in HPV-mediated carcinogenesis.
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Mechanisms of cooperation between human papillomavirus (HPV) and environmental factors in
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High-risk human papillomavirus (HR-HPV) is the causal agent of cervical, anogenital and a subset of
head and neck carcinomas, with HPV16 being the most frequent HR-HPV genotype. However, most of
HR-HPV infections are finally controlled by the immune system. Indeed, HR-HPV infection is insufficient
for cancer development with additional cofactors being required. Epidemiological evidence suggests
that tobacco smoking is a cofactor in cervical carcinogenesis. Conversely, even though most of HR-
HPV positive head and neck carcinomas occur in non-smoker patients, a subset of them occurs in
smoker subjects. The mechanisms involved in a cooperation between tobacco and HR-HPV for
carcinogenesis are incompletely known. Our group found that both cigarette smoke components (CSC)
and HPV16 E6 and E7 oncoproteins induce g-H2AX phosphorylation and DNA breaks in epithelial cells,
thus promoting increased DNA damage. Moreover, CSC activates the EGFR/PI3K/Akt signaling
pathway with C-Jun recruitment to the HPV16 long control region (LCR), in turn activating the early
promoter (p97) leading to E6/E7 overexpression. Additionally, Pirin (Gene: PIR) is an oxidative stress
sensor that is upregulated by HPV16 E6 and E7 oncoproteins in oral and cervical cancer cells. Evidence
shows that Pirin is also upregulated by tobacco smoke exposure in epithelial cells. Pirin is an activator
of nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-kB), involved in increased
migration and epithelial-mesenchymal transition (EMT) of cervical and oral cells. Considering these
findings, we suggest a model of tobacco/HR-HPV cocarcinogenesis in which tobacco smoke
components can cooperate with HR-HPV EG6/E7 oncoproteins for carcinogenesis. The study of the
mechanisms of HR-HPV/xenobiotic interactions will provide new insights about HR-HPV-driven
carcinogenesis and can suggest new cancer prevention and treatment strategies.

Financing: Fondecyt 1161219; Puente-ICBM (2019-2020); Conicyt-Fondap 15130011
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Puntos criticos para realizar apropiadamente el ensayo de Concentracion Minima Inhibitoria
en microorganismos acuaticos: el camino de la teoria a la practica
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Ciencias de la Vida, Vina del Mar, Chile. (2) Centro FONDAP, Interdisciplinary Center for Aquaculture Research (INCAR),
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Después del cobre, la salmonicultura es la actividad econdmica mas importante para Chile, siendo
reconocido a nivel mundial Chile como el segundo productor de salmén del Atlantico (Salmo salar) y
primero en trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss). Sin embargo, la industria salmonicultora se
encuentra cuestionada por uso masivo de antimicrobianos, especificamente florfenicol y oxitetraciclina,
reportandose mas de 300 toneladas por el total de biomasa producida en los ultimos diez afios. Su uso
se justifica de manera rutinaria por las afecciones bacterianas que infectan a los peces cultivados,
siendo las mas importantes las provocadas en la etapa de engorda por Piscirickettsia salmonis,
Tenacibaculum dicentrarchi y Renibacterium salmoninarum, mientras en agua dulce las infecciones
por Flavobacterium psychrophilum. Aunque la normativa para el uso de los antimicrobianos es clara y
se ha trabajado en mesas publico-privadas para desarrollar protocolos de evaluacién de la
susceptibilidad a antimicrobianos, existen puntos criticos que creemos son importantes de profundizar
para el adecuado uso y dosis de antimicrobianos. De hecho, un tratamiento correcto y eficaz, depende
de resultados robustos obtenidos en el laboratorio y especialmente en los ensayos de concentracion
minima inhibitoria 0 ensayos de susceptibilidad antimicrobiana, la cual tiene objetivo determinar cual
agente antimicrobiano y dosis a aplicar. Por tanto, el presente trabajo enfatizara la importancia del
aislamiento microbiolégico de los agentes causantes de las patologias antes sefaladas y los
condicionantes para aplicar los protocolos estandarizados descritos por el Clinical and Laboratory
Standards Institute Standards (CLSI) para realizar de manera reproducible y validado los estudios de
susceptibilidad. Para ello, se describiran los pasos criticos para estos ensayos, especificamente en la
preparacion de los medios de cultivo a emplear, temperatura y periodos de incubacién, asi como la
incorporacion de cepas de control de calidad. Obviamente, la aplicacion del analisis de susceptibilidad
a antimicrobianos no puede condicionar la terapia antimicrobiana de los peces infectados, pero en el
corto plazo debe considerarse una herramienta valida para la toma de decisién sobre tratar o no,
ayudando de esta forma a disminuir el uso de agentes antimicrobianos en la salmonicultura nacional

Financing: FONDAP-INCAR 15110027 & FONDECYT 1190283.
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Uso de valores de corte epidemioldgicos en patégenos endémicos de la salmonicultura Chilena:
Una herramienta para la toma de decision terapéutica
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Chile es el segundo productor de salménidos mas grande del mundo, después de Noruega, y, como
se esperaria considerando la escala de produccion (i.e., mas de millon de toneladas), la industria
acuicola chilena no esta libre de enfermedades. Entre ellas, durante la etapa de engorda son
prevalentes la piscirickettsiosis, tenacibaculosis y renibacteriosis, mientras que en las pisciculturas la
flavobacteriosis. Excepto la tenacibaculosis causadas por Tenacibaculum dicentrarchi, las restantes
infecciones bacterianas son causadas por agentes que se describieron a mediado de la década de los
80 y comienzos de los afios 90. Las vacunas han demostrado escasa eficacia para prevenir la aparicion
de los agentes bacterianos durante todo el ciclo de cultivo. Por tanto, la principal herramienta para
combatirlos es usando compuestos antimicrobianos mayoritariamente incorporandose en el alimento
de los peces. Esta situacion ha provocado que los volimenes anuales de antimicrobianos,
especificamente florfenicol y oxitetraciclina, alcancen valores superiores a las 300 toneladas por
biomasa anual de salmén producido, lo que ha generado cuestionamientos ambientales de
organizaciones no gubernamentales y parte de la poblacién. Ello debido a la potencial aparicion de
aislados resistentes a antimicrobianos, entendiéndose como la capacidad de las bacterias para
sobrevivir en presencia de antimicrobianos administrados como tratamiento (falla terapéutica). Esto
significa que un aislado bacteriano solo puede clasificarse como “resistente” a través de una prueba
de susceptibilidad in vitro que se interpreta mediante la aplicacién del punto de corte clinico. Por lo
tanto, los valores de corte epidemioldgicos se establecen solo mediante la consideracion de datos de
susceptibilidad in vitro como la determinacién de Concentracion Minima Inhibitoria y no estan
respaldados por ningun parametro clinico. En este contexto, es muy importante considerar los avances
para estudiar la susceptibilidad antimicrobiana de patégenos endémicos y establecer esos valores,
especificamente métodos analiticos y condiciones mas apropiadas para Piscirickettsia salmonis,
Tenacibaculum dicentrarchi, Renibacterium salmoninarum y Flavobacterium psychrophilum. En esta
ponencia se mostraran los esfuerzos cientificos que se han realizado en Chile para proponer e
implementar valores de corte epidemiolégicos que nos permitan tomar decisiones operativas sobre
aplicar o no terapias antimicrobianas contra estos patdégenos.

Financing: FONDAP-INCAR 15110027 & FONDECYT 1190283.



KL I

CONGRESO CHILEN() DE MICMBV@LWTA

Optimizacion de las dosis en la terapia antibacteriana en la especie salmonidea

San Martin, Betty'

(1) Directora Laboratorio de Farmacologia Veterinaria, Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile




KL

CONGRESO CHILENO DE MICROBIOLOGIA
2021

Piscirickettsia salmonis como bacteria modelo en la interacciéon patégeno-hospedero y en
cambios de susceptibilidad antibiotica
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El patégeno bacteriano Piscirickettsia salmonis que afecta importantemente la salmonicultura nacional,
es un excelente modelo de interaccion patégeno-hospedero y adicionalmente también un modelo de
devolucion frente a una tremenda presion selectiva del ambiente en lo que respecta a estrategias y
cambios de la bacteria frente al uso masivo de antibidticos. Desde esa perspectiva, en nuestro
laboratorio nos hemos avocado a investigar la gendmica de la gran poblacién de aislados y cepas de
P. salmonis disponibles y analizar la susceptibilidad a los antibiéticos Florfenicol y Oxitetraciclina. Los
resultados de los analisis genémicos globales con mas de 75 genomas secuenciados, ensamblados y
anotados (NCBI) llevan a postular que el coregenoma posee cerca del 99% de los genes de resistencia
descritos para esta bacteria. Por otro lado, los plasmidos poseen muy pocos genes involucrados en
resistencia y la mayoria de las cepas con genomas secuenciados poseen plasmidos sin genes de
resistencia. Sin embargo, se han detectado numerosos rearreglos génicos en islas genémicas con
caracter de islas de patogenicidad, metabdlicas, de virulencia y otras denominadas fitnes. Esta alta
capacidad de rearreglos es guiada por el alto nUmero de transposasas que poseen en su genoma y
particularmente en la bateria de genes unicos, no del Coregenoma, lo que le da peculiaridades a cada
genoma. Al mismo tiempo, se han detectado SNPs en genes de resistencia y de virulencia que
muestran que a pesar de que todos los genes estan localizados en el coregenoma, estos tienen
ubicaciones diferentes y los genes no son todos exactamente iguales. Adicionalmente, se demuestra
que la disminucion de susceptibilidad a los dos antibiéticos que usa la industria salmonera es lograda
por SNPs en al menos una porina de membrana (OmpF) la que cambia drasticamente la permeabilidad
de la bacteria a dichos antibiéticos, principalmente oxitetraciclina. Por otro lado, la bacteria también
desarrolla biofilm como otra estrategia de sobrevivencia al ataque de antibiéticos y sobrevivir sobre
diversas superficies, naturales o sintéticas. Finalmente, se demuestra que la bacteria a desarrollado
estrategias de adaptacion que le permiten después de 30 afos de uso intensivo de antibidticos lograr
adaptabilidad al medio sin nuevos genes en su genoma

Financing: FONDAP-INCAR, 15110027
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Chilean wildlife in rehabilitation centers: Are they reservoirs of antimicrobial resistance?
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Research Center (INIA-CISA), Valdeolmos, Madrid, Spain. (8) Universidad Europea de Madrid, Veterinary Department, School of
Biomedical and Health Sciences, C/Tajo s/n, Villaviciosa de Odon, Madrid, Spain. (9) Millennium Initiative for Collaborative
Research On Bacterial Resistance (MICROB-R), Av. Las Condes 12.438, Lo Barnechea, Santiago, Chile. (10) Universidad del
Desarrollo, Genomics and Resistant Microbes Group, Facultad de Medicina Clinica Alemana, Av. Las Condes 12.438, Lo
Barnechea, Santiago, Chile. (11) Universidad de Concepcion, Laboratorio de Investigacion en Agentes Antibacterianos, Facultad
de Ciencias Bioldgicas, Concepcién, Chile. (12) University of Minnesota, Department of Veterinary and Biomedical Sciences,
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Wildlife rehabilitation centers (WRCs) receive varied species of injured wild animals from diverse locations
and habitats. Moreover, there is evidence that wildlife inhabiting in anthropized landscapes are good
indicators of the burden of antimicrobial resistance (AMR) and antibiotic resistance genes (ARGSs) in these
areas. When these diverse species enter WRCs, they are medically, surgically and ethologically treated
in the same building, and therefore uncommon pathogen transmissions may occur. Furthermore, most of
the individuals that are admitted into WRCs have to be treated with antibiotics, which can increase the
occurrence of AMRs and could be a threat to other individuals once released back into the wild. To evaluate
the presence of AMRs in wildlife inhabiting anthropogenic habitats we evaluated the presence and load of
ARGs in fecal swabs of 72 wild Andean foxes (Lycalopex culpaeus) from diverse landscapes of central
Chile, including two individuals that were treated in a WRC. In this study up to 15 and 13 ARGs were
detected in the fecal samples from these two foxes that were treated with antibiotics in the WRC.
Furthermore, a cross-sectional study was conducted sampling a diverse range of species undergoing
rehabilitation (n = 64) and the complete WRC environment (n = 160) where they were housed.
Enterobacteriaceae and Pseudomonadaceae were the dominant bacterial families among the
environmental (n = 78) and animal (n = 31) isolates. For Enterobacteriaceae, isolates of the most abundant
species (E. coli) were classified into 20 antibiotic resistance profiles, with eight of those isolates being
resistant to more than nine antibiotics, including imipenem. Isolates of the Pseudomonadaceae family
identified 11 isolates with resistance to antibiotics such as carbapenems and quinolones. Sampling and
evaluating AMRs in WRCs are of utmost importance in analyzing and evaluating the risk that these
anthropogenic settings might have on wildlife and on public health. Further studies analyzing AMRs in
patients at the moment of admittance and their later release from the WRCs have to be performed to
evaluate if these increase due to this anthropogenic, antibiotic rich, hospital setting.

Financing: FONDECYT 1181167, ANID Millennium Science Initiative/Millennium Initiative for
Collaborative Research on Bacterial Resistance, MICROB-R, NCN17_81, FONDECYT 1161593 and
“Fondo para la iniciacion a la investigacion UNAB”.
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Deteccion de cepas de Staphylococcus spp. resistentes a la meticilina aisladas de perros y gatos
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La resistencia antimicrobiana (RAM) se ha convertido en una amenaza para la salud humana y animal.
Las infecciones por bacterias resistentes producen una mayor morbilidad, mortalidad y hospitalizaciones
mas prolongadas. Dado el rol que tiene Staphylococcus sp en la salud humana y animal, es necesario
generar directrices que aporten al tratamiento de infecciones generadas por estos agentes. La resistencia
intrinseca a meticilina en cepas de Staphylococcus sp. se describe como el principal mecanismo de
resistencia a B- lactamicos y el mas importante desde el punto de vista clinico. El objetivo de este estudio
fue detectar la presencia de cepas de Staphylococcus spp. resistentes a la meticilina aisladas de perros
y gatos. Se realizé un muestreo desde la narina de perros (60) y gatos (60) sanos. Cada muestra fue
sembrada en agar sal manitol y agar sangre. Los diferentes morfotipos fueron identificados mediante
MALDI-TOF y se determiné la susceptibilidad antimicrobiana mediante el método de difusién en disco.
Interesantemente fueron identificadas cepas de Staphylococcus coagulasa positivo y coagulasa negativo
tanto en perros como en gatos. Se detecté un perfil de resistencia a la meticilina sobre un 50% y un 25%
en cepas obtenidas de perros y gatos, respectivamente. Se necesita una mayor comprension de las
practicas del uso de antibidticos y la dinamica de la RAM en animales y el rol que pueden ejercer sobre
la posible propagacion de la RAM a los seres humanos. Ademas de concientizar acerca de la existencia
de estas cepas y su implicancia en la salud animal y humana.

Financing: Fondos Cientificos PURINA 2020
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Identificacion de la fuente de contaminacion fecal en los rios utilizados para el riego de cultivos
mediante un enfoque de seguimiento de fuentes microbianas
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Introduccién: El rol de la calidad del agua esta cobrando mayor relevancia en la diseminaciéon de
patdgenos y resistencia a los antimicrobianos (RAM). Los cuerpos de agua dulce reciben desechos,
heces y microorganismos fecales de diversas actividades agricolas, urbanas, entre otras; por lo tanto,
es relevante determinar el origen de la fuente de contaminacién de aguas superficiales, especialmente
la que tiene uso agricola. Microorganismos hospederos especificos, como Cryptosporidium y Giardia,
pueden ser utilizados para rastrear las fuentes de contaminacion fecal y de RAM en las aguas
superficiales. Métodos: En el presente estudio se recolectéd muestras de agua superficial de doce sitios
ubicados en los rios Maipo (n = 8) y Maule (n = 4), cada tres meses desde agosto de 2017 hasta abril
de 2019. Para determinar el nivel de contaminacion fecal, se cuantificaron los niveles de coliformes
fecales y se identificé la fuente de contaminacion fecal mediante el seguimiento de fuentes microbianas
(MST) utilizando la secuenciacién molecular de Cryptosporidiumy Giardia. Ademas, se aislaron E. coli
y bacterias ambientales, y se determiné el perfil de resistencia a antibiéticos. Resultados: Los niveles
de coliformes fecales en los rios Maule y Maipo oscilaron entre <2-130 MPN/100 mL y <2-30.000
MPN/100 mL, respectivamente. Mientras que los genotipos de Cryptosporidium y Giardia detectados
sugieren que humanos, caninos y bovinos son las probables fuentes de contaminacion fecal en ambos
rios. El analisis de arboles condicional indicé que hay mayores niveles de coliformes fecales en el rio
Maipo en comparacién al Maule (P <0,001), y en los sitios urbanos y agricolas en comparacién a areas
ganaderas, naturales y/o los sitios ubicados inmediatamente después de plantas de tratamiento,
(P<0,006). Seis de cada ocho (75%) cepas de E. coli presentaron un fenotipo de resistencia a multiples
farmacos (MDR). En la misma linea, el 6,6% (117/1768) y el 5,1% (44/863) de los aislamientos
ambientales del Maipo y Rio Maule, respectivamente, mostraron un fenotipo de multiresistencia. Por
lo tanto, los esfuerzos para reducir la descarga fecal en estos rios deben centrarse en la agricultura y
los usos de la tierra urbana, y en las descargas fecales humanas, de caninos y ganado.

Financing: FONDECYT iniciacion 11160116, FONDECYT Regular 1181167, Iniciativa Milenio ANID
para el trabajo colaborativo en Resistencia antimicrobiana, MICROB-R, NCN17_081. El analisis de
datos fue apoyado por NIH, EEUU (T32Es007271)
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N-Glycosylations near the receptor binding domain induces major antigenic changes in H1N1
Influenza virus
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N-glycosylations have been increasingly studied due to their impact in virus biology and vaccine
development. As a consequence of antigenic drift during its evolution in humans, Influenza virus (1V)
have acquired several N-glycosylation motifs. While these modifications can result in variations in the
antigenicity, virulence and immune responses, exhaustive analysis of the antigenic changes associated
with these N-glycosylations remain limited. We investigated the impact on antigenicity after the
introduction of N-glycosylations in the globular head of hemagglutinin (HA) near the receptor binding
domain (RBD). Recombinant soluble HAs (sHA) derived from Influenza A virus (IAV) containing N-
glycosylation were produced in 293F cells and were probed against a panel of monoclonal antibodies
(mAb) directed to the major H1 antigenic immunodominant sites (Sa, Sb, Ca1, Ca2, Cb). In agreement
with antigenic shielding of immunodominant antigenic site Sa, we observed ablation of reactivity with of
mADb directed to this site when N-glycosylations were incorporated near to the RBD, while partial or no
loss of reactivity was observed using mAbs directed against secondary antigenic sites (Sb, Ca1, and
Cb). Surprisingly, N-glycosylations at position 144 (N144 and N144/172) also ablated the reactivity of
mAbs directed to distant antigenic site Ca2. To confirm the role of N-glycosylations in the observed
antigenic changes, we evaluated the effect of the complexity of the N-glycans in the reactivity of the
mAb panel when the HA contained only mannose rich (simple type) glycans or when HA was treated
with a glycosidase (PNGaseF) (resulting in trimmed glycans). While no difference was observed using
mannose rich glycans, remarkably we could restore the reactivity of the mAbs against sites Sa and Ca2
after the treatment with PNGAseF. Our results indicate that the introduction of N-glycosylations near
the RBD can induce major antigenic changes affecting not only adjacent antigenic sites but also at
distant sites. Financing: Agencia Nacional de Investigacion y Desarrollo (ANID) of Chile, NIH-NIAID
USA. Postdoctoral Grant FONDECYT 2019 #3190648 and #3190706, National Doctoral Grant ANID
N° 21212258, FONDECYT Regular 1212023, Convenio Beca de Instructor Becario, Vicerrectoria de
Investigacion, Universidad Catdlica de Chile.

Financing: FLUOMICS Consortium grant U19A1135972 and the Center for Research on Influenza
Pathogenesis (CRIP), a Center of Excellence for Influenza Research and Surveillance (CEIRS)
contract number HHSN272201400008C, both funded NIAID-NIH.
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Identificacion de proteinas efectoras con actividad antibacteriana codificadas en los sistemas
de secrecion tipo VI de las islas SPI-6 y SPI-19 de Salmonella Dublin
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Los Sistemas de Secrecién Tipo VI (T6SS) se encuentran ampliamente distribuidos en bacterias Gram-
negativo, contribuyendo a procesos que abarcan desde competencia interbacteriana a patogénesis.
Los T6SS son sistemas contractiles que inyectan proteinas efectoras hacia células blanco. Mientras
algunos efectores se dirigen especificamente a células bacterianas o eucariotas, otras pueden dirigirse
a ambos tipos de células (efectores trans-kingdom). En Salmonella, se han identificado cinco clusters
de genes T6SS codificados en las islas de patogenicidad SPI-6, SPI-19, SPI-20, SPI-21 y SPI-22, que
se distribuyen diferencialmente entre los distintos serotipos. Salmonella enterica serotipo Dublin (S.
Dublin) es un patégeno adaptado a bovinos que posee tanto el T6SSSPI-6 como T6SSSPI-19.
Interesantemente, aunque ambos sistemas de S. Dublin contribuyen a la virulencia y colonizacién del
hospedero, no se ha detectado actividad antibacteriana para el T6SSSPI-6 en este serotipo. Ademas,
existe informacion limitada con respecto al repertorio de proteinas efectoras codificadas dentro de los
grupos de genes de T6SSSPI-6 y T6SSSPI-19 en S. Dublin. En el presente estudio, demostramos que
los T6SS codificados en SPI-6 y SPI-19 de S. Dublin CT_02021853 contribuyen en competencia
interbacteriana. Analisis bioinformaticos y genémicos comparativos nos permitieron identificar genes
que codifican 3 efectores antibacterianos candidatos codificados en SPI-6 y 4 efectores candidatos
(incluido un efector trans-kingdom) en SPI-19. Cada gen efector antibacteriano se localiza rio arriba de
un gen que codifica una proteina de inmunidad hipotética, conformando asi un médulo efector /
inmunidad (E/). Cabe destacar que los genes que codifican estos efectores y proteinas de inmunidad
estan ampliamente distribuidos en los genomas de Salmonella, 1o que sugiere un papel relevante en
virulencia y competencia interbacteriana. Finalmente, demostramos experimentalmente que los
moédulos E/I SED_RS01930 / SED_RS01935 (codificados en SPI-6), SED_RS06235 / SED_RS06230
y SED RS06335 / SED _RS06340 (ambos codificados en SPI-19) contribuyen a competencia
interbacteriana en S. Dublin CT_02021853.
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Bacterioplankton zonation in high elevation, polymictic lakes
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The mixing regime of lakes is changing in response to climate change. This will affect lake function,
and has largely unknown consequences for food webs, including the microbial component. Therefore,
disentangling the spatial variability of microbial diversity in the water column is crucial to predict how
changing environmental conditions will influence biodiversity and function. Although the zonation of
microbial communities in the water column of temporally and permanently stratified lakes is relatively
well characterized, the spatial distribution of bacterioplankton within the water column of polymictic
lakes has been poorly characterized. Here we assessed the diversity and bacterial community
composition using the putatively active fraction (cDNA) of the 16S rRNA gene in three high elevation
lakes (4400 - 4550 m asl) from the Andean plateau to test whether bacterial zonation patterns existed
through the water column. We observed a significant vertical spatial zonation of the bacterial
communities in two out of the three lakes, with microdiversity contributing to such vertical changes. The
OTUs with the highest microdiversity belonged to Flavobacterium sp., Fluviicola sp., and Limnohabitans
sp. Furthermore, abundant OTUs showed high persistence in all lakes, including the OTUs with higher
microdiversity. We highlight the importance of incorporating the whole water column in ecological
studies of aquatic ecosystems lacking temporal or permanent thermal stratification.

Financing: Austrian Science Fund [FWF, P24442-B25]
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El uso de comida medicada con antibiéticos en la acuicultura se asocia con un enriquecimiento
de genes de resistencia adquirida en bacterias multirresistentes aisladas de la microbiota
intestinal de peces.
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Los antibidticos mas utilizados en la industria del salmén en Chile son oxitetraciclina (OTC) y florfenicol
(FLO), los cuales son administrados principalmente a través de comida medicada. Trabajos realizados
anteriormente por nuestro grupo demostraron que dichos tratamientos provocan la seleccion de
bacterias multiresistentes en la microbiota intestinal del salmén, muchas de las cuales portan genes
de resistencia a FLO y OTC. En este trabajo se utilizé la secuenciacion gendmica para analizar con
mayor detalle el resistoma adquirido en estas cepas, comparandolo con el de otras cepas aisladas de
la microbiota intestinal de peces sin tratar. Utilizando muestras intestinales y heces de salmones
tratados (Banco FLO y OTC) y no tratados con antibiéticos (Banco control), se aislaron bacterias
resistentes (BRAs) a FLO (CMI>64ug/ml) o a OTC (CMI>64ug/ml). Se secuencio el genoma completo
de los 3 bancos de cepas con la plataforma MiSeq (lllumina) a partir del DNA extraido con “DNeasy
Blood & Tissue Kit” (QIAGEN). Los genomas se ensamblaron de novo con “SPAdes” y la presencia de
Genes de Resistencia a Antibioticos (GRAs) se determiné con “Abricate” usando la base de datos del
NCBI. Los resultados mostraron claramente una menor presencia de BRAs en el banco control
(OTCR=0; FLOR=17) respecto a los bancos FLO (FLOR=40) y OTC (OTCR=39). Ademas, la
secuenciacion gendmica mostré una mayor prevalencia de GRAs en los bancos FLO (43,2%) y OTC
(56,5%) respecto al banco control (0,3%), entre los que destacaban algunos de relevancia para la
industria salmonera (confieren resistencia a FLO [Ej: floR/fexA] y OTC [Ej: tetA/tetH]), asi como para
la salud humana (confieren resistencia a beta-lactamicos [Ej: blaOXA-2/blaACC-1a], quinolonas [Ej:
0gxB25/0qxB9/qnrB39] y aminoglicésidos [Ej: aph(3")-Ib/aph(6)-Id]). Por tanto, este trabajo demuestra
que el tratamiento de peces con comida medicada con antibiéticos favorece el enriquecimiento, no solo
de BRAs, sino también de GRAs que son comunmente asociados a la transferencia horizontal de
genes, lo que supone un riesgo muy elevado para la acumulacion y dispersion de GRAs en entornos
acuaticos. Asimismo, sugiere que la ausencia de dichos tratamientos podria favorecer el crecimiento
de una microbiota predominantemente susceptible y libre de GRAs.

Financing: Este trabajo se realizé en el marco del proyecto FONDECYT N°11150858 financiado por
el programa CONICYT y por la ANID a través del "Nucleo Milenio para la Investigacion Colaborativa
en Resistencia Antimicrobiana (MICROB-R)".
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Los acuiferos son formaciones geoldgicas subterraneas que acumulan gran cantidad de agua dulce,
lo que los convierte en los principales reservorios de agua potable a nivel mundial. Estos acuiferos se
pueden contaminar por filtracion de aguas claras de tranques de relaves o lixiviados de vertederos.
Para controlar la contaminaciéon de las aguas subterraneas, se propuso lograr la obstruccion de los
espacios intersticiales del acuifero mediante la precipitacion in situ de minerales de carbonato calcico
inducida por microorganismos (organomineralizacion). Para modelar un acuifero en el laboratorio, se
construy6 camaras de acrilico (32x12x1 cm), rellenas con arena de cuarzo (200-800 um). Las camaras
se alimentaron, en forma continua, con agua de pozo que contenia sulfato. Se empled un consorcio
microbiano reductor de sulfato, debido a las condiciones andxicas del agua subterranea. Este
consorcio microbiano se enriquecié previamente, en pequefios biorreactores, a partir de una muestra
de trombolitos del lago Sarmiento, Torres del Paine. Los modelos de acuiferos se infiltraron con medio
de cultivo y el consorcio microbiano a través de un puerto de infiltracion. Durante el proceso, se
determind el pH, el potencial de 6xido reduccion, la concentracion de sulfato, H.S, ATP intracelular en
el efluente del acuifero. Ademas, se midi6 el tiempo de retencion de un trazador (azul brillante) en los
modelos inoculados. Al final del experimento, se analizo el contenido de carbonato y minerales (DRX)
de la arena y se realizé la secuenciacion de la regién V4 del gen ribosomal 16S de la comunidad
bacteriana. Se encontré una activa produccion de H2S en el efluente, lo que muestra la actividad de
reduccion de sulfato. ElI género reductor de sulfato Desulfomicrobium fue predominante en la
comunidad microbiana adherida a la arena. Después de 60 dias, la arena del acuifero se consolidé por
la precipitacion de carbonato de calcio (6% cerca del punto de infiltracion). EI aumento del tiempo de
retencion del trazador (1,6 veces respecto al inicial) mostro la reduccion de la permeabilidad. Se
concluye que es posible la precipitacion de carbonato de calcio en anaerobiosis mediada por
microorganismos reductores de sulfato, incluso en acuiferos bajo constante flujo de agua.

Financing: Financiamiento de FONDEF IDeA CA13110019 y IT16M10002. Agradecemos a la CONAF
por la autorizacion de muestreo.
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Asymptomatic herpes simplex virus type-1 infection that induces chronic neuroinflammation
enhances multiple sclerosis-like disease in a mouse model
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Background: Herpes simplex virus type-1 (HSV-1) is a neurotropic virus that is highly prevalent in the
human population and causes lifelong infections. HSV-1 can infect the brain and remain latent within
neurons with no apparent pathology, yet producing local and systematic effects which may eventually
lead to neurodegenerative manifestations. The etiology of multiple sclerosis (MS) disease is unknown
and viral infections have been proposed as potential environmental triggers. Our aim was to determine
whether asymptomatic HSV-1 infection favors the onset and exacerbates the severity of MS in a mouse
model. Methods: Mice were infected intranasally with a sub-lethal dose of WT HSV-1, or an attenuated
HSV-1 mutant that does not cause encephalitis, and controlled with mock-inoculated animals. Then,
experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) was induced, which is the most commonly model
used for studying MS. Brains and spinal cords were collected to assess histological parameters of MS
disease, the integrity of the blood-brain barrier (BBB), immune cells infiltration, and the expression of
inflammatory cytokines in the central nervous system. Results: Mice infected with HSV-1 show an
earlier onset and display a worse clinical EAE outcome as compared with mock-inoculated mice.
Infection with either virus elicited prolonged alterations in the BBB, such as increased permeability,
more activated microglia, augmented infiltrating CD4+T cells and neutrophils, and higher mRNA levels
of proinflammatory cytokines. Conclusion: Our findings support the notion that asymptomatic HSV-1
infection could accelerate and enhance MS disease.
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Inflamaciéon del musculo esquelético y cardiaco (HSMI) en Salmén coho (Oncorhynchus
kisutch): evidencia clinica y experimental
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La inflamacién del musculo esquelético y cardiaco (HSMI) es una enfermedad infecciosa causada por
Piscine orthoreovirus (PRV), virus perteneciente a la familia Reoviridae, género Orthoreovirus. En
Salmoén coho (Oncorhynchus kisutch) hasta ahora se han reportado infecciones subclinicas en peces
silvestres y asociado al Sindrome de inclusiones intraeritrocitaria (EIBS). Basado en el analisis de 14
casos de Salmon coho (O. kisutch) provenientes de 14 centros de cultivo, se describe un cuadro clinico
caracterizado macroscopicamente por hemopericardio, presencia de coagulos en la cavidad
abdominal, higado palido, hemorragias petequiales en la grasa peripilérica e histolégicamente con
epicarditis, miocarditis, miositis y necrosis hepatica, asociados a la presencia de PRV, siendo estos
hallazgos similares a los descritos para la Inflamacién del masculo esquelético y cardiaco (HSMI). Por
otro lado, la inoculacion intraperitoneal (i.p.) en condiciones controladas de smolt de Salmén coho, con
tejidos infectado con PRV genotipo la, presentaron histopatolégicamente la presencia de miositis y
miocarditis con una mayor frecuencia y severidad en el intervalo de tiempo 7 y 8 semanas del
transcurso del desafio, siendo estos consistentes con los cuadros clasicos de HSMI descritos
previamente en otras especies de salmoénidos. En relacion a la cinética viral, la inoculacion i.p. produce
una infeccion temprana y persistente, hasta la 8 semanas transcurrido el estudio. Estos resultados
constituyen evidencia clinica y experimental de la presencia de la inflamacion del musculo esquelético
y cardiaco en Salmén coho, cultivados en Chile.

Financing: Centro de Investigaciones Biolégicas Aplicadas (CIBA)
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Use of novel Escherichia coli lytic phages for the eradication of persister cells.

Roberto Molina-Quiroz', Javiera Vera-Mansilla', Patricio Sanchez’, Cecilia Silva-Valenzuela'
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Background. Urinary tract infections (UTls) are the second most frequent bacterial infections worldwide
with Escherichia coli as the main causative agent. A bacterial fraction named persister cells (PC), has
been associated with the emergence of antibiotic-resistance, antimicrobial treatment failure and
recurrent/chronic UTlIs. This bacterial population is characterized by a non-heritable, transient state of
dormancy, which confers tolerance to lethal concentrations of different antibiotics. The constant
emergence of antibiotic-resistance among clinical pathogens demands for the development of novel
and/or complimentary therapeutic strategies. Therefore, the use of bacteriophages which highly efficient
to infect and kill bacteria, is a promising alternative to face the antibiotic-resistance crisis. In this work
we isolated and characterized three novel lytic bacteriophages MLP1, MLP2 and MLP3 and evaluated
their ability to enhance the antibiotic effect and eradicate PC in Uropathogenic Escherichia coli (UPEC).
Methods. Three novel phages were isolated and characterized by genomic, phylogenetic and
morphological analysis. The host range of MLP1, MLP2 and MLP3 was assessed by plaque assays
and their ability to eradicate the persister fraction was assessed by bacterial survival after challenge to
phages and antibiotics either alone or in combination. Results. All phages have a double-stranded DNA
genome. MLP1 belongs to Chaseviridae, MLP2 to Myoviridae and MLP3 to the Podoviridae family. Our
results show that MLP1, MLP2 and MLP3 efficiently infect and kill laboratory UPEC strains, multidrug-
resistant clinical UPEC isolates and intestinal pathogenic Escherichia coli strains. In addition, WGS of
phage-resistant mutants showed that different regions of lipopolysaccharide (LPS) and capsule are the
receptors of these phages. Interestingly, MLP2 phage is able to eradicate the persister cells
subpopulation when used in combination with antibiotics and a decreased viability was observed when
biofilms of UPEC were challenged with MLP3 and ampicillin. Conclusion. Our results suggest that these
phages may represent an attractive alternative for the treatment of acute and chronic UTls generated
by antibiotic-resistant pathogenic E. coli.

This work was supported by Fondecyt Iniciacién en Investigacién 11190158 and 11190049. Centro de
Estudios Cientificos (CECs) is funded by the Centers of Excellence Basal Financing Program of
CONICYT PB-01.
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Whole genomic sequencing of SARS-CoV-2: Establishing a viral surveillance research program
at Catholic University.
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RNA viruses can mutate and evolve through circulation in different hosts. While most changes do not
provide functional value, some mutations can alter the viral fithess and host-pathogen interactions. In
March 2020, the Coronavirus disease 19 (COVID-19) caused by the severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2 (SARS-CoV-2) was declared a pandemic. Within months the virus disseminated globally,
and has caused over 249 million cases and 5 million deaths. Due to its continuous circulation and to
prioritize global surveillance in December 2020, the WHO defined specific SARS-CoV-2 lineages as
Variants of Concern (VOCs; B.1.1.7/Alpha; B.1.351/Beta; P.1/Gamma and B.1.617/Delta) or Variants
of Interest (VOls; C.37/Lambda; B.1.621/Mu). To contribute to national surveillance efforts, we designed
a long-term surveillance program to generate whole-genome sequences of the virus circulating in Chile.
In collaboration with the UC-Christus Health network and MSHS Pathogen Surveillance Program, New
York, we obtained 751 genomes utilizing the ILLUMINA platform. To increase the real-time surveillance,
through the SARS-CoV-2 Genomic Acceleration Plan led by MinCiencia, in March-May 2021, we
established an in-house whole-genome amplicon-based sequencing pipeline using the Oxford
Nanopore Technology, and rapidly we able to generate 96 whole genomes weekly. Between March to
October 2021, 906 samples were sequenced, and 758 (83%) genomes were uploaded to GISAID. With
1,500+ sequences generated until now, our surveillance has allowed us to track the introduction and
community transmission dynamics of the original pandemic outbreak and to rapidly identify and report
the SARS-CoV-2 variants, C.37 (Lambda) in February 2021 and B.1.621 (Mu) in April 2021 at the
community level in the Metropolitana Region. We also evaluated the association of variants with severity
in SARS-CoV-2 ICU patients and helped validate a SARS-CoV-2 variant multiplex RT-qPCR assay in
a short time. The COVID-19 pandemic highlighted the value of having additional Centers capable of
generating viral genomic data to complement the efforts of Public Health systems and monitor the
emergence of variants and the need to update vaccine and diagnostic tools. Our integrated and
collaborative approach demonstrates the contribution of such programs and provides the groundwork
to expand this capacity to monitor other seasonal and emerging viruses of public health relevance.

Financing: FONDECYT 1212023 and FONDECYT Post-doctorate 3190706 (ANID of Chile). Center
for Research on Influenza Pathogenesis (CRIP). NIAID Center of Excellence for Influenza Research
and Surveillance (CEIRS, contract # HHSN272201400008C). The support of BHP Chile INC.
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Analisis genédmico epidemiolégico de Renibacterium salmoninarum, agente etiolégico de la
enfermedad bacteriana del rinédn (BKD) en salmén del Atlantico (Salmo salar)
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La acuicultura es una de las industrias con mayores tasas de crecimiento en el mundo, y es en Chile
donde ha experimentado un crecimiento especialmente rapido en el cultivo de salménidos. El sostenido
incremento de la produccion se ha asociado a la aparicion de nuevas enfermedades y diseminacion
de patdégenos en las diferentes areas geograficas. Una de las enfermedades infecto-contagiosa de
importancia productiva caracterizada por su alta morbilidad es la enfermedad bacteriana del rifién
(Bacterial Kidney Disease, BKD, ingles), usualmente de caracter cronica, cuyo agente causal es una
bacteria Gram positiva denominada Renibacterium salmoninarum. Los brotes naturales se presentan
en forma exclusiva en peces salmonidos. La enfermedad es clinicamente insidiosa y caracterizada por
la presentacién de una inflamacion sistémica granulomatosa. Esta bacteria posee una tasa de
mutacion lenta y un genoma altamente conservado, lo que limita el poder discriminatorio como la
tipificacion de secuencia de multiples locus. En este trabajo se realizdé una secuenciaciéon del genoma
completo (Whole-genome sequencing, WGS, inglés) lo cual nos permite observar y reconstruir las
variaciones genomicas para un analisis filogenético. Para esto, se aislaron en medio KDM2, cinco
cepas de R. salmoninarum a partir de Salmoén del Atlantico (Salmo salar) y Salmon coho
(Oncorhynchus kisutch) en fase de engorda de cultivo abierto el afio 2021, posteriormente se purificd
su material genético (ADN) para proceder a secuenciarlo mediante la plataforma illumina (miSeq).
Mediante el analisis bioinformatico utilizando SNPs de las secuencias obtenidas en este estudioy 110
genomas de secuencias previamente descritas, se pudo establecer que las cuatro nuevas cepas
pertenecen a los linaje 1 ay 1 ¢. Adicionalmente se determiné la presencia de una variante que no es
posible asignarla a un linaje establecido. Finalmente, en este trabajo se caracterizé el genoma
completo de esta nueva variante. Toda esta informacidn proporcionara una base para el desarrollo de
mejores estrategias de manejo de enfermedades para la prevencién y/o control de estos patdégenos de
la industria, aumentando de esta manera la sustentabilidad de la salmonicultura nacional.
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Role of iron, copper and their mixture on Botrytis cinerea: new contributions in the cellular
characterization of their inhibitory effect
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In the infection process of Botrytis cinerea, a recognized phytopathogenic fungus of great interest in
the global agri-food sector, different metals play a critical role at certain levels as cofactors of various
enzymes, structural components in several metalloproteins, or in redox reactions to maintain correct
homeostasis, however, overcoming specific concentrations they become toxic to this pathogen. Thus,
nowadays several compounds based on these metals, especially copper, continue to lead the antifungal
market, but the mechanisms of action involved continue requiring additional characterization studies.
While iron, a metal from the same chemical series of copper, has been used more as a nutrient in
plants, but it has been interestingly studied as an alternative to possibly substitute copper. Thus, the
objective of this study was to characterize the inhibitory effect on B. cinerea of copper, iron and their
mixture, assessing the mycelial growth inhibition, sensitivity to cell wall perturbing agents (Congo red
and Calcofluor white), the membrane integrity, adhesion capacity, conidial germination and,
pathogenicity. Studied concentrations of Cu (2-8 mM) and Fe (2-20 mM) showed that the ICso capable
of reducing 50%-mycelial growth was 2.87 mM and 9.08 mM, respectively, while their equimolar
mixture, depicted a major inhibitory effect attributed to Cu. The effect of Cuso, Feso and Cuso-Fesq were
studied subsequent on mycelial growth of three wild strains of B. cinerea, which were more sensitive to
metallic inhibitors. An important inhibition of conidial germination was also showed, which was
successfully linked with the adhesion capacity observed, demonstrating their usefulness in control for
early stages of crops. The effect on cell wall with disturbing agents displayed that Cu, Fe and Cu-Fe do
not exert an antifungal effect at cell wall of B. cinerea, but, a negative effect was observed on plasma
membrane integrity. Our results represent key contributions that can be used to formulate conscious
based-metal fungicides focused on early and preventive control of B. cinerea.

This work was carried out thanks to the funding provided by the ULS according to: Beca Interna
Doctoral ULS Cohorte-2017
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Novedad filogenémica de Cas1 de ambientes termales
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Los sistemas CRISPR-Cas son altamente prevalentes en microorganismos que habitan los sistemas
termales, ya sean termdfilos o hipertermdfilos. La proteina Cas1 es critica para este sistema de
inmunidad adaptativa al ser el gen mas conservado, por lo que su estudio en fuentes termales es
fundamental para entender la ecologia y evolucién de los sistemas CRISPR-Cas en la naturaleza. En
este estudio se realizé un analisis comprensivo de Cas1 en el rango termdfilo (44-82°C) para considerar
principalmente microorganismos bacterianos y neutréfilos. Se utilizaron 48 sistemas termales del
mundo, entre los que se incluye 15 muestras de los geisers del Tatio. Luego de trabajar
bioinformaticamente la busqueda, se obtuvo 2150 secuencias de Cas1, con las que se realizaron
analisis de diversidad, filogenético y de similitud de secuencias (red). El indice de Bray-Curtis reveld
que las secuencias de Cas1 tienden a ser especificas de cada terma, de hecho, el analisis de varianza
(PERMANOVA) efectuado para los indices de diversidad beta indica que las diferencias observadas
se deben principalmente al origen geografico de las muestras. Por otro lado, los resultados del arbol
filogenético muestran una topologia ya observada en otros estudios, sin embargo, muchos genes Cas1
de sistemas termales no agrupan con secuencias de referencia ya descritas en bases de datos publicas
ni se agrupan segun un origen geografico. Estos grupos tienden a ubicarse en la raiz de grupos
conocidos de genes Cas1, donde también se observan las secuencias de Cas1 descritas como
casposasas. Ademas, la red de similitud reveld que estos mismos grupos de secuencias termales se
tienden a separar y, en algunos casos, se separan del médulo principal que alberga las secuencias de
referencia de Cas1. Nuestros resultados sugieren que la evolucion de Cas1 en sistemas termales tiene
cierto grado de endemismo, ademas invitan a pensar sobre la existencia de homologos de Cas1 que
posiblemente corresponden a ancestros de las proteinas que hoy se han descrito como participantes
en inmunidad adaptativa, como son las casposasas en casposones, pero también sugieren que en
ambientes termales pueden existir sistemas CRISPR-Cas que aun no han sido descritos.

Financing: ANID, Beca de Doctorado Nacinal 21172022Proyectos CONICYT-FONDECYT N°1150171
y N°1190998, Iniciativa de Investigacion UnACh 2020-132-Unach.
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Aplicacién de la ecologia microbiana en un contexto industrial: seguimiento a la diversidad de
hongos y bacterias a través del ciclo de elaboracion de vinos organicos
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Introduccién: Durante los ultimos afios la ecologia microbiana ha tenido un crecimiento exponencial
gracias al desarrollo de marcos teéricos y la masificacion del uso de herramientas moleculares y
bioinformaticas. Este avance se ha basado principalmente en estudios de laboratorio y en ecosistemas
naturales, sin embargo, estudios en un contexto industrial son escasos, aun cuando la expansion de
la actividad industrial que contempla cambios en el uso de suelo (ej. Agricultura) representa una de las
principales amenazas a la biodiversidad. Una industria donde la actividad microbiana es esencial es la
vitivinicultura, ya que permite la transformacioén de mosto de uva en alcohol y CO,, y ademas impacta
las caracteristicas sensoriales del vino. En este trabajo realizamos un seguimiento a la diversidad de
hongos y bacterias a través del ciclo de vinificacién, o sea desde el campo hasta finalizar la etapa
fermentacion alcohdlica, para entender cual es su identidad taxonémica, cual es su funcién en
fermentaciones espontaneas de mosto de uva y de donde provienen estos microorganismos.
Metodologia: Durante la vendimia 2020 en instalaciones de Vifiedos Emiliana caracterizamos la
diversidad de hongos (marcador ITS-2) y bacterias (marcador 16S) en: uva antes de cosecha (15
parcelas), materiales estructurales de la bodega de vinificacién, equipos de procesamiento,
fermentadores y mosto de uva en fermentacion. Resultados: Los resultados muestran una incidencia
significativa de la diversidad microbiana nativa en el proceso industrial de elaboracion de vinos
organicos, especificamente se observa que en el proceso de vinificacion participan 206 variantes de
levaduras (ASVs) y 9.136 variantes de bacterias, que los microorganismos que conducen las
fermentaciones provienen del vifiedo (campo) y de la bodega, y que muestran una alta diversidad
funcional. También se observan diferencias en los niveles de diversidad y en la composicion microbiana
entre los diferentes ambientes analizados. Conclusiones: Este conocimiento ecolégico basal esta
permitiendo reconocer e incorporar de forma activa la diversidad microbiana nativa en un ciclo
productivo, innovar en procesos dentro de la empresa y ayuda a conciliar la actividad industrial con la
conservacion de la biodiversidad.

Financing: Proyecto PAI 178190C0001
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Synthesis and characterization of biogenic selenium nanoparticles by using endophytic
selenobacterial inoculum

Eulalia Sans', Paola Duran'?, Maria de La Luz Mora'

(1) Universidad de La Frontera, Scientific and Technological Bioresource Nucleus (BIOREN-UFRO), Temuco 4811230, Chile.
(2) Universidad de La Frontera, Biocontrol Research Laboratory, Temuco 4811230, Chile

Background: Selenium (Se) is an essential micronutrient with beneficial effects on human health. Soils
of southern Chile have a low Se content and present high acidity levels, one of the main factors limiting
agricultural production. Therefore, considering the importance of the soils as a way to ensure the
adequate Se supply for the population, agronomic biofortification is considered a potential tool to
increase Se level in human diet. In this regard, biofortification by using selenium nanoparticles (SeNPs)
has emerged in the recent years as an alternative to conventional Se fertilizers for enriching crops with
Se-organic compounds due to their low toxicity and high biocompatibility compared with inorganic
forms. Over the last few years, our research team has reported that the endophytic bacteria from
Chilean Andisols, grown on Se added medium, are able to reduce the inorganic Se form to SeNPs.
Thus, the main objective of this work was to elucidate SeNPs separation from inocula and to optimize
their biogenic synthesis for its potential use as food supplement and/or other nanotechnologies.
Methods: The synthesis of two biogenic SeNPs was carried out by using Acinetobacter sp. E.6.2
(Accession N°KF561870) and Bacillus sp. E.5 (Accession N°KF561868) isolated from roots of wheat
plants. Firstly, the sodium selenite (Na,SeOs3) tolerance of both strains was evaluated by measuring the
minimal inhibitory concentration (MIC). Then, biosynthesis and purification of SeNPS were performed
by monitoring the incubation temperature, medium of synthesis, Na.SeOs concentration, incubation
time and conditions of agitation to study the influence of the synthesis parameters on the SeNPS
properties. Results: Both isolates presented high tolerance to selenite with MIC values of 60 mM for
Acinetobacter sp. E.6.2 and 120 mM for Bacillus sp. E.5, respectively. Both isolates are able to produce
small (£ 100 nm) and stable SeNPs (polydispersity index < 0.5; zeta potential -30 mV to +30 mV).
Conclusions: Based on these observations, both strains have potential to be eco-friendly candidates
for enhancing Se- content, as well as for converting plants as amino acids factories, in order to improve
the quality of southern Chilean people's diet.

Financing: ANID-FONDECYT (postdoctoral project number 3210302)
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genus: Insights into anaerobic metabolism
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Chemolithoautotrophic bacteria, especially members of the Acidithiobacillus genus, thrive in extremely
acidic environments (pH < 3.5) and drive major biogeochemical cycles. They have developed several
metabolic strategies to gather energy and nutrients using reduced inorganic compounds under aerobic
and anaerobic conditions. Using phylogenomics, comparative genomics, and in silico regulatory
reconstruction approaches, we generated a genome-wide assessment of metabolic and regulatory
processes in 43 Acidithiobacillus representatives, identifying their conserved and variable metabolic
pathways and regulatory instances for iron, sulfur, nitrogen, and hydrogen mobilization. We also
identified conserved and specific pathways and their genomic features associated with anaerobic
metabolism, including genes, their transcriptional units, and regulatory interactions, suggesting their
potential role in metabolic speciation of these extreme acidophilic representatives. This genome-wide
metabolic and regulatory reconstruction in Acidithiobacilli supports traceable connections between
genomic divergence, metabolic diversity, and phenotypic variation, providing an integrated picture of
ecophysiological roles of each species and its interactions under aerobic/anaerobic conditions in
extremely acidic environments.

Financing: Fondecyt 1181717 and Basal AFB170004 to David S. Holmes; Postdoctorado FONDECYT
3190792 to Carolina Gonzalez; CYTED 521RT0118 to Jorge Valdés; Beca Doctorado Nacional
21180808 to Pedro Sepulveda.
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Bioinformatic analysis of Streptomyces strains isolated from the Pacific Ocean, for the search
of novel biosynthetic gene clusters

Leonardo Zamora-Leiva', Agustina Undabarrena’, Ricardo Valencia'?, Beatriz Camara’

(1) Universidad Técnica Federico Santa Maria, Quimica, Quimica, Av. Espafia 1680, Valparaiso, Chile. (2) University of
Edinburgh, School of Biological Sciences, Institute of Quantitative Biology, Biochemistry and Biotechnology, Old College,
South Bridge, Edinburgh EH8 9YL, Edinburgh, United Kingdom

Novel antimicrobial compounds are a major need. The appearance of multi-resistant bacterial
pathogens is a reality that hospitals worldwide must face daily. In addition, after the golden age of
antibiotics, we are facing the high re-discovery rates of the same compounds, leading us into a
dangerous position that even the World Health Organization catalogued as a global crisis. To contribute
to this problem, our research group have collected marine samples from the Chilean coastline for the
search of actinobacterial strains with antibiotic activity. To unlock the true biosynthetic potential of these
bacteria, the complete genome of 8 strains (CHA1, CHC8, CHC16, EL9, IpFC-1, Vc67-4, VH47-3, VB1)
were deeply analyzed and used for mining their Biosynthetic Gene Clusters (BGCs), which are groups
of genes that together synthesize specialized metabolites. Genomes presented an average of 8,0 Mbp
in length, 72 % of G+C content. Additionally, according to predictions antiSMASH and PRISM
software’s, these strains possess an average of 20 BGCs, which are predicted to be involved in the
synthesis of several specialized metabolites. To evaluate the novelty of these strains, their whole
genomes were compared, toward the construction of a phylogenomic tree with 130 Streptomyces
strains that represents most species of the Streptomyces clade. This analysis shows that the strains
CHA1, EL9 and IpFC-1 are close to Streptomyces albidoflavus; CHC8 and CHC16 to Streptomyces
ambofaciens; VVc67-4 to Streptomyces atroolivaceus; VH47-3 to Streptomyces ghanaensis; and VB1 to
Streptomyces anulatus. To evaluate the potential novelty BGC of our strains, we constructed a similarity
network with the BIG-SCAPE software, including all Streptomyces strains from the most closely related
species of each one of our strains, and the complete MIBIG database. A total of 115 strains were
downloaded from Refseq database, from which 86 pass our quality test (<200 contigs, <5%
contamination and >98% completeness) according to CheckM analysis. The similarity network shows
several highly conserved BGCs among the species, while there are a group of poorly described BGCs,
that can potentially produce novel bioactive compounds.

Financing: Beca interna PUCV, término de tesis 2021 Beca CONICYT Doctorado N° 21180908,
FONDECYT Regular N° 1171555CONICYT PIA ACT172128 Proyecto 'Genomics and Applied
Microbiology for Biodegradation and Bioproducts'
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Obtencion de mutantes al azar mediante NTG, para la identificacion de posibles reguladores
negativos del factor de transcripcion Sre1 en la levadura carotenogénica Xanthophyllomyces
dendrorhous.

Esteban Abarca', Maximiliano Venegas', Salvador Barahona'?, Dionisia Sepulveda'?, Marcelo
Baeza'?, Victor Cifuentes'?, Jennifer Alcaino'?

(1) Departamento de Ciencias Ecolégicas, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile. (2) Centro de
Biotecnologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

La levadura basidiomicete X. dendrorhous destaca por su capacidad de produccién de una variedad
de carotenoides, especificamente astaxantina que es un pigmento de alta demanda en las industrias
cosmeéticas, acuicola, entre otras. En esta levadura la astaxantina corresponde al producto final de la
biosintesis de carotenoides, cuyos precursores provienen de la ruta del mevalonato, que ademas son
precursores de la biosintesis de esteroles siendo el producto final el ergosterol (analogo al colesterol
de mamiferos). Trabajos recientes en X. dendrorhous indican que ambas rutas biosintéticas son
reguladas por la via de SREBP (Sterol Regulatory Element-Binding Protein), y hasta la fecha se han
descrito dos componentes de esta via: el factor de transcripcion Sre1 y la proteasa Stp1 que corta a
Sre1 para su activaciéon como factor de transcripcion. Con el objetivo de identificar reguladores
negativos de Sre1, se disefid un experimento de mutagénesis al azar con NTG (N-methyl-N'-nitro-N-
nitroso-guanidine) de una cepa mutante de la ruta biosintética de esteroles de X. dendrorhous que
presenta la via de SREBP activa con un fenotipo sobreproductor de carotenoides y esteroles. En
primera instancia se seleccionaron aquellas mutantes con una pigmentacién aiun mas intensa que la
cepa parental y luego se evalué su sensibilidad a clotrimazol mediante ensayos de microgotas. Se
obtuvieron 3 cepas mutantes de color mas intenso y con mayor resistencia a clotrimazol que su cepa
parental. Con la intencion de identificar las posibles mutaciones responsables del fenotipo observado
en los candidatos aislados y que podrian corresponder a mutaciones en genes de reguladores
negativos de Sre1, se secuenciaron los genomas de estas 3 mutantes para identificar los polimorfismos
de un nucleétido (SNPs). Se realiz6 un analisis general respecto de las mutaciones encontradas en los
candidatos aislados donde se identificaron 381 SNPs con un 72% del tipo transicién. Los genes
mutados estan siendo analizados mediante diferentes estrategias bioinformaticas para poder proponer
genes candidatos que podrian ser responsables del fenotipo producido en los mutantes de este trabajo,
para luego ser analizados individualmente mediante la construccion de mutantes de genes especificos.

Financiado por la Vicerrectoria de Investigacion y Desarrollo (VID) de la Universidad de Chile, cédigo
proyecto: ENLO08/20.
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Evaluacion del uso de mascarillas faciales durante la pandemia de COVID-19 en la region de
Coquimbo

Fernanda Alcayaga Maluenda', Rocio Calderon lIbacache!, Juan Diaz Venegas', Catalina
Tamburrino Diaz', Nicole Urriola Urriola’

(1) Universidad Catdlica del Norte, Departamento de Ciencias Biomédicas, Facultad de Medicina, Larrondo 1281, Coquimbo,
Chile

La pandemia de Covid-19, producida por el virus Sars-CoV-2, ha requerido la utilizacion de medidas
de proteccion como el lavado de manos y el uso de mascairilla, ya que el virus se propaga en forma de
goticulas o aerosoles mas pequefios por via aérea. Debido a esto, se evalud el uso de mascarilla
durante la pandemia de Covid-19 en la poblacién de la region de Coquimbo. Se realizdé un estudio
transversal donde participaron 721 personas mayores de 18 afos que respondieron una encuesta
online de 40 preguntas sobre el uso de mascarillas durante esta pandemia. Los resultados fueron
analizados mediante estadistica descriptiva y pruebas de X?, utilizando el paquete estadistico SPSS
17.0. El 73,1% fueron mujeres, 58,4% de la provincia de Elqui, 19,4% de Limari y 18,7% de Choapa.
El 76,6% dice que las mascarillas son efectivas para prevenir la infeccién de Covid-19 y el 55,6% usaria
la mascarilla aunque no fuera obligatorio. El 66,2% prefiere utilizar mascarillas quirurgicas, 22,6% tipo
KN95 y el 11,1% de tela; estas elecciones son principalmente por comodidad (41,1%) y proteccion
(39,7%). El 98,34% utiliza mascarilla en lugares cerrados (centros comerciales y supermercados), el
79,89% en el transporte publico y sélo el 37,31% las ocupa al ir de visita a casa de familiares. El 30,6%
se siente atrapado o asfixiado con la mascarilla, 29,6% siente molestias en las orejas con los elasticos
y el 24,7% dice que le dificulta la comunicacion. Se evidencié que el 7,5% de los encuestados lava las
mascarillas desechables para reutilizarlas. Solo el 49,58% que utiliza mascarilla de tela la lava cada
vez que la usa y el 11,21% no ha lavado nunca la mascarilla de tela durante la pandemia. Si bien la
mayoria de los encuestados utiliza mascarillas en lugares cerrados, se observé un bajo uso de estas
en contextos familiares y un déficit en el lavado de las mascarillas de tela, por lo que es necesario un
reforzamiento en las campafas sobre el uso correcto de mascarillas.
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Deteccion de rasgos que promueven el crecimiento de plantas en bacterias resistentes a los
metal(loid)es

Roxana Alvarado Beltran', Alejandra Fuentes', Javier Ortiz', Héctor Herrera', Cesar Arriagada’

(1) Universidad de La Frontera, Departamento de Ciencias Forestales, Facultad de Ciencias Agropecuarias y Forestales,
Avenida Francisco Salazar 01145, Temuco, Chile

La contaminacion por metal(loid)es es uno de los grandes problemas que enfrentamos, debido a que
éstos ejercen un impacto negativo en la produccion de cultivos. Las bacterias de ambientes extremos
como herramienta biotecnologica resultan una alternativa sustentable ya que son capaces de producir
metabolitos secundarios, aumentan la tolerancia al estrés por metal(loid)es, y promueven el
crecimiento vegetal. El objetivo del presente trabajo fue evaluar actividades promotoras del crecimiento
vegetal: solubilizacion de fosfato, produccion de IAA, ACC desaminasa, amonio y sideréforos; en 5
cepas bacterianas aisladas de la rizosfera de plantas de Baccharis scandens y Liquen de ambientes
extremos (desierto de Atacama y la Antartica). Se determiné la tolerancia Cr, Zn, Cu, As, Mn de manera
individual y un mix a las siguientes concentraciones 70, 234 y 97 mg/L' de Cu(ll), Mn(Il) y As(V),
respectivamente. Ademas, se evalud el efecto in vitro de las cepas contra hongos fitopatdgenos
(Botrytis cinerea, Pleospora herbarum, Fusarium sp. y Rhizoctonia sp.). Finalmente, se determiné el
efecto de las cepas sobre parametros morfoldégicos en plantas de interés agricola (Solanum
lycopersicum, Lactuca sativa y Triticum vulgare). Las 5 cepas bacterianas fueron identificadas
molecularmente como Streptomyces zaomyceticus, Bacillus mobilis, Bacillus mycoides, Bacillus
subtilis y Pseudomonas fluorescens. Las cepas presentaron una concentracion minima inhibitoria de
50 a 5000 mg/L" con mayor tolerancia As(V)>Mn(I1)>Zn(l1)>Cu(ll)>Cr(VI). Las cepas Bacillus mobilis y
Bacillus subtilis presentaron actividad biocontroladora, disminuyendo el crecimiento hasta en 18,7 y
6,8% de los hongos evaluados. Por otra parte, la inoculacién de P. fluorescens aumento
significativamente el largo del tallo, el crecimiento radicular y la biomasa aérea en plantas de L. sativa.
Mientras que en las plantas de S. lycopersicumy T. vulgare no se observaron diferencias significativas
para los parametros evaluados, pero si destacaron las B. subtilis, B. mycoides con mayor peso raiz y
B. mobilis aumentando diametro del tallo. Los resultados mostraron que P. fluorescens podrian ser
candidatas interesantes para ser utilizadas como bio-inoculante en cultivos de L. sativa conduciendo a
mejores beneficios econdémicos y ambientales. Ademas, que las interacciones de las cepas bacterianas
con cultivos tienen diferentes efectos, pudiendo ser en perjudiciales.

Financing: Beca de Doctorado N°21190207 ANID (Chile), proyecto Fondecyt Regular 1211857 y
laboratorio de Biorremediacion, UFRO
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Los efectores GtgE y SopD2 son requeridos para la supervivencia intracelular de Salmonella
Typhimurium en la ameba Dictyostelium discoideum

Fernando Andrés Amaya Inzunza', Andrea Sabag', Sergio Alvarez', Carlos Santiviago’

(1) Universidad de Chile, Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas,
Dr. Carlos Lorca Tobar 964, Independencia, Santiago, Chile

Salmonella sobrevive y se replica intracelularmente en un compartimiento membranoso especializado
llamado “vacuola contenedora de Salmonella” (SCV). Para el establecimiento de la SCV, la bacteria
transloca una serie de proteinas denominadas “efectores” hacia la célula hospedera a través de dos
sistemas de secrecion tipo Il (T3SS) codificados en las islas SPI-1 (T3SS-1) y SPI-2 (T3SS-2). Muchos
efectores subvierten la funcion de GTPasas monoméricas de la familia Rab, como Rab32. Entre otras
funciones, Rab32 es requerida para restringir el crecimiento de bacterias patdgenas intracelulares en
células eucariontes. Los efectores GtgE y SopD2 de Salmonella Typhimurium actdan
cooperativamente para prevenir el reclutamiento de Rab32 hacia la SCV, favoreciendo la supervivencia
intracelular de esta bacteria en macréfagos. En el ambiente, Salmonella interactia con amebas y otros
protozoos depredadores. Aunque se ha descrito la capacidad de Salmonella para sobrevivir y
replicarse dentro de amebas, incluyendo la ameba modelo Dictyostelium discoideum, no se han
caracterizado completamente los mecanismos moleculares involucrados en esta interaccion. Nuestro
grupo reporté que S. Typhimurium requiere de T3SS-1 y T3SS-2 para sobrevivir intracelularmente en
D. discoideum residiendo en un compartimiento tipo SCV, tal como ocurre en macréfagos. En este
trabajo estudiamos la participacion de GtgE y SopD2 durante la infeccién de D. discoideum por S.
Typhimurium. Para esto, generamos las mutantes AgtgE, AsopD2y AgtgE AsopD2 de S. Typhimurium
y evaluamos su supervivencia intracelular en D. discoideum mediante ensayos de infecciéon. Todas las
mutantes mostraron un incremento en su internalizaciéon y una disminucién en su supervivencia
intracelular respecto a la cepa silvestre. Paralelamente, mediante analisis bioinformaticos
determinamos que las 4 proteinas Rab32 (A-D) codificadas en el genoma de D. discoideum,
comparten una alta similitud aminoacidica con las proteinas Rab32 de humano, ratén y mono verde
africano. Ademas, todas presentan la secuencia aminoacidica reconocida por la proteasa GtgE. En
conjunto, nuestros resultados indican que GtgE y SopD2 contribuyen a la supervivencia intracelular de
S. Typhimurium en D. discoideum y que todas sus proteinas Rab32 serian blancos potenciales de
GtgE y SopD2. Actualmente, estamos generando la fusion de Rab32A a GFP para monitorear su
localizacién subcelular en amebas infectadas con S. Typhimurium.

Este trabajo fue financiado por los proyectos FONDECYT 1171844 y 1212075, y la beca
CONICYT/ANID 21191925.
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Deteccion de SARS-CoV-2 en aguas residuales de la ciudad de Santiago, Chile

Manuel Ampuero Martinez', Jonas Chnaiderman’, Valentina Catril', Cecilia Rojas’, Sergio Guajardo-
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Marcoleta 49, Santiago, Chile

En diciembre de 2019, se notificd a un grupo de pacientes con enfermedad respiratoria severa en
Wuhan, China. Un nuevo coronavirus zoonético fue identificado como el agente causal, SARS-CoV-2,
y la enfermedad se denominé COVID-19. El 11 de marzo de 2020, la OMS declaré al COVID-19 como
una pandemia debido a los altos niveles de propagacidn persona a persona a nivel mundial, asociada
con una alta mortalidad. Recientemente, se ha descrito que los individuos infectados con SARS-CoV-
2 eliminan el virus en las deposiciones. A su vez, un porcentaje mayoritario de los individuos infectados
cursan una enfermedad asintomatica, sin embargo, son capaces de eliminar el virus a través de las
secreciones respiratorias y deposiciones. Por lo tanto, la circulacion del virus en la poblacién no se
hace evidente hasta que las personas presentan sintomas, ya sea leves o severos, que requieran
hospitalizacién; o bien, se pueda implementar un diagndéstico masivo a la poblacion para su deteccion
precoz. Este estudio muestra los resultados de la deteccion del genoma del virus SARS-CoV-2, en
aguas residuales en la ciudad de Santiago de Chile. Utilizando ultracentrifugacién asociada con una
técnica de RT-gPCR, que detecta los genes virales ORF, S y N, pesquisamos RNA del virus en
muestras de aguas residuales afluentes y efluentes obtenidas en dos plantas de tratamiento, que en
conjunto procesan alrededor del 85% de las aguas residuales de la ciudad. Se observd una clara
correlacion entre los casos activos reportados en la poblacion y la carga viral encontrada en las aguas
residuales. En consecuencia, la vigilancia de aguas residuales (WBE, por su sigla en inglés) se puede
utilizar como una herramienta predictiva de la circulacion del virus en la comunidad y por lo tanto, se
podria implementar como un sistema de alerta temprana, como se demostré hace afos atras para la
deteccién y control de virus polio a nivel mundial.

Financing: Proyecto Fondecyt 1181656
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Role of the RNA modification Ng-methyladenosine (msA) during HIV-1 replication in monocyte-
derived human macrophages

Catarina Ananias’, Ricardo Soto Rifo', Mercedes Lopez Nitsche?
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Medicine, Av Independencia 1027, Santiago, Chile

The human immunodeficiency virus, HIV-1, is the etiological agent of one of the most important
pandemics worldwide: acquired immunodeficiency syndrome (AIDS). One of the most recent fields of
studies in HIV-1 is research associated with post-transcriptional modifications of the viral RNA of this
virus, especially msA (Ns-methyladenosine) methylation, which is involved in various processes of the
replicative cycle of HIV-1 as the translation of its proteins and the packaging of viral genomic RNA into
new particles. Under this context, chronic inflammation in HIV-1 patients under antiretroviral therapy is
currently the main cause of mortality and development of HIV-1-associated comorbidities. Different
works have shown that active transcription of the HIV-1 provirus in infected macrophages, during late
steps of infection, contributes significantly to this pro-inflammatory state. Further, reports have shown
that the post-transcriptional adenosine modification meA on viral RNAs would play a crucial role
regulating sensing and activation mechanisms in infected cells. The present work aims to determine
whether the presence of mgA in HIV-1 RNA favors viral replication and macrophage activation mediated
by innate immune sensors. In this context, during the HIV-1 infection characterization in Thp-1
macrophages by gqRT-PCR and western blot we have observed a peak of viral RNA at 48 hpi with a
subsequent decrease in RNA levels until 5 days of infection, nonetheless a sustained expression of the
viral p24 protein. Also, we have observed the induction of cytokines transcripts of IFN-b and CXCL10
with peaks at 72 hpi and 48 hpi, respectively, with a subsequent decrease in these RNA expression
levels. Finally, we have observed a decrease expression of METTL3 protein during the 5 days of
infection in macrophages and the induction of M1 activation markers such as CD-163, MHC-II and CD-
80. Together, these results shows that Thp-1 macrophages could regulates the late replication of HIV-
1, the pro-inflammatory response and keep activated during infection.

This work was supported by ANID through Fondecyt Program Grant N° 1190156 (to RSR) and CAS
holds a ANID Doctoral Fellowship N° 2021- 21211369.
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Analisis bioinformatico de los genomas C2-B10 y M1-B15 perteneciente a aislados bacterianos
del género Vibrio provenientes desde muestras ambientales obtenidas desde el sur de Chile

Daniel Araneda Reveco', Roberto Bastias?
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El género Vibrio es uno de los mas diversos y abundantes en los ambientes acuaticos. Esta compuesto
por mas de 140 especies, entre las que destacan V. cholerae, V. parahaemolyticus, V. anguillarum, V.
alginolyticus, entre otras. Muchas especies de Vibrio pueden ser patdégenas para humanos y animales,
causando problemas de salud publica y a la industria acuicola, por lo que su estudio es de gran interés.
En este trabajo se presenta el analisis gendmico de los aislados de Vibrio C2-B10 y M1-B15, ambos
obtenidos de aislados provenientes de muestras ambientales de las costas de Quillaipe (Puerto Montt,
Chile). Se utiliz6 el software Geneious (version 9.1.8) para ensamblar los genomas y en la anotacion
se utilizaron diversas herramientas como RAST para la anotacion general, VFDB para los factores de
virulencia, CARD para los genes de resistencia a antimicrobianos y PHASTER para la identificacion de
profagos. A partir de los ensamblajes se generé 2.134 contigs para el aislado C2-B10 y 1.194 contigs
para el aislado M1-B15. Por ultimo, se realizé un analisis multilocus de secuencias (MLSA) con los
genes constitutivos recA, rpoA, gapA, gyrBy ftsZ, y se utilizé el programa MEGA X para determinar las
relaciones de los genomas C2-B10 y M1-B15. Los resultados de la anotacién indican que ambos
genomas comparten diversos factores de virulencia y genes de resistencia a varios antibiéticos. Si bien
ambos genomas presentan profagos, los de M1-B15 son de mayor tamafo y estan mas integros. Por
su parte, el MLSA indica que el aislado C2-B10 pertenece al clado Splendidus, y es cercano a las
especies V. splendidus y V. tasmaniensis, mientras que M1-B15 pertenece al clado Harveyi y es
cercano a V. antiquarius y V. diabolicus. Se espera que estos resultados ayudan a ampliar el
conocimiento de las especies bacterianas del género Vibrio que puedan encontrarse en muestras
ambientales de las costas de Chile, siendo de gran interés el estudio de la patogenicidad y virulencia
que presentan, lo que puede reflejarse en graves problemas a la salud de la poblacion y a la industria
local.

Financing: Grupo de Bacteriéfagos e Interacciones Microbianas (BIM), Instituto de Biologia, Facultad
de Ciencias, Pontificia Universidad Catolica de Valparaiso. FONDECYT 1200521.
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Capacidades degradativas de cepas de Pseudomonas sp. aisladas desde el microbioma
intestinal de Salmén del Atlantico
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Pseudomonas es un género bacteriano que muestra una notable versatilidad metabdlica lo que le
permite colonizar diversos habitats terrestres y acuaticos, y le otorga un gran potencial en aplicaciones
biotecnologicas. Una de estas caracteristicas de interés es su capacidad de degradar multiples
compuestos aromaticos, lo que a su vez estaria correlacionado con su habilidad de colonizar ambientes
disimiles. Sin embargo, dado que Pseudomonas posee un metabolismo estrictamente aerdbico, su
presencia en microbioma intestinal animal es minoritaria. Interesantemente, el microbioma intestinal
de Salmén del Atlantico sustentaria mejor el desarrollo de géneros aerobios como Pseudomonas, dado
que corresponde a un ambiente microaerébico. En este trabajo hemos aislado cepas de Pseudomonas
desde el intestino y las heces de Salmén del Atlantico mediante: i) la utilizacién de un medio selectivo
para este género bacteriano, y ii) enriquecimientos en medio mineral Dorn con sustratos aromaticos
como unica fuente de carbono y energia. Nuestro propésito fue analizar las capacidades degradativas
de Pseudomonas que habitan este microbioma. Los aislados fueron identificados taxonémicamente
mediante secuenciacion parcial del gen codificante para el ARNr 16S con el fin de corroborar su filiacién
al género Pseudomonas. Ocho de estas cepas fueron seleccionadas para una evaluacion exhaustiva
de sus habilidades degradativas mediante ensayos de crecimiento en medio mineral Dorn,
suplementado con 10 compuestos aromaticos diferentes. Los resultados arrojaron que solo uno de
estos aislados fue capaz de crecer en benzoato, mientras que cinco lo hicieron en 4-hidroxibenzoato.
Por otro lado, tres aislados utilizaron fenilacetato, pero solo uno fue capaz de degradar 4-
hidroxifenilacetato. Finalmente, dos cepas proliferaron en p-anisato y una tuvo también la capacidad
de degradar vanillato, revelando su habilidad de metabolizar sustratos aromaticos o-metilados como
estos. De los aislados ensayados ninguno fue capaz de metabolizar fenol, 2-hidroxibenzoato, 3-
hidroxibenzoato o 3-hidroxifenilacetato. Estos resultados revelan que el microbioma intestinal de
Salmén del Atlantico constituye una novedosa fuente de microorganismos con capacidades
metabdlicas de interés.

Financing: Este trabajo fue financiado por los proyectos FONDECYT 1201741, ANID-PIA BASAL
FB0002 y UTEM LE19-05.
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Alcaligenes es un género bacteriano comunmente encontrado en suelos y ambientes acuaticos.
Recientemente este género ha cobrado una gran relevancia debido a que algunas especies presentan
un potencial biotecnoldgico en la biorremediacion de suelos contaminados, produccién de bioplasticos
y el biocontrol de agentes patdgenos, siendo este ultimo el menos explorado.En este estudio, se evalua
la capacidad biocontroladora de la cepa Alcaligenes 407 aislada desde plantas de kiwi frente a los
fitopatégenos Pseudomonas syringae pv. actinidiae (PSA) causante del cancro bacteriano del kiwi y
Pseudomonas syringae pv. tomato (PST) causante de la peca bacteriana del tomate. Los resultados
de ensayos de antagonismo in vitro demostraron que al utilizar medios de cultivo complejos, el halo de
inhibicion contra ambos fitopatdgenos son significativamente mayores en comparacion al utilizar un
medio definido. Ademas se realizé6 un ensayo de produccion de sustancias con actividad en medio
solido, evidenciandose que Alcaligenes 407 secreta sustancias al medio causantes de la inhibicién del
crecimiento de PSA y PST. En conjunto a esto, se realizé una cinética de produccién de sustancias
antimicrobianas, determinandose que la produccion de estas sustancias ocurre al alcanzar una
densidad optica entre 0,7-1,4 UA. Adicionalmente se secuencid y anoto el genoma de esta bacteria. A
partir de la anotacién del genoma se lograron identificar genes relacionados con resistencia a metales
pesados, resistencia a fluoroquinolonas y betalactamicos y genes relacionados con la produccion de
bacteriocinas. Ademas, se realiz6 una busqueda de agrupamientos biosintéticos que podrian estar
relacionados con la produccién metabolitos secundarios responsables de la actividad antimicrobiana.
La busqueda reveld la presencia de 7 agrupamientos biosintéticos, dentro de los cuales se destacan
aquellos que codifican para betalactonas, policétido sintasa de tipo | y sintetasa de péptidos no
ribosomales. La presencia de agrupamientos biosintéticos asociados a la produccion de metabolitos
secundarios con propiedades antimicrobianas, en conjunto a los ensayos de antagonismo in vitro,
sugieren que Alcaligenes 407 posee caracteristicas que lo convierten en un potencial microorganismo
biocontrolador.

Financing: FONDECYT 1200521
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Alginato producido por Azotobacter vinelandii con potencial aplicacion como hidrogel para
mejorar las propiedades del suelo
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El alginato es un polisacarido constituido de acido manurénico (M) y gulurénico (G) y que puede ser
producido por la bacteria Azotobacter vinelandii. El alginato puede formar hidrogeles y ante la escasez
hidrica la aplicacion de hidrogeles en suelos resulta ser una alternativa tecnoldgica interesante para
prevenir la erosién de suelos. El objetivo de este trabajo es desarrollar un proceso de produccion de
alginato bacteriano y evaluar la formacion de hidrogeles de alginato para mejorar las propiedades del
suelo. Se realizaron cultivos de A. vinelandii ATCC9046 en un biorreactor tipo tanque agitado a 700
rpm, con un flujo de aire de 1,5 L/min, a pH 7.0 y a las 24 horas se aliment6 el cultivo con medio
completo. La biomasa se midié por peso seco y el alginato se determiné gravimétricamente
precipitandolo con isopropanol. Se recuperé y caracterizé el alginato midiendo su peso molecular, la
razén G/M y el grado de acetilacion. Se elabord un hidrogel mezclando el alginato con Ca(OH). 0,5M.
Este se evalué en suelo utilizando arena sin y con hidrogel (0,1 y 0,5% p/p de alginato) y se midi6 la
estabilidad de agregados de suelo, su conductividad hidraulica y la rigidez del suelo mediante un
ensayo de compresion. Los resultados muestran que la biomasa en los cultivos llegd a 8,1+0,2 g/L y
la produccion de alginato fue de 7,3+0,7 g/L, con un rendimiento especifico de alginato por unidad de
biomasa de 1,0+0,3 g/g. El peso molecular promedio del alginato fue 43+4 kDa, la razéon G/M 1,16 y el
grado de acetilacion 0,43+0,03%. Al aplicar el hidrogel en el suelo, se observé un aumento de un 300%
en la estabilidad de agregados, la conductividad hidraulica disminuy6 un 53% y el suelo fue capaz de
resistir 1,5 veces mayor presion. Se puede concluir que el alginato producido por A. vinelandii mejor6
considerablemente las propiedades del suelo al ser aplicado en forma de hidrogel, lo que ayudaria a
prevenir la erosion y sobrellevar la escasez de agua en suelos agricolas.

Financing: Apoyo a tesis proyecto FONDECYT REGULAR N°1170896- Beca de exencion de arancel
PUCV 2019 — 2020- Beca de manutencién PUCV 2020- Beca termino de tesis PUCV 2021
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Klebsiella pneumoniae (Kpn) is considered an urgent threat due to the emergence of multidrug-resistant
and hypervirulent strains attributed to the acquisition of mobile genetic elements (MGEs). One MGE
possibly associated with hypervirulent strains is the genomic island GIE492, allowing the production of
the antimicrobial peptide microcin E492 and salmochelin siderophore. However, GIE492 distribution
and its dissemination mechanism remain unknown. Here, we determined the prevalence of GIE492 in
different lineages of Klebsiella, the existence of variants, and the loci where it is integrated. In addition,
we searched for evidence of its dissemination through horizontal gene transfer and possible co-
mobilization with the ICEKp conjugative element family. A total of 3878 Klebsiella genomes were
searched for GIE492, from which 6.8% had the island (all K. pneumoniae except for one K
michiganensis). Analysis of GIE492 indicated it has up to 23 coding sequences, which in total showed
254 alleles that were used to create a classification scheme for this MGE, identifying 27 main variants.
Of the total GIE492+ strains, 71% of them showed co-occurrence with ICEKp. GIE492 and ICEKp
integrated into one of the four asparagine tDNAs of the chromosome (asn1A-D), the former with a
strong bias towards asn1C. GIE492+ strains belonged to 17 distinct clonal groups. This allows inferring
that the specific variety has been mainly vertically inherited. However, we found evidence that during
the evolution of Klebsiella, multiple events of acquisition by horizontal transfer or loss of GIE492
occurred: the sporadic presence of GIE492 in different branches of the Klebsiella phylogeny and the
finding of at least two cases where the island is integrated into a tDNA other than asn1C. Moreover,
81% of all hypervirulent Kpn ST23 were GIE492+, mostly co-occurring with the ICEKp10 element. This
high prevalence of GIE492 in hypervirulent clones suggests that GIE492 might be associated with the
hypervirulent phenotype.

Financing: This project was funded by the grant FONDECYT 11181135 (Andrés Marcoleta). Thanks
to the Integrative Microbiology Group (GMI) for their constant support and constructive criticism.
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Escrutinio de doble hibrido en levadura para identificar posibles interacciones de los efectores
SifA y SopB de Salmonella Typhimurium con proteinas de Dictyostelium discoideum
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Salmonella es una bacteria patdgena Gram negativo, que utiliza los sistemas de secrecion de tipo |l
codificados en las islas de patogenicidad SPI-1 y SPI-2 para inyectar alrededor de 50 proteinas
relacionadas con la virulencia (conocidas como “efectores”) al interior de las células hospedadoras.
Estos efectores interaccionan con proteinas del hospedador subvirtiendo los procesos biolégicos en
los que estan implicadas. En trabajos previos de nuestro laboratorio se observé que Salmonella
Typhimurium requiere de los efectores SifA y SopB para sobrevivir intracelularmente en la ameba
Dyctiostelium discoideum. En este trabajo, realizamos escrutinios de doble hibrido en Saccharomyces
cerevisiae para identificar proteinas diana de los efectores SifA y SopB de S.Typhimurium en el
hospedador D. discoideum. Para ello, se clonaron las secuencias codificantes de los genes sifAy sopB
de S. Typhimurium 14028s en el plasmido pLexA(U) para generar proteinas de fusién con el dominio
de unién al DNA del factor transcripcional LexA, que permite crecer a S. cerevisiae TAT7 en ausencia
de uracilo. Luego, las levaduras portadoras de los plasmidos pLexA(U)::sifA y pLexA(U)::sopB se
transformaron con una genoteca de cDNA de D. discoideum AX4 clonada en el plasmido pADGAL4.2-
1 para generar proteinas de fusion con el dominio de activacion transcripcional de LexA, el cual permite
crecer a S. cerevisiae TAT7 en ausencia de leucina. Cuando dos proteinas interactian mediante este
sistema, se activa la expresion del gen HIS3 (que permite el crecimiento en ausencia de histidina) y
del gen reportero /lacZ (que codifica la enzima -galactosidasa). De esta forma, se seleccionaron
levaduras transformantes con capacidad de crecer en ausencia de leucina, uracilo e histidina y que
presentaran actividad (3-galactosidasa. A partir de ellas se recuperaron los plasmidos derivados de
pADGAL4.2-1 y se analiz6 la secuencia de DNA para identificar las proteinas de D. discoideum
codificadas. Analisis preliminares de los resultados obtenidos muestran posibles interacciones del
efector SifA con proteinas de D. discoideum implicadas en distintos procesos celulares, incluyendo
variantes de actina, miosina clase | (MyoE), disoidina, catepsina B, DdCAD-1, la peptidasa
DDB_G0290997 y las kinasas DDB_G0274803 (DhkG) y DDB_G0275057 (familia CAMK1). Estas
interacciones seran confirmadas mediante otras técnicas experimentales.

Este trabajo fue financiado por los proyectos FONDECYT 3180437, 1171844 y 1212075.
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The phytopathogenic fungus Botrytis cinerea can cause significant postharvest economic losses in
grapevine cultivation, even when preventive technologies are used to control diseases. This problem is
because the fungus has developed resistance to various conventional chemical fungicides. A study
carried out by the authors in Coquimbo region, Chile, in 2019, found that 16 of 129 isolates of B. cinerea
presented resistance to commercial fungicides. To overcome this resistance, it is necessary to explore
new antifungal agents, which can be complemented with current control strategies. Seaweeds
represent a varied source of natural products with antimicrobial activity that could control strains of B.
cinerea resistant to chemical fungicides. The objective of this study was to evaluate the effect of extracts
obtained from Ulva lactuca (Ulvophyceae) present in algal blooms, against six isolates of B. cinerea
resistant to commercial fungicides isolated from grape with grey mould. U. lactuca samples were
collected from macroalgal blooms that occurred during the spring of 2020 in the bays of La Herradura
and Guanaqueros (Coquimbo). Ethanolic (EET), hexane (EHE), chloroform (ECL) and Ethyl Acetate
(EAE) extracts were obtained from the algae samples. In vitro growth inhibition of B. cinerea resistant
to one or more of the fungicides Timorex, lprodione, Pyrimethanil, Boscalid, Fluodioxonil,
Tebuconazole, Fenhexamid, Sanicitrex and Bc-1000 were carried out with the extracts. It was found
that the EET and EHE of U. lactuca present in both bays inhibited the germination of spores and the
development of mycelium of the six strains at concentrations of 1.0 mg/mL. These results indicate that
the preparation of U. lactuca extracts could be used in the protection of grapevine plants to prevent
grey mould. In addition, the macroalgae analyzed in this study is frequently involved in environmental
problems due to massive proliferation and its management represents high economic costs. Therefore,
the use of this algal biomass as a resource to produce new fungicidal compounds could reduce the
impact of massive algal blooms.

Financing: Project FIC-R BIP 40014467-0 GORE de Coquimbo.
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Implementacién de un sistema piloto de monitoreo de SARS-CoV-2 en aguas residuales:
Comparando Plantas de Tratamiento de Aguas (PTAR) y red de alcantarillado
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La pandemia por COVID-19 ha causado globalmente aproximadamente 253 mil millones de casos
confirmados y ha cobrado la vida de casi 5 millones de personas. El sistema de vigilancia comunmente
utilizado globalmente para determinar el estado de salud de la poblacién se basa en vigilancia clinica,
con la limitacion que no consideran a los portadores asintomaticos y personas con casos sintomaticos
leves que no acuden a centros médicos para el diagndstico de COVID. Debido a que existe evidencia
que el virus SARS CoV-2 se excreta por orina y heces, la vigilancia ambiental de este virus mediante
epidemiologia basada en aguas residuales puede ser un sistema de vigilancia complementario. El
objetivo de este trabajo fue realizar un estudio piloto para implementar un sistema de vigilancia basado
en cuantificaciéon de SARS-CoV-2 en aguas residuales en la Region Metropolitana. Entre septiembre
y diciembre de 2020 se procesaron un total de 137 muestras de aguas residuales provenientes de 3
plantas de tratamiento y 6 puntos de alcantarillado de dos comunas de la Region Metropolitana. Las
muestras fueron concentradas utilizando floculacion con leche descremada y 300 pl fueron utilizados
para la extraccion de ARN usando fenol-cloroformo seguido del kit E.Z.N.A. Finalmente, la
cuantificacion de SARS-CoV-2 se realiz6 mediante gRT-PCR utilizando 4 dianas: N1 (nucleocapside),
N2 (nucleocapside), RdRp (polimerasa) y E (envoltura). Adicionalmente se realizé la deteccion de
RNAsaP como control endégeno. Del total de muestras analizadas 114 (83,21%) presentaron carga
viral siendo N1 el gen que mostroé la cuantificacion mas alta (91,23%) de SARS-CoV-2 en muestras de
plantas de tratamiento y alcantarillado. De las muestras analizadas, el punto de alcantarillado ubicado
en Quilicura sector Lo Ovalle (P5) y las plantas de tratamiento El Trebal y La Farfana fueron mas
estables con respecto a la frecuencia de deteccién del virus. Al menos uno de los puntos de muestreo
de alcantarillado y plantas de tratamiento permitieron la deteccion eficaz y constante del virus mediante
gRT-PCR, siendo la diana N1 la que obtuvo los mejores resultados. Estos datos sugieren que la
cuantificacion de SARS-CoV-2 en aguas residuales podria ser una buena herramienta para la vigilancia
de COVID en la poblacion.

Este trabajo fue realizado gracias al financiamiento otorgado por ANID COVID, COVID0460.
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Diversos estudios han evidenciado la presencia de ARN de SARS-CoV-2 en heces de personas con
COVID-19 tanto en pacientes sintomaticos y no. Esto ha permitido determinar la carga viral en aguas
residuales procedentes tanto de Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR) como de la red
de alcantarillado. A través de esta aproximacion es posible realizar una vigilancia ambiental de SARS-
CoV-2 sin la necesidad de llegar al testeo persona a persona. En este trabajo se realizd la
cuantificacién de la carga viral de SARS-CoV-2 y se determind su relacién con la prevalencia de
COVID-19 en 5 comunas de la Region de Atacama durante los meses de enero a junio de 2021. Para
ello se tomaron muestras puntuales de 1L semanalmente en las PTAR de cada comuna y utilizando la
técnica de floculacion con leche descremada se concentraron las particulas virales. Después del
aislamiento del ARN viral se realiz6 la deteccion utilizando las dianas N1 y N2 (CDC) por RT-gPCR.
Para la cuantificaciéon absoluta se construyeron curvas de calibrado en base a plasmidios que
contenian el gen N del virus y a través de la interpolacién del valor de CT se logré estimar el numero
de unidades gendmicas por litro. Los valores de CT obtenidos fueron en promedio 32,3-32,8 y 33,7-
35,1 para N1 y N2 respectivamente. La carga viral detectada fue de 104-105 copias/L en promedio, y
diez dias después de un peak habia un aumento en la cantidad de casos activos. Situacion que se
establecié en general en las cinco ciudades. En Copiapo el peak se presentd el 30 de marzo con
182.515 copias/L y los casos activos aumentaron de 200 a 500 siendo el 10 de abril decretado
cuarentena en la ciudad. En Caldera el primer peak fue el 16 de marzo con un aumento de 50 a 70
casos activos, decretando cuarentena el 15 de abril con 78 casos activos, en donde se establecio el
segundo peak con 412.685 copias/L. El cambio a transicion se relaciono con la disminucion de la carga
viral siendo el 10 de mayo de 6.623 copias/L y 21 casos activos.

Financing: Fondo de Investigacion COVID-19 N°COVID0460 Fondecyt de Iniciacién N°11170840
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The emergence of hypervirulent and multidrug-resistant Klebsiella pneumoniae is currently considered
a global threat to public health, and was related to its high genomic plasticity and the acquisition of a
diverse array of mobile genetic elements (MGEs) including plasmids and Genomic Islands (Gls). Gls
are DNA segments of variable length, known to integrate preferentially into genes coding tRNAs or the
tmRNA (t(m)DNAs), although several knowledge gaps remain regarding the factors that determine the
integration site selection. In this regard, we previously analyzed the chromosomes of 66 Klebsiella
pneumoniae strains, observing a strong bias towards using a restricted group of t(m)DNAs as
integration sites. However, the size of the strains collection could be a problem when inferring about
this phenomenon. To overcome this limitation and validate our previous findings, our group
programmed a tool for Gl prediction and t(m)DNA usage analysis in thousands of genomes. This tool
is based on a comparative genomic approach, identifying a conserved genomic architecture in
t(m)DNAs loci and predicts Gls as an interruption of the original context. By using this tool, we analyzed
a collection of 1,014 K. pneumoniae chromosomes from the NCBI database. 86,933 tDNAs were
identified and classified, in which more than 8,500 Gls and prophages were found integrated.
Integration site usage analysis supported the trend previously described, with a higher usage frequency
of leucine, asparagine, phenylalanine, and threonine tRNAs genes. Additionally, Gl classification and
analysis of the encoded proteins revealed a high structural and functional diversity of these MGEs.
Moreover, several Gl-encoded virulence factors were detected, although the predominance of
hypothetical proteins suggests that we still know little regarding the relevance of these MGEs in the
phenotypic traits and evolution of this bacterial pathogen.

This work was funded by the National Agency for Research and Development (ANID) Scholarship
Program BECAS DE DOCTORADO NACIONAL 2019 - 21192024, and by Grant FONDECYT -
11181135 (Marcoleta, A.E.).
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Periodontitis is a dysbiotic disease highly prevalent worldwide. It is characterized by chronic
inflammation of the gingival tissue in response to the accumulation of bacterial plaque, which leads to
the destruction of the periodontium and alveolar bone resorption. Periodontitis associated bacteria are
crucial in the etiology and progression of periodontitis, where some species like Porphyromonas
gingivalis and Fusobacterium nucleatum had been widely studied. In this context, some studies had
demonstrated that both microorganisms interact closely, and this interaction trigger a strong synergistic
response in periodontitis. Intriguingly, both bacteria had been suggested to be associated to cancer
promotion, inducing cell proliferation, and elevating both cell migration and survival in oral epithelial
cells. However few studies show the mechanisms involved, and there are no studies regarding the
effects of the co-culture and subsequent co-infection of P. gingivalis and F. nucleatum. This is relevant
since many interactions occur during the formation of the oral biofilm. The aim of this work was to
generate and standardize a co-culture of P. gingivalis and F. nucleatum, and, to elucidate if the
subsequent co-infection promoted cell proliferation in gingival epithelial cells, in a synergistic manner.
To achieve this, a liquid culture was standardized (BHI, hemin, menadione, 37°C and anaerobiosis).
We performed growth curves of each microorganism in the culture media. To count the colony-forming
units of P. gingivalis W50 and F. nucleatum ATCC 10953, serial dilution and subsequent seeding in
blood agar plates supplemented with hemin and menadione were done. Then we infected gingival
epithelial cells (GECs) at a MOI=100 and incubated for 24 hours post infection. Finally, cell proliferation
assay was performed by using MTS assay kit. We found that at a ODeqo of 0,6 there are 1x10% and
2,5x10' bacteria per mL of P. gingivalis and F. nucleatum, respectively. The co-culture and subsequent
co-infection of P. gingivalis and F. nucleatum significantly increased cell proliferation by 11,7%
compared to the monocultures of both bacteria (P < 0,05). In summary our results suggest that co-
incubation of P. gingivalis and F. nucleatum increase synergistically the cell proliferation in OKF cells.

Financing: FONDECYT regular 1200877/ FONDECYT regular 1200870/ CONICYT-FONDAP
15130011
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Experimentos con tapetes microbianos crecidos en microcosmos usando substratos en base a
minerales de origen natural
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En los ultimos anos, se ha evidenciado un creciente interés por los microcosmos de laboratorio usados
para reproducir los mecanismos que operan en el medio natural. En la mayoria de los casos, el objetivo
fue reproducir y monitorizar los procesos biogeoquimicos que ocurren con el paso del tiempo en
determinadas condiciones ambientales. Casi todos los estudios se basaron en medios costeros, y solo
unos pocos se enfocaron en medios continentales. Estos sistemas estan compuestos de sedimentos
donde se desarrollan microorganismos, que, junto con sus geles organicos, forman tapetes
microbianos. Por este motivo, es relevante simular en laboratorio cultivos con sedimentos, es decir,
sustratos naturales. Sin embargo, en practicamente todos los casos se han utilizado sustratos
artificiales; como agar, canicas de silice, sustratos carbonaticos comerciales disefiados para acuario y
otros sustratos artificiales que difieren sustancialmente en su composicién respecto a los sedimentos
originales. En muy pocos casos se han utilizado sedimentos como arena de silice y gravas de arroyo,
y en estos ultimos, escasamente se valoré la similitud del sustrato natural empleado en el laboratorio
con respecto al del medio original. En este trabajo se empled un sustrato de yeso sobre el que crecian
los microorganismos en el medio natural, y se evalud la precipitacion mineral dentro del tapete
microbiano. El yeso se obtuvo de las cercanias de los ambientes originales, y se traté con métodos
mecanicos y térmicos (para esterilizarlos), sin alterar demasiado la quimica y morfologia del sustrato
obtenido del medio natural. De esta manera se pretendié no interferir en el desarrollo de las
comunidades y, ademas, permitid la correcta evaluacién de los minerales en su diferenciacion con el
propio sustrato. En los tapetes crecidos durante mas de un afo, se observaron comunidades de
diatomeas, cianobacterias, bacterias sulfo-oxidantes, y al cabo de dos semanas precipité en su
mayoria yeso y, posteriormente, se formaron haluros, carbonatos y silicatos. Los microcosmos con
este sustrato se consideran una de las mejores réplicas posibles a las condiciones naturales, al menos,
para ambientes con substratos de yeso. Ademas, este método puede servir como ejemplo para otros
ambientes sedimentarios con minerales precipitados en presencia microbiana.

Financing: Proyecto CONICYT Postdoctorado 3190821, Beca CONICYT Doctorado Nacional
21181422, Proyecto 32002137 Minera Escondida Limited. NASA Astrobiology Institute (NAI) Grant
No. NNA15BB01A. A Pieter T. Visscher, M. Esther Sanz-Montero y Carlos Pedrds Alié por su apoyo.
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Botrytis cinerea is an ubiquitous pathogenic fungus, responsible for severe damage in more than 200
plant species worldwide, including grapes, stone-fruit, berries and vegetables, causing important
economic losses pre- and post-harvest. Traditionally, B. cinerea is primarily controlled by synthetic
fungicides. However, use of fungicides is linked to hazardous effects including carcinogenicity,
teratogenicity, high acute residual toxicity, and delayed degradation period, impacting human health. In
the last decade these studies focused on plant extracts and essential oils with antimicrobial activity,
and they emerge nowadays as good alternatives instead of conventional synthetic fungicides. The aim
of this study was to determine the antifungal activity of the proteolytic fraction P1G10 from Vasconcellea
cundinamarcencis (ex-Carica candamarcensis) against Botrytis cinerea. The survival of B. cinerea at
different concentrations of P1G10 showed that 1 mg/mL inhibited 50% of mycelium growth after 72 h
incubation. The kinetic of growth inhibition fits the Weibull distribution function, and the data was
confirmed by the ICso survival assay. The study shows that P1G10 inhibits conidia germination and
germ tube elongation of B. cinerea relative to untreated conidia. In addition, P1G10 exhibited inhibitory
effect on 10 of 14 fungicide-resistant Botrytis cinerea isolated, indication a possible alternative to control
B. cinerea resistance on the field. Our results highlight the effect of P1G10 on mycelium growth,
membrane integrity, adhesion and fungicide-resistant Botrytis cinerea isolated. P1G10 emerges as
promising antifungal to control disease causing agents in the food agroindustry.
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Modelo adaptado de CAl, para predecir la eficiencia traduccional en E. coli a partir del uso de
codones y valores experimentales en diferentes condiciones de cultivo
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Diversos estudios han indicado que la eficiencia traduccional esta directamente relacionada con la
abundancia de los ARNt que se encuentran en la célula y la composicién codogénica de los genes.
Esto significa que genes con una mayor tasa traduccional se componen en mayor proporcién por
codones frecuentes, donde la abundancia de los ARNt que los decodifican es mayor. Bajo esta
premisa, se han propuesto diversos métodos para predecir la eficiencia traduccional basados en el uso
de codones. Uno de los métodos utilizados es CAl, el cual se basa en el supuesto que los genes que
presenten un uso de codones semejantes a los genes altamente expresados se traduciran de forma
eficiente. Sin embargo, este y otros métodos propuestos mantienen constantes todos los factores
necesarios para predecir la eficiencia de traduccion, independiente de la condicion en la que se
encuentre el organismo. En contradiccion con esta estrategia, se sabe que la eficiencia de traduccion
depende de las condiciones de cultivo. Por ejemplo, el estrés oxidativo afecta de forma diferente la
traduccion de cada codén. Por lo tanto, la velocidad de elongacion de un gen deberia variar
dependiendo de su composicion codogénica y la condicién ambiental. El presente trabajo propone
adaptar la estrategia de CAl basado en datos experimentales para permitir la prediccion de la eficiencia
traduccional bajo condiciones de control y estrés oxidativo, utilizando como organismo modelo a
Escherichia coli. Para esto se utilizé una biblioteca de reporteros fluorescentes de la traduccion
asociada a diversos usos de codones. Estos datos brindaron la informacién necesaria para resolver el
modelo por medio de matrices, permitiendo establecer la contribucién de cada codén durante la
elongacién. Basado en esto se predijo la eficiencia traduccional del genoma de E. coli bajo ambas
condiciones, observandose una disminucion generalizada y menor variabilidad entre las eficiencias
predichas para la condicién de estrés oxidativo.
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Concentraciones sub-inhibitorias de florfenicol y oxitetraciclina generan un aumento en la
produccion de biofilm por Piscirickettsia salmonis
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El uso inadecuado de antibidticos lleva a la generacién de bacterias resistentes. Las bacterias ante un
estrés como la presencia de antibidticos en el medio ambiente son capaces de generar biofilm, el cual
es considerado un factor de virulencia que favorece entre sus multiples beneficios a, la resistencia
antibiotica. El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de concentraciones minimas sub-
inhibitorias (sub-MIC) en la generacion de biofilm de Piscirickettsia salmonis. Se determind in vitro la
concentracion inhibitoria minima (MIC) de florfenicol (FLO) y oxitetraciclina (OTC) de 8 cepas de P.
salmonis, cultivandolas con concentraciones dentro del rango de 0,0019-256 ug/mL durante 3 dias con
agitacion. Posteriormente, P. salmonis fue cultivada con las sub-MICs sin agitacion por 3-4 dias
adicionales para favorecer la formacion del biofilm. Después se separaron las fases planctonica y
biofilm, el cual fue tefiido con cristal violeta (CV) al 0,1%, se disolvié con acido acético al 30% y la
produccion de biofilm fue determinada leyendo la absorbancia a 540 nm. Se necesitd una mayor
concentracién de FLO para inhibir el crecimiento de las 8 cepas estudiadas en comparacién a OTC.
Todas las cepas presentaron sub-MICs bajo la concentracion de 0,125 yg/mL y 0,0156 pg/mL para
FLO y OTC, respectivamente. Se observo un aumento estadisticamente significativo en la produccion
de biofilm respecto al control en todas las cepas de P. salmonis cultivadas con sub-MIC de FLO. En el
caso de OTC, este aumento no fue estadisticamente significativo. En este estudio, se logré determinar
in vitro las MIC para los antibiéticos FLO y OTC para 8 cepas de P. salmonis. Las cepas de mayor
produccion de biofilm respecto al control para FLO fueron LF-89, Ps002, Ps003 y Ps005. Se determiné
que el efecto de cultivar P. salmonis con sub-MIC de FLO generé un aumento considerable en la
produccion de biofilm.
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Taxonomy and ecological adaptation of strain VN6-2, a novel genus of the family
Nocardiopsaceae isolated from marine sediment of Valparaiso Bay, Chile
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Extreme physiochemical conditions on Earth are the habitats of a lot of microbial life. The
microorganisms that inhabit saline or alkaline habitat have developed metabolic and physiological
strategies to thrive in these conditions. Genetic determinants associated with the adaptation of bacteria
to their ecosystem have been identified, such as osmoprotectant biosynthesis and uptake,
mechanosensitive channels, sodium/proton antiporters, or proton pumps. The family Nocardiopsaceae
belongs to the phylum Actinobacteria and is widely distributed in the environment. One of the most
remarkable features is its ecological versatility to live in complex environments such as salterns, desert
soil, or marine environments. Strain VN6-2 was isolated from Valparaiso Bay, Chile, and belonged to
the family Nocardiopsaceae. The aim of this study is to define the taxonomic position of the strain VN6-
2 and to identify genetic determinants possibly associated to marine adaptation. Polyphasic approach
was performed to study the strain VNG-2. Also, type strains of the family Nocardiopsaceae were studied,
including the VNG6-2 strain, considering the isolating source, and the physiological characteristics of the
strains, such as pH and salinity growth range and optimum. The identifications of the genetic
determinants were performed using the GET_HOMOLOGUES and OrthoFinder software. The strain
VNG6-2 was Gram-positive, aerobic, alkaliphilic, slightly halophilic, and filamentous Actinobacteria.
Phylogenetic analysis of the 16S rRNA gene and phylogenomic studies showed that the VN6-2 strain
is an independent clade within the Nocardiopsaceae family. The polyphasic study indicates that strain
VNG6-2 is a novel genus belonging to the family Nocardiopsaceae, and Spiractinospora alimapuensis
gen. nov., sp. nov. is proposed. Genomic analyses revealed genes related to electron transport, sodium,
and ABC transporters, together with channels and pores in the genome of strain VN6-2, presumably
responsible for a seawater life adaptation. The presence or absence of identified genetic determinants
in the genomes of the family Nocardiopsaceae were associated with previously reported growth
parameters in salinity and/or pH, and isolation environments. In summary, this study shows the genomic
traits for saline and pH adaptations identified in the Nocardiopsaceae family possible associated with
strategies to inhabit each of their ecological habitats.

This work was supported by funds of the Comisién Nacional de Investigacion Cientifica y
Tecnolégica, FONDECYT 1171555 and CONICYT PIA ACT172128 (to BC, MS, RED).FPC
acknowledges Conicyt PhD fellowship, CONICYT Gastos Operacionales N° 21171494.
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Comparacion de la produccion de alginato en cultivos continuos de Azotobacter vinelandii en
condiciones diazotroficas y no diazotroficas
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Azotobacter vinelandii es una bacteria aerobia que fija nitrégeno atmosférico y que produce el
polisacarido alginato. Puede sintetizarlo bajo condiciones de fijacion de nitrégeno (diazotrofia) o con
nitrégeno soluble. Sin embargo, no existen estudios comparativos de la produccion de alginato a similar
velocidad de crecimiento bajo estas condiciones. El objetivo fue comparar la produccién de alginato
bajo fijacién y no fijacion de nitrégeno en cultivos continuos. A. vinelandii ATCC9046 fue cultivada en
un biorreactor tanque agitado de 3L, a 30°C y 500rpm. Los cultivos se realizaron bajo fijacion de
nitrégeno y agregando sulfato de amonio (0,8 g/L) en la alimentacién. Se evaluaron 3 velocidades de
dilucion (D), 0,06, 0,08 y 0,10 h™'. En estado estacionario se midié biomasa (peso seco), sacarosa
(hidrdlisis acida-DNS), alginato (gravimetria) y peso molecular promedio del alginato (GPC). Los
resultados muestran que con sulfato de amonio en la alimentacion se alcanzé la mayor concentracion
de biomasa (1,07+0,15 g/L). La concentracién de alginato fue similar y sélo tuvo una diferencia
significativa a una D de 0,06 h™, alcanzando 3,06+0,02 g/L y 2,27+0,42 g/L, con amonio y sin amonio
en la alimentacién, respectivamente. El peso molecular promedio alcanzé un maximo de 725+32 kDa
en diazotrofia y con amonio fue cercano a 400 kDa. Esta diferencia puede estar asociada a
mecanismos de proteccién del complejo nitrogenasa. Se sabe que en cultivos diazotréficos el aumento
del oxigeno en el medio genera alginatos de mayor peso molecular, que actuan como una barrera ante
el oxigeno. Los resultados de este trabajo muestran que, en condiciones similares de operacién, la
fijacion y no fijacibn de nitrégeno tienen un impacto significativo sobre el crecimiento del
microorganismo, la sintesis y peso molecular del alginato.

Agradecimientos a: Beca interna de término de tesis PUCV postgrado 2021Beca interna de
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Identificacion de genes responsables de la degradacion de acido siringico en Pseudomonas
putida AC5a
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Los residuos lignoceluldsicos constituyen una de las materias primas preferentes para la produccién
de biocombustibles. Sin embargo, el rendimiento del proceso se ve afectado por la presencia de
inhibidores generados como subproductos de la hidrolisis de lignocelulosa, que perturban la fisiologia
de los microorganismos fermentadores. Entre estos inhibidores se encuentran compuestos aromaticos
o-metilados, como acido vanillico (AV), siringaldehido y acido siringico (AS). En nuestro laboratorio se
aislé desde lodos activados del tratamiento de efluentes de celulosa, una cepa de Pseudomonas putida
por su habilidad de crecer en siringaldehido como unica fuente de carbono y energia. Esta cepa,
denominada AC5a, mostro ademas la capacidad de metabolizar AV y AS luego de un breve periodo
de adaptacion. Si bien la ruta de degradacién de AV ha sido descrita en Pseudomonas, la via de AS
es desconocida en este género ambientalmente relevante. En este trabajo se buscé identificar los
genes responsables del catabolismo de AS en P. putida AC5a a partir de su secuenciacién gendmica,
que revelo la presencia de clusteres génicos para la degradacion de AV (vanAB) y acido galico
(galABCD), analogo desmetilado de AS. Dada la similitud estructural de estos compuestos con AS se
hipotetizé que ambos clusteres participarian en su degradacion. La determinacion de formaldehido en
el medio de cultivo cuando P. putida AC5a es expuesta a SA indica que este compuesto es o-
desmetilado hasta acido galico, de forma analoga a lo que ocurre con VA por accion de la o-
desmetilasa codificada por los genes vanAB. Mediante analisis por qPCR se determin6 que los genes
galABCD se inducen en presencia de AS y los genes vanAB se expresan constitutivamente. Una fusion
transcripcional a gfp del promotor de los genes vanAB confirmo su expresion constitutiva
independientemente de la presencia de sustratos aromaticos. Estos resultados sugieren que los
clusteres galABCD y vanAB son los responsables de la degradacion de AS en P. putida AC5a.

Agradecimientos: Este trabajo fue financiado por los proyectos FONDECYT 1201741, ANID-PIA
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Chile is distinguished by being an important producer of fruits and vegetables worldwide. Among them,
the tomato (Solanum lycopersicum) is one of the most consumed vegetables. Crops are often
susceptible to bacterial diseases which mean great economic losses. The presence of Pseudomonas
species in the soil or epiphytes in plant tissue has been described. Except for the P. syringae group,
many Pseudomonas species are considered innocuous but in certain cases they have shown the ability
to opportunistically infect tomato plants. Since the development of intensive agricultural production, the
agri-food industry has benefited from the availability of antimicrobial compounds for crop protection.
Nonetheless, their improper and excessive use resulted in the selection for bacteria that are
phenotypically resistant to these compounds. In this work, the diversity of Pseudomonas species
associated to tomato plants from Chilean orchards was assessed and phenotypic antimicrobial
resistance of the isolated strains was analyzed, considering both potentially pathogenic strains and
presumptively innocuous strains which may have a role as environmental reservoirs of resistance
genes. Different species of Pseudomonas were found associated to tomato crops including P. syringae,
P. viridiflava, P. fluorescens, P. koreensis, P. gessardii and P. azotoformans. A total of 64
Pseudomonas strains were tested for their phenotypic resistant to seven antimicrobial compounds,
including copper, streptomycin and five antibiotics of non-agricultural use. Considering their resistance
characteristics, we found 17 different phenotypes among the 64 strains, ranging from resistance to a
single antimicrobial to resistance to five of them. 96.9% of the strains were resistant to a combination
of at least 2 of the antimicrobials tested. Presence of Pseudomonas strains tolerant to conventional
pesticides and other antimicrobials makes these bacteria an emerging threat to the agriculture industry
and also for human health.
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Vesiculas de membrana externa (OMVs) de Piscirickettsia salmonis inducen una ligera
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Piscirickettsia salmonis es una bacteria Gram-negativa, cocoide, intracelular facultativa, no movil,
aerobica, no encapsulada que produce una enfermedad sistémica conocida como Piscirickettsiosis.
Esta bacteria ha sido foco de estudios, debido a que causa serios problemas econdmicos
principalmente en Chile. Las bacterias gran-negativas como P. salmonis secretan vesiculas de
membrana externa (OMVs) que contienen fosfolipidos, glicoproteinas, lipopolisacaridos y un gran
contenido de factores de virulencia, los cuales son importantes para su patogenicidad. El objetivo de
este trabajo fue evaluar in vivo la modulacién de la expresion de citoquinas pro y anti-inflamatorias en
salmon del Atlantico estimulados con dos concentraciones de OMVs de P. salmonis. Los peces (80-90
g) fueron divididos en 3 grupos: Control, OMVs 10 ug y OMVs 30 g, con 12 peces por condiciéon. Se
recolectaron muestras de bazo, rifién e higado a 1, 3, 6 y 12 dpi y se midio la expresion de NF-KB, IL-
6, TNF-qa, IL-1B, IL-10 y TGF-B mediante qPCR. Los resultados indican que NF-KB tuvo un incremento
significativo en bazo de peces inoculados con 30 ug de OMVs al dia 1. Por otra parte, en rifién anterior
e higado hubo un incremento en la transcripcion de este gen para OMVs 10 y OMVs 30 ug. Para TNF-
a en higado hubo un aumento en la expresion para las dos condiciones evaluadas, no asi en bazo y
rindn anterior donde sélo aumentd para OMVs 30 ug. Para IL-13 se observa un incremento en los tres
tejidos durante el dia 6 con OMVs 30 ug, sin cambios para OMVs 10. IL-6 moduld su expresion en los
tres tejidos, con incrementos y descensos puntuales en los dos tratamientos evaluados. La
transcripcion de IL-10 aumentd en los tres tejidos con OMVs 30, sin cambios significativos en la
condicion OMVs 10. Para TGF- B se observaron incrementos y descensos puntuales en los dos
tratamientos evaluados en higado y rifion anterior, sin cambios en la transcripcion en bazo. Estos
resultados sugieren que las OMVs de P. salmonis modulan la expresion de genes inmunes pro- y anti-
inflamatorios, por lo que podrian ser utilizadas en futuros estudios para el desarrollo de herramientas
biotecnoldgica.
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Identificacion de bacterias anaerobias aisladas de infecciones endoddnticas de pacientes
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Las infecciones de tipo endododntico y patologias periapicales han aumentado considerablemente en
los ultimos afos debido el fracaso de las terapias endoddnticas. Adicionalmente, la formacion de
biopeliculas aplicada a la microbiologia endododntica ayuda a comprender el potencial patogénico del
microbiota del conducto radicular y a establecer una base para nuevos enfoques en la desinfeccién del
conducto radicular, lo cual permitiria ayudar a pacientes con procesos endoddnticos que son
resistentes al tratamiento convencional. Caracterizar fenotipica y genotipicamente aislamientos
clinicos de pacientes con periodontitis asintomatica. Se recolectaron 30 aislamientos clinicos de
pacientes que asistieron a consulta odontoldgica con diagnéstico de periodontitis apical asintomatica.
Las muestras se transportaron en medio VMGA Il y posteriormente se sembraron en Agar Brucella
Sangre. Luego se incubaron a 37°C en condiciones de anaerobiosis mediante el sistema GasPack. A
los siete dias se realiza lectura macroscépica de las colonias, y se realiza un pase para obtener un
aislamiento puro para la identificacion bioquimica de los microorganismos mediante el sistema VITEK.
Posteriormente se extrajo DNA mediante el Kit Promega Wizard DNA Genomic y PCR convencional
para identificacion de especie con el gen 16S respectivamente. Los aislamientos evaluados
bioquimicamente correspondieron principalmente a Peptoniphilus assacharolyticus (54.5%), Prevotella
intermedia (22.7%), Clostridium spp. (18.8%) y otros microorganismos (4.5%). Estos aislamientos se
confirmaron mediante la visualizacion de la banda en el gel de agarosa correspondiente al gen 16S.
Las infecciones persistentes o secundarias se encuentran gobernadas por anaerobios facultativos
Gram positivos y una poca poblacién de bacterias anaerobias, mientras que las infecciones primarias,
son generalmente causadas por células anaerobias Gram negativas. Esto se evidencia en este estudio
que muestra una amplia distribucion de P. assacharolyticus, siendo el mas frecuente en los
aislamientos de pacientes con periodontitis apical asintomatica. El siguiente paso de este estudio es
retar los microorganismos mas prevalentes con un péptido sintético derivado de la Catelicidina humana
LL-37 y su efecto se analizara mediante el estudio de la expresion génica de los genes de resistencia;
esto con la finalidad de buscar nuevas alternativas de tratamiento a estas infecciones endodonticas.

La institucion Universitaria Colegios de Colombia - Unicoc entidad ejecutora, junto a la colaboracion
de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca. El proyecto es financiado por Minciencias segun
contrato 719-2020
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Comparative genomics in the Genus Brevibacterium
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Brevibacterium strains have been isolated from several habitats, mostly from milk products, but also
from soil, clinical, and marine environments. From this study, the strain Brevibacterium sp. H-BE7 was
isolated from marine sediments from a fjord in Nothern Patagonia, Chile. This strain possesses the
ability to grow in culture medium with up to 10% w/v of NaCl, has high lipase activity, and presents
antibacterial activity against Salmonella enterica and Listeria monocytogenes. The aim of this study is
to evaluate the novelty of strain H-BE7 and niche-specific features from marine-derived Brevibacterium.
Strain H-BE7 s genome was sequenced using lllumina and Nanopore, and assembled using Unicycler.
To compare strain H-BE7 to other strains, each Brevibacterium genome from NCBI was downloaded.
The quality of each genome was assessed, a phylogenomic tree was constructed, and to evaluate the
Brevibacterium pangenome, anvi'o pipeline was used. Taking into consideration niche and clade
specificity, the presence of lipases was evaluated and the Biosynthetic Gene Clusters (BGCs) of each
strain were compared using similarity networks. After genome quality assessment, 98 strains were
considered for further analysis. The phylogenomic tree showed that all strains could be placed into four
maijor clades. The pangenomic study revealed the presence of the core genome of Brevibacterium was
approximately 2% of all the gene clusters, and singletons a 39%. Despite a bigger number of gene
functions being enriched by clade specificity, some clades were mostly characterized by niche-specific
strains, and therefore some niche-specific functions could be observed. The presence of putative
lipases displayed clade-specific features, where most lipases were present in only one phylogenomic
clade. From BGCs networks, BGCs were grouped into Gene Cluster Families (GCFs), where some
GCFs were clade-specific. Additionally, few families grouped with characterized BGCs with known
products. This study shows that every Brevibacterium presents unique features and uncharacterized
BGCs. The biotechnological potential is enhanced when attention is drawn to strains from different
environments and Brevibacterium sp. H-BE7 displays the capacity for antibiotic discovery and food
engineering.

Financing: Proyecto Fondecyt regular 1171555, CONICYT PIA GAMBIO Proyecto Anillo N°
ACT172128, beca de doctorado ANID N° 21191625 y programa de Incentivos a la Iniciacion
Cientifica de la Direccidon de Postgrado y Programas de la UTFSM

106



L\
XLIIN |

I
CONGRESO CHILENO DE MICROBIOLOGIA
2021

Genes blaCTX-My blaTEM en Escherichia coli aisladas desde carnes

Magaly Toro', Leonela Diaz', Andrea Moreno Switt?, José Manuel Munita®
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Los antimicrobianos son necesarios en produccién animal para mantener a los animales sanos,
productivos y cumplir con el bienestar animal. Sin embargo, estos productos promueven la seleccion
de bacterias resistentes que podrian contaminar la carne durante el faenamiento y llegar al consumidor.
E. coli es parte de la microbiota intestinal de animales productivos y es utilizada como centinela para
monitorear resistencia en bacterias en carnes. Este estudio caracterizé la resistencia antimicrobiana
de E. coli aislada desde distintos tipos de carne vendidas al por menor. Se obtuvieron 113 muestras
de pollo (n=41), vacuno (n=35), cerdo (n=28) y pavo (n=9) desde supermercados y carnicerias de
Molina, Region del Maule, en 2019. Desde cada muestra se procesaron 25 gramos en 225 mL de BPW
y se sembré 100 uL en agar MacConkey+ceftazidima (2 pg/mL) y en MacConkey+ciprofloxacino (2
Mg/mL). Se utilizd MALDI-TOF para confirmacion de especie en bacterias Lac+ aisladas luego de la
incubacion. La susceptibilidad a Amikacina (AK), Ampicilina/Sulbactam (SAM), Ampicilina (AMP),
Cefazolina (KZ), Cefepime (FEP), Ceftazidima (CAZ), Ceftriaxona (CRO), Ciprofloxacino (CIP),
Ertapenem (ETP), Fosfomicina (FO), Gentamicina (CN), Imipenem (IPM), Meropenem (MEM),
Piperacilina/Tazobactam (TZP) y Trimethoprim/sulfamethoxazole (STX) se determind por difusion en
disco segun recomendaciones del CLSI. Finalmente, se identificé genes de resistencia a B-lactamasas
de espectro extendido (BLEE; blaCTX-M, SHV, TME) y colistin (mcr) mediante PCR. E. coli (n=184)
aisladas fueron susceptibles a ETP, TZP, AK e IPM, y los antibiéticos con mayor porcentaje de
resistencia fueron AMP (84,5%) y CIP (82,2%). Los perfiles de resistencia de 130 E. coli seleccionadas
mostraron que la mayoria (116/130; 89,23%) fueron multirresistentes. De los aislados con
susceptibilidad reducida a las cefalosporinas (101/130: 77,7%), 33/101 (32,67%) no presentaban
genes asociados a la produccion de BLEE, blaCTX-M fue detectado en 36/101 (35,64%), blaTEM en
28/101 (27,72%) y 4/101(3,96%) presentaban blaCTX-M+blaTEM. No se detecté blaSHV ni mcr-1 en
ninguno de estos aislados. La mayor parte de los genes asociados a BLEE fueron detectados en
aislados provenientes de pollo. Este estudio proporciona informacion sobre la presencia de E. coli con
resistencia antimicrobiana en carnes comercializadas al por menor, las que podrian representar un
riesgo para el consumidor.

Financing: Millennium Initiative for Collaborative Research on Bacterial Resistance, MICROB-R,
NCN17_081.
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Contribucién del lipopolisacarido en la resistencia a péptidos antimicrobianos y supervivencia
intracelular de Salmonella Typhimurium en la ameba Dictyostelium discoideum
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Salmonella pasa gran parte de su ciclo de vida en el medio ambiente conviviendo con organismos
depredadores que se alimentan de bacterias, como los protozoos. Recientemente, nuestro grupo
describio que S. Typhimurium puede sobrevivir intracelularmente en la ameba Dictyostelium
discoideum. A partir de un analisis de mutantes a escala gendmica, identificamos genes de S.
Typhimurium necesarios para sobrevivir en D. discoideum. Nuestros resultados revelaron que varios
genes asociados a la biosintesis y modificaciéon del lipopolisacarido (LPS) son requeridos para este
proceso. Algunos de los genes identificados han sido asociados a la resistencia de S. Typhimurium
frente a péptidos antimicrobianos. Para confirmar algunas de estas observaciones, se construyeron
mutantes derivadas de S. Typhimurium 14028s con deleciones de genes especificos asociados a la
biosintesis y modificacion del LPS (i.e., waaL, arnBCADTEF, eptA, IpxO, IpxR 'y pagP). Para evaluar la
supervivencia de las mutantes frente a péptidos antimicrobianos, se realizdé un ensayo de sensibilidad
al péptido polimixina B en el que las mutantes crecidas en un medio inductor del sistema PhoP/PhoQ
se incubaron con distintas concentraciones del péptido (1, 2y 5 ug/mL) durante 1 h a 37°C. Luego, se
determiné el titulo de bacterias sobrevivientes mediante dilucidon seriada y siembra en medio sdlido.
Nuestros resultados mostraron que las mutantes AeptA, AarnBCADTEF y Awaal de S. Typhimurium
son mas sensibles que la cepa silvestre frente a la polimixina B. Posteriormente, seleccionamos las
mutantes AwaalL y AarnBCADTEF para realizar ensayos de infeccion competitiva en D. discoideum
AX4 con una mezcla de cada cepa mutante y la cepa silvestre en proporcion 1:1 por 1 h usando una
multiplicidad de infeccién de 100 bacterias/ameba. Luego de la coincubacién, las bacterias
extracelulares fueron eliminadas mediante tratamiento con gentamicina y las bacterias intracelulares
fueron recuperadas a distintos tiempos de infeccion (0, 3 y 6 h). Los resultados de estos ensayos
mostraron que las mutantes AarnBCADTEF y Awaal presentan problemas de supervivencia
intracelular en D. discoideum. En conjunto, nuestros resultados demuestran la importancia del LPS en
la resistencia a péptidos antimicrobianos y la supervivencia de S. Typhimurium en D. discoideum.

Este trabajo fue financiado por los proyectos FONDECYT 1171844 y 1212075, y las becas
CONICYT/ANID 21140615 y 21191925.
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type 1 infection in dendritic cells
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Herpes simplex virus type 1 (HSV-1) is a prevalent microorganism that produces lifelong infections in
the human population by establishing latency in sensory and autonomic neurons. HSV-1 infects
dendritic cells (DCs), key immune cells that modulate the antiviral response. HSV-1 decreases DC
viability, maturation profile and antigen presentation to T cells, impairing effective antiviral immunity. On
the other hand, lipid droplets (LDs) are neutral lipid organelles composed mainly of triglycerides and
cholesterol esters, a phospholipid monolayer and surrounded by proteins, such as perilipins. The
principal role of LDs is associated with energy reserve source, but LDs also play an essential role in
antigen presentation by DCs. Recently, a study reported that early HSV-1 infection produces LD
accumulation in astrocytes and epithelial cells. Using confocal microscopy and transmission electron
microscopy, we found that HSV-1 produces significant LD accumulation in infected DCs. Moreover, we
determined by RT-gPCR that HSV-1 infection modulates the expression of neutral lipid genes.
Additionally, we observed that the pharmacological inhibition of neutral lipid synthesis pathways in DCs
reduces HSV-1 plaque-forming units (PFU), associated with a reduction in LD content in infected-DCs.
In contrast, the pharmacological inhibition of the lipase enzyme that modulates neutral lipid degradation
did not produce significant changes in PFUs. Our results suggest that HSV-1 modulates LD
accumulation in DCs, and that the inhibition of LD synthesis impacts the HSV-1 replicative cycle in
these immune cells.

This work was funded by ANID-Millennium Science Initiative Program - ICN09_016: Millennium
Institute on Immunology and Immunotherapy (ICN09_016; P09/016-F) and FONDECYT grant
#1190864 from ANID. MAF is ANID fellow #21191390.
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Ocurrencia de micotoxinas en cereales para el desayuno en Chile
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Las micotoxinas son toxinas naturales producidas por el metabolismo secundario de algunas especies
de hongos filamentosos, como Aspergillus, Fusarium y Penicillium. Estos hongos pueden crecer en
cultivos y alimentos, como cereales, frutos secos, especias y frutas desecadas, sobre todo en
condiciones de stress en la planta y humedades altas en almacenamiento. Las micotoxinas pueden
tener diversos efectos negativos en la salud y suponen un grave peligro para la salud humana y del
ganado. Las micotoxinas mas importantes son las aflatoxinas, la ocratoxina A (OTA), la zearalenona
(ZEN), la fumonisina (FUM), deoxinivalenol (DON) y la toxina T2/HT2. El objetivo de este estudio fue
estudiar la ocurrencia y niveles de estas micotoxinas en cereales para el desayudo consumidos en
Chile. Se analizaron 4 cereales: Dos 100% de maiz (cereal 1y 2), uno mezcla de maiz y trigo (cereal
3) y cereal para bebés (cereal 4). Para cada uno se analizaron 30 lotes y 3 sublotes cada uno (360
muestras en total). El analisis se realiz6 mediante la técnica de ELISA competitiva (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay), usando un kit comercial para cada micotoxina (Veratox® de Neogen) segun
las instrucciones del fabricante y validado in-house. Para los cereales 1, 2, 3 y 4, las ocurrencias
(>LOD) fueron respectivamente: aflatoxinas 13%, 40%, 100% y 3%; OTA 0%, 0%, 57% y 20%; ZEN
50%, 0%, 80% y 7%; FUM 50%, 0%, 67% y 0%; DON 73%, 80%, 100% y 30%; y T2/HT2 97%, 90%,
97% y 93%. Se encontraron niveles sobre la normativa en el caso de FUM y DON vy el cereal 1. La
micotoxina mas prevalente fue la toxina T2/HT2, que no esta actualmente regulada en Chile. Los
niveles de esta toxina superaron la normativa europea para nifios. En conclusion, encontramos altas
prevalencias, pero bajos niveles de micotoxinas en cereales. Mayores ocurrencias estuvieron
asociadas a micotoxinas producidas por Fusarium. Los mayores consumidores de cereales son los
nifnos, quienes a su vez son considerados mayormente susceptibles a los efectos de las micotoxinas,
por lo que mayor investigacion y métodos mas precisos son necesarios para cuantificar el riesgo y
mejorar la prevencion a su exposicion.

Financing: Agencia Nacional de Investigacién y Desarrollo, ANID, Fondecyt Iniciacion Nro 11190700
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Impact of heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K post-translational modifications on the
IRES activity of the human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) mRNA.
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Translation initiation of HIV-1 mRNA may occur in a cap-dependent manner or by internal ribosome
entry sites (IRES). The activity of the IRES of HIV-1 (HIV-1 IRES), located in the 5’'untranslated region
(5°"UTR) of the viral mMRNA, is modulated by IRES trans-acting factors (ITAFs), which can be regulated
by post-translational modifications (MPTs). This study evaluates how the heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein K (hnRNPK) and its post-translational modifications (PTMs) impact the HIV-1 IRES
activity. For this, a bicistronic luciferase plasmid reporter harboring the 5’'UTR of the HIV-1 mRNA was
co-transfected in HEK 293T cells with plasmids encoding for a hnRNPK-HA (wild type) or hnRNPK-HA
mutant known phosphorylation or methylation sites. The results expressed as relative luminescence
activity (RLA) or relative translational activity (RTA) show that the hnRNPK stimulates HIV-1 IRES
activity. Phosphorylation/phosphomimetic mutants S216D, S284D, S353D, Y458D, and methylation
mutants R256K and R299K stimulate HIV-1 IRES activity to a lower extent when compared to the wild
type protein. When evaluating the co-expression of hnRNPK or mutants with other known ITAFs for the
HIV-1 IRES, results show that hnRNPK and hnRNPA1 further increase HIV-1 IRES activity when
compared to each protein individually. Co-expression of HUR and hnRNPK reduces the stimulatory
effect of hnRNPK over the HIV-1 IRES. Thus, this study confirms that hnRNPK is an ITAF that promotes
HIV-1 IRES activity. Results show a functional relationship between ITAFs, and confirm that PTMs
modulate ITAF function.

Work funded by FONDECYT 1210736 and Beca Doctorado Nacional N°21191169
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Una monooxigenasa del tipo Rieske es responsable de la degradaciéon de guaiacol en bacterias
Gram negativas
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El compuesto volatil guaiacol (2-metoxifenol) es uno de los principales productos de bajo peso
molecular que se generan a partir de la despolimerizacién de la lignina. El guaiacol ademas es téxico
para los microorganismos fermentadores encargados de la produccién de biocombustibles a partir de
hidrolizados lignoceluldsicos. Es por ello que la metabolizacién del guaiacol se ha identificado como
un objetivo clave para aumentar la eficiencia de la bioconversion de lignocelulosa. La degradacion de
este compuesto ha sido reportada tanto en bacterias Gram positivas como negativas, en ambos casos
describiéndose una o-desmetilacion como el paso inicial para su transformacion en catecol. En Gram
positivas se ha identificado a un citocromo P450 como el responsable de esta o-desmetilacién; sin
embargo, en Gram negativas se desconoce a la enzima responsable. En este trabajo se aislé desde
lodos de tratamiento de efluentes de celulosa una cepa de Pseudomonas sp. por su capacidad de
utilizar guaiacol como unica fuente de carbono y energia. El genoma de Pseudomonas sp. GL52 fue
secuenciado mediante tecnologia lllumina, y los posibles genes involucrados en o-desmetilacion del
guaiacol fueron identificados mediante analisis de gendmica comparativa. Estos genes, denominados
gcoBA, no estan relacionados con un citocromo P450, sino que estarian codificando una novedosa o-
desmetilasa perteneciente a la familia de oxigenasas tipo Rieske. Para confirmar la participacion de
los genes gcoBA en la degradacion de guaiacol se realizaron analisis de expresion diferencial mediante
gPCR revelando su activacion transcripcional por este sustrato. El clonamiento de los genes gcoBA en
E. coli permitié analizar el perfil de sustrato de la enzima en ensayos in vivo y verificar la acumulacion
de catecol cuando células en reposo metabdlico son expuestas al guaiacol. Adicionalmente la
transferencia de los genes gcoBA a Pseudomonas putida KT2440, una cepa incapaz de metabolizar
guaiacol pero que posee rutas de degradacion de catecol, le otorgd la capacidad de utilizar este
compuesto como sustrato de crecimiento. La identificaciéon y caracterizacién de los genes codificantes
de una nueva guaiacol o-desmetilasa, propia de Gram negativos como lo revelan analisis filogenéticos,
abre la puerta a su utilizacion en procesos eficientes de bioconversion de biomasa lignocelulésica.

Agradecimientos: Este trabajo fue financiado por los proyectos FONDECYT 1201741, ANID-PIA
ANILLO ACT172128, ANID-PIA BASAL FB0002 y UTEM LE19-05.

112



KL

CONGRESO CHILENO DE MICROBIOLOGIA
2021

Resistencia a estrés oxidativo y antimicrobianos en cepas de Salmonella Infantis aisladas de
una granja de pollos
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Salmonella enterica comprende mas de 2.500 serotipos reportados hasta la fecha, estos producen en
humanos y animales una infeccién denominada salmonelosis debido al consumo de agua y alimentos
contaminados. Dentro de estos reportes existen serotipos emergentes poco comunes como Salmonella
Virchow, Hadar e Infantis, estando mas relacionada a infecciones de animales de corral como, por
ejemplo, en pollos, siendo este uno de los mayores portadores y fuentes de infeccion del serotipo
Salmonella Infantis. Este serotipo presenta resistencia a antimicrobianos de tipo desinfectantes y
antibioticos. Donde, uno de los métodos para la eliminacién de este tipo de bacterias empleado en las
industrias carnicas de ave es utilizar desinfectantes como el hipoclorito de sodio. Sin embargo, se ha
detectado una alta tolerancia a este toxico por fenotipos que presentan resistencia al estrés oxidativo,
promoviendo una elevada permanencia de Salmonella a lo largo de la linea de produccion. Por otro
lado, se han descrito multiples genes de resistencia a diversas clases de antibiéticos como:
aminoglucésidos, B-lactamicos y tetraciclinas. Ademas, la presencia de integrones favorecen la
propagacion de resistencias en aislados de diferentes ambientes, relacionandose con genes de
resistencia antimicrobiana. Debido a esto, planteamos que la presencia de integrones en las cepas de
Salmonella Infantis, aisladas de una empresa productora de carne de pollo de la RM, le permiten la
resistencia a antimicrobianos aplicados en la linea de produccion. Para esto, utilizamos 41 aislados de
Salmonella de diferentes etapas de la linea productora. Realizando perfiles de resistencia
antimicrobiana para B-lactamicos, aminoglucdsidos y tetraciclinas, como también resistencia al estrés
oxidativo generado por hipoclorito de sodio. Ademas, mediante analisis gendmico se evalué la
asociacion entre aquellos fenotipos observados junto con la presencia de integrones. De igual manera,
se evalud la presencia de genes accesorios asociados a respuestas frente a estrés oxidativo y
resistencia a antimicrobianos utilizados. A partir de lo anterior, esperamos encontrar la presencia de
integrones que modularian la respuesta de aquellos genes involucrados en la resistencia antibiética e
hipoclorito de sodio en cepas de Salmonella Infantis aisladas de la linea de produccién de carne de
pollo.

Financing: Fondecyt 1210633
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Zebrafish larvae as a host model for studying Hypervirulent Klebsiella pneumoniae
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Klebsiella pneumoniae is a Gram-negative bacterial pathogen currently considered an urgent threat
due to the increased detection of multidrug-resistant and hypervirulent strains (hvKp), the latter
associated with severe community-acquired infections such as liver abscesses and necrotizing fasciitis.
Most of these strains belong to the widely disseminated clonal group 23, have K1 or K2 capsular
serotypes, show a hypermucoviscous phenotype, and harbor different virulence factors encoded in
mobile genetic elements (MGEs), including the virulence plasmid KpVP, and the GIE492 and ICEKp
genomic islands. However, the relative contribution of each of these elements on the in vivo hvKp
virulence remains unknown. In this study, we leveraged the zebrafish larvae infection model to evaluate
and compare the virulence of wild-type hvKp and mutant derivatives lacking one or more of the
mentioned MGEs. Specifically, we evaluated lethality and intestinal colonization upon immersion in
bacterial suspensions, as well as innate immune cell recruitment and bacterial clearance kinetics upon
injection, followed by live-cell during 24 h. Unexpectedly, neither the deletion of the virulence plasmid
nor both genomic islands significantly affected lethality and intestinal colonization. Moreover, we
observed that both wt and mutant hvKp could translocate from the gut causing extraintestinal infections,
recapitulating what was observed in human infections. Our results point out the suitability of using
zebrafish larvae for studying hvKp virulence, and that K. pneumoniae virulence over zebrafish is more
than the result of a simple sum of canonic virulence factors.

Financing: Proyecto FONDECYT 11181135Proyecto FONDEQUIP EQM180216Centro de Regulacion
del Genoma (ANID/FONDAP/15200002)
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Fish in salmon farming may be exposed to certain furans, either by their incorporation in the diet or
through the illegal administration of nitrofurans antibiotics. Despite it, no studies have been conducted
to characterize the presence of furans degrading or nitrofurans resistant bacteria in the microbiota of
Atlantic salmon. We hypothesized that the exposure to furans could favor the presence of bacteria that
metabolize furans in the intestinal microbiota of Atlantic salmon which should be resistant to nitrofurans.
To test this idea, samples of Atlantic salmon intestinal microbiota were cultured in Dorn media
supplemented with 3 mM of 2-furoic acid or furaldehyde for 5 days at 30°C. The bacteria were enriched
by successive re-inoculation in fresh media by three times and finally plated in the same media to obtain
isolated colonies. We obtained two strains having the ability to use 2-furoic acid and furfural as the sole
carbon and energy source. The taxonomic filiation of both strains was inferred by amplifying and
sequencing the 16S rRNA gene, revealing its relatedness with the Pseudomonas genus. The ability to
use other furans was assessed using Dorn media supplemented with 5-hydroxymethylfurfural (HMF),
5-hydroxymethyl-2-furancarboxylic acid, 5-formylfuran carboxylic acid, or 2,5-furandicarboxylic acid.
The utilization of the full set of HMF pathway intermediates suggests that both isolates harbor a
complete catabolic pathway involved in the degradation of furans. On the other hand, the resistance to
nitrofurans was evaluated assaying the minimal inhibitory concentration (MIC) for 5-nitro-2-furaldehyde,
the main intermediate in the metabolization of nitrofurans antibiotics in fish. Both isolated strains showed
a MIC for 5-nitro-2-furaldehyde two-fold higher than Escherichia coli and another furans-catabolizing
Pseudomonas, the strain ALS1279 isolated from wastewater. These results suggest that the intestinal
microbiota of Atlantic salmon contains microorganisms able to use furans as the only carbon source
and would be more resistant to nitrofurans than previously identified bacteria. Further studies revealing
the full genome sequence of our isolates will help us to determine whether these bacteria share similar
or different catabolic pathways for furanic compounds than other furans-degrading Pseudomonas.

Acknowledgments:This work was funded by Corfo 19CVID-118939, FONDECYT 1201741, ANID
PIA/BASAL FB0002 and UTEM LE19-05. C.G.-C. is an ANID Doctoral Fellowship recipient
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Penicillium roqueforti es muy conocido en la industria alimentaria porque ser responsable de la
maduracién de los quesos azules. Ademas, en los ultimos afos, P. roqueforti ha adquirido una
importancia creciente como hongo modelo para estudios genéticos, fisioldgicos y metabdlicos. En
particular, la cepa P. roqueforti CECT 2905 se ha utilizado para demostrar la funcionalidad de los 6
clusters para la biosintesis de metabolitos secundarios (BGC) caracterizados hasta ahora en esta
especie de hongo. Por lo tanto, la disponibilidad de su genoma seria muy util para la caracterizacion
funcional de otros BGCs. En este trabajo, hemos obtenido el genoma borrador de P. roqueforti CECT,
usando la plataforma lllumina HiSeq 2000. EI genoma ensamblado tiene una longitud de 26,1 Mb
correspondiente a 1168 contigs. Mediante AUGUSTUS se predijeron 9015 genes que codifican
proteinas, mientras que la predicciéon de BGCs realizada con FungiSMASH arrojé un total de 45
regiones asociadas con BGCs. La expresion de 53 genes de estos BGCs fue analizada mediante RT-
PCR usando RNAs extraidos de hongos crecidos durante 7 dias a 28°C y 200 rpm en medios CYAy
YES. Nuestros resultados indican que 49 genes son expresados en niveles detectables en medio CYA
y 45 genes en medio YES. Este trabajo es la base para la implementacion de una estrategia OSMAC
(“one strain, many compounds”) en P. roqueforti.

Financing: Este trabajo fue financiado por el proyecto Fondecyt 1211832.
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How cells distribute their metabolic fluxes is a fundamental question in biology. Current computational
models predict these fluxes using the information of the topology of a cell’s metabolic network. This
approach has been particularly fruitful for a variety of bacterias and yeasts, whose phenotypes have
been simulated under the assumption that unicellular organisms maximize their biomass growth rate.
However, this is hardly the case for somatic cells such as neurons or hepatocytes. Also, since the
topology of the metabolic network is the same for each cell of multicellular organisms, metabolic
networks alone are not sufficient to predict phenotype-specific distribution of fluxes. To bridge this gap,
we developed a mathematical model of the metabolism of unicellular and multicellular organisms, where
we use a principle of statistical inference, namely the principle of maximum entropy, to determine the
most likely distribution of fluxes given phenotype-specific transcriptomic data. Assuming that mRNA
levels are a good proxy for enzyme levels, we implemented this idea as a constraint-based model. In
this, Shannon entropy of fluxes per enzyme is maximized subject to steady-state mass balances for
each metabolite of the metabolic network. We predicted metabolic fluxes using publicly available
microarray and RNA-seq libraries of five microorganisms: Saccharomyces cerevisiae,
Scheffersomyces stipitis, Yarrowia lipolytica, Escherichia coli, and Bacillus subtilis. To validate our
model predictions, we benchmarked them against published experimentally measured metabolic fluxes.
We found that our method predicts with high accuracy (Pearson’s correlation coefficients above 0.8)
the metabolic fluxes of glycolysis and Kreb’s cycle reactions, outperforming an alternative
computational method that incorporates transcriptomic information. This suggests that the principle of
maximum entropy is a good candidate to incorporate transcriptomic data of unicellular cells to predict
their metabolic fluxes. Since our model can be seamlessly used to model cells of multicellular
organisms, we expect it to have a broad range of applications such as predicting cancer or tissue-
specific distributions of metabolic fluxes.

Project supported by the Competition for Research Regular Projects, year 2020, code LPR20-07,
Universidad Tecnolégica Metropolitana.
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La contaminacién del suelo por metales pesados es una de las consecuencias de la mineria. Esto,
sumado a la erosion, conlleva a la pérdida de fertilidad en las zonas afectadas, lo cual dificulta los
trabajos de remediacion y mitigacion, pese a esto, hay plantas que crecen y se desarrollan en estas
zonas. La presencia de rizobacterias que promueven el crecimiento de plantas (PGPR por sus siglas
en Inglés) son la posible clave para esta sobrevivencia vegetal en estas zonas hostiles. Se aislo6 y
caracterizé una bacteria con posibles propiedades PGPR desde la rizosfera de una planta que se habia
establecido naturalmente sobre desechos mineros con alta concentracion de metales. Esta present6
propiedades de solubilizacion de fosfato, potasio, fijacién de nitrégeno y produccion de la hormona
vegetal acido-indol-acético. Posteriormente su genoma fue secuenciado via lllumina paired-end
sequencing, obteniendo 13 millones pares de lecturas. Las secuencias fueron ensambladas de novo
(SPAdes) y los scaffold resultantes fueron analizados de modo automatico (RAST). De esta forma, se
pretende correlacionar los datos gendmicos con los resultados experimentales obtenidos. Mediante el
ensamblaje se logro reconstruir un genoma de 4.310.715 pb con un total de 44.600 nucleotidos no
identificados. La anotacion entregd un total de 4762 genes. Dentro de estos se encontraron 28 genes
de interés involucrados en el proceso de la fijacion de fosfato, 5 genes de interés relacionados con la
solubilidad de potasio, 16 genes involucrados en la fijaciéon del nitrdgeno y 14 posibles genes
relacionados con la produccion de auxinas. Experimentos de laboratorio demostraron que la presencia
de la rizobacteria aumenta el crecimiento de plantas de A. thaliana. En conclusion, los analisis
informaticos sustentan la hipotesis que la bacteria aislada tiene propiedades PGPR, lo cual fue validado
por analisis de contribucion al crecimiento vegetal.

Agradecimientos a Duna Soluciones Tecnoldgicas Integrales SpA (BST) por el aporte de la cepa para
fines de docencia y a Universidad Tecnolégica Metropolitana por el sistema de computo de alto
rendimiento del PIDi-UTEM (SCC-PIDi-UTEM FONDEQUIP-EQM180180).
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Produccidn de sideréforos en Penicillium roqueforti y analisis preliminar de la expresion de dos
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Los hongos filamentosos son excelentes productores de metabolitos secundarios, los cuales tienen
diferentes funciones bioldgicas. Entre ellos, los siderdforos son de especial relevancia. Los sideroforos
capturan el hierro, metal esencial para distintas funciones en los hongos. En nuestro laboratorio
usamos como modelo el hongo P. roqueforti, el cual es un activo productor de metabolitos secundarios.
Con el objetivo de profundizar en el metabolismo secundario de P. roqueforti, en este trabajo se midid
la produccion de sideroforos en este hongo. P. roqueforti fue crecido en un medio minimo bajo dos
condiciones, una condicion sin hierro y otra con 1 yM de FeCls, por 7 dias a 28°C. Al finalizar la
incubacién se determiné la produccién de sideréforos mediante el ensayo CAS. Se verificd alrededor
de un 23% de mayor produccion de sideréforos en la condicién sin hierro. Adicionalmente, se analizé
la expresion de dos genes, denominados dmcC y sidD, en las mismas condiciones. Estos genes
codifican para enzimas principales de dos clusters biosintéticos que, de acuerdo al analisis por
FungiSMASH, podrian estar relacionados con la produccion de sideréforos. Los analisis de RT-PCR,
indican que el gen dmcC tiene un 11% mas de expresion cuando el medio no presenta hierro, mientras
el gen sidD presenta un 38% mas de expresion en la misma condicion sin hierro. Este resultado sugiere
que estos genes, particularmente el gen sidD, podria ser parcialmente responsable de la produccion
de sideroforos en P. roqueforti.

Este trabajo fue financiado por el proyecto Fondecyt 1211832
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strain KO3DO05, isolated from a Kefir beverage collected in Chile
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Kefir is a beverage produced by a microbial consortium and milk or other fermentable substrates.
Microbial composition varies among countries and geographical regions; nevertheless, acetic acid
bacteria and lactic acid bacteria are the main components contributing to its flavor and physical and
chemical properties. Kefir consumption is associated with inhibition of opportunistic bacteria
proliferation, reduction of physiologic and symptomatic parameters of lactose intolerance, and
antiallergic and wound-healing properties. Here, we report the genome sequences of two bacterial
strains, Lactobacillus plantarum KO3D08 and Acetobacter syzygii KO3DO05, isolated from a kefir dairy
beverage collected in Chile. Lactobacillus plantarum strain KO3D08 was isolated by inoculating kefir
onto plates of MRS agar that were incubated at 37°C under anaerobic conditions for 48 h. Isolation of
Acetobacter syzygii strain KO3D05 was performed by plating the kefir samples onto GYCagar and Carr
agar and incubating at 30°C for 48 h. Genome sequencing of L. plantarum KO3D08 and A. syzygii
K03D05 was carried out by Genoma Mayor SpA. Bacterial DNA was extracted and purified using the
DNeasy blood and tissue kit (Qiagen). DNA integrity was confirmed by agarose electrophoresis, and its
concentration was determined by UV absorbance using a QuantiFluor fluorometer. DNA libraries were
generated using a Truseq Nano DNA low-throughput library preparation kit (lllumina), and the genomes
of both bacterial strains were sequenced on the lllumina MiSeq platform, using the paired-end protocol
(2 x 250 bp). Sequence quality was analyzed using TrimGalore software (v. 0.6.4). lllumina adaptors,
low-quality bases on the right and left ends, and reads with a Phred score of <25 were trimmed off.
High-quality sequences were assembled using SPAdes software (v. 3.12.0), and the statistical analysis
of the assembly was performed using QUAST software (v. 4.6.3). Genome assemblies were annotated
using the NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (PGAP) (v. 4.11). Default parameters were
used for all bioinformatic analyses. According to the PGAP analysis, the genome of L. plantarum strain
K03D08 contains 3,184 genes and 80 RNAs (64 tRNAs, 12 rRNAs, and 4 noncoding RNAs [ncRNAs]),
and the genome of A. syzygii strain KO3D05 contains 2,814 genes and 57 RNAs (50 tRNAs, 3 rRNAs,
and 4 ncRNAs).

This work was supported by grants PAI79170114 and FONDEF VIU17E0112 from Agencia Nacional
de Investigacion y Desarrollo (ANID), Ministerio de Ciencia, Tecnologia, Conocimiento e Innovacion
(Chile), and by grant DIUV-CIDI 4/2016 from Universidad de Valparaiso.
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Fusarium comprende una gran diversidad de especies distribuidas por todo el mundo como saprofitos
de restos vegetales, ademas algunas de estas especies son importantes patégenos de plantas. Que
son causada por miembros del complejo de especies de Fusarium graminearum que consta de al
menos 16 especies, incluida F. boothii. La mayoria de estas especies producen numerosos metabolitos
secundarios, muchos de los cuales son tdxicos para plantas, animales y seres humanos, incluidas las
micotoxinas no ribosomales beauvericina, enniatinas, aurofusarina y acido fusarico. Estos ultimos
metabolitos citados se han demostrado que poseen efectos antibacterianos contra bacterias Gram
positivas y negativas. El objetivo del presente trabajo fue caracterizar morfolégica y molecularmente
dos cepas de la coleccion LMTMUA-393 y 395; aisladas a partir de muestras de agua del rio del pueblo
de Chiu-Chiu, ubicado en la region de Antofagasta. Para ello se procesaron las muestras de agua por
centrifugacion para concentrar las particulas presentes y fueron sembradas en medio agar patata-
dextrosa (PDA) hasta obtener cultivos puros, posteriormente las cepas fueron caracterizadas
morfolégicamente en PDA y en agar patata-zanahoria (PCA). Para determinar la actividad
antibacteriana de las cepas fungicas se realizaron ensayos de co-cultivo contra 4 especies diferentes
de bacterias patdgenas humanas, resistentes a diferentes grupos de antibidticos, a través del método
de Dopazo modificado. Como resultado las cepas fungicas fueron identificadas como Fusarium boothii,
ambas cepas lograron inhibir el crecimiento de bacterias cocaceas Gram positivo de Enterococcus sp.
Resistente a Vancomicina y Staphylococcus aureus resistente a meticilina, en cambio en bacilos Gram
negativos de Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa no hubo actividad antibacteriana. Las
aplicaciones de estos metabolitos secundarios podrian ser potencialmente usadas en farmacologia,
industria, entre otros. Como trabajos futuros de estos metabolitos seran necesarios analisis mas
profundos y detallados de su biosintesis, aplicando técnicas de HPLC para su identificacion.

Agradecimientos: Proyecto INI-19-02 Universidad de Antofagasta.
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El contexto mundial fomenta la busqueda de procesos que promuevan el ahorro energético y sean mas
amigables ecolégicamente. La biocatalisis con enzimas de organismos adaptados al frio ofrece una
alternativa para catalizar procesos en temperaturas inferiores a 40°C, presentando mejor desempefio
catalitico comparadas con sus contrapartes mesofilas. Por su aplicacion en los sectores industriales,
alimentarios y de analisis encontramos multiples enzimas, de entre las que podemos destacar: -
galactosidasas, catalasas, glucosas oxidasas y peptidasas. Por otra parte, la expresion recombinante
ha permitido estandarizar y aumentar la produccién de proteinas y enzimas. Pichia pastoris es un
organismo modelo para la expresion recombinante de proteinas y enzimas por su facilidad de cultivo,
posibilidad de hacer modificaciones postraduccionales y altos niveles de expresion intra y extracelular
bajo el promotor fuerte inducible AOX1. Los objetivos de este trabajo fueron: i) Identificar mediante
analisis bioinformaticos secuencias codificantes para las enzimas de interés en ORFeomas de
levaduras adaptadas el frio, ii) Expresar en P. pastoris y purificar del medio extracelular las enzimas
identificadas, iii) Determinar la actividad de las enzimas recombinantes. Métodos: Para la busqueda y
caracterizacion bioinformatica de las 4 enzimas nombradas anteriormente, se utilizdé una base de datos
de secuencias obtenidas del transcriptoma de levaduras adaptadas al frio. Se seleccionaron 8
secuencias, 2 por cada enzima, las cuales se sintetizaron en el plasmido pUC57. Estos plasmidos
fueron transformados y amplificados en E. coli. Posteriormente, estos vectores se digirieron con las
endonucleasas EcoRl y Notl para subclonar los genes en el vector de expresion extracelular pPicza-A
de la levadura P. pastoris, bajo el promotor inducible AOX1. Clones de P. pastoris transformadas, y
previamente seleccionadas en Zeocina, se cultivaron en agar YNB-metanol modificado para la
deteccion de las actividades enzimaticas de interés. Resultados: De las 8 secuencias de las enzimas,
se la logrado obtener levaduras transformadas de 6 secuencias. Se seleccionaron clones de P. pastoris
con mayor crecimiento, en altas concentraciones de Zeocina, para la busqueda de las actividades de
las enzimas recombinantes. En clones de P. pastoris seleccionados, se ha detectado la actividad
enzimatica de una catalasa recombinante en agar YNB-modificado.
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Zika virus (ZIKV) is a potential pandemic virus considered a global threat to public health by the WHO.
This pantropic virus infects different cell types from neurons to immune cells including microglia,
monocytes, macrophages, and dendritic cells. During ZIKV infection, host cells activate the innate
immune response and previous reports suggest that ZIKV uses host proteins to avoid/abrogate cellular
defenses to favor its own replication. Indeed, different RNA viruses including human immunodeficiency
virus 1 (HIV-1), dengue virus (DENV) and hepatitis C virus (HCV) usurp immune response-related
cellular factors, such as the RNA helicase DDX3, to promote viral replication. In this work, we explored
the involvement of DDX3 during ZIKV replication in a human microglia cell line. We observed that viral
RNA and proteins reach a peak at 24 hours post-infection (hpi) decreasing at 48 hpi. On the other hand,
activation of innate immune response in infected microglia followed a different kinetic in which the levels
of the IFNb and CxCL10 mRNAs reach a peak at 36 hpi. Interestingly, our data show that DDX3 protein
levels increase at 12 and 24 hpi and pharmacological inhibition of DDX3 results in a decrease of viral
protein levels without affecting the levels of viral RNA, suggesting a possible role of DDX3 during viral
RNA translation. Since DDX3 possess a role in the mitochondrial antiviral-signaling proteins (MAVS)
dependent immune signaling, we are currently investigating the involvement of DDX83 in innate immune
response triggered by ZIKV infection and during ZIKV replication.

This work was supported by ANID through Fondecyt Program Grant N° 1190156 (to RSR) and THD
holds a ANID Doctoral Fellowship N° 2019-21191987.
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El virus SARS-CoV-2, agente causal de COVID-19, se ha reconocido como la pandemia mas
devastadora del siglo XXI. Los virus SARS y MERS poseen un origen zoonético silvestre, siendo los
murciélagos reconocidos como sus hospederos. Si bien SARS-CoV-2 se considera un virus humano,
se ha demostrado que los animales son capaces de enfermar y transmitir el virus entre ellos; por
ejemplo, en granjas de visones hubo fendmenos de “spillback” (transmisién humano-animal) y
“spillover” (transmisidon animal-humano), lo que llevd a diferentes paises europeos a sacrificar
masivamente ejemplares. Los centros de rehabilitacion de fauna silvestre (CEREFAS) y zoolégicos
han sido identificados como lugares donde puede ocurrir contagio de SARS-CoV-2 hacia ejemplares
susceptibles de fauna silvestre, con el riesgo de liberar animales infectados que puedan transmitir el
virus a poblaciones silvestres. Nuestro objetivo fue evaluar si habia ocurrido infeccion en animales de
estos establecimientos. Mediante técnicas de biologia molecular, se realizé vigilancia activa durante
16 meses, en ocho CEREFAS desde la Region Metropolitana hasta la Regiéon de los Lagos, a través
de hisopados nasofaringeos, orofaringeos y/o rectales. Se extrajo ARN utilizando un kit comercial y se
evalud la presencia de coronavirus en general mediante RT-PCR, y la presencia de SARS-CoV-2
utilizando gRT-PCR. Se muestrearon 69 animales potencialmente susceptibles, analizando 9
ejemplares de la familia Felidae (Puma concolor, Leopardus guigna, Leopardus colocolo), 41 de la
familia Canidae (Lycalopex griseus, Lycalopex culpaeus), 9 de la familia Otariidae (Otaria flavescens)
y 10 de la familia Mustelidae (Galictis cuja). Para el manejo de los ejemplares de fauna silvestre, se
adoptaron las siguientes medidas: rotacién de personal, uso constante de equipo de proteccién
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personal (EPP) como guantes, mascarilla, cubrecalzado y pecheras desechables. No se detectaron
animales positivos a SARS-CoV-2 en zooldgicos ni CEREFAS, lo que avala la efectividad de las
medidas de bioseguridad empleadas por estos centros en nuestro pais.

Financiamiento: Proyectos ANID FONDECYT Postdoctoral 3180707, Redes COVID 0728, Programa
Becas Doctorado Becas Chile 2019 72200391, Postdoc UOH Christian Hidalgo.
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Las betalactamasas del tipo AmpC son determinantes de resistencia ampliamente distribuidos en
bacterias Gram negativas. Una de sus caracteristicas mas importantes es que su expresion puede ser
constitutiva o inducible en presencia de antibioticos betalactamicos. Un ejemplo de expresién inducible
ocurre en las especies del género Pseudomonas, donde el gen ampC se encuentra codificado en el
cromosoma Yy constituye uno de los elementos de resistencia intrinseca a los betalactdmicos mas
relevantes para este género. Debido a que en estas bacterias la induccién de ampC ocurre por la
accién de antibidticos betalactamicos, su sistema de regulacion podria convertirse en una excelente
herramienta biotecnoldgica para la construccion de sensores bacterianos que permitan su deteccion.
Aunque estas betalactamasas han sido ampliamente estudiadas en el entorno clinico, poco se ha
explorado sobre su potencial uso biotecnoldgico. Estudios previos realizados por nuestro grupo
demostraron que la betalactamasa AmpC del aislado antartico Pseudomonas sp. IB20 (candidato a
nueva especie) se induce en presencia de carbapenémicos, cefalosporinas e incluso penicilinas
modificadas, como la carbenicilina. Teniendo en cuenta estas caracteristicas, elaboramos mediante
PCR solapado una construccion genética que expresa la proteina reportera mCherry bajo el control
transcripcional del regulador AmpR y el promotor nativo del gen ampC de 1B20. Dicho sistema fue
clonado en un plasmido de alto numero de copias (pSEVA-541) y E. coli como hospedero. La
capacidad del biosensor para detectar antibiéticos betalactamicos fue medida utilizando diferentes
concentraciones de antibidtico, ya sea directamente disueltas en medios liquidos o a partir de la
resuspension de sélidos complejos. Los resultados obtenidos sugieren que el biosensor posee la
capacidad de detectar diferentes clases de betalactamicos y producir una sefal fluorescente de tipo
dosis-dependiente a concentraciones nanomolares de analito sin la necesidad de anadir sustratos
adicionales u otros cofactores como suplemento. Esto demuestra que la deteccion de este tipo de
antibiéticos puede ser realizada a bajo costo, empleando una plataforma portatil y facil de usar en
campo.
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Las cepas de Escherichia coli uropatogénica (UPEC) poseen diversos factores de virulencia que
determinan su capacidad de causar enfermedades, entre ellos las fimbrias ensambladas por la via
chaperona-ujier (CU), determinantes de la capacidad de adherencia. En general, en E. coli, existe un
repertorio amplio de fimbrias CU, en asociacién con caracteristicas genotipicas, como el secuenciotipo.
Debido a que las fimbrias CU han sido propuestas como blancos idéneos para el desarrollo de terapias,
resulta pertinente conocer el repertorio de estas estructuras en aislados obtenidos de casos clinicos
de UPEC, en linea con otras caracterizaciones genotipicas y fenotipicas. En base a estos
antecedentes, en este trabajo se propuso determinar los repertorios de loci de fimbrias CU de 12
aislados de UPEC obtenidas desde casos de ITU pediatricas en hospitales chilenos. Asi, se llevo a
cabo la secuenciacion por lllumina Miseq obteniendo sus genomas borradores y se realiz6 la
caracterizacion a través de analisis bioinformaticos. Se determiné el filogrupo con la herramienta
EzClermont, el secuenciotipo con MLST 2.0, se realiz6 la anotacion utilizando Prokka y se determiné
el perfil de factores de virulencia con Virulence Finder. El repertorio de genes fimbriales se establecio
mediante la busqueda de 171 genes de ujier con “the large-scale blast score ratio”. En su mayoria, los
aislados de UPEC pertenecen a los filogrupos D y B2, y a los secuenciotipos ST69 y ST12. Por otro
lado, se identificé un promedio de 12 loci de fimbrias CU por cepa, con solo tres cepas con menos de
10 loci. Los loci yeh, yag, yde y fim, reconocidos por ser transversales dentro de la especie E. coli,
fueron los mas frecuentes (>9 cepas), mientras que, dentro de los asociados a cepas patogénicas, los
mas frecuentes fueron fm/ (10 cepas), pap (7 cepas) y stg (6 cepas). Por otra parte, se generaron
perfiles de factores virulencia, observandose una amplia variedad presente. De esta manera, los
analisis realizados permitieron conocer los repertorios genéticos de fimbrias CU en cepas chilenas de
UPEC, obtenidas desde casos de ITU en nifios. Estos perfiles coinciden, en general, con los reportados
en cepas obtenidas en otras regiones geogréficas.

Financing: Fondo Nacional de Desarrollo Cientifico y Tecnolégico (FONDECYT 1200979)
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Background: Plastic production has increased every year for the last century. 72% of the annual
production in the world is released into the environment, either in landfills or in the sea. Once released,
synthetic polymers are rapidly colonized by microorganisms that form a biofilm on the surface of the
plastic. This environmental niche is called the "plastisphere" and can provide a binding substrate for a
microbial community, acting not only as vectors for the diffusion of microorganisms with a plastic-
degrading capacity, but as vectors of gene exchange and transfer. Our objective is to study the
plastisphere in search of microorganisms capable of degrading plastic, using samples from a beach
with high contamination by microplastics. Methodology. Seawater samples (SW) from Playa Grande de
Papudo (Valparaiso) were collected and kept at 4°C until their use in the laboratory. SW samples were
supplemented with minimal media and PET-type polymer coupons were incubated with constant
shaking, 150 rpm, at 20°C until biofilm formation (3 months). Biofilms were recovered and inoculated
onto marine agar plates for identification and characterization by ApiZym analysis, 16S gene
sequencing, and antagonism tests. The effect of biofilms on PET coupons was evaluated by SEM and
TGA. Results. Successful colonization of PET coupons was visualized by SEM, observing microbial
species of different morphologies connected through a network of EPS or distributed only across the
surface. The TGA profiles of PET (control and SW) are similar (began decomposing at 390°C and
finished at 470°C but had the most abrupt weight loss at 440°C). The TGA profile of biofilm-PET is
markedly different, with a weight loss of 54.12%. The slight change in the degradation curve obtained
may indicate that there is a contribution from the bacterial biofilm. Conclusion: Our results indicate that
the members of the different microbial communities that colonize PET can have different functions: to
produce inhibitory compounds or to degrade plastics.

Financing: Proyecto DIUA198-2020Fondecyt 3190349
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desde bivalvos (Mytilus chilensis) en la Regiéon de Los Rios, Chile.
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La region de Los Rios contiene bancos naturales de bivalvos que se extraen para consumo. Algunos
de ellos pueden bioacumular contaminantes actuando como centinelas ambientales. La contaminacion
antropogénica puede afectar varios de sus procesos fisioldgicos, incluyendo algunos componentes de
su microbioma. Dentro de ellos se encuentran bacterias que pueden desarrollar o adquirir resistencia
a antibidticos y metales pesados. Para este estudio se obtuvieron 12 aislados bacterianos de Mytilus
chilensis del estuario del rio Valdivia, en el periodo de verano y otofio-invierno (2017-2018). Se extrajo
el DNA de cada uno de los aislados y se prepararon bibliotecas de ADN usando el kit Nextera XT. Las
muestras se secuenciaron en un HiSeq2500 lllumina y los genomas se ensamblaron de novo utilizando
CLC Genomics Workbench 8.1 (Qiagen). En paralelo se recolectaron datos de metales pesados
descargados en aguas costeras de la region de Los Rios (RETC Open data), durante el periodo 2017-
2018. El analisis gendmico mostré que 2 aislados correspondieron a Vibrio cholerae, 1 a Vibrio
anguilarum, 4 a Vibrio parahaemolyticus y 5 a Aeromonas hydrophila. Mediante RAST y PATRIC se
observo que sobre 40% de estos aislados tenian genes de resistencia a fosfomicina y mas de un 50%
a acriflavina, mientras que el 100% de ellos contenia genes de resistencia a fluoroquinolonas y bombas
de flujo de multidrogas. Por otro lado, cerca de un 25% de los aislados tenia genes de resistencia a
mercurio y el 100% de ellos, a cobalto-zinc-cadmio, compuestos de cromo y tolerancia a magnesio,
cobalto y cobre. Coincidentemente, dentro de los metales mayormente descargados al mar se
posicionaron cobre, zinc y mercurio. Los resultados sugieren que los metales pesados han generado
una presion selectiva en las bacterias que componen la microbiota de M. chilensis, llevando a generar
resistencia o tolerancia. Adicionalmente, la resistencia a distintos antibidticos, incluyendo algunos de
uso ganadero como la acriflavina, muestra que la resistencia antimicrobiana es un problema real, que
requiere ser abordado en forma global y multidisciplinaria, mas aun cuando se ha reportado que la
presencia de metales pesados aumenta la resistencia a antibiéticos, mediante vias de corresistencia.
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bioleaching acidophilic bacteria.
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Acidophilic chemolithoautothrophic bacteria oxidize inorganic compounds to obtain energy further
invested in cell maintenance and biosynthesis of cellular components from fixed CO.. These inorganic
sources are less energetic than organic substrates, which implies an energy restriction for these
bacteria. Acidophiles belongs to ore bioleaching communities and can tolerate extreme conditions of
pH, high concentrations of metals, and desiccation, which induce cellular stress and damage to their
biomolecules such as proteins. Considering that proteins are the most abundant biomolecules in the
cell; cells have development a network of proteostasis that maintains protein homeostasis even under
stress conditions. This network is made up of ATP-dependent chaperones (foldases), ATP-independent
chaperones (holdases) and proteases that participate in the folding, repair, and degradation of proteins,
which allow rapidly adjust the proteome to environment changes. In this work the encoding genes that
make up the proteostasis network in 42 genomes from acidophilic chemolithoautotrophic,
chemolytoheterotrophic and myxotrophic bacteria was bioinformatically studied. The results obtained
showed that genes for ATP-dependent chaperones involved in the folding of proteins were conserved
in all bacterial groups. Interestingly, chemolithoautotrophic showed a high and systematic redundancy
of ATP-independent chaperones and some of proteolytic systems with foldase activity. These results
suggest a possible predominance of less energy-costly proteostasis systems, which would be an
advantage for chemolithoautotrophic microorganisms that have low energy availability. The redundancy
of proteases with foldase activity could be key regulating the destination (refolding/proteolysis) of these
bacterial proteins, determining lifetimes and recycling of proteins. In this case, gene redundancy could
be configuring a highly flexible proteostasis network that would oversee protecting proteins under
energy limiting and extreme environmental conditions.
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El clon Chileno-Cordobés (ChC) de Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina (SARM) fue descrito
por primera vez en 1998, convirtiéndose rapidamente en el clon predominante en varios paises
latinoamericanos. Entre 2008-2012, una variante Latinoamericana del clon comunitario USA300
(USA300-LV) desplazé al ChC en Colombia y Ecuador, algo que no se observo en Peru y Chile.
Previamente, se describid que la divergencia del clon USA300 y el USA300-LV estaba asociada a la
adquisicion independiente de distintos elementos genéticos implicados en la resistencia a metales
pesados, como son “ACME” (USA300) y “COMER” (USA300-LV). Para determinar si algo similar
podria estar ocurriendo con el ChC en Chile, se buscaron Genes de Resistencia a Metales Pesados
(GRMP) en aislados de Concepcion y Santiago, y se analizé su efecto sobre el fitness. Se evaluaron
53 cepas ChC aisladas desde bacteriemia entre los afios 2011 y 2014, desde 2 centros de salud de
Santiago y Concepcion. Se determiné la presencia de GRMP por medio de secuenciacion gendmica y
se determind la concentraciéon minima inhibitoria a mercurio (CIM-Hg) y cadmio (CIM-Cd) mediante
ensayo de microdilucién en caldo. Ademas, se realizaron curvas de proliferacion en presencia/ausencia
de 72 de la CIM de cada cepa y metal. Se encontré que, con independencia de su lugar de procedencia,
las CIM-Hg y CIM-Cd fueron mayores en las cepas que portan GRMP (Hg: CIM90c/GRMP=25uM,;
CIM90s/GRMP=6.25uM; Cd: CIM90c/GRMP=800uM; CIM90s/GRMP=25uM). Ademas, las curvas de
proliferacion c/metales mostraron que las cepas c¢/GRMP alcanzaron la fase exponencial de
crecimiento horas antes que los aislados s/GRMP (8h 30min vs. 12h 45min). Sin embargo, en ausencia
de metales, las cepas c/GRMP alcanzaron una proliferacion maxima (Kmax) menor que las cepas
s/GRMP (OD600, 2,9 vs. 3,8 respectivamente), sugiriendo una correlacién entre la presencia de metal
y la seleccion natural de estos genes. Puesto que la presencia de GRMPs (merA/B/R, cadA/C/D/X y
arsA/B/R) en cepas provenientes de Santiago fue menor (29%) que en las de Concepcion (88%),
concluimos que en Chile podria estar dandose una divergencia del ChC que podria estar justificada
por una mayor exposicion a metales pesados en unas areas (Ej.: Concepcion) con respecto a otras
(Ej: Santiago).
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Vibrio parahaemolyticus is a marine Gram-negative bacterium that is the leading cause of seafood-
borne gastroenteritis. Pandemic strains of V. parahaemolyticus rely on a specialized protein secretion
machinery known as the type lll secretion system 2 (T3SS2) to cause disease. This system mediates
the delivery of 11 effector proteins into the cytosol of infected cells, where they subvert multiple cellular
pathways. In the present study, we identify a new T3SS2 effector protein encoded by the VPA1312
ORF. Bacterial translocation experiments using a VPA1312-CyaA (adenylate cyclase) gene fusion
showed T3SS2-dependent translocation of VPA1312 into Caco-2 cells infected with V.
parahaemolyticus. Bioinformatic analysis revealed that VPA1312 harbors a putative bacterial ADP-
ribosyltransferase (ART) domain in the N-terminal region of the protein. Sequence-based analysis
showed that the predicted ART domain of VPA1312 is similar to the functional domains of H-Y-E toxins
such as diphteria toxin. Notably, to the best of our knowledge there are no previous reports of bacterial
effector proteins harboring H-Y-E ART domains. Together, our findings identify a novel T3SS2 effector
protein which might correspond to the first T3SS effector protein with a H-Y-E ADP-ribosyltransferase
domain. Further studies will be needed to test the biochemical and physiological function of this novel
effector protein.
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Draft genome sequence of Marinobacter sp. strain AL4B, a marine bacterium isolated from
Quintero Bay, Chile
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Marinobacter species have been commonly isolated from diverse extreme marine and terrestrial
environments. The genomic and phenotypic versatility of Marinobacter species enables them to
colonize a wide variety of ecosystems, from psychrophilic to thermophilic marine environments, with
high salinity and pH. The diverse species of Marinobacter are considered hydrocarbon-degrading
microorganisms. Here, we report the genome sequence of Marinobacter sp. strain AL4B, belonging to
the microbial community of an oil spill-impacted area in Quintero Bay in the Valparaiso Region, Chile.
Marinobacter sp. strain AL4B was isolated from seawater samples collected from Quintero Bay
(32°459420S, 71°299440W). Enrichment cultures were prepared by inoculating the sample in M9
minimal medium supplemented with 1% vol/vol of n-hexadecane as the sole energy and carbon source.
Pure cultures were obtained by streaking the enrichment cultures onto marine agar 2216 (Difco).
Genomic sequencing of Marinobacter sp. strain AL4B was carried out by Genoma Mayor SpA. For this
purpose, strain AL4B was grown in marine broth 2216. Bacterial DNA was extracted and purified using
the DNAeasy blood and tissue kit (Qiagen). DNA libraries were generated using the NEBNext Ultra Il
DNA library prep kit (New England Biolabs), and the genome was sequenced on the Illlumina NovaSeq
platform. The sequence quality was analyzed using BBDuk software. High-quality sequences were
assembled using Megahit v.1.2.8 software. The statistical analysis of the assembly was performed
using QUAST v. 5.0.2 software, and a completeness analysis was carried out using BUSCO v. 5.2.2
software. The genome assembly was annotated using the NCBI Prokaryotic Genome Annotation
Pipeline (PGAP). A total of 6,384,514 reads were generated from the sequencing process of
Marinobacter sp. strain AL4B. The genome of strain AL4B has a total length of 3,639,286 bp, with a
G+C content of 53.51%. According to the analysis using NCBI PGAP, the genome of Marinobacter sp.
strain AL4B contains 3,308 genes, 3,250 coding AQ: E DNA sequences (CDSs), and 58 RNAs (10
rRNAs, 44 tRNAs, and 4 noncoding RNAs [ncRNAs]). The whole-genome sequence of Marinobacter
sp. strain AL4B was submitted to the National Center for Biotechnology Information (NCBI) under
GenBank accession number JAILWZ000000000.1 (assembly) and SRR15651962 (raw sequences).

This work was supported by grant FONDEF ID19110185 from Agencia Nacional de Investigaciéon y
Desarrollo (ANID) and grant DIUV-CIDI 4/2016 from Universidad de Valparaiso.
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Los lagos son importantes proveedores de servicios ecosistémicos en el sur de Chile. Durante los
ultimos afios, como resultado el crecimiento econdémico-poblacional, las aguas de algunos de ellos se
han eutrofizado. En este contexto, el Lago Villarrica ha sido recientemente categorizado como “zona
saturada” requiriendo la urgente adopcion de un plan de descontaminacién. Actualmente, los
programas de descontaminacion se centran en monitoreo de las propiedades fisicoquimicas y
modelaciones matematicas. Sin embargo, los microorganismos en sedimentos han sido escasamente
considerados a pesar de su importancia para el ciclaje de nutrientes en los lagos. En este contexto, el
objetivo del estudio fue caracterizar la comunidades bacterianas presente en los sedimentos del Lago
Villarrica. Adicionalmente, los genes codificantes para fosmonoesterasas (phoD, phoX y phoC),
dinitrogenasa reductasa (nifH) y 6xido nitroso reductasa (nosZ) fueron detectados y cuantificados por
PCR cuantitativo (QPCR) como indicadores de funcionalidad. Muestras en cuadruplicado de
sedimentos fueron recolectadas en 5 sitios (Bahia de Villarrica, Litoral Norte, Litoral Sur, Puerto de
Pucén y Bahia de Pucdn) y librerias del gene 16S ARN ribosomal fueron preparadas y secuenciadas
mediante la plataforma lllumina. Los resultados de diversidad y riqueza mostraron rango de valores
entre: 91-94% de cobertura, 1.724-2.484 de OTUs observados, 6,24-6,9 de indice Shannon, 2.790-
4.603 de indice ACE, 2.501-3.869 de indice CHAO1, y 147,6-434,8 de indice inverso de Simpson. Las
comunidades presentaron una mayor abundancia relativa de las filas Proteobacteria (38-48%),
Bacteroidetes (12-21%) y Acidobacteria (9-19%). A nivel de familia los miembros mas abundantes
pertenecieron a Chitinophagaceae (3-10%) y Comamonadaceae (1,6-7%). Cabe destacar que analisis
de coordenadas principales (PCoA) revelo diferencias entre las comunidades de los sitios estudiados
mientras que los resultados de gPCR mostraron mayor abundancia de los genes nifH y phoC, respecto
a los genes phoX, phoC y nosZ. Finalmente, los analisis PCoA y gPCR también sugieren mayores
diferencias entre las comunidades presente en Bahia de Villarrica y Litoral Norte del lago respecto a
aquellas comunidades presentes en la Bahia y Puerto de Pucon.

Financing: National Natural Science Foundation of China (NSFC) and National Research and
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Influencia de la temperatura y la salinidad en el crecimiento de Piscirickettsia salmonis y su
impacto en la virulencia in vitro en la linea celular SHK-1.
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El cambio climatico afectara ambientes marinos al incrementar la temperatura del agua. Mayores
temperaturas incrementan la virulencia de patdégenos marinos incrementando el metabolismo y tasas
de transmision. En el mar interno de Chiloé, hay fluctuaciones importantes de temperatura. La
Piscirickettsiosis, es una infeccién sistémica de salmoénidos ocasionada por Piscirickettsia salmonis,
con significativas pérdidas econdmicas y mortalidades de peces especialmente en verano-otofio. Se
establece como hipotesis que la Piscirickettsiosis es favorecida por variaciones de temperatura
estacional y/o la salinidad. En este trabajo, se propone estudiar las condiciones ambientales que
optimizan la supervivencia, infectividad y patogenicidad de P. salmonis en la linea celular SHK-1. Para
ello, se estudié el crecimiento de las cepas LF-89 (genogrupo-LF) e IBM-004 (genogrupo-EM), con
variaciones de salinidad (entre 17, 21, 26, 31 y 37g/L) y temperatura (entre 4, 10, 15 y 21°C). A
temperaturas de 10 y 4°C y salinidad de 37g/L el crecimiento es minimo, pero cuando se combina baja
temperatura (4°C) y salinidad alta (31g/L) se favorece el crecimiento de la cepa LF-89. En general,
ambas cepas presentan un comportamiento diferencial de acuerdo con la condicion abidtica y
genogrupo, destacando una rapida adaptacion a los cambios de salinidad y una mas gradual a la
temperatura. Cepas representativas de los dos genogrupos tienen comportamientos diferentes segun
variaciones de temperatura, pero tienen comportamiento similar al variar salinidad. Ademas, se estudi6
el efecto citopatico de LF-89 a través de la evaluacion microscopica de infecciones de células SHK-1,
y viabilidad celular por ensayo de MTT a las 72hpi. En las infecciones con LF-89 crecida a una salinidad
de 11g/L y 17g/L, y 19°C, a un MOI (multiplicidad de infeccién) de 50, 100 y 200 y distinto tiempo de
exposicion (3, 24, 72hpi), se aprecidé un mayor dafo citopatico y por ende una menor viabilidad celular
a 11g/L y 19°C, MOI 200 y 72 hpi. Otro ensayo de MTT a las 96hpi con LF-89 crecida a las distintas
salinidades, a 19 y 21°C, confirmé que a 11g/L y 19°C disminuye mas la viabilidad. Estos resultados
indican que la patogenicidad se incrementa o minimiza debido a factores que influyen en la cepa LF-
89.

Financing: Proyecto FONDAP-INCAR 15110027
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Caracterizacion genémica y fisiolégica en respuesta a hipoclorito de sodio de cepas de
Salmonella enterica aisladas de una granja de pollo

Gabriel 1. Kriiger', Coral Pardo-Esté', Nicolas A. Galleguillos', Marcia Suarez', Phillippi Zepeda',
Varinia Rojas', Juan Castro-Severyn', Claudia P. Saavedra’

(1) Universidad Andrés Bello, Facultad de Ciencia de la Vida, Republica 330, Santiago, Chile

Las enfermedades transmitidas por alimentos son unas de las principales preocupaciones de la
industria alimenticia, teniendo principal foco en las bacterias del género Salmonella, puesto que, estas
bacterias han aumentado su frecuencia de aparicion en brotes comunitarios y dentro del sector
industrial. Para evitar esto, en Chile, el Servicio Agricola Ganadero (SAG) posee un protocolo de
vigilancia, el cual determiné como serotipos de interés comercial a Salmonella Typhimurium, Enteritidis,
Infantis, Virchow y Hadar, como también protocolos para desinfeccion y esterilidad para distintos
establecimientos e industria. En este punto, la utilizacion de hipoclorito de sodio al 2-3% es uno de los
principales desinfectantes antimicrobianos utilizado por la industria avicola, principalmente por su
rapida accién provocada por el efecto oxidativo en las células. Sin embargo, se han reportado casos
de permanencia de Salmonella a través de toda la linea de produccién una vez aplicado el
antibacteriano. Es en este sentido, buscamos dilucidar los mecanismos genéticos y fisioldégicos que
fomenten la resistencia y tolerancia a los compuestos antimicrobianos a base de hipoclorito de sodio
y/o por estrés oxidativo en el ambiente industrial. Es por esto que en este trabajo, se espera encontrar
la asociacion genotipica con la resistencia al antimicrobiano mencionado, evaluando los genomas de
al menos 100 cepas aisladas desde la linea de produccién, mediante la secuenciacién del genoma
completo y la gendmica comparativa, destacando la busqueda de genes asociado a virulencia,
resistencia a antimicrobianos y plasmidos entre otros, como también evaluando las caracteristicas
fisiologicas, tales como, concentracion minima inhibitoria, capacidad formadora de biopelicula y
concentracion minima inhibitoria y bactericida en biopelicula

Financing: Fondecyt 1210633
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Approaches to the communication in dental biofilm: Quorum sensing in oral microorganisms

Natalia Figueroa Rudaya', Rodrigo Farias Jofré', Juan Ravelo Ramirez', Joel Sanchez Vargas',
Viviana Toledo Neira', Claudia Andrea Lefimil Puente’

(1) Universidad de Chile, Instituto de Investigacion en Ciencias Odontoldgicas, Facultad de Odontologia, Olivos 943.
Independencia., Santiago, Chile

Caries lesions are the clinical manifestation of dental caries, a multifactorial chronic disease with high
prevalence in humans. They are developed due to the presence of a microbial biofilm on dental surface,
with acidogenic bacteria, which generate organic acids as product of its fermenter metabolism. In this
biofilm, bacterial species interact by a process of chemical communication called quorum sensing. They
use the production and detection of extracellular chemicals, named autoinducers, to modify the gene
expression in a synchronized form, acting as one unity. Autoinducer-2 produced by the LuxS enzyme,
is a quorum sensing system described in different environment. It has been researched about
community development, biofilm growth, colonization, and virulence. The aim of this study was to
investigate the functional role of the LuxS system in different caries-related microorganisms
(Lacticaseibacillus casei, Bifidobacterium dentium, Lacticaseibacillus salivarius and Streptococcus
mutans), and the interrelation among them through autoinducer-2. In all cases, the functionality of LuxS
quorum sensing system was determined measuring autoinducer-2 production by means of the Vibrio
harveyi BAA-1117TM reporter strain (it produces luminescence in presence of autoinducer-2). The MTT
test was used for adhesion analysis. For biofilm formation, glass coverslips embedded on saliva were
used. Results were visualized using crystal violet staining or Scanning Electron Microscopy. Chemical
autoinducer-2 was used to evaluate its effect on adherence and biofiim formation. Also, cell free
supernatants (CFS) of the wild strain of L. casei (positive for autoinducer-2) and its /uxS- mutant
(negative for autoinducer-2) were used. All of them were able to produce and export autoinducer-2 to
the external environment, as well as to detect it and respond by activating signals that positively
influence adherence to surfaces and biofilm formation. Similar effect was seen when CFS of wild L.
casei were added. In conclusion, these microorganisms were able to establish an intra-species
communication through quorum sensing, enhancing its adhesion and biofilm formation. Also, the effect
observed by L. casei CFS suggests that its presence may influence proliferation of other
microorganisms. These results indicate that cellular communication may generate positive effects
among cariogenic microorganisms.
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Iron homeostasis in Lacticaseibacillus paracasei.

Rodrigo Farias Jofré', Natalia Figueroa Rudaya', Diego Torres Chacon', Oscar Almarza Pizarro', Juan
Carlos Salazar G.?, Claudia Andrea Lefimil Puente'

(1) Universidad de Chile, Instituto de Investigacién en Ciencias Odontoldgicas, Facultad de Odontologia, Olivos 943,
Independencia, Santiago, Chile. (2) Universidad de Chile, Instituto de Ciencias Biomédicas, Facultad de Medicina,
Independencia 1027, Independencia, Santiago, Chile

Some Lacticaseibacillus species are etiological agents of dental caries, being L. paracasei one of the
predominant. The cavity oral has numerous defense strategies against these oral pathogens, such as
the presence of salivary lactoferrins, which bind iron avoiding its incorporation by microorganisms. This
metal is an essential nutrient, and its bioavailability is closely related to pathogenic properties in other
microorganisms. For this reason, bacteria associated with cavities must have developed regulated
mechanisms for the capture and storage of metal. To date, a little knowledge exists about these
mechanisms in Lacticaseibacillus spp. The purpose of this study was understood how L. paracasei
manages iron homeostasis. For this purpose, bioinformatic tools were used for the analysis of the L.
paracasei ATCC 334 genome, as well as RT-PCR and RT-qPCR assays. Bioinformatic analysis
revealed the presence of candidate’s genes involved in intracellular iron transport and storage, and RT-
gPCR analyzes showed that the expression of these varies depending on the iron levels in the culture
medium. An ortholog of the gene fur (Ferric Uptake Regulator) was also predicted, a transcriptional
regulator involved in iron homeostasis in other microorganisms. Also, Fur-binding sites were predicted,
upstream of the candidate genes mentioned above, allowing to elaborate a model of regulation. The
results indicate that L. paracasei is capable of generating a comprehensive response to preserve the
homeostasis of iron, which would be essential for its survival in the oral cavity.
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Comportamiento epidemiolégico de la enfermedad meningocécica en Paraguay, 1996-2021

Maria Eugenia Leén Ayala’, Anibal Kawabata', Minako Nagai', Liliana Rojas', Noemi Zarate?, Myrian
Leguizamon®, Gloria Gomez*, Carolina Rojas®, Juana Ortellado®, Juan lIrala®’, Raquel Blasco’s8,
Rosana Ortiz®, Patricia Fernandez'®, Rosa Portillo""

(1) Laboratorio Central de Salud Publica, Asuncién, Paraguay. (2) Hospital Pediatrico Nifios de Acosta Nu, San Lorenzo,
Paraguay. (3) Instituto de Previsién Social, Asuncién, Paraguay. (4) Hospital Nacional de Itaugud, Itauguéa, Paraguay. (5)
Instituto de Medicina Tropical, Asuncién, Paraguay. (6) Hospital de Clinicas, San Lorenzo, Paraguay. (7) Hospital Militar,
Asuncion, Paraguay. (8) Hospital Regional Ciudad del Este, Ciudad del Este, Paraguay. (9) Hospital General Luque, Luque,
Paraguay. (10) Hospital Filadelfia, Filadelfia, Paraguay. (11) Sanatorio La Costa, Asuncion, Paraguay

La enfermedad meningocdcica continta siendo un grave problema de salud publica en todo el mundo,
con un gran impacto social y una importante morbilidad y mortalidad en todos los grupos de poblacion,
principalmente en nifios y adultos jovenes. Es una infeccion grave y potencialmente mortal causada
por la bacteria Neisseria meningitidis que se clasifica en 12 serogrupos segun su polisacarido capsular;
los serogrupos A, B, C, W, X e Y son las principales causas de enfermedad meningocdcica en todo el
mundo. El objetivo es escribir el comportamiento epidemioldgico de la enfermedad meningocdcica en
Paraguay durante el periodo 1996-2021. Estudio descriptivo retrospectivo de corte transverso. Se
estudiaron 239 muestras de pacientes de todas las edades con aislamientos y/o deteccién de ADN de
N. meningitidis por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) durante el periodo 1996 a 2021 en
Paraguay, en el marco de la vigilancia nacional de meningitis y neumonias (VIMENE). La mayor
frecuencia de casos se observo en el grupo de 15-29 afos (n=73), seguido del de < 12 meses (n=42)
y 5-14 afos (n=38). El 76,0% (n=182) fueron casos de meningitis, 19,0% (n=46) sepsis y 5,0% (n=11)
meningitis con sepsis. Desde el afio 2005-2013 se observa predominio del serogrupo B y desde 2014-
2021 del serogrupo C. Se detectdé una disminucion de la susceptibilidad a la Penicilina G a partir del
ano 2014 y el 59,0% relacionado con el serogrupo C, 23,0% serogrupo B, 16,0% serogrupo W'y 2,0%
serogrupo Y. La enfermedad meningocdcica es relativamente inusual en Paraguay. En los ultimos afos
se observo un cambio en la epidemiologia con predominio del serogrupo C y una disminucion de la
susceptibilidad a la penicilina G. Los resultados de laboratorio son fundamentales para un diagnéstico
y la implementacion de medidas de prevencién y control adecuadas.

Financiacion: Fondo para la convergencia estructural del Mercosur (FOCEM)-Mercosur, convenio
FOCEM N°03/11 Proyecto "Investigacion, Educacion y Biotecnologias Aplicadas a la Salud (COF
03/11).
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Efecto de diferentes compuestos quimicos en la viabilidad in vitro e in vivo de un mix de
bacteriéfagos contra la bacteria fitopatogena Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa).

Marcela Leén’, Jorge Araya', Carolina Yariez', Ximena Besoain?, Roberto Bastias'

(1) Pontificia Universidad catdlica de Valparaiso, Laboratorio de Microbiologia, Instituto de Biologia, Av. Universidad 330,
Curauma, Valparaiso, Chile. (2) Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso, Laboratorio de Fitopatologia, Escuela de
Agronomia, Calle San Francisco S/N, La Palma., Quillota, Chile

La fagoterapia se ha propuesto como estrategia para controlar bacterias fitopatdgenas, pero su éxito
depende de formulaciones que permitan superar la susceptibilidad de los bacteriéfagos a condiciones
ambientales. En este estudio se evaluaron distintos compuestos para incrementar la viabilidad de una
mezcla de bacteriéfagos contra Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa) expuestos a diferentes
condiciones ambientales. Para ello, los fagos se resuspendieron en trece excipientes, de estos, acido
glutamico (5%), leche desnatada (5%), caseina hidrolizada (2%), trehalosa (0,1M), sacarosa (0,5M),
gelatina (5%) y manitol (0,5M), no afectaron su viabilidad. Luego, se probd in vitro la viabilidad de los
fagos en los excipientes seleccionados, frente a diferentes condiciones ambientales (pH 3-9;
temperaturas 4, 16, 25, 37 y 44°C; y exposicion a radiacion solar durante 30, 60 y 90min). Los
resultados indican que leche y trehalosa aumentaron su viabilidad a la radiacion, mientras que acido
glutamico, caseina y leche aumentaron su viabilidad a pH 3. Todos los compuestos, excepto trehalosa,
aumentaron su viabilidad a 44°C.En paralelo, se evalué la efectividad del acido glutamico, caseina y
leche como crioprotectores durante la liofilizacion sin diferencias significativas respecto al control.
Ademas, se realizd el seguimiento de las formulaciones a 4°C y 25°C durante 7 semanas. Los
resultados demostraron que los excipientes estabilizaron la viabilidad de los fagos con reduccién del
titulo entre 0,35 y 4 érdenes de magnitud. Finalmente, se evalud la viabilidad de los fagos en los
excipientes in vivo en plantas de kiwi (Actinidia deliciosa) por 96h. Los resultados indican que todos los
excipientes, excepto manitol, aumentaron su viabilidad sobre las hojas durante al menos 24h. Los
fagos resuspendidos en agua permanecieron bajo el limite de deteccion (1000PFU/mL), detectandose
solo 1 y 48h post-inoculacion. En comparacion, los fagos resuspendidos en sacarosa o gelatina se
detectaron incluso después de 72h post-inoculacion. Los compuestos que ofrecieron un mejor efecto
protector fueron leche, caseina y acido glutamico, aumentando la presencia de fagos en las plantas
hasta las 96h. Este estudio demuestra el potencial de los excipientes para aumentar la viabilidad de
los fagos en el contexto de productos basados en bacteriéfagos para la industria agricola.

Financing: Proyecto FONDEF ID 15120032 y Proyecto FONDECYT Postdoctoral 3200523
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Viral shedding dynamics reveals sputum as a reliable and cost-saving specimen for SARS-CoV-
2 RNA detection within the first 10 days since symptom onset: A prospective cohort study

Jorge Levican', Leonardo Aimonacid', Gonzalo Valenzuela', Tamara Garcia-Salum"', Eileen Serrano’,
Catalina Pardo-Roa', Erick Salinas’, Maria José Avendafio', Rafael A Medina'?

(1) Pontificia Universidad Catdlica de Chile, Department of Pediatric Infectious Diseases and Immunology, School of Medicine,
Marcoleta 391, Santiago, Chile. (2) Icahn School of Medicine at Mount Sinai, Department of Microbiology, Medicine,
Annenberg Building Floor 16 Room 90 1468 Madison Ave, New York, USA

Background: Coronavirus disease 2019 (COVID-19) pandemic caused by the severe acute respiratory
syndrome virus Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) has greatly increase the demand for testing causing the
shortage of diagnostic supplies. Nasopharyngeal swab (NPS) is considered the optimal sample for
SARS-CoV-2 diagnosis and sputum (SPT) has been proposed as an economic alternative. However,
the temporal concordance of detection in NPS and SPT has not been fully addressed. Methods: One
hundred confirmed COVID-19 patients with a wide spectrum of clinical presentations were recruited for
a longitudinal study. We serially collected SPT and NPS and SARS-CoV-2 RNA detection was
evaluated by RT-gPCR for a follow up period of 35 days. Results: We obtained 537 samples, 255 NPS
and 282 SPT. The highest proportion of SARS-CoV-2 RNA positivity was observed within the first 15
days after the symptoms onset. The temporal categorization of samples indicated extensive positivity
correlation (r=0-6349) and substantial agreement (87-88%) during the first ten days since symptoms
onset (kappa = 0-683). Semi-quantitative analysis using CT as a surrogate measure of viral load
indicate a slight bias (1,66 CTs) with a wide dispersion (95% limit of agreement from -10-20 to 13-53
CTs). Conclusion: Sputum is a feasible alternative to detect SARS-CoV-2 RNA showing adequate
qualitative performance in the first ten days of the symptoms onset. This method can expand and
improve the SARS-CoV-2 detection. In contrast, the wide dispersion of CT values in NPS and SPT after
day 10 of follow-up, had a low semi-quantitative agreement. Consequently, the use of CTs to stratify
risk or follow a patient's viral load should be avoided beyond this time.

Founding: Agencia Nacional de Investigacion y Desarrollo (ANID) of Chile, NIH-NIAID USA.
Postdoctoral Grant FONDECYT 2019 #3190648 and #3190706, National Doctoral Grant ANID
N°21212258, FONDECYT Regular 1212023, Convenio Beca de Instructor Becario, Vicerrectoria de
Investigacion, Universidad Catélica de Chile, by the FLUOMICS Consortium grant U19A1135972 and
by the Center for Research on Influenza Pathogenesis (CRIP), a Center of Excellence for Influenza
Research and Surveillance (CEIRS) contract number HHSN272201400008C, both funded NIAID-NIH.
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Desarrollo y resistencia del biofilm de Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis
ante amonios cuaternarios y alcohol etilico como agentes sanitizantes de uso comun en la
industria farmacéutica

Daniela Lopez', Dimas Gamez?, José Gallardo'

(1) Pontificia Universidad Catodlica de Valparaiso, Laboratorio de Genética y Gendmica Aplicada, Escuela de Ciencias del
mar, Valparaiso, Chile. (2) Universidad de Carabobo, Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias y Tecnologia,
Carabobo, Venezuela

Introduccién Algunas bacterias comensales son potencialmente patdgenas, y muchas son comunes
en las areas productivas de la industria farmacéutica. Entre las mas abundantes, se encuentra el
género Staphylococcus, cuya presencia es considerada, un riesgo de contaminacion para los
productos, operarios y consumidores. Para estas bacterias, la formacion y desarrollo de biofilm en
diferentes sustratos, es un mecanismo de supervivencia, que otorga resistencia ante agentes
sanitizantes usados durante procesos de limpieza y desinfeccion, haciendo que estos persistan en las
superficies. Esto gana aun mas relevancia porque algunos sanitizantes, pueden inducir la formacion
de biofilm, por mecanismos epigenéticos, como sucede con representantes del género
Staphylococcus. Por ello, el objetivo de este trabajo, fue evaluar el desarrollo y la resistencia del biofilm
de Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis ante tres agentes de limpieza ampliamente
usados en la industria farmacéutica. Resultados: Se indujo la formacion de biofilm en placas de
poliestireno, y vidrio, se observo que tanto para S. aureus como S epidermidis, es mejor la adhesion y
desarrollo en las peliculas de poliestireno. En cuanto a los agentes sanitizantes, se evaluaron dos
amonios cuaternarios, cloruro de benzalconio al 0.5% y Bromuro de Lauril Dimetil Bencil Amonio al
10%, ademas alcohol etilico al 70%. La cinética de formacion de biofilm fue evaluada por
espectrofotometria, en lapsos de tiempo hasta los 60 minutos. Se observd que los amonios
cuaternarios redujeron en al menos un 30% el biofilm en ambas especies. Sin embargo, en presencia
de etanol, hubo un incremento del biofilm hasta un 106,77% en ambos casos, posterior a los 30 min
de exposicion. Estos resultados, al ser comparados con el grupo control, Salmonella sp., sugieren que,
la resistencia del biofilm, ante la accion de los agentes sanitizantes depende del género. Conclusién:
Para ambas especies, se observé que el vidrio ofrece mayor resistencia a la formacion de biofilm, y
por ende a la adhesion inicial de Staphylococcus sp. Después de 30 minutos de exposicion al etanol,
el biofilm incrementa al menos un 100%, resultando el cloruro de benzalconio el sanitizante que ofrece
mejor control de la poblacion bacteriana en la matriz que forma el biofilm.
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¢La exposicion al dinoflagelado téxico, Alexandrium catenella, podria aumentar la
susceptibilidad del bivalvo Mytilus chilensis a vibrios patégenos oportunistas?

Carolina Loyola', Josu Perez-Larruscain', Cristina Bacian'?, Jorge Navarro®4, Jean-Luc Rolland®®,
Carmen Lopez-Joven'

(1) Universidad Austral de Chile, Instituto de Medicina Preventiva Veterinaria, Facultad de Ciencias Veterinarias, Valdivia,
Chile. (2) Universidad Catdlica de Temuco, Departamento de Ciencias Veterinarias y Salud Publica, Facultad de Recursos
Naturales, Temuco, Chile. (3) Universidad Austral de Chile, Instituto de Ciencias Marinas y Limnoldgicas, Facultad de
Ciencias, Valdivia, Chile. (4) Universidad Austral de Chile, Centro Fondap de Investigacién Dindmica de Ecosistemas Marinos
de Altas Latitudes (IDEAL), Valdivia, Chile. (5) IHPE, Université de Montpellier, CNRS, Ifremer and Université de Perpignan,
Montpellier, France. (6) 6MARBEC, Université de Montpellier, IRD, Ifremer and CNRS, Montpellier, France

Los eventos acontecidos por floraciones del dinoflagelado Alexandrium catenella, productor de Toxinas
Paralizantes de Mariscos (PSTs, por sus siglas en inglés), generan graves consecuencias
socioecondmicas para la maricultura en Chile. Si bien Mytilus chilensis muestra un alto grado de
resistencia a PSTs, etiologias multifactoriales en las que se generan complejas interacciones entre
bivalvos, patégenos oportunistas y factores ambientales, podrian llegar a resultar en mortalidades
masivas de estas especies. Para investigar el posible papel de las algas téxicas en esta compleja
enfermedad, infectamos experimentalmente a M. chilensis con la cepa Vibrio splendidus, asociada a
las mortalidades estivales de ostras, después de que fueran expuestos a A. catenella (cepa toxica) o
a Isochrysis galbana (cepa no téxica).La exposicion de M. chilensis a A. catenella aumentd
significativamente la susceptibilidad de estos ejemplares a V. splendidus, mostrando una disminucion
de la supervivencia después de 5 dias post-infeccion. Por otra parte, los individuos infectados con V.
splendidus pero sin ser expuestos al dinoflagelado téxico, mostraron una supervivencia mas elevada,
muy proxima a la supervivencia de los individuos que solo estuvieron expuestos al alga toxica, sin
infeccion por V. splendidus. Por el contrario, la exposicion a I. galbana, utilizada como alga forrajera,
no aumenté la susceptibilidad a V. splendidus, mostrando valores muy préximos tanto en los individuos
expuestos a I. galbana, después de 5 dias post-infeccién con V. splendidus, como en los individuos
infectados con V. splendidus sin haber sido expuestos al alga. Los valores de supervivencia para el
control y el tanque con alga no toxica fueron del 100%. Segun nuestro conocimiento, los resultados del
estudio muestran por primera vez que A. catenella aumenta la susceptibilidad de M. chilensis al
patdégeno V. splendidus. Por lo tanto, ademas de los complejos factores ambientales que explican las
mortalidades masivas de los bivalvos, la alimentacion con dinoflagelados neurotoxicos deberia
considerarse como un factor ambiental que potencialmente podria aumentar la gravedad de los
eventos de mortalidad de los bivalvos considerados menos susceptibles a estos eventos toxicos
producidos por A. catenella.

Este estudio ha sido financiado por el proyecto FONDECYT N° 11160642 otorgado a la Dra. Carmen
Lopez-Joven.
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A genetic context-based pipeline for t(m)RNA genes classification and nomenclature in
Enterobacteriaceae.
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Genomic islands (Gls) are chromosomal segments variably present among related strains, many of
them encoding factors linked to virulence and drug resistance. A previous study from our group in the
model gram-negative pathogen Klebsiella pneumoniae revealed a wide diversity of Gls integrated
preferentially into tRNA and tmRNA coding genes (t(m)DNAs). In this regard, we found that the K.
pneumoniae chromosome typically has 80-90 tDNAs, from which only a specific subset was associated
with Gls. Moreover, this was the first study analyzing the genome-wide tDNA usage as integration sites
for Gls in a model Enterobacteriaceae, pointing out the need of tools for classifying and naming these
genes, as a key previous step to accurately search for associated Gls. In the present work, we
developed a Python-based tool to classify and apply a systematic nomenclature scheme to t(m)DNAs
in genomes of Enterobacteriaceae. This tool was tested on a set of K. pneumoniae strains analyzed in
our previous study, obtaining a coincident classification on most of the tDNAs. Then, it was used to
analyze 1,004 K. pneumoniae chromosomes, detecting a total of 513 t{(m)DNA classes, from which 81
were shared across >90% of the strains. Analysis of the rare classes indicated that many of them are
encoded in predicted mobile elements. Additionally, we used our tool on 1,621 Escherichia coli
chromosomes, identifying 2,369 t(m)DNAs classes, from which only 61 were shared by at least 90% of
the strains. Finally, we compared trends on the discovery of new t(m)DNA classes using rarefaction
analysis and found out that in both species t(m)DNAs groups are open, in other words, with thousands
of genomes analyzed we are far from knowing the entire collection of {(m)DNA classes. Conversely,
the core set of these genes seems to be already well-defined, showing limited variability among different
strains.

This work was funded by the National Agency for Research and Development (ANID) Grant
FONDECYT - 11181135 (Marcoleta, A.E.).
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Formacién de biopelicula, células plancténicas y produccion de pigmentos por una especie de
Bacillus terméfilo aislada de la fuente de agua termal el campanario, ubicada en la region del
Maule, Chile
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Los microorganismos pueden desarrollarse en ambientes extremos, tales como condiciones limite de
temperatura, pH, radiacion, salinidad, limitacién de nutrientes y en presencia de compuestos téxicos.
En cuanto a la temperatura es uno de los parametros vitales para el crecimiento de cualquier ser vivo.
Los organismos terméfilos son de gran interés debido a sus enzimas termoestables, modificacion de
la pared y membrana celular y producciéon de compuestos bioactivos. Entre las respuestas al estrés se
encuentra la formacioén de biopeliculas, la cual corresponde a colonias incrustadas en una matriz
polimérica extracelular producida por los microorganismos, formacion de células plancténicas en la
superficie, las que son formadas por la falta de oxigeno, y la produccién de pigmentos. En el presente
estudio se analizé el mecanismo de respuesta al estrés de una bacteria termdfila (Bacillus sp. CamB6)
aislada desde aguas termales el Campanario de la regién del Maule. Se pudo determinar que esta
bacteria formé biopeliculas y células planctdnicas, y se detectd que dicha bacteria realizé la produccion
de pigmentos. Bacillus sp. CamB6 la cual se sometio a diferentes rangos de temperatura (50-60°C),
pH (5-7), salinidad (19,45 g/l) y a un medio cultivo (1-5 g/l de extracto de levadura y glucosa). Se
observé ademas que a una temperatura de 50°C hay una mayor produccion de biopeliculas. Se
visualizé también la concentracion de nitrégeno y pH del medio influye en la produccién de biopeliculas.
La formacién de células plancténicas formadas por esta especie de Bacillus se realizé el cultivo en
caldo marino. En el caso de los pigmentos producidos se detecté un peak de absorbancia a 240 nm.
Mediante el analisis de FTIR se observd pick 2900 cm™ que indica union CH alifatica de melanina
natural, vibracion de estiramiento de COO- de 1544 cm™ y regién de huellas de piomelanina de 1410
cm™'. En conclusion, la especie termdfila Bacillus ha demostrado la formacién de biopeliculas, y células
plancténicas, y produccion de pigmento estructuralmente similar a la piomelanina microbiana.

Financing: Fondecyt Iniciacion N°11190325

145



KL

CONGRESO CHILENO DE MICROBIOLOGIA
2021

Unravelling the role of the 5’-3’ exoribonuclease in the HIV-1 replication cycle
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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 XRN1. In order to expand upon this, we evaluated
the influence of XRN1 over HIV-1 expression within the cell by expressing its genome under XRN1
overexpression and knock down. Our results show that increasing the cellular levels of the enzyme
XRN1, viral protein and genome levels appeared to increase too. Additionally, we successfully
generated a stable knockdown of XRN1 expression using shRNA and observed a marked decrease in
viral protein and genomic amounts under XRN1 depletion. Fluorescence microscopy analysis in
development also corroborate a change in the number of Processing Bodies, known as cytoplasmic
granules of mRNA and decay-machinery proteins, upon HIV expression in XRN1 knockdown cells.
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.

Financing: FONDECYT #1180798 / 1211547 to Dr. Fernando Valiente-Echeverria, FONDECYT
Nr.1190156 to Dr. Ricardo Soto-Rifo and CONICYT grant Nr. 21190857 to Josefina Marin.
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Caracterizacion de bacterias Gram negativas resistentes a carbapenémicos provenientes de
aislamientos clinicos de un hospital de tercer nivel de la ciudad de Bogota D.C y uso de péptidos
antimicrobianos
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Introduccién: La resistencia antibiética de tipo carbapenémicos en bacterias Gram Negativas
representa un grave problema en los sistemas de salud, ocasionado mayores costos en la atencion y
aumento de la morbi-mortalidad. Adicionalmente estos microorganismos poseen la capacidad de
formar biopeliculas, favoreciendo la persistencia de estas infecciones. Asi mismo, debido a la
pandemia de COVID-19 se ha elevado el uso indiscriminado de antibiéticos que contribuyen a esta
problematica. Objetivo: Caracterizar algunos aislamientos clinicos de bacterias Gram negativas
resistentes a carbapenémicos y evaluar el efecto inhibitorio de dos péptidos antimicrobianos. Métodos:
Se caracterizaron 63 aislamientos clinicos mediante el sistema BD Phoenix 100™; se determind
mediante PCR convencional la presencia de genes blaKPC, blaNDM y blaVIM asociados a la
produccion de carbapenemasas y adicionalmente los genes mrkA, psiA y csgA involucrados en la
formacion de biopelicula. Finalmente se evalud la actividad antimicrobiana de los péptidos LL37-1y D-
LL37-1, desde 5 pM mediante curvas de crecimiento por 48 horas. Resultados: Los aislamientos
evaluados correspondieron a Klebsiella spp (44), E. coli (7), P. aeruginosa (6) y otros microorganismos
Gram negativos (6). Se encontré que blaKPC se expresé en 59 de los aislamientos (93.5%), blaNDM
en 28 (44.4%) y blaVIM en 13 aislamientos (20.6%). Se detectaron los genes mrkA en 42 aislamientos
de Klebsiella spp., csgA en 5 aislamientos de E. coliy ps/A en los 6 aislamientos de P. aeruginosa. La
evaluacion antimicrobiana de LL37-1 y D-LL37-1 demostré disminucion del crecimiento bacteriano con
prolongacion gradual en el tiempo de la fase Lag a concentraciones de 2.5y 5.0 yM, y disminucion de
la fase exponencial frente al crecimiento basal del microorganismo. Conclusién: Se evidencia una
amplia distribucion de cepas resistentes a los carbapenémicos, siendo blaKPC el gen mas frecuente,
lo que traduce en una alta distribucion de carbapenemasas de tipo KPC que podria llevar al fracaso
del tratamiento convencional. Ademas de la circulacién de genes mrkA, pslA y csgA asociados a las
etapas iniciales de la formacion de biopelicula. Los péptidos LL37-1 y D-LL37-1 demostraron potencial
inhibitorio a concentraciones de 2.5y 5.0 uM, constituyendo una promisoria alternativa en la busqueda
de nuevos antimicrobianos.

El presente trabajo de investigacion fue financiado por Minciencias en su Convocatoria 874 de 2020
para el fortalecimiento de proyectos en ejecucion de Ctel en ciencias de la salud con Talento joven e
impacto regional
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Aislamiento y caracterizaciéon de rizobacterias desde Phaseolus vulgaris L. y su papel en la
germinacion de semillas y crecimiento de las plantas
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El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es la leguminosa de grano mas importante del mundo, ya que
representa el 87% de las leguminosas mas consumidas. En Chile se ha perdido la biodiversidad de
este sustituyendo las variedades antiguas por variedades modernas mas resistentes debido a multiples
factores, como lo son, la explotacion excesiva de recursos naturales, sequia, estrés hidrico y las
elevadas temperaturas. En el presente estudio se determiné la influencia de la inoculacion de bacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) sobre la germinacion de semilla y el crecimiento del
vastago de frijol comun nativo chileno (Phaseolus vulgaris L.). Se aislaron dos especies de Bacillus
(Cyn1y Cyn2) en medio LB y estos dos aislados aumentaron la tolerancia al estrés in vitro en respuesta
al estrés de temperatura (70°C), estrés salino al 5% p/v y al estrés por sequia (10%). Se evalud el
potencial de promocion de crecimiento en la germinacion de semillas y crecimiento del vastago en
condiciones de estrés salino y no salino a través de experimentos en macetas. La inoculacion de
semillas con las bacterias Cyn1, Cyn2 y consorcio aumento la longitud de raiz y del vastago a
comparacion de los controles sin ningun tratamiento. En este estudio se necesita entender las
caracteristicas de las PGPR asociado con las bacterias aisladas ya que pueden aportar informacion
importante sobra las interacciones planta-bacteria de los frijoles comunes nativos chilenos.

Financing: Fortalecimiento Desarrollo Cientifico de Centros Regionales 2020 (No.R20F0001)
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Efecto de la aplicacion de campo magnético estatico tipo pulso y tipo continuo en la
composicion del biofilm en tuberias de agua de mar
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Ante la escasez hidrica que afecta a nuestro pais, el uso del agua de mar en procesos industriales va
en aumento. Sin embargo, su uso trae problemas a la industria, uno de ellos es el transporte de agua
de mar hacia faenas mineras, ya que en las tuberias se produce formacion de biofouling. Esta
problematica lleva a la industria a emplear tecnologias antifouling de naturaleza quimica, provocando
un alto impacto ambiental. El objetivo de este estudio es analizar la formacién del biofouling en las
tuberias de transporte de agua de mar, desde un punto de vista microbiolégico, sometiéndolo a
exposicion de Campos Magnéticos Estaticos como perturbaciones de tipo Pulso y tipo Continuo, las
cuales pueden generar cambios en la composicion y diversidad de la comunidad microbiana de forma
estimulante, inhibitoria o no observable. El estudio se realizé en tuberias de transporte de agua de mar
de High Density Polyethylene con imanes de neodimio en forma de pulso y de forma permanente
durante dos periodos de experimentacion Otofio — Invierno y Primavera — Verano. El biofouling se
caracterizd mediante la medicion de parametros fisicoquimicos, viabilidad celular, y analisis
metagendmicos para conocer la composicion de la comunidad microbiana de bacterias y eucariontes
presentes en las biopeliculas. Los resultados no demuestran cambios significativos en los parametros
fisicoquimicos en presencia de CME. Para el caso biolégico se registraron variaciones de estimulacion
e inhibicion de viabilidad celular en CME tipo pulso y tipo continuo en ambos periodos de
experimentacion. La ausencia o presencia de OTUs en cada tratamiento se debe a la sensibilidad o
tolerancia al CME, los cuales fueron diferentes en cada estacionalidad. La composicion de bacterias y
eucariontes en las biopeliculas varia significativamente entre las estaciones del afio y también entre
los grupos controles y los grupos expuestos a CME. Este trabajo registra uno de los primeros
acercamientos a los efectos del CME en comunidades microbianas marinas, aunque se observan
efectos de sensibilidad e inhibicion, también existe evidencia estimulante. Este comportamiento se
debe a la interaccion de especies presentes en la comunidad junto con los parametros ambientales
que intentan adaptarse a este habitat perturbado.

Financing: Proyecto FONDEF ID15110487 “Desarrollo de una tecnologia anti-incrustante utilizando un
campo magnético estatico para el biofouling en tuberias” Programa semillero de investigacion de la
Universidad de Antofagasta“ Caracterizacion de una linea base para el analisis del biofouling”
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Nostoc una super bacteria holobionte en humedales altoandinos
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Salar de Huasco es un humedal ubicado en el Altiplano a 3.800 msnm y considerado un oasis de
biodiversidad microbiana. La alta radiacién, extremas variaciones de temperatura y gradientes de
salinidad generan condiciones desafiantes para la subsistencia de la vida. En este ecosistema, las
cianobacterias son diversas en el agua y sedimentos, conformando conspicuos tapetes microbianos
de distinta consolidacion. Algunas generan agregados macroscépicos como las colonias de Nostoc sp.
que promueven una sucesion ecolégica en suelos expuestos a una minima humedad y extrema
desecacion. El objetivo de este estudio se focalizd en explorar la composicion y caracterizar
preliminarmente la respuesta fotosintética de colonias de Nostoc sp. La metodologia empleada
consistio en la recoleccion de Nostoc desde la proximidad de las vertientes del Salar (H3, septiembre
2019) para: 1) la estandarizacién de un procedimiento de extraccion de ADN de la calidad requerida
para secuenciacion metagendmica (MiniOn), 2) evaluacién de su respuesta fotosintética en un
experimento de exposicion y recuperacion frente a los aumentos de radiacion solar, 100% de radiacién
solar (RS) vs a la sombra (filtro ~30% RS), mediante el uso de fluorimetro Mini -PAM. Los resultados
de la secuenciacién masiva indican que la agregacion es compleja, conformada principalmente por
Nostoc sphaeroides (% reads 4.3, abundancia 0.214) y potencialmente por otras Nostocales y por una
diversa comunidad microbiana acompafante, siendo Betaproteobacteria, Porphyrobacter,
Hydrogenophaga, Flavobacterium, las mas frecuentes, ademas de otras Cianobacterias. Ademas, el
analisis metagendmico indica la presencia de genes asociados con la fotosintesis, fijacion de nitrégeno,
vias anaplerdticas y otras relacionadas con el carbono, metano e hidrogeno. Las respuestas
fotosintéticas en tratamiento 30% RS fueron mayores en comparacion al 100% RS, evidenciando asi,
una fotoinhibicion de la fotosintesis en este Ultimo. En conclusién, nuestro estudio indica que los
agregados de Nostoc son un holobionte, con un alto potencial fotosintético capaz de tolerar las
condiciones extremas de radiacion del Salar y presentar una contribucion en la fijacion de nitrégeno y
otras vias como la utilizacion de hidrégeno, tipicas de ambientes extremos aridos.

Financing: Fondecyt 1171324, Fondecyt 1211977, FCE_1_2019_1_156308
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En los ultimos afos la Organizacion Mundial de la Salud, ha alertado con respecto a la resistencia que
presentan diferentes microorganismos a los antibiéticos. Segun esto, se ha definido un grupo de
prioridad critica, que incluye bacterias multirresistentes como, Acinetobacter spp., Pseudomonas y
algunas enterobacteriaceas; las cuales han sido aisladas desde pacientes humanos, que utilizan
dispositivos médicos, tales como catéteres intravenosos o0 sondas urinarias. Recientemente
Acinetobacter spp. se ha convertido en uno de los agentes bacterianos multirresistentes de mayor
relevancia clinica en las infecciones asociadas a la atencién en salud. Los hospitales veterinarios, no
son ajenos a esta situacion y es asi como también, se ha aislado desde catéter venoso en pacientes
equinos. Por otro lado, hay estudios que indican que el utero de las yeguas esta provisto de diversos
microorganismos, donde E. coli es el mas frecuente. El objetivo de este estudio fue detectar
Acinetobacter spp. desde la cavidad uterina de un grupo yeguas sanas. Para ello, fueron muestreadas
21 yeguas mediante una biopsia, obtenida desde el endometrio de cada animal, la muestra fue triturada
y sembrada en diferentes medios de cultivo y la identificacidon de los diferentes morfotipos fue realizada
mediante MALDI- TOF. De las 21 yeguas muestreadas, se detectd Acinetobacter spp. en un 28,57%.
La especie Acinetobacter baumanii, fue detectada 14,2% del total de las yeguas. Otros
micoorganismos igualmente fueron aislados: Escherichia coli, Enterococcus, Enterobacter cloacae,
Streptococcus equi, Brevundimona diminuta, Ochrobactrum anthropi, Escherichia hermannii,
Enterococcus faecalis, Proteus miriabilis, Rhizobium spp. Esta informacion indica, que yeguas y su
entorno reproductivo, son una fuente de origen de diferentes microorganismos, los cuales pueden ser
diseminados hacia otros animales y al ser humano, mediante el contacto directo e indirecto. La
proporcion de bacterias multirresistentes que causan infecciones en animales ha aumentado
continuamente y el conocimiento sobre Acinetobacter spp. en medicina veterinaria es escaso, por lo
que es necesario continuar evaluando la resistencia a antibiéticos que presentan estos
microorganismos.

Financing: ANID. PAI Nro. 77190079
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La presion del medio en el que se desarrolla un microorganismo podria generar variaciones en sus
genomas que podrian conllevar al aumento de la supervivencia de este. Un tipo de variacion, son los
polimorfismos de nucledtido simple (SNPs), que consisten en modificaciones en un unico nucleétido
de la secuencia de un gen; estos, podrian ser sinbnimos o0 no sindnimos, siendo los ultimos, los que
pueden generar cambios conformacionales en las proteinas y asi conferirle ventajas de supervivencia
en el medio. El microorganismo objeto de estudio, corresponde a Piscirickettsia salmonis, una bacteria
Gram negativa, inmovil, pleomorfica e intracelular-facultativa, que afecta rifidn, higado, bazo, intestino,
cerebro, ovario y branquias de los salménidos de cultivo; esta, ocasiona el Sindrome Rickettsial
Salmonideo (SRS) o mas correctamente Piscirickettsiosis, una de las patologias mas perjudiciales para
los cultivos de salmon en Chile. Teniendo en cuenta lo previamente mencionado, se ha planteado el
objetivo de establecer el efecto de SNPs en genes asociados a factores de virulencia del patégeno de
salmonidos Piscirickettsia salmonis, mediante la busqueda, comparacién y analisis de genes en los
genomas disponibles en NCBI de 6 aislados obtenidos a partir de infecciones de campo, comparadas
con la cepa tipo LF-89T y la cepa EM-90. Para ello, se realizé un analisis in silico, mediante el cual se
estudié el numero de SNPs y los cambios que generaron en las proteinas Hsp60, ClpB, Bfr, PvrA,
Peptidasa-M4, involucradas en los distintos procesos de infeccion de P. salmonis. Todo ello, apoyado
de herramientas bioinformaticas como BLAST, Clustal, Conserved Domain, Jalview, SWISS-MODEL,
Chiron, Pymol. Los resultados obtenidos en el analisis in silico, indican que hay presencia de SNPs
sinénimos y no sindnimos en las secuencias de las proteinas analizadas y estos a su vez, generaron
cambios en aminoacidos y cambios conformacionales de la estructura 3D, que podrian explicar ciertas
ventajas de virulencia a algunas cepas en condiciones de infeccidn, sin participacion de nuevos genes.

Financing: FONDAP-INCAR Proyecto Nro. 15110027
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Anadlisis del secretoma de pacientes con carcinoma oral de células escamosas revel6 la
presencia del patégeno periodontal Fusobacterium nucleatum y cambios en la transicién
epitelio-mesénquima como un potencial mecanismo de progresion del cancer.

Camila Muioz', Tamara Rojas’?, Marcos Fraga', Mauricio Hernandez?, Milly Yanez*, Mabel Vidal'®,
Estefania Nova-Lamperti’

(1) Universidad de Concepcion, Laboratorio de Inmunologia Molecular y Traslacional, Departamento de Bioguimica Clinica e
Inmunologia, Facultad de Farmacia, Concepcién, Chile. (2) Universidad de Talca, Facultad de Ingenieria, Talca, Chile. (3)
Instituto MELISA, San Pedro de la Paz, Chile. (4) Unidad de Anatomia Patolégica y Servicio Odontolégico, Departamento de
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Introduccién: El carcinoma oral de células escamosas (OSCC) es la manifestaciéon mas comun del
cancer oral, cuya supervivencia a los 5 afios describe ser inferior al 16%. Dentro de sus factores de
riesgo, se ha propuesto a la Periodontitis, debido a la presencia de patdégenos periodontales que
contribuyen a la progresién del OSCC, sin embargo, los mecanismos modulados por el bacterioma
tumoral aun no se conocen en su totalidad. El objetivo de este proyecto fue identificar bacterias
periodontales pro-tumorales y sus posibles mecanismos asociados con la progresion del cancer.
Métodos: Se obtuvieron biopsias de pacientes con OSCC y controles sanos que se cultivaron durante
48 horas para la recoleccion del secretoma. Una vez recolectado, se llevé a cabo su analisis protedmico
utilizando TIM-TOF pro. Para el analisis posterior, PEAKS_Studio se utilizd para la caracterizacion del
secretoma humano y bacterioma, Intuitive_Pathway Analysis (IPA) para identificar vias de
sefalizacién activadas y Scaffold para cuantificar la presencia diferencial de proteinas humanas entre
condiciones. Resultados: El analisis de vias reveld6 que MYC vy lipopolisacarido (LPS) fueron los
principales reguladores positivos en OSCC en comparacion con el control. Debido a que LPS indica la
presencia de bacterias, evaluamos la presencia de proteinas bacterianas especificas enriquecidas en
OSCC frente al control. El analisis reveld la presencia de 19 proteinas Unicas en el secretoma de
OSCC, de las cuales 17 pertenecen de Fusobacterium nucleatum. Ademas, identificamos 4 proteinas
unicas en el secretoma control (Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Corynebacterium coyleae,
Listeria monocytogenes y Staphylococcus auricularis). Estudios previos han demostrado que
Fusobacterium nucleatum promueve la transicion epitelial mesenquimal (EMT). A partir de esto,
marcadores epiteliales y mesenquimales se compraron entre condiciones. Los resultados segun el
analisis Scaffold revelaron que marcadores epiteliales, como citoqueratina (KRT) 13, colageno a-1, E-
cadherina y T-cadherina se redujeron significativamente en las muestras de OSCC, mientras que
marcadores mesenquimales como MMP9, MMP11, MMP14, integrinas (ITG- a6, ITG-B1, ITG-R4) y
fibronectina aumentaron significativamente en el secretoma de los pacientes con OSCC comparado
con las muestras control. Conclusion: Nuestros datos revelaron que el secretoma de pacientes con
OSCC esta asociado con la presencia de Fusobacterium nucleatum y la potencial adquisicion de EMT.

Financing: Fondecyt Regular Nro. 1211480
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Bacterias asociadas a las larvas de Argopecten purpuratus que muestran una menor
susceptibilidad al patégeno Vibrio bivalvicida: ; Una fuente de probiéticos potenciales?

Katherine Solange Muioz Cerro'?, Ana Mercado®, German Lira®, Rodrigo Rojas®, Katherina
Brokordt®>#, Paulina Schmitt’

(1) Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso, Grupo de marcadores inmunoldgicos, Instituto de Biologia, Av. Universidad
330, Valparaiso, Chile. (2) Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso y Universidad Técnica Federico Santa Maria,
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El cultivo del ostiébn Argopecten purpuratus tiene un importante impacto en la economia local chilena.
Preocupantemente, la disponibilidad de semillas ha disminuido en parte debido a la mortalidad masiva
de larvas en los criaderos, causada por patdégenos bacterianos del género Vibrio. En los bivalvos, las
pruebas sugieren que la resistencia a las enfermedades es un rasgo heredable, por lo que puede
mejorarse mediante seleccion genética. Ademas, la microbiota bacteriana asociada a A. purpuratus
cambia durante la respuesta inmunitaria del ostién, lo que sugiere que la inmunocompetencia del ostion
podria estar relacionada con la composicion de la microbiota bacteriana. Por lo tanto, nos propusimos
caracterizar los probioticos potenciales mediante la identificacion de cepas bacterianas especificas
asociadas a las larvas de ostion que muestran una menor susceptibilidad al patégeno Vibrio bivalvicida
VPAP30.Para ello, se produjeron 18 familias de larvas de hermanos completos (FS) siguiendo un
disefio anidado de medio hermano paterno. A continuacion, se cultivaron las bacterias asociadas a
cada familia de larvas utilizando tres medios de agar diferentes y se almacenaron las colonias aisladas.
Paralelamente, se expusieron grupos de larvas pediveliger maduras de cada familia (FS) a una
concentracion letal 50% del patdégeno durante 24 horas y luego se determinaron las larvas afectadas
mediante observacion visual. Las familias (FS) de larvas mostraron fenotipos de susceptibilidad
variables y muy contrastados tras la exposicion al patégeno. Se observé entre un 15% y un 80% de
efecto nocivo en las larvas en comparaciéon con las no expuestas, clasificadas como de baja y alta
susceptibilidad al patégeno, respectivamente. Los aislados bacterianos asociados a las familias (FS)
que mostraban fenotipos mas contrastados se clasificaron por diferencias morfolégicas y se
identificaron mediante amplificacion por PCR y secuenciacién del gen 16S rRNA. Actualmente, se
estan realizando aproximaciones funcionales sobre el efecto probidtico de las cepas bacterianas sélo
encontradas como asociadas a familias (FS) de larvas que muestran baja susceptibilidad al patégeno.

Financing: La presente investigacion es financiada por el proyecto FONDECYT Regular 1200129
(2020-2024) PUCV/UCN y con el apoyo de la beca de doctorado nacional ANID 21201438
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The thioredoxin-fold protein 2 (TFP2) from the chemolitothotrophic bacterium Leptospirillum sp.
CF-1 is a chaperedoxin.

Claudia Mufioz Villagran', Jefferson Romero?, Katherine Izquierdo-Fiallo!, Felipe Arenas?, Gloria
Levican'
(1) Universidad De Santiago de Chile, Biologia-Laboratorio Microbiologia Basica y Aplicada, Quimica y Biologia, Av.

Libertador Bernardo O’Higgins 3363, Santiago, Chile. (2) Universidad De Santiago de Chile, Biologia-Laboratorio
Microbiologia Molecular, Quimica y Biologia, Av. Libertador Bernardo O Higgins 3363, Santiago, Chile

In bacteria, the proteins (re)folding is regulated by the chaperone systems DnaK/J/GrpE and GroES/EL.
The activity of these system can be affected by stress conditions since the accumulation of damaged
and oxidatively-inactivated proteins. Also, the stress exposure can lead to a decrease of intracellular
ATP concentration impairing the activity of classical ATP-dependent chaperone foldases (e.g. DnaK).
For this, under oxidative conditions cells activate ATP-independent chaperones redox-regulated like
Hsp20, Hsp33 and CnoX that avoid the aggregation of unfolding proteins. Interestingly, in Escherichia
coli CnoX, has a dual function as chaperone and thioredoxin named chaperedoxin. Acidophilic bacteria
can grow in environments with extremely low pH, high metal concentrations, high osmolarity in industrial
process and extreme desiccation in nature that could generate oxidative stress and consequently
produce proteins damage. Thus, it is envisioned that in these microorganisms ATP-independent protein
repair system could have a relevant role to face adaptation to extreme environments. In the acidophilic
bacterium Leptospirillum sp. CF-1 no CnoX encoding genes has been detected. However, a gene that
encodes a thioredoxin-fold protein (TFP2) is co-located with genes for chaperone GroES/EL, arisen the
hypothesis about a role of TFP2 like chaperedoxin. In this work, we characterized the structural and
phylogenetic relationship, and in vitro activity of TFP2. The protein revealed a high structural similarity
with thioredoxin-domain of CnoX (55% similitude to CnoX from E. coli). The analysis also showed that
it is similar with CnoX of other acidophilic microorganisms where the genetic context of co-location with
chaperones and/or proteases is well conserved. Finally, the enzymatic assay showed that it has a high
thiol reductase activity able of recognize an oxidized substrate protein (MsrA), and a high chaperone
activity regarding to CnoX and thioredoxin TrxA. These finding suggest that TFP2 could have a role in
(re)folding of proteins and extreme environmental conditions. This work paves the way for
understanding the basis of proteostasis mechanisms in extreme acidophilic bacteria.

Financing: Fondecyt Regular 1211386/ Fondecyt Postdoctorado 3200487 /Beca ANID 21210134.
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Andlisis bioinformatico de elementos estructurales de adherencia en bacterias acidoéfilas
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Los microorganismos acidofilos en ambientes acidos extremos son capaces de formar biopeliculas
sobre minerales sulfurados, y para que ocurra este proceso, es necesaria una adherencia inicial de las
células a la superficie en donde participan diversos mecanismos y sistemas propios de cada célula. El
pili tipo IV (T4P), el sistema de adherencia Tad y la flagelina son sistemas proteicos que funcionan
como apéndices y que permiten la adherencia a diferentes superficies. En microorganismos patégenos
estos elementos estructurales de adherencia han sido ampliamente estudiados y son considerados
claves en la adherencia inicial y la patogenicidad, sin embargo, su caracterizacion ha sido largamente
subestimada e ignorada en la literatura especializada en microorganismos aciddfilos. El objetivo de
este estudio fue caracterizar bioinformaticamente estos sistemas de adherencia en bacterias aciddfilas.
Para esto se analizaron 22 genomas de bacterias aciddéfilas y 5 de neutréfilas empleando herramientas
bioinformaticas tales como BLASTp, RAST y SnapGene para la busqueda y anotacion de genes y
proteinas, y MEGAX para los alineamientos y analisis filogenéticos. Para esta caracterizacién de genes
y proteinas se hizo énfasis en el T4P, Sistema Tad y la flagelina. Segun los resultados obtenidos, el
género Acidithiobacillus, en comparacion a otras acidofilas, posee casi la totalidad de genes que
codifican para las proteinas que componen el T4P. También, en este género, la pilina principal, PilA,
mostro tener una region ampliamente conservada en su extremo N-terminal. Con respecto al sistema
Tad, su presencia esta distribuida en algunas aciddfilas, pero hasta la fecha no se ha detectado algun
género o especie que posea el sistema completo codificado en su genoma. Finalmente, en relaciéon
con la flagelina, encontramos una elevada similitud de esta proteina dentro de los representantes del
género Leptospirillum, a diferencia de las otras aciddfilas, en donde luego de un analisis filogenético,
esta proteina se agrupa en un cluster especifico para este género. Los resultados sugieren que las
bacterias aciddfilas poseen diversos mecanismos de adherencia y que independiente de su tipo
podrian estar participando en la colonizacion temprana de los minerales sulfurados. Se discutira sobre
las adaptaciones de estos sistemas para enfrentar el medio extremadamente acido.

Financing: Agencia Nacional de Investigacion y Desarrollo (ANID), Chile / Beca de Doctorado
Nacional 2018 / 21181541Proyectos Fondecyt 1170799 y 1211386
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Microbial diversity and environmental characterization of five urban wetlands from Puerto Montt
and Llanquihue, Chile using 16S amplicon sequencing
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Urban wetlands are those located in cities and their surroundings, constituting a natural, social, and
ecological heritage, which are constantly threatened by anthropogenic pressure, such as real estate
development and unsustainable resource management. The need to detect the changes that occur in
the environment, caused naturally or by human activity, has increased dramatically in the last 50 years,
and they are key pieces to keep biodiversity, both flora, and fauna in urban areas. In Chile, there are
more than 40 thousand wetlands identified. According to data from Environment Ministry, in the Los
Lagos region, there is a record of 6,929 wetlands, of which 340 are in the Puerto Montt, 192 in Puerto
Varas, and 42 in Llanquihue. In recent years, various works have studied the microbiology of wetlands
using massive nucleic acid sequencing techniques. lliev (2019), studied the microbial structure of the
Maritsa River through massive sequencing, finding differences in its composition according to the
studied location. Usharani (2019), described those bacteria and fungi associated with wetlands help to
treat wastewater, being able to cycle inorganic compounds such as sulfate, phosphorus, and nitrogen.
In this work, we used 16S amplicon sequencing for the V3-V4 hypervariable regions and bioinformatics
tools based on R statistical language to describe the microbiology of 5 urban wetlands from the cities
of Llanquihue and Puerto Montt. Our results show differences in the alpha diversity index measured by
Shannon index in each wetland studied, and the main bacteria found belongs to Proteobacteria,
Firmicutes, Bacteroidota, Actinobacteriota, and Verrucomicrobiota. At the family and genus taxonomic
level, we identify in the microbiota core of the wetlands bacteria that include environmental,
anthropogenic, and harmful microorganisms such as Crocinitomicaceae Fluviicola, Ruminococcaceae
Faecalibacterium, and Microcystaceae Microcysti respectively. This study demonstrates that
sequencing methodologies can be used for environmental characterization based on the microbial
composition of urban wetlands.

This research was funded by ‘Proyecto Colaborativo #2034: Implementacion de estrategias
moleculares para caracterizar la condicion microbiolégica de humedales urbanos from the
‘Vicerrectoria de Vinculacion con el Medio’, Universidad San Sebastian, Chile.
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Analisis del perfil de resistencia de cepas bacterianas productoras de B-lactamasas de espectro
extendido en infecciones en un hospital de Santiago de Chile.
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Las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE+) son enzimas producidas por bacterias con capacidad
para romper el anillo betalactamico de antibiéticos como las penicilinas, cefalosporinas de amplio
espectro y monobactamicos. La resistencia bacteriana mediada por la produccién de estas enzimas
se ha convertido en un problema de salud publica, debido a que pacientes infectados con bacterias
productoras de B-lactamasas presentan mayor riesgo de mortalidad debido a la resistencia generada
frente a los antimicrobianos de actual uso en clinica. El objetivo de este trabajo consistié en analizar el
perfil de resistencia de las cepas bacterianas productoras de B-lactamasas de espectro extendido
causales de infecciones en un hospital de Santiago de Chile, durante los meses de marzo a junio de
2021. Para ello, se analizaron los registros a partir de 59 muestras de pacientes en relacion a sus
variables demograficas, fecha de obtencidn, tipo de muestra, identificacion de la bacteria causante de
infeccién, resultados de antibiogramas y deteccion de produccién de B-lactamasas mediante sistema
automatizado de microdilucion en caldo. Del total de muestras obtenidas, un 45,5% fueron pacientes
de sexo femenino y un 54,5% sexo masculino. Los resultados mostraron que del total de muestras, un
37,3% resultaron positivas para bacterias productoras de B-lactamasas. De estas, el mayor porcentaje
corresponde a bacterias de la especie Klebsiella pneumoniae (63%), seguido de Escherichia coli
(22,7%), Proteus mirabilis (9,1%) y Enterobacter cloacae (4,5%). El 77,3% del total de bacterias
productoras de BLEE+ fueron de muestras de orina, el 18,2% de aspirado endotraqueal y el 4,5% de
tejido. Ademas de su resistencia a cefalosporinas, del total de BLEE+, el 95,5% mostraron resistencia
a quinolonas, el 95,4 % a antifolatos, el 54,5% a penicilina + inhibidor de betalactamasa, el 38,6% a
aminoglucésidos y el 13,6% a carbapenémicos. En conclusién, las infecciones producidas por
bacterias multirresistentes BLEE+ en este periodo, tienen bajas opciones de tratamiento distintas a los
carbapenémicos, dado su perfil de multirresistencia, afectando a las opciones de tratamientos
empiricos comunmente utilizados en clinica, en concordancia con el aumento mundial de la resistencia
antimicrobiana.

Financing: Proyecto interno DIUA181-2020, Universidad Autdénoma de Chile, Chile.
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Regulated Ire1-dependent mRNA decay is upregulated in human microglia by Zika virus
infection.
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The Unfolded Protein Response is a cellular stress response activated by an accumulation of unfolded
or misfolded proteins in the lumen of the endoplasmic reticulum. The UPR can also be activated in
response to viral infection. There are three main receptors regulating this response, inositol requiring
enzyme-1 (IRE1), activating transcription factor 6 (ATF6), and protein kinase RNA-like endoplasmic
reticulum kinase (PERK), which all contain ER luminal domains that monitor the quality of ER proteins
and cytosolic domains that activate mechanistically distinct signal transduction cascades. One of
particular interest to us is IRE1a, which upon activation and dimerization is able to do an unconventional
splicing to the cytosolic Xbp1 mRNA, allowing for the translation of a functional Xbp1 protein, a
transcription factor that regulates the establishment of survival or death response in different cell types.
On the other hand, the endonuclease activity of IRE1a can degrade a series of mMRNAs by a process
called regulated IRE1-dependent decay (RIDD). In our lab, we have been able to stablish human
microglia as a ZIKV infection model for IRE1a activity in vitro analysis. Our studies mainly focused to
IRE1a role in viral infection, and to do so we took a pharmacological approach for inhibition and
stimulation of this receptor. Those experiments allowed us to understand IRE1a in vitro response in
human microglia, by characterizing transcript levels and protein expression of IRE1a regulated genes.
Later we determined how ZIKV infection altered the IRE1a response in our model, and how IRE1a
activity can alter viral replication. Finally we have been working to understand if the viral activation of
IRE1a receptor under viral infection establish a prosurvival or apoptotic profile in microglia.

Para el financiamiento del proyecto contamos con fondos provenientes de Fondecyt n° 1190156,
Fondecyt n°1161212, HHMI International Research Scholar grant 5500874, y Beca de Doctorado
Nacional 2019-21190771.
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Comparaciéon de las técnicas de precipitacion con polietilenglicol y floculacion con leche
descremada para la concentracion de SARS-CoV-2 desde matrices de aguas residuales
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Introduccién: La pandemia de COVID-19 ha obligado a desarrollar estrategias para obtener informacion
en tiempo real sobre la propagacién del virus. En este sentido la vigilancia de aguas residuales es una
excelente metodologia para evaluar la carga viral y obtener informacién sobre la circulacion viral en la
poblacion. La mayoria de las técnicas utilizadas para concentrar virus de estas matrices, han sido
desarrolladas para virus no envueltos, por lo cual es necesario evaluar el rendimiento de dichas
técnicas con SARS-CoV-2, un virus envuelto. El objetivo de este estudio fue comparar dos técnicas de
bajo costo: floculacion con leche descremada y precipitacion con polietilenglicol (PEG), utilizando
directamente el virus SARS-CoV-2. Métodos: Se utilizaron muestras de agua residual provenientes de
alcantarillado, las cuales se mezclaron obteniendo una muestra homogénea, que se esterilizé por un
ciclo de autoclave y se confirmd la ausencia de material genético de SARS-CoV-2 mediante qRT-PCR.
Tanto para la floculacién con leche, como para la precipitacion con PEG 8000 se utilizaron 100 mL de
volumen de muestra inicial, los cuales fueron inoculados utilizando un stock de SARS-CoV-2 inactivado
a 60°C por 60 minutos con un titulo de 1.8x106 PFU/mL. Posteriormente se realizd la extraccion de
ARN vy luego se realiz6 la cuantificacion del material genético viral por qRT-PCR utilizando las dianas
N1, N2, E y RdRp. Resultados La concentracion mediante floculacion con leche, presentd un mejor
rendimiento de recuperacion que con precipitacion con PEG. El gen N1 mostro el porcentaje mas alto
de recuperacion (13.6%-0.9%), seguido por el gen E (12%-0.8%), mientras los demas genes mostraron
una tendencia similar: N2 (3.9%-0.03%), y RdRp (7.5%-0.2%). Conclusién: Nuestros resultados
sugieren que la floculaciéon con leche tiene un mejor rendimiento que la precipitacién con PEG para
concentrar material genético viral desde aguas residuales, lo cual perfila este método como el ideal
para ser aplicado en el monitoreo de este virus en estas matrices. Los genes N1 y E mostraron una
mayor sensibilidad y consistencia en la recuperacion viral, resultando ser los dos mejores genes para
cuantificar en ambos métodos en agua residual.

Este trabajo fue realizado gracias al financiamiento otorgado por ANID COVID, COVID0460.
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Rol de la proteina chaperona Hfq en el mantenimiento de la homeostasis de la envoltura bajo
estrés osmoético en el patéogeno de salmoénidos Yersinia ruckeri.
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Yersinia ruckeri es una enterobacteria Gram-negativo que infecta a salmones, tanto en agua dulce
como salada, exponiéndose a estrés osmoético. Una estrategia utilizada por muchas bacterias para
mantener la integridad de su envoltura bajo estrés osmatico, es la activacion de sistemas de respuesta
a estrés de envoltura (ESR), como los sistemas de dos componentes CpxAR y el factor Sigma E
(RpoE). Ambos sistemas permiten modular la expresiéon génica mediante la activacion de RNAs
pequenos no codificantes (sSRNAs), los cuales a su vez se aparean con mRNAs blancos, promoviendo
o reprimiendo su traducciodn, en conjunto con la chaperona Hfq. En consideracién que Hfq es un factor
global que permite el funcionamiento de multiples sRNAs bajo condiciones de estrés en diversas
bacterias, nos propusimos evaluar el rol de Hfg en Y. ruckeri bajo estrés osmoético. Secuenciamos el
genoma de una cepa aislada desde una salmonera en Chile, verificando la presencia de genes
homodlogos para los sistemas CpxAR, RpoE y la proteina Hfg. Ademas, encontramos genes homologos
para los sRNAs MicA, MicF, CpxQ y RybB, los cuales han sido relacionados con estrés osmdético en
otras enterobacterias. Analisis informaticos predictivos realizados, nos sugieren a los mMRNAs ompF,
ompC y ompN (porinas u OMPs), como posibles blancos de dichos sRNAs. Los perfiles de OMPs
obtenidos mediante SDS-PAGE, tanto de la cepa silvestre (WT) como de la cepa deficiente en hfq
(Ahfq) bajo estrés osmatico, evidencian una desregulacion de la expresion de porinas en ausencia de
Hfg. Asimismo, analisis de expresion por RT-gPCR revelan que los transcritos de ompF y ompN
aumentan en la cepa Ahfq. Por su parte, los niveles de los sRNAs MicF, CpxQ y OmrA, disminuyen
drasticamente en la cepa Ahfq, sugiriendo que la ausencia de Hfq provoca una desestabilizacion de
los sRNAs y la subsecuente pérdida del control negativo sobre la expresién de porinas.
Interesantemente, en la cepa Ahfg también se evidencia un aumento significativo de la expresion de
los sistemas ESR. En su conjunto, los resultados indican que la proteina Hfq de Y. ruckeri participa en
la respuesta a estrés osmético, conformando una red regulatoria con sRNAs y los sistemas ESR.

Financing: FONDECYT iniciacion #11201070; CONICYT/FONDAP Grant #15110027
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Las levaduras que habitan en ambientes frios han desarrollado adaptaciones que les permiten crecer
en o tolerar las condiciones extremas a las que estan expuestas. Las enzimas producidas por estos
microorganismos adaptados al frio han sido foco de estudio en las ultimas décadas principalmente por
su potencial aplicacion en diversas industrias, ya que permitirian reducir la temperatura de los
procesos, disminuyendo asi los costos e impacto ambiental. Con el objetivo de encontrar enzimas con
potencial biotecnoldgico, se estudio el transcriptoma de ocho levaduras aisladas desde suelos
provenientes de la isla Rey Jorge, en la region subantartica. Desde su ORFeoma se identificaron,
mediante Basic Local Alignment Research Tool (BLAST), 35 secuencias codificantes para cinco tipos
de enzimas, alcohol deshidrogenasa (8), beta-glucosidasa (8), amilasa (5), fosfatasa acida (6) e
Isocitrato deshidrogenasa (8). Las cuales se sintetizaron y clonaron en los vectores de replicacion en
E. coli pUC57 o pCCI. Las secuencias de las amilasas, fosfatasas acidas, isocitrato deshidrogenasas
y dos de las beta-glucosidasas se subclonaron en el vector de expresion pPICZA y transformado en
Pichia pastoris. Se ensay06 la actividad enzimatica extracelular para clones recombinantes de 4
amilasas y 2 fosfatasas recombinantes en placas de agar Yeast Nitrogen Base (YNB) conteniendo
almidon o fenolftaleina difosfato, respectivamente. En los 4 clones de amilasas se evidencié actividad
(un halo transparente) revelada mediante tincion con yodo. En el caso de actividad fosfatasa no se
observo clones positivos (aparicion de halo morado al revelar con una solucién de hidroxido de
amonio). En este caso sera necesario determinar la presencia de la enzima recombinante en el espacio
intracelular. En resumen, se han subclonado 21 de las 35 secuencias sintetizadas correspondientes a
enzimas de levaduras adaptadas al frio, obteniendo 4 clones de P. pastoris productores de amilasas
recombinantes.

Financing: Fondecyt Regular 1180233
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Caracterizacion del perfil de susceptibilidad a los antibiéticos en bacterias Gram negativas
resistentes aisladas desde aguas superficiales y agua potable en la ciudad de Molina, Regién
del Maule, Chile
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Los sistemas acuaticos representan uno de los ecosistemas mas importantes para la liberacion,
mezcla, persistencia y propagacion de bacterias resistentes a los antibioticos (BRAs). La actividad
humana es uno de los principales contaminantes, no solo aportando bacterias resistentes, sino que
también liberando antibidticos. Por este motivo es necesario implementar protocolos de evaluacion de
riesgos que permitan rastrear fuentes contaminantes. El objetivo de este trabajo fue aislar BRAs desde
cursos de agua superficial y agua potable en la ciudad de Molina, VII Region del Maule, Chile. En las
cuencas de los rios Claro y Lontué se recolecté 1L de agua superficial, mientras las muestras de agua
potable se recolectaron desde el grifo de la cocina de habitantes de la ciudad. De cada hogar se filtraron
10 Litros de agua mediante el sistema Modified Moore Swab (MMS). Cada muestra se sembro en tres
placas de agar MacConkey, suplementadas con 1 antibidtico respectivamente: ceftazidima 2 pug/mL,
ciprofloxacino 2 ug/mL, y una tercera con disco de ertapenem 10 ug. Se incubaron a 37°C durante 24
hrs. Posteriormente se seleccionaron las colonias segun su morfologia y los distintos morfotipos fueron
identificados por MALDI-TOF. Finalmente se realizaron antibiogramas utilizando 15 antibiéticos para
los aislados confirmados como Enterobacteriaceae, Pseudomonas sp. o Acinetobacter sp. Se
obtuvieron un total de 145 bacterias resistentes: 130 aisladas desde aguas superficiales y 15 aisladas
desde agua potable. Del total de aislados, 86 crecieron en Ceftazidima, 47 en Ertapenem y 12 en
Ciprofloxacino los cuales fueron identificamos como: Enterobacteriaceae (15), Pseudomonas sp (88)
o Acinetobacter sp (42). Finalmente, 39 aislados del total presentaron un fenotipo de multi-resistencia
(MDR) siendo resistentes a 3 o mas familias de antibiéticos, mientras que 43 presentaron resistencia
a 2 familias de antibidticos. El aislamiento de bacterias resistentes desde todos los cursos de agua
muestreados deja en evidencia la necesidad de monitorear este tipo de sistemas para tener un
conocimiento acabado de la resistencia a nivel ambiental, ya que estos ambientes podrian ser fuentes
para la adquisicion de BRAs por parte de las personas convirtiéndose en un riesgo para la salud
publica.

Financing: Financiamiento: ANID Iniciativa Milenio para la Investigacién Colaborativa en Resistencia
Antimicrobiana, MICROB-R, NCN17_081.
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Identificacion de una familia de efectores del sistema de secrecion del tipo Ill de Vibrio que
contienen un dominio de serina/treonina quinasa conservado
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Vibrio parahaemolyticus es un patdégeno marino zoondético capaz de producir diarrea aguda, siendo la
principal causa de gastroenteritis asociada al consumo de mariscos en el mundo. Las cepas derivadas
del clon pandémico incluyen dos Sistemas de Secrecion de Tipo lll (T3SS1 y T3SS2). Estos son
nanomaquinas proteicas que han evolucionado para interactuar mediante el transporte directo de
efectores, para perturbar las vias de senalizacion de la célula eucarionte. El T3SS2, codificado en la
VPal-7, es de los principales factores de virulencia y del cual se han identificado nueve efectores,
existiendo aun 29 proteinas hipotéticas en la VPal-7. Analisis en nuestro laboratorio, revelaron al ORF
VPA1328 como un posible nuevo efector del T3SS2 con homologia al efector VopG de Vibrio cholerae,
cuya funcion es desconocida. Para determinar si VPA1328 es un efector del T3SS2, construimos una
fusién génica entre VPA1328 y el dominio activo de la adenilato ciclasa (CyaA) del plasmido pCyaA.
Con la fusion VPA1328-CyaA detectamos la secrecién al sobrenadante de cultivo mediante
inmunodeteccion y la translocacion a células Caco-2 mediante la cuantificacion de AMPc por ELISA
de VPA1328, cuando el T3SS2 se encuentra activo. Interesantemente, identificamos mas de 2000
homologos a VPA1328 en diversas especies de Vibrio y Shewanella, los cuales conservan su extremo
C-terminal. Analisis bioinformaticos por alineamiento multiple de secuencias y modelamiento por
homologia del extremo C-terminal de VPA1328, destacaron la similitud con el dominio serina/treonina
quinasa de la familia de efectores NleH, sugiriendo una potencial actividad catalitica. En general, los
efectores de la familia NleH pueden perturbar la respuesta inmune inhibiendo la secrecién de
interleuquina 8 y la supervivencia celular. Por lo cual, determinamos si el efector VPA1328 contribuye
a estos procesos, con una cepa mutante del ORF VPA1328 y realizando ensayos de infeccién en
células Caco-2. Nuestros experimentos no lograron demostrar la contribucion de VPA1328 en estos
procesos. Sin embargo, no es posible descartar su total participacion en la perturbacion de ambos
procesos, en el caso que exista redundancia con otros efectores del T3SS2 de V. parahaemolyticus o
gue posean otras funciones relacionadas, las cuales no somos capaces de detectar con este tipo de
experimentos.

Financing: (HHMI)-Gulbenkian International Research Scholar55008749, FONDECYT 1201805 y
REDI170269 (ANID) (C.J.B). FONDECYT 3200874 (ANID) (I.M.U). FONDECYT 1190957 (ANID)
(K.G). (HHMI) NIAID R01-Al-043247 (M.K.W).
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Influencia de la descarga de aguas servidas sobre la materia organica y su relaciéon con la
biogeoquimica del agua y la estructura del microbioma benténico en el estuario “El Sauce”
(Valparaiso).
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Resumen: Las descargas de plantas de tratamiento de aguas servidas (PTAS), vierten una alta carga
de materia organica (MO), que alteran las condiciones fisicas, quimicas y bioldgicas de los ecosistemas
acuaticos. En este estudio, se determind la influencia de una PTAS sobre diversos factores
ambientales, incluyendo gases de efecto invernadero (GEI) y nutrientes disueltos en el agua y su
relacion con cambios isotépicos N y C de la MO del sedimento y la composicion del microbioma
benténico en el estuario de “Laguna Verde”, un sistema crénicamente impactado por una PTAS
(Placilla, Valparaiso). El muestreo se realizé en invierno y verano (2020-2021), en 5 estaciones: pre-
descarga, post-descarga, pozén intermedio, pre-desembocadura y desembocadura. Las condiciones
fisicoquimicas, nutrientes y concentraciones de CO,, CHs y N2O se analizaron mediante métodos
estandar y cromatografia. Los resultados mostraron que, la MO en la PTAS present6 valores de 813C
(-28.31 en invierno y -29.34 en verano) y 615N (4.14, en invierno y 5.72 en verano) andmalos en
comparacion con la desembocadura (613C = -26.25 y -25.71 y 815N = 11.73 y 9.78 en invierno y
verano, respectivamente). Las concentraciones de GEI, fueron 729 y 1272 (uM) para el CO,, 55301 y
29124 (nM) para el CH4 y 3930 y 3270 (nM) para el N2O en la zona afectada por la PTAS, en invierno
y verano, respectivamente, siendo significativamente mayores (p < 0.05) en comparacion con las otras
estaciones. La composicion microbiana de la zona post-descarga, en comparacion a los otros sitios
muestreados, se caracterizo por una disminucién de phylum abundantes Gammaproteobacteria (17.23
versus 23.98 %), Bacteroidetes (15.15 versus 18.87) y Cyanobacteria (3.62 versus 11.6) y la presencia
de otros phyla exclusivos como las bacterias: Fusobacteria, Dependentiae, Chlamydiae vy
Lentisphaerae. Entre los grupos funcionales relacionados a los GEI, las metanogénicas vy
metanotroficas fueron abundantes en la PTAS, mientras que las nitrificantes disminuyeron. En
conclusion, este estudio revela que la PTAS de Placilla influye significativamente sobre la composicion
de la MO de los sedimentos y la estructura microbiana benténica nativa impactando en la capacidad
de reciclaje de nutrientes y GEI en el estuario.

Financing: Fondecyt 1211977, Proyecto Tesis Doctoral-UPLA, UPLAGUAS.
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Colonizacién comunitaria con bacterias Gram negativas resistentes a antibiéticos clinicamente
relevantes en Molina, Chile
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Las Condes 12461, Santiago, Chile. (2) Nucleo Milenio para la Investigacién Colaborativa en Resistencia Antimicrobiana
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La colonizacién con bacterias Gram negativas resistentes a antibiéticos (BGNR) clinicamente
relevantes (CR) es critica en la fisiopatologia de las infecciones causadas por éstos y en la
diseminacion de la resistencia. Conocer la magnitud de la colonizacion de BGNR-CR en la comunidad
es fundamental para disefar estrategias de autocuidado y politicas publicas adecuadas para su control.
El objetivo fue evaluar la colonizacién con BGNR a fluoroquinolonas, cefalosporinas de espectro
extendido [BLEE], carbapenémicos en individuos sanos en Molina. Entre diciembre-2019 y noviembre-
2020 se reclutaron 198 participantes adultos sanos en Molina (X regién-Chile). Se tomaron 12 muestras
fecales con intervalos de 15 dias, las muestras fueron cultivadas en medio MacConkey c/ceftazidima
(CAZ) o cl/ciprofloxacino (CIP) y analizadas en el Laboratorio de Gendmica y Resistencia Microbiana
(GeRM). Se reaislaron todos los morfotipos identificados, se realizé un antibiograma de acuerdo al
Clinical & Laboratory Standard Institute (CLSI-2020) y se identificd su especie por MALDI-TOF. Se
determiné mediante PCR la presencia de genes de resistencia. Se identificaron 1.114 y 1.800 aislados
desde las placas CAZ y CIP, respectivamente. De acuerdo a la caracterizacion por MALDI-TOF las
dos especies mas prevalentes fueron Escherichia coli (n=1.921) y Klebsiella pneumoniae (n=185), en
menor proporcién se identific6 Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii y otras
enterobacterias. Adicionalmente, 24/198 participantes se colonizaron durante el transcurso del estudio
con al menos una BGN multiresistente. Respecto a los perfiles de susceptibilidad, E. coli fue resistente
a CIP (46%), cefalosporinas (17%) y tan solo un 0,9% de estas fue clasificada como
multidrogoresistente (MDR), mientras que K. pneumoniae fue resistente a CIP (23%), cefalosporinas
(12%), carbapenémicos (3%) y un 4,9% cumplio con el criterio de MDR. Entre los aislados de E. coli
resistentes a cefalosporinas, 308/318 portaban al menos un gen de resistencia BLEE (blaTEM, SVH o
CTX-M15). En cambio 15/23 aislados de K. pneumoniae contenia algin gen BLEE. Ningun aislado
portaba genes de resistencia a carbapenémicos. Finalmente, la colonizacion de BGNR-CR en la
comunidad no es un hecho aislado y gran parte de estas es resistente a algun antibiético de uso clinico.
Es necesario implementar mayor vigilancia e identificar las vias de colonizacion de BGNR-CR para
prevenir su diseminacion.

Financing: FONDECYT REGULAR N°1211947
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Microbioma del suelo y su asociaciéon con las comunidades vegetales del ecosistema
mediterraneo de Chile Central en el Parque Nacional La Campana.
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La biodiversidad, parte fundamental de la historia natural de los paisajes, es reflejo de la trayectoria
ecolodgica de los ecosistemas aportando su resiliencia ante perturbaciones. Al centro del “hotspot” de
biodiversidad en Chile Central se ubica el Parque Nacional La Campana (PNLC), reconocido
mundialmente por su flora y fauna, y en menor medida por su riqueza microbiana. Este estudio tuvo
por objetivo caracterizar la estructura y composicién de las comunidades microbianas asociadas a
distintivos ecosistemas (i.e. comunidades vegetacionales) presentes en el PNLC: matorral esclerdfilo
(laderas de orientacion sur), xerofito (orientacion norte) y bosque de palmas (con orientacion oeste y
fondo de quebrada), distribuidos en funcién de variables topoclimaticas como la exposicién, elevacion
y la pendiente. Para esto, se realizd una caracterizacion de los ecosistemas vegetacionales y la
composicion microbiana del suelo, utilizando secuenciacion masiva (iTag-16S rRNA, V4) a partir del
ADN extraido desde suelos (n=28). Los analisis de estructura de las comunidades microbianas se
realizaron en la plataforma QIIME2. Los resultados de alpha-diversidad, basados en la distancia
filogenética (faith_pd), indican diferencias significativas entre las comunidades microbianas de suelos
noroeste con suelos norte (p=0.007), suelos del palmar en fondo de quebrada con suelos sur (p=0.004),
y suelos sur con suelos del palmar con orientacion oeste (p= 0.008). En general, los phylum mas
representativos encontrados fueron: Proteobacteria (32,18 %), Actinobacteria (29,3%) y Acidobacteria
(11,12%). Ademas, se encontr6 una predominancia de Crenarchaeota en los suelos del matorral
esclerdfilo (orientacion sur) en comparacion al resto de los sitios, una alta representacion de Cloroflexi
y Cyanobacteria en suelos de matorral xerdfito y de Proteobacterias en los suelos dominados por
Palma. La beta-diversidad estimada mediante la distancia Unifrac ponderada (70,87% en sus ejes)
indica que los microorganismos se asocian a sus categorias vegetacionales, siendo el matorral xerdfito
la formacion vegetal que presenta una comunidad microbiana mas particular. En conclusién, los
consorcios microbianos estudiados exhiben una estructura y composicion representativa de las
comunidades vegetacionales presentes en el PNLC, relacionadas con su orientacion y exposicion
solar, sugiriendo la estrecha relacién entre y el microbioma circundante del suelo, asi como a variables
topoclimaticas.

Financing: Proyecto FONDECYT 11170566, Proyecto FONDECYT 1211977 y Fondo interno de
desarrollo regional UPLA: CNE 23-20 “Fijadores de nitrégeno en costras bioldgicas bio-
enriquecedores del suelo de la region”.
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El Salar de Atacama ubicado en la region de Antofagasta a aproximadamente a 55 km al sur de San
Pedro de Atacama es un lugar que reune condiciones climaticas particulares. Su alto nivel de radiacion
UV, altas concentraciones de sal, ser el sitio mas seco del planeta, entre otros, hacen que este lugar
sea un modelo de estudio idoneo para la busqueda de microorganismos con caracteristicas especiales.
Hemos utilizado amplicon sequencing (16S rRNA v4) para caracterizar la microbiota del suelo asociado
a diferentes formaciones vegetacionales en superficie (Tessaria absinthiodes, Schoenoplectus
americanus, Baccharis juncea, Distichilis spicata, Juncus balticus y Lycium humile). Nuestros
resultados muestran un cambio de composicién en la microbiota del suelo, relacionado con las
diferentes formaciones vegetales en las superficies de cada zona de muestreo. Los resultados revelan
un cambio en la diversidad filogenética en el suelo de plantas higrdfilas transicionales (p=0.036), lo que
sugiere que la composicion del suelo con menos recursos hidricos es un nicho de microorganismos
especifico. Sumado a esto hemos detectado cambios en la abundancia de Filos y Géneros bacterianos,
que podrian relacionarse con la adquisicion de agua por parte de plantas higrofilas transicionales, como
por ejemplo: Halobacterota y Actinobacteriota. Nuestros resultados contribuyen a la comprension de la
microbiota del salar de atacama, focalizando y asociandolo a plantas higrofilas estrictas vy
transicionales. Estos resultados son de gran relevancia para futuros estudios sobre mecanismos
simbioticos entre la microbiota y plantas del salar frente a crisis hidrica.
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Efectos del estrés sobre la eficiencia de traduccion de ImnRNA en enterobacterias.
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Durante su ciclo de vida, las bacterias estan expuestas a cambios bruscos en su medio ambiente. Por
ejemplo, al ser fagocitadas por macrofagos, las enterobacterias se ven expuestas a condiciones
hostiles para su desarrollo, incluyendo cambios abruptos de pH, un fuerte estrés oxidativo y limitacién
en la disponibilidad de nutrientes como aminoacidos y hierro. Muchas de estas condiciones estimulan
la sintesis de (p)ppGpp. Para poder sobrellevar estas condiciones adversas, las enterobacterias han
desarrollado diversos mecanismos regulatorios, tanto a nivel transcripcional como traduccional, que
les permiten adaptar su proteoma a tales condiciones. Sin embargo, actualmente existe poca
informacion sobre el papel de la regulacién de la traduccion en la adaptaciéon del proteoma al estrés
ambiental y las interacciones huésped-hospedero. En este trabajo evaluamos si la exposicién a
condiciones hostiles como el estrés oxidativo y la carencia de hierro estimulan la traduccion de mRNA
carentes de lider, un tipo de mRNA que carece de 5’'UTR, incluyendo las sefiales canodnicas para el
inicio de la traduccion como la secuencia Shine-Dalgarno. Para esto, se comparé la eficiencia de
traduccion de reporteros fluorescentes que tienen un 5’UTR candnico versus uno que carece de region
lider para comparar la eficiencia de traduccién de los reporteros en condicién control y bajo estrés.
Nuestros analisis muestran que en Escherichia coli el estrés oxidativo, pero no la carencia de hierro,
induce la traduccién de mRNA carentes de lider gracias en un efecto mediado por (p)ppGpp indicando
que la traduccion de ImMRNA podria jugar un papel relevante en la interaccién patégeno hospedero.

Financing: PROYECTO FONDECYT 1191074
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Bacterias con actividad amilolitica aisladas de la fuente termal de Quilcate, Cajamarca - Peru
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La fuente termal de Quilcate se encuentra en la provincia de San Miguel departamento de Cajamarca,
Peru. Se caracteriza por tener temperaturas que fluctian entre 56 — 62°C y estar poco impactada por
la actividad humana, lo que la hace un ambiente ideal para explorar su potencial biotecnoldgico. Esta
es una primera aproximacion que explora la diversidad de bacterias cultivables productoras de
amilasas, aisladas de sedimento, tapete y biopelicula. En esta investigacion se obtuvieron 72 aislados
bacterianos en agar nutritivo, utilizando agua de la fuente como diluyente y fuente de micronutrientes
ajustando a pH 6.8, y se incub6 a 56°C simulando las condiciones de la fuente termal. Para evaluar la
actividad amilolitica, las bacterias de inocularon en agar almidén al 1% en donde se detectaron los
halos de hidrdlisis. 53 aislados presentaron halos de hidrélisis con diametros que varian entre los 1.00
mm — 23.62 mm de diametro, a las 48 horas a 56°C. Tres bacterias codificadas como Q12, Q25 y Q45,
cuyos diametros de halo de hidrolisis en milimetros corresponden 22.25 + 1.06; 23.13 £ 0.53 y 23.63
1.60 fueron identificadas mediante secuenciamiento y analisis del gen ARNr 16S, las cuales
pertenecieron, una al género Anoxybacillus y dos a la especie Bacillus licheniformis, respectivamente.

Financing: Proyecto semilla 395-2019 FONDECYT - PERU
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Isc system is the sole mechanism for iron-sulfur cluster biosynthesis in the acidophilic
bacterium Leptospirillum sp CF-1

Javiera Rivera-Araya', Myriam Perez', Braulio Paillavil', Claudia Mufioz Villagran', Renato Chavez',
Gloria Levican'

(1) Universidad de Santiago de Chile, Biologia, Quimica y Biologia, Av. Libertador Bernardo O Higgins 3363, Santiago, Chile

Iron-sulfur Fe-S clusters proteins are involved in several cell processes such as electron transfer and
DNA repair, among others. Organisms have developed multicomponent systems that promote the
biogenesis of Fe-S proteins. In Escherichia coli, the ISC system is the housekeeping Fe-S cluster
assembly system whereas the SUF system is specifically adapted to synthesize these clusters in harsh
environmental conditions such as oxidative stress and iron starvation. Acidophilic microorganisms thrive
in environments characterized by high concentrations of heavy metals that may induce oxidative stress.
In the present work, the Fe-S clusters assembly systems of acidophilic bacteria and archaea was
studied by using a bioinformatic approach. Results revealed that acidophilic microoganisms have a
complete set of genes encoding for a single system (SUF or ISC), but not both occurring simultaneously.
Acidophilic Proteobacteria and Nitrospirae contain iscRSUAX-hscBA-fdx genes for biosynthesis of Fe-
S clusters, suggesting that in these microorganisms, the ISC system may has a role under stress
conditions. To validate this prediction, the activity of ISC system was studied in Leptospirillum sp. CF-
1 (Nitrospirae). RT-PCR experiments showed that eight candidate genes are co-transcribed and
conform the Isc operon in strain CF-1. Additionally, RT-gPCR assays showed that the expression of the
iscS gene was significantly up-regulated in cells exposed to oxidative stress with 260 mM Fex(SO4)s for
1 h and iron starvation for 3 h. In the same line, the cysteine desulfurase (IscS) activity was activated
against oxidative stress with 260 mM Fez(SO.) for 0.5 and 1 h, and iron starvation for 3 h. Altogether
these results suggest that the ISC system from Leptospirillum sp. CF-1 may have a role under basal as
well as stress conditions. Finally, these results contribute to better understand the distribution and role
of Fe-S cluster protein biogenesis systems in organisms that thrive in extreme environmental
conditions.

Financing: Fondecyt Grants 1211386 and POSTDOC_DICYT COD 022043CR_POSTDOC
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Helmintiasis zoonoéticas emergentes: Desconocimiento sobre anisakiasis en consumidores
habituales de pescados.
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Durante la historia de la humanidad, los seres humanos han evolucionado expuestos y juntos a los
parasitos. Muchos factores aumentan la exposicion a las infecciones zoonéticas por helmintos, como
cambios en las costumbres sociales, dietéticas o culturales, cambios ambientales y desconocimiento.
Nuestro objetivo fue determinar el nivel de conocimiento y la presencia de Anisakis spp. en pescados
de consumo habitual en tres puntos de comercializacién de productos del mar, puerto de Coquimbo,
caleta Guayacan y caleta Pefuelas ubicadas en la Region de Coquimbo. Se aplicd un cuestionario de
18 preguntas, durante el periodo 2019-2020. Las respuestas fueron analizadas con test de ANOVA
con el paquete estadistico SPSS 17.0. Se encuestaron 87 trabajadores y 181 clientes del Puerto de
Coquimbo, Caleta de Guayacan y Caleta de Pefiuelas. El 57,84% corresponde a hombres. El 83,96%
dice consumir habitualmente pescado, el 58,65% consume dos 0 mas veces pescado a la semana. El
40% consume pescado crudo o poco cocido, con una frecuencia igual o mayor a una vez por semana.
El 45,33% de los vendedores ha visto la presencia de larvas de gusanos similares a Anisakis spp. en
los pescados que venden. Principalmente en merluzas vendedores y consumidores han visto
anisakidos (58,67%). El 30% consume los pescados aunque vea gusanos en ellos. Al mostrarles un
ejemplar de Anisakis spp., 52,24% de los encuestados ha observado este tipo de parasito en los
pescados, destacando que un 71,26% de trabajadores de la caleta y del puerto han visto anisakidos
en los pescados que venden. El 96,64% de la poblacion encuestada desconoce el cuadro clinico de
esta zoonosis. El 21,27% conoce una medida de profilaxis para la anisakiasis. Concluimos que debido
al aumento del consumo de pescado en preparaciones crudas o insuficientemente cocinadas, el alto
nivel de personas que al observar la presencia de larvas de Anisakis spp. consume de igual forma este
pescado, el bajo conocimiento sobre esta zoonosis y sus medidas de profilaxis, es necesario considerar
esta zoonosis emergente como un problema de salud publica y generar programas de educacién para
la poblacion.

Financing: Financiamiento propio, Laboratorio Microbiologia y Parasitologia, Departamento de
Ciencias Biomédicas, Facultad de Medicina, Universidad Catdlica del Norte.
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Pneumocystis carinii induces mucus hypersecretion in a COPD elastase-induced rat model.
Diego A. Rojas’
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Mucus hypersecretion is associated to chronic respiratory diseases such as COPD and asthma and is
induced via several non-specific pathways such as STAT6, NFkB or EGFR. We have reported
previously increased mucins associated to Pneumocystis airways infection in immunocompetent and
immunocompromised animal models and in autopsied lungs of infants dying in the community.
However, the mechanisms involved in mucus hypersecretion after Pneumocystis infection are still
unclear in chronic diseases, although several pathways have been proposed. In this work we studied
the role of Muc5ac and Muc5b and their dependence on Stat6 and NFkB pathways during
Pneumocystis infection in Pneumocystis-infected rats with COPD. The COPD animals were generated
by elastase-instillation. 4 weeks post-instillation, animals were infected with Pneumocystis. 10 weeks
post-infection, animals were sacrificed and lung tissues were extracted. Left lobule was fixed and
analyzed by H/E and AB/PAS stains to evaluate mucus and inflammation. Proteins and nucleic acids
were extracted from right lobules using standard protocols. Protein levels were analyzed by western
blot. mRNA levels were analyzed by qRT-PCR. Results were analyzed using Prism 9. Expression of
Muc5ac and Muc5b was found increased in infected rats compared with non-infected animals, however,
COPD-infected rats showed the highest levels of mucins expression. The presence of mucus and
inflammation were high in COPD-infected rats compared with infected-rat and control animals. NFkB
and STAT6 downstream genes were induced principally in infected animals compared with control rats.
However, in COPD-infected rats, the level of all the increments was higher than those observed in
infected rats without COPD. These results altogether indicates that mucus hypersecretion is induced
sinergically in animals with COPD and infected with Pneumocystis. The evidence showed in this work
indicate that this mucus increment is due to the induction of NFKB and STAT6 mucus-associated
pathways suggesting a new pharmacological target for Pneumocystis infection in patients with
respiratory chronic diseases.

Financing: PROYECTO FONDECYT 11191121
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Efecto de los agentes encapsulantes sobre la viabilidad celular de Lactobacillus plantarum
sometido a liofilizacion
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(1) Universidad de La Serena, Departamento de Ingenieria en Alimentos, Facultad de Ingenieria, Av. Raul, Bitran Nachary
1305, La Serena, Chile

Los probioticos son microorganismos que otorgan un beneficio a la salud del consumidor, sin embargo,
la preservacion y la concentracién efectiva en que estos colonizan el tracto digestivo se ven alterados
por diversos factores ambientales como cambios de pH y de temperatura, por lo que es necesario
entrega una proteccién que mejore su sobrevida, esto se puede lograr por medio de la encapsulacion.
El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de un sistema microencapsulante terciario compuesto
por alginato de sodio (AS), quitosano (Q) e inulina (1) en la proteccion de Lactobacillus plantarum frente
al estrés producido durante el proceso de liofilizacion. Se utilizd la metodologia de superficie de
respuesta (RSM) basada en el disefio de Box-Behnken para optimizar el proceso de encapsulacién
utilizando como variables independientes la concentracion de cloruro de calcio (X1), quitosano (X2) y
de inulina de (X3). Se evalud la influencia de cada una de las variables en la eficiencia de
encapsulacién midiendo para ello el porcentaje de viabilidad celular. Las condiciones éptimas para
alcanzar la maxima eficiencia de encapsulacién fueron: X1 = 1,84 % (p/v), X2 =1,04 % (p/v)y X3=1,4
% (p/v), respectivamente, que corresponden a valores centrales dentro de los porcentajes utilizados
en el proceso de encapsulacion. El porcentaje de viabilidad celular predicho por el modelo fue de un
68,65 % mientras que el valor obtenido experimentalmente fue de un 68,33 + 0,33 %. La bondad de
ajuste del modelo fue verificada por el coeficiente de determinacion (R2) que resultd >0,99. La variacion
entre los componentes de la capsula incide directamente en la sobrevida de la bacteria, aumentos o
disminucién de los porcentajes de los componentes produciran capsulas mas dificil de romper o muy
fragiles que seran afectadas al momento de ser liofilizadas. En conclusion, se puede senalar que los
valores obtenidos a partir de la ecuacion generada por la RSM son validados experimentalmente
logrando las condiciones 6ptimas para la liofilizacion.
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Ensamblaje, anotaciéon y andlisis filogenético de dos aislados del género Vibrio de origen
ambiental
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Microbianas, Avenida Universidad 330, Valparaiso, Chile

Las especies del género Vibrio son bacterias gramnegativas bacilares que habitan ambientes
acuaticos. Los vibrios son capaces de infectar humanos y animales marinos, entre ellos, peces,
camarones, moluscos y corales y, por lo tanto, las infecciones producidas por estas bacterias pueden
tener importantes consecuencias tanto para la salud publica como para el ambiente y la industria
acuicola. Debido a la importancia que tienen los vibrios como patégenos oportunistas y su rol ecoldgico
en las comunidades bacterianas marinas, se hace fundamental el analisis y caracterizacion de
especies de Vibrio provenientes de muestras ambientales. El objetivo de esta investigacion fue realizar
un analisis gendmico de dos aislados de Vibrio provenientes de muestras ambientales obtenidas del
sur de Chile (Quillaipe, Puerto Montt). El analisis gendmico bioinformatico contemplé el ensamblaje de
novoy a la referencia, utilizando el software Geneious, seguido de una anotacion funcional a través de
RAST vy otras herramientas, para finalmente hacer un analisis filogenético de los genomas (Analisis de
Secuencias Multilocus, MLSA) basado en la comparacion de los genes constitutivos recA, rpoA, gapA,
gyrBYy ftsZ con otras 63 especies de Vibrio. El analisis filogenético realizado revel6 que los aislados de
Vibrio corresponden probablemente a las especies Vibrio alginolyticus y Vibrio jasicida. En sus
genomas se detectaron factores de virulencia relacionados con las funciones de quimiotaxis y
motilidad, adquisicion de hierro, adherencia, quorum sensing, antifagocitosis y sistema de secrecion.
Ambos aislados presentaron el gen tlh (hemolisina termolabil), el cual codifica una toxina caracteristica
de algunos vibrios patégenos, mientras que uno de ellos presentd los genes aerA (aerolisina) y act
(enterotoxina citotéxica). Por su parte, se identificaron 3 tipos de genes de resistencia (mutacién del
gen parE, adeF y CRP), lo que sugiere que estos tipos de resistencia podrian ser compartidas por
distintos tipos de vibrios. A su vez, se detecto la presencia de un profago intacto en un aislado, ademas
de la presencia de plasmidos en ambos. En conclusion, los aislados se identificaron como especies de
Vibrio con caracteristicas tipicas del género y esperamos que este trabajo sirva de base para estudios
mas profundos sobre la biologia de estas bacterias.

Financing: FONDECYT 1200521
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Papel de hierro en el metabolismo y patogenicidad de Shigella flexneri: Rol de Fur y RyhB
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Hospital Lucio Cérdova, Santiago, Chile

Las bacterias responden a fluctuaciones en la biodisponibilidad de hierro, micronutriente esencial y
muy escaso, regulando su adquisicion. Shigella flexneri, patdgeno humano que provoca diarrea y
disenteria bacilar, también es capaz de detectar cambios en las concentraciones de hierro durante su
transito hacia el colon. Recientemente, se mostré que el hierro activa la expresion de genes de S.
flexneri 2457T no solo relacionados con el metabolismo del hierro, sino también de otras vias
metabdlicas. Ademas, se observo represion de genes cuyos productos estan involucrados en el
metabolismo de histidina y piruvato, en el transporte de hierro o biosintesis de sideréforos, y mas
interesante aun, genes cuyos productos son importantes para la patogénesis de S. flexneri. En el
presente trabajo se analizo la participacion del complejo Fur-RyhB de la homeostasis del hierro en esta
regulacion. Mediante el uso de herramientas bioinformaticas se busco posibles cajas-fur en los genes
regulados por hierro identificados previamente en S. flexneri 2457T. Utilizando Prodoric se detectaron
cajas-fur en los promotores de algunos genes que codifican proteinas identificadas en la secuenciacién
masiva, entre ellas algunas proteinas involucradas en patogenicidad de S. flexneri. En nuestro
laboratorio demostramos experimentalmente que Fur reconoce la region promotora de virF e icsA 'y
ambos serian reprimidos. Por otro lado, utilizando el programa CopraRNA se realizé la busqueda in
silico de genes blanco del RNA pequefio RyhB de S. flexneri; se identificaron posibles genes blanco y
se obtuvo la secuencia de 185 proteinas las que fueron analizadas utilizando el software Blast2GO.
Mediante el analisis de las vias metabdlicas de KEGG se observd que estas proteinas también
participan en vias metabdlicas identificadas por transcriptémica, como el metabolismo de aminoacidos
y de piruvato, entre otros, aunque no comparten proteinas. Los analisis aqui presentados sugieren que
Fur y RyhB participan en la regulacion del metabolismo de S. flexneri'y que Fur podria regular genes
de patogenicidad. Sin embargo, la expresion diferencial en presencia de hierro no puede ser explicada
en su totalidad por estas moléculas quedado abierta la posibilidad que participen otros reguladores
transcripcionales dependientes de hierro controlando el metabolismo y la patogenicidad de S. flexneri.

Proyecto Puente Nro.570270 ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.
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Potencial biotecnolégico de pigmentos de bacterias antarticas.

Rodrigo Salazar'?, Andrés Santos', Camila Silva®, Aurora Prado’, Boris Pavez?®, Leticia Barrientos'?

(1) Universidad de La Frontera, Laboratorio de Biologia Molecular Aplicada, Centro de Excelencia en Medicina Traslacional,
Avenida Alemania 0458, Temuco, Chile. (2) Universidad de La Frontera, Nucleo Cientifico y Tecnoldgico en Biorecursos
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Los microorganismos se consideran uno de los nichos mas prometedores para la prospeccion,
produccion y aplicacion de compuestos bioactivos de interés biotecnoldgico. Entre ellos, las bacterias
ofrecen ventajas distintivas desde un punto de vista industrial debido a su corto ciclo de vida, su baja
sensibilidad a los cambios estacionales y climaticos, su facil escalamiento, asi como su capacidad de
producir pigmentos de variados colores y tonos. Los pigmentos de origen natural desempefian un papel
importante en la fisiologia y los procesos moleculares de los microorganismos, ya que actuan como
meétodo de adaptacién a diversos ambientes extremos, tienen una funcién protectora frente a la
radiacion solar y también participan en procesos funcionales como la fotosintesis. Ademas, al estar
influenciados por factores ambientales, los microorganismos dan lugar a una variedad de pigmentos
con caracteristicas Unicas relacionadas principalmente con la conexion entre el microorganismo y su
ecosistema. Por otro lado, los pigmentos naturales han atraido la atencién de la industria debido al
creciente interés en la generacién de nuevos productos inocuos para el ser humano y la naturaleza.
Esto se debe a que los pigmentos que actualmente son utilizados en la industria, de origen sintético o
artificial, pueden tener diversos efectos nocivos. Nuestro objetivo consiste en analizar el potencial
biotecnolégico de una extraordinaria gama de pigmentos bacterianos de diferentes tonalidades
obtenidos a partir de cepas aisladas desde expediciones antarticas, los cuales han demostrado poseer
una alta estabilidad térmica y fotoestabilidad, como también capacidades antioxidantes y propiedades
de fotoproteccion. Para ello, se llevaron a cabo analisis de termogravimetria, espectrofotometria UV-
Vis y estimacion de actividad antioxidante. Mediante estos analisis, se pudo determinar que todos los
pigmentos bacterianos evaluados prometen ser un atractivo nicho de nuevas aplicaciones
biotecnoldgicas, desde la produccion de alimentos funcionales, su aplicacién en la industria fotovoltaica
hasta la generacion de nuevos farmacos y terapias biomédicas.

Financing: Proyectos DI17-0116 y DI21-2017 de la Direccion de Investigacion U. de La Frontera,
Network for Extreme Environments Research (NXR17-0003) y Beca CONICYT-PFCHA/Doctorado
Nacional/2021-21211104. Camila Silva agradece Proyecto DIM20-0022 de la Universidad de la
Frontera.
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Caracterizacion de los patrones genéticos de susceptibilidad a antibidticos en cepas chilenas
de Escherichia coli enterotoxigénica de dos regiones de Chile
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Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) es causa frecuente de la diarrea del viajero y diarrea
pediatrica en paises en desarrollo. A nivel mundial, se ha descrito la presencia de cepas de ETEC
multirresistentes a los antibiéticos, sin embargo, en Chile no hay informacion actualizada respecto a la
epidemiologia y el patrén de susceptibilidad a los antibidticos de ETEC circulantes en la poblacion. Los
métodos clasicos para determinar la susceptibilidad antimicrobiana estan basados en cultivo y difusién
o dilucién del antibiético. Actualmente, la secuenciacion del genoma completo (WGS) de cepas clinicas
permite predecir los fenotipos de resistencia a partir de sus genotipos. Esta herramienta ha demostrado
ser tan confiable como las pruebas de susceptibilidad fenotipica clasicas, especialmente para las
especies bacterianas de mayor relevancia para la salud publica, con una concordancia genotipo-
fenotipo 295%. El objetivo de este estudio fue determinar el patron genotipico y fenotipico de
resistencia a antibidticos de cepas chilenas de ETEC predichos a partir de los genomas secuenciados.
Se identificaron genes adquiridos y/o mutaciones cromosomicas que confieren resistencia a
antimicrobianos y los fenotipos consecuentes, a partir de las secuencias genémicas de 124 cepas,
mediante el servidor web ResFinder 4.1. De éstas, 37 provienen la Region de Antofagasta y 87 de la
Regién Metropolitana. Se determiné que el 53,2% de las cepas presentdé determinantes genéticos de
resistencia para uno o mas antibiéticos. De acuerdo con las predicciones bioinformaticas, los genes
mas prevalentes fueron blaTEM-1B (28,2%), sul2 (27,2%) y strA-strB (27,2%). Se identifico un patrén
de resistencia exclusivo en cada region; en la Region Metropolitana se detectd el patrén formado por
los genes blaTEM-1B/sul2/strAlstrBltet(A), que confiere resistencia a betalactamicos, tetraciclina,
sulfametoxazol y estreptomicina, mientras que en la Regién de Antofagasta se identificaron dos
patrones: sul3/dfrA1/aadA1/gyrAS83A y sul3/dfrA1/aadA1/gyrAS83L/qnrB19. Ademas, se detectd un
patron compartido por cepas aisladas en ambas regiones: blaTEM-1B/sul2/strAl/strB/dfrA8. En
consecuencia, el analisis bioinformatico permite hacer vigilancia de resistencia a antibiéticos en salud
publica y contar con informacion actualizada de cepas de ETEC, lo cual resulta relevante para orientar
la terapia antibidtica empirica y evaluar cdmo evolucionan la susceptibilidad de ETEC vy los
mecanismos de resistencia asocia
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La industria acuicola chilena sufre grandes pérdidas econdmicas anuales por causa de patdégenos
como Piscirickettsia salmonis, un patégeno bacteriano intracelular facultativo causante de
Piscirickettsiosis, una enfermedad frecuente en los centros de cultivos y que genera altas tasas de
mortalidad. Para combatir esta enfermedad, la industria utiliza importantes recursos econémicos en el
uso de toneladas de antibidticos anuales y protocolos de vacunacion que, hasta hoy, han demostrado
tener una eficacia limitada. Como solucion a esta problematica, se propone el desarrollo de un nuevo
enfoque biotecnoldgico en el disefio de farmacos, el cual se basa en la generacién de un compuesto
conjugado proteina-antibidtico. Este presentaria una funcién antimicrobiana dada su fraccion
antibidtica y una funcién inmunoestimulante especifica gracias a su porcién proteica. Mediante analisis
de absorbancia, hidrdlisis enzimatica y la metodologia de CIM en microplaca, se busca confirmar la
formacién del conjugado y a su vez, una estimacion de la dosis necesaria para inhibir el crecimiento
bacteriano in vitro. Los resultados preliminares del perfil de absorbancia durante el proceso de
conjugacion, indicarian que el conjugado se estaria produciendo. Posteriormente, mediante los
ensayos de protedlisis enzimatica in vitro se logré el fraccionamiento del conjugado, lo cual seria un
acercamiento al proceso extra e intracelular de degradacion lisosomal en fagocitos, y finalmente, los
resultados obtenidos desde los analisis de CIM en microplaca indicarian la biodisponibilidad del
antibidtico, luego del proceso de hidrdlisis y su capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano in vitro.

Financing: Proyecto FONDAP-INCAR, 15110027
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Severe COVID-19 is characterized by high levels of pro-inflammatory cytokines and viral load
during the infection compared with mild patients who presents higher levels of Th2 cytokines
in the first week after symptoms onset.
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COVID-19 is a respiratory disease whose clinical manifestation can be mild or moderate like the
common cold and can quickly change to a serious condition, including acute respiratory failure and
death. To factors modulation disease progression and outcome, we established a longitudinal cohort
study and recruited 41 COVID-19 patients that were classified as mild (outpatient, 15 individuals),
moderate (hospitalized without invasive ventilation, 16 individuals) or severe (pneumonia hospitalized
individuals, 10 patients). We also included 22 healthy uninfected subjects. Blood and respiratory
samples were obtained every week during the first month onset symptoms for each subject. To
determinate molecular and immunological features associated with disease progression, SARS-CoV-2
viral load was determined using a RT-qPCR in nasopharyngeal swab and sputum samples. We
observed that during the first two weeks, a high viral load associated with a worse outcome in severe
patients. Analyses of serum samples to determine anti-SARS-CoV-2 Spike antibodies by ELISA and
neutralization activity by microneutralization assay, demonstrated that all groups developed a robust
antibody response against the virus (Kruskal-Wallis test, *P<0.05 **P<0.01 ***P<0.001; Dunn’s multiple
comparison test) Additionally, we used Luminex® xMAP® Assay to measure a panel of 20 pro-, anti-
inflammatory, and regulatory chemokines and cytokines on plasma samples. We observed that
moderate and severe individuals had significant higher levels of IL-6, IL-8, IL-10, IP10 and MCP1
concentration which persisted over the four weeks compared with mild patients. Remarkably, during
the first week, mild individuals had high levels of the Th2 cytokines, IL-4 and IL-13, compared with
hospitalized patients (Kruskal-Wallis test, *P<0.05 **P<0.01 ***P<0.001; Dunn’s multiple comparison
test). These finding is consistent with a higher prevalence of allergic individuals in the mild group as
compared to the moderate and severe groups. The relationship between the allergic Th2 response and
mild outcome of COVID-19 has not yet been elucidated. Our current results suggest that Th2 responses
have a protective role against SARS-CoV-2 infection.

Financing: FONDECYT 1212023, NIH-NIAD U19AI1135972 and HHSN272201400008C
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Identification and characterization of genomic islands integrated in other than t(m)RNAs genes
in strains of Klebsiella pneumoniae.
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Genomic islands (Gls) are mobile DNA elements mediating chromosomal variability, which show
variable lengths (5-200 kbp) and frequently encode integrases that catalyze their integration and
excision. Previous evidence indicates that, in Enterobacteriaceae, Gls integrate mainly into genes
encoding tRNAs and the tmRNA (t(m)DNAs). In this regard, our previous studies on the model pathogen
Klebsiella pneumoniae showed that nearly 20% of the chromosomal accessory genome was encoded
in Gls integrated into t(m)DNAs, suggesting the existence of additional non-t(m)DNA integration sites.
To address this problem, we combined pan-genome and synteny analyses to identify variable loci
among 66 K. pneumoniae chromosomes, attempting to recognize possible integration sites for Gls and
other mobile genetic elements (MGEs). Putative MGEs were predicted when the continuum of
consecutive core genome genes was interrupted. As a result, we identified 43 non-t(m)DNA loci
potentially acting as integration sites for Gls and prophages. Moreover, as for t(m)DNA-associated Gls,
functional annotation of these elements led to the identification of virulence factors and drug resistance
determinants, confirming their clinical relevance. This evidence indicates that in K. pneumoniae and
probably other Enterobacteriaceae, the repertoire of integration sites significantly exceeds what
previously anticipated and is not restricted to t(m)DNAs. Furthermore, the historical bias in the search
for Gls and prophages preferentially into t(m)DNAs strongly suggests that we have underestimated the
number and diversity of these MGEs, hampering evaluating the degree and nature of chromosomal
diversity in these bacterial species.

This work was funded by the National Agency for Research and Development (ANID) Grant
FONDECYT - 11181135 (Marcoleta, A.E.).

181



L\
XLIIN |

CONGRESO CHILENO DE MICROBIOLOGIA

2021

In vitro evaluation of [Cu(NN1)2](ClO4) complex on Vibrio harveyi BB170 biofilm formation.
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The bacterial biofilm provides resistance to conventional antimicrobial treatments, allowing to bacterial
survive in the environments and host which they inhabit. This phenomenon makes necessary to search
new treatments that can inhibit or reduce the bacterial biofiim. In this sense, the use of bioactive
compounds derived from plants forming complexes with metals with antibacterial capacity has emerged
as a new antibiofilm alternative. In this work we evaluate the antibiofilm activity of a copper (I) complex,
[Cu(NN1)2]CIO4, synthesized with Cu (l) and a derivative of natural compound coumarin (NN1) on
Vibrio harveyi BB170 biofilm formation. The antibacterial activity of the copper (I) complex and its
precursors, coumarin and Cu (l), was measured by minimal inhibitory concentration (MIC), minimal
bactericidal concentration (MBC) and ICso. The biofilm formation was analyzed using different
concentrations of ICso values (ICsox2, ICso, ICs0/2, ICs0/4). The effect of the copper (1) complex, coumarin
and Cu (I) on the biofilm biomass formation was measured by crystal violet stain and the effect on the
biofilm structure was analyzed by inverted and confocal laser scanning microscopy. The results showed
that the MIC value for copper (I) complex was 4 times lower than coumarin, MBC value for copper (l)
complex was 2 times lower than copper (I) salt and 4 times lower than coumarin. The ICsy value for
copper (I) complex was 25.19 ug/mL. The greatest effect of the copper (I) complex was observed on
the biofilm formation, where the sub-ICso concentration 12.6 pg/mL (ICs0/2), was able to reduce the
biofilm formation by more than 75%, while its precursors at this same concentration did not affect the
biofilm biomass. Also, the inverted and confocal microscopy showed that the copper (I) complex was
able to affect the biofilm structures; on the other hand, coumarin and Cu (l) did not generate changes.
In conclusion, the copper (I) complex has an effective antibiofilm capacity against V. harveyi BB170
better than its precursors, can be considered as a therapeutic alternative as a bacterial antibiofilm
compound.

Financing: Supported by FONDECYT 1180265, 1191902 and 11150928. FONDEQUIP EQM 150106,
FONDEQUIP 150069. M.P. gives thanks to the Internal Doctoral Grant USACH and National
Doctorate Scholarship no.: 21212170 (ANID).
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Analisis bioinformatico de islas gendmicas en genomas completos de cepas de Piscirickettsia
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En el sector acuicola nacional se generan pérdidas por mortalidades infecciosas, principalmente por
Piscirickettsiosis, causada por P. salmonis, bacteria Gram negativa, patégeno intracelular facultativo.
Se ha manejado con antibiéticos y vacunas, pero se ha revelado la disminucion de susceptibilidad a
tratamientos, demostrando gran versatilidad inclusive formando biofilm. Una posible explicacion para
esto, sin mayores cambios en genoma, son las islas gendémicas, descritas como secuencias de ADN
que se desplazan intra y entre genomas, con bajas concentraciones GC, transposones, factores
(virulencia, resistencia, metabdlicos, simbidticos), entre otros. Se evalué conservacion de islas,
respecto a genomas de distintas cepas entre genogrupos LF y EM, considerando LF-89 como
referente. Los datos se obtuvieron de NCBI y se usaron GIPSy
(www.bioinformatics.org/groups/?group_id=1180) e IslandViewer
(https://www.pathogenomics.sfu.calislandviewer), para identificacion de islas y cuantificacion de estas
segun tamafio y cantidad por genoma. Se cuantificaron cerca de 13 islas virulentas por cepa, con
contenidos variados entre 1 a 47 loci por isla. Se destacan comportamientos Unicos entre genogrupos.
Al comparar islas respecto a genomas, se ve una conservacion mayor al 90% en la mayoria de las
cepas EM y valores oscilantes dentro de las LF. En cambio, al hacer el analisis entre islas, se
obtuvieron altas conservaciones entre cepas proximas cronoldégicamente segun fecha de aislamiento.
LF-89, por islas evaluadas, es la cepa con mas baja conservacion del estudio, y su contraparte, Psal-
069 la mas alta. Por otro lado, cepas con mayor diferencia entre genogrupo, son Psal-011 y Psal-072,
concordante al ser mas lejanas respecto a la original, no obstante, Psal-072 (genogrupo EM), presenta
mayor similitud con LF. Respecto a factores no virulentos dentro de islas, genes de P. salmonis
presentaron identidades menores al 70%. No obstante, cada gen de la base de datos presentaba una
misma identidad para las otras cepas donde fueron encontradas, revelando mayor posibilidad de
rearreglos en el genoma, ademas de posible relacién de genes phoR, prpE y elB en P. salmonis con
estos factores. Del andlisis bioinformatico se puede evidenciar la gran plasticidad del genoma de P.
salmonis especialmente en las diferentes configuraciones de numero y tipo de islas genomicas
presentes en cepas analizadas.
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Effect of CO supplementation on CO, conversion and metabolites distribution in Clostridium
autoethanogenum: A simulation approach through GEMs.
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Background: Clostridium autoethanogenum is an anaerobic bacteria capable of producing ethanol,
acetate and 2,3-butanediol from gaseous mixtures of CO, Hz and CO.. H2/CO; fermentation is attractive
due to CO, capture; however, using the conventional process low biomass rates and ethanol/acetate
production ratios are obtained. CO-supplemented H2/CO2 fermentation enhances ethanol/acetate ratio
and improves CO- utilization. Using flux balance analysis (FBA) analysis on a genome-scale metabolic
model (GEM) of Clostridium autoethanogenum to determine the intracellular flux distribution, biomass
and product generation rate, this work focuses in finding the range in the gas composition (H2, CO,, CO
%) in the feed stream to obtain a high ethanol/acetate ratio. Methods: Five C. autoethanogenum GEMs
models were obtained from the literature, namely, MetaCLAU, iHN637 and 3 versions based on
iCLAU786. These models were evaluated using FBA, maximizing biomass flux at different feed gas
conditions with a H2/CO, ratio in a range between 0.1:1 to 5:1 and supplemented with CO at 0%, 2%
and 5%. Simulations were done using the COBRApy suit for Python and considered mineral media
formulation DSMZ-640. Finally, H2/CO- ratios that lead to a production ratio of ethanol:acetate from 3:1
to 4:1 were selected. Results: MetaCLAU was selected as it produced a 2.73 ethanol:acetate flux ratio,
very close to the best literature report for this ratio (2.12), for a 2% CO, 23% CO2, 65% H. gas
composition. This model has 849 reactions and 855 metabolites. The H./CO- ratio that allows an
ethanol/acetate ratio (3:1 to 4:1) were 2.72:1 and 3.08:1 at 0% and 5% CO, respectively, although at
5% CO concentration CO; uptake and ethanol flux increase (12.7% and 4.4% respectively). Conclusion:
MetaCLAU is able to reproduce literature reported ethanol:acetate flux ratios, and is able to simulate
the production of ethanol:acetate ratio from 3:1 to 4:1.The model predicts that a H./CO. feeding ratio of
3.08 is required to maximise CO; capture for a 5% CO supplementation in the feed stream.
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Geoquimica y comunidades microbianas en los salares de Pajonales y de Gorbea (Chile):
Influencia en la formacion de microbialitos de yeso.
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Pajonales y Gorbea son dos salares andinos de Chile, compuestos mayoritariamente de yeso, y
poseen lagunas de un amplio rango de salinidades y pH en las que se desarrollan comunidades de
microorganismos. Esta disparidad quimica produce que la modelizacién geoquimica de las aguas de
sus lagunas, indique que el yeso puede estar tanto en estado de subsaturacién como de
sobresaturacion. Algunos estudios de estos salares han abordado la geologia desde un punto de vista
general, sin embargo, hay pocos estudios donde la geoquimica y petrologia de estos depésitos salinos
se ha comparado con la microbiologia. El objetivo de este trabajo es comparar la informacién
geoquimica de las aguas de ambos salares para identificar correlaciones entre la mineralogia y las
comunidades microbianas para desvelar la influencia de los microorganismos en la precipitacion del
yeso. En Pajonales, se observa la precipitacion de yeso en lagunas subsaturadas (indice de saturacion
de yeso menor de 0), el pH (7,4-8,1), salinidad de las lagunas (1,9-4,8 %) y la predominancia de o-
Proteobacteria (64%) formando tapices microbianos. De otra manera, en Gorbea no se reconoce una
relacion significativa entre la precipitacion de yeso, el pH acido (1,8- 4,5), la salinidad (0,6-15 %) y tiene
una poblacion predominante del filo Proteobacteria (a + y = 90%). Cabe destacar que en aguas
sobresaturadas se observd que algunos microorganismos fotosintéticos de Pajonales (filo
Cianobacterias del género Dactylococcopsis) y en Gorbea (genes de cloroplastos de diatomeas) tienen
la capacidad de colonizar yesos ya precipitados. Estos resultados sugieren que las comunidades de
a-Proteobacteria, en aguas subsaturadas, y de organismos fotosintéticos, en aguas sobresaturadas,
pueden jugar un papel en la precipitacion del yeso.

Financing: Beca CONICYT Doctorado Nacional 21181422, Proyecto CONICYT Postdoctorado
3190821, Proyecto 32002137 Minera Escondida Limited y NASA Astrobiology Institute (NAI) Grant
No. NNA15BB0O1A.
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Caracterizacion del fago SeAg21 especifico de Salmonella Agona, y optimizacion de su
produccion a partir de sus datos cinéticos
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Salmonella enterica serovar Agona es un patdgeno zoonético, responsable de causar enfermedades
de importancia en la salud publica mundial. Dentro de los posibles hospederos se encuentran las aves
de corral, siendo carnes, productos avicolas y huevos una posible fuente de contaminacién para
humanos. Se estima que 80 millones de casos de gastroenteritis son transmitidas por alimentos,
causando 155.000 muertes anuales en el mundo, con un costo de US$4700 millones. Pese a haber
diversas estrategias para enfrentar esta situacion, algunas son prohibidas en muchos paises, como los
antibiodticos, y presentan limitantes que han obligado a buscar otras alternativas, resurgiendo asi los
bacteriéfagos, que poseen la ventaja de ser inocuos y especificos, sin afectar el resto de las bacterias.
Para evaluar este tipo de terapia, se aislé un fago, a partir de una muestra liquida de purin de cerdo,
el cual fue caracterizado en sus parametros cinéticos de reproduccion y su genoma. El fago se
denomind SeAg21, y se utilizd para realizar una curva de infeccién en un ciclo (one-step) y para
determinar su constante de adsorcion. Los resultados mostraron que el fago SeAg21, tiene un periodo
de latencia de 10 minutos, una tasa de eclosion de 387 [UFP/célula] y constante de adsorcion de 7,76
x 10-10 [1/(UFC/mL)*min]. La caracterizacion genética sugiere que SeAg21 es un fago litico, con un
tamano del genoma de 46,6 Kb y una cantidad de genes de 95 CDS. Adicionalmente, se determiné la
constante especifica de crecimiento de S. Agona obteniendo un valor de 1,21 h'. Con estos datos se
utilizé un modelo matematico con el fin de optimizar la produccién del fago, para obtener una
concentracion al menos 10 veces mayor que lo obtenido con otros métodos convencionales. A partir
de esta informacién se disefié un sistema de produccién que permitié obtener un volumen de 2,6 L de
fagos en 10 horas, con un titulo de 1 x 10" UFP/mL. La caracterizacién cinética del fago y su
hospedero, aplicados en modelos matematicos y simulaciones, permitieron obtener una produccién 52
veces mas alta en volumen y con un titulo al menos 10 veces mayor que en matraz.
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An approach to the concept of biorefineries: use of agro-industrial residues to study lignin
degradation by filamentous fungi.
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Biorefineries are processes that integrate the conversion of renewable raw material (agro-industrial
waste) into energy and high value-added products, contributing to the increase industrial yields as well
to reduce waste generation. Lignin is the most abundant natural phenolic polymer in the world, with an
estimated production of 100 million tons per year and it is present in several agro-industrial residues
such as straw and bagasse. With cellulose and hemicellulose, lignin ensures the mechanical, chemical
and biological resistance of the plant cell wall. The lignin degradation process can follow several
reaction pathways, cleaving C-C bonds. In one of these reaction pathways, degradation comprises
depolymerization and cleaving aromatic rings in the macromolecule. First, the B-O-4 bonds oxidize to
compounds derived from aryl glycerols. After that, the aromatic rings are cleaved, following the -
ketoadipate pathway and coupling to B-O-4 bonds that were oxidized, forming cyclic carbonate
structures. Enzymatic reactions act to cleave the stable C-C and C-O bonds by selectively oxidizing the
C-a of benzyl alcohol to a ketone, activating the B-O-4 bonds, releasing high value phenolic monomers.
In this work, we extracted the used lignin from the alkaline hydrolysis of sugarcane bagasse, producing
the liquor which was neutralized with 0.5 M H.SO4 and vacuum filtered. The used microorganisms were
three filamentous fungi: Trichoderma harzianum, Trichoderma reesei and Coriolopsis byrsina.
Fermentation occurred in a liquid medium containing only 4% liqueur and 1% vinasse (another agro-
industrial residue) as a source of essential nutrients and the inoculum was standardized into two
fragments of 1 cm diameter mycelium (7 days old). This process occurred in triplicate and batch, under
constant agitation for 10 days at 30°C. UV-Vis spectrometry allowed to estimate lignin degradation
content, measuring the absorbance at 280 nm. The percentage result of degraded lignin was 54.99 +
2.29% for Coriolopsis byrsina, 54.18 + 2.09% for Trichoderma harzianum and 31.73 = 6.28% for
Trichoderma reesei, showing the great potential of microorganisms in lignocellulosic biodegradation.
The next step of the research is the detection and quantification of bio-products by LC-MS.
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Identificacion del tipo de muerte celular inducida por el Sistemas de Secrecién Tipo lll (T3SS2)
de Vibrio parahaemolyticus en células epiteliales Caco-2
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Vibrio parahaemolyticus es un importante patégeno humano que actualmente es la principal causa de
gastroenteritis transmitida por mariscos en el mundo. Esta bacteria tiene dos Sistemas de Secrecion
de Tipo Ill (T3SS1 y T3SS2), capaces de generar citotoxicidad y muerte celular in vitro. El T3SS2
entrega distintas proteinas efectoras en el citosol de las células infectadas, lo que conduce a una
muerte celular masiva, sin embargo, el tipo de muerte generado por el T3SS2 no esta bien
caracterizado. En este trabajo, evaluamos el tipo de muerte celular inducido por del T3SS2 de V.
parahaemolyticus en células Caco-2 durante la infecciéon. Para esto, se construyeron cepas mutantes
de V. parahaemolyticus que pueden usar solamente el T3SS2 (Avscn1) y cepas mutantes con
deleciones en distintos efectores descritos del T3SS2 en un fondo genético Avscn1. Posteriormente,
se realizd una cinética de infeccidon con las distintas cepas bacterianas para evaluar la apoptosis y
necrosis utilizando un kit que mide la luminiscencia generada por la exposicion de la fosfatidilserina y
la fluorescencia emitida por la liberacién del DNA eucarionte. Estos ensayos se llevaron a cabo usando
una multiplicidad de infeccién de ~10 bacterias/célula, permitiendo que la infeccidén transcurriera
durante 5 h a 37°C en 5% de CO.. A cada hora de infeccion, se midi6 la luminiscencia y fluorescencia
en un lector de placas Synergy H1. A partir de nuestros resultados, observamos que las distintas cepas
utilizadas de V. parahaemolyticus generan la liberacion del DNA de las células infectadas a partir de
las 3 h de infeccién, con excepcion de la cepa control que no tiene ninguno de sus T3SS activos
(Avscn1Avscn2). Por su parte, la cepa mutante Avscn1AvoplL genera una mayor induccion en la
exposicion del DNA a los mismos tiempos evaluados. Es importante destacar que, esta metodologia
no permitid evaluar la exposicion de la fosfatidilserina, ya que aparentemente la proliferacion y
adherencia de las distintas cepas bacterianas sobre las células, generaria un desplazamiento del
reactivo de medicion. Estos resultados sugieren que el T3SS2 de V. parahaemolyticus contribuye en
la muerte celular generando necrosis de las células Caco-2 infectadas

Financing: Financiamiento: Proyectos FONDECYT 3200874, 1201805 y HHMI 55008749
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Aislamiento y caracterizacion de Actinobacterias marinas de la costa de la Region de Aysén
(Isolation and characterization of marine Actinobacteria from Aysén)

Neri Vargas B.", Andrés Cumsille', Beatriz Camara’

(1) Universidad Técnica Federico Santa Maria, Laboratorio de Microbiologia Molecular y Biotecnologia Ambiental,
Departamento de Quimica, Centro de Biotecnologia D Alakalay L., Avenida Espafia 1680, Valparaiso, Chile

El phylum Actinobacteria representa una de las unidades taxonémicas mas grandes dentro del dominio
Bacteria. Este grupo comprende a bacterias Gram-positivas con un alto contenido de G+C con una
amplia variedad de morfologias, desde cocoides hasta hifas fragmentados y micelios ramificados con
generacion de esporas. También presenta diversas propiedades fisioldgicas y metabdlicas, tales como
la produccion de enzimas y la formacién de una amplia variedad de metabolitos secundarios, de los
cuales muchos son potentes antibidticos de gran importancia médica. La busqueda de nuevas
Actinobacterias y sus compuestos bioactivos, se ha orientado a los ecosistemas marinos, debido a su
biodiversidad mayormente inexplorada. En este contexto, se propuso la busqueda de Actinobacterias
en sedimentos marinos de la Region de Aysén, Chile, incluyendo el Golfo de Penas. Para este trabajo,
se tomaron muestras desde 70 mt a 1040 mt de profundidad y se utilizaron tres medios de cultivo para
el aislamiento de Actinobacterias, cada uno con concentracion normal y diluido a la mitad, siendo 6
medios en total. Se seleccionaron priorizando cepas de morfologia miceliar, caracteristica propia del
género Streptomyces pertenecientes al filo de las Actinobacterias, donde se pudo aislar un total de 76
cepas bacterianas de las cuales un 67% son miceliares y un 33% no miceliares. Un 67% de las cepas
miceliares fueron aisladas de una muestra a 178 mt de profundidad y el 18% de las cepas miceliares,
desde una muestra de 127 mt. Ambas muestras resultan ser muy cercanas a la caleta Tortel. También
se logro aislar 2 cepas no miceliares de la muestra de mayor profundidad que se tiene, siendo ésta de
1040 mt. Se pretende realizar un analisis filogenético utilizando el gen que codifica el ARNr 16S de
estos aislados, para identificar y determinar las especies mas cercanas a estas cepas. Este trabajo
permitira explorar la diversidad de Actinobacterias de la region de Aysén.

Financing: Proyecto Fondecyt 11171555. Se agradece al Team del Dr. Leiva del programa chileno
“Cruceros de investigacion marina en areas remotas (CIMAR)” por la entrega de las muestras
recolectadas en el 2014.
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Phylogenomic distribution of the H-NS protein family in Klebsiella
Marcelo Veloso', Rosalba Lagos', Andrés Marcoleta’

(1) Laboratorio de Biologia Estructural y Molecular, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile, Las
Palmeras #3425, Nufioa, Chile

Background: In Proteobacteria, the heat-stable nucleoid-structuring (H-NS) protein family represses
gene expression of incoming mobile genetic elements (MGEs), and thus, in considered a xenogeneic
silencer and a non-degradative defense system against horizontal gene transfer (HGT). Hence, in
bacterial pathogens, H-NS has a proposed role in regulating clinically relevant traits acquired by HGT.
In this regard, Klebsiella pneumoniae is considered a significant threat to public health due to its
predisposition to acquire MGEs encoding diverse antibiotic resistance and virulence factors. However,
we lack information regarding the distribution of the H-NS protein family in the core and accessory
genome of Klebsiella. In this study, we examined the presence of H-NS and its homologs in the
genomes of different linages of this bacterial genus. Methods: 1004 complete Klebsiella genomes were
retrieved from NCBI, their phylogeny was inferred from MASH distances, and genomic characterization
was performed by KLEBORATE. In parallel, sequences of the 11 members of the H-NS protein family
described to date for the order Enterobacterales were downloaded, and protein search was performed
by BLAST in the genome sets. Results: It was observed that 99,4% of the analyzed genomes encodes
at least one member of the H-NS protein family. The most prevalent were H-NS (996/1004), ubiquitously
distributed in Klebsiella; StpA (889/1004), which in only present in species phylogenetically close to K.
pneumoniae; HppF (170/1004), encoded sporadically in most species in the sample; and Hfp
(103/1004), which was found in strains also showing a high prevalence of antibiotic resistance genes.
Furthermore, while H-NS and StpA were found encoded in the core genome, HppF and Hfp were highly
restricted to plasmids and genomic islands, respectively. Conclusion: The H-NS protein family is diverse
and differentially distributed in the genus Klebsiella, where the presence of specific homologues mainly
depended on the genomic features of the host strains and the presence of mobile genetic element that
encodes them.
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Caracterizacion del gen SPPA, una posible péptido senal peptidasa que estaria involucrada en
el procesamiento del factor de transcripcion SREBP de la levadura Xanthophyllomyces
dendrorhous.

Maximiliano Venegas', Salvador Barahona'? Dionisia Sepulveda'?, Marcelo Baeza'?, Victor
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Las proteinas de union a elementos reguladores de esterol (SREBP) son factores de transcripcion que
se unen a secuencias de DNA especificas en los genes blanco/diana, entre ellos principalmente genes
de la biosintesis de esteroles. En la levadura carotenogénica X. dendrorhous, se ha caracterizado el
gen SRE1 que codifica el factor de transcripcion Sre1 ortélogo de SREBP, y que participa en la
regulacién de genes de la ruta del mevalonato, carotenoides y esteroles. Ademas, se ha descrito el
gen STP1 que codifica una proteasa Stp1 que corta a Sre1, proceso necesario para la activacién del
factor de transcripcién. Con la intencién de identificar otros genes involucrados en la activacion de
Sre1, se realizaron ensayos de mutagénesis al azar de X. dendrorhous, se secuencié el genoma de
los potenciales mutantes y se hizo un analisis de SNPs. De esta manera, se identificd al gen SPPA
como posible candidato y que codifica una péptido sefal peptidasa. Recientemente, dicha proteina fue
identificada en Aspergillus nidulans y se evidencid su participacion en la activacién del factor de
transcripcion Sre1 de este hongo. El objetivo de este trabajo fue estudiar el rol del gen SPPA de X.
dendrorhous en la activacion de Sre1 y para ello se construyeron 3 mutantes de este gen en las cepas:
i) CBS.6938.SRE1.FLAG, cepa de fenotipo silvestre; ii) CBS.6938.SRE1.FLAG.CYP61-, cepa donde
Sre1 se encuentra activo lo que provoca una sobreproduccion de carotenoides y esteroles vy iii)
CBS.6938.NSre1.FLAG, cepa en la cual se reemplazé el gen SRE1 nativo por una versién que en
principio solo expresa la forma activa del factor de transcripcion lo que provoca sobreproduccion de
carotenoides y esteroles. Los mutantes de las cepas ii y iii mostraron un baja estadisticamente
significativa en los niveles de esteroles y carotenoides alcanzando niveles silvestres, y son sensibles
a azoles, lo que no ocurrié en la cepa i que no tiene a Sre1 activo. Estos resultados sugieren que el
gen SPPA de X. dendrorhous tendria un papel clave en la activacion de Sre1, posiblemente porque
que codifica una peptidasa que estaria involucrada en el procesamiento proteolitico de este factor de
transcripcion.

Financiado por la Vicerrectoria de Investigacion y Desarrollo (VID) de la Universidad de Chile, cédigo
proyecto: ENL08/20
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Explorando interacciones mediante la co-inoculaciéon de la ballica perenne con Beauveria y
Metarhizium
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Institute for Integrative Biology, ANID-Millennium Science Initiative Program, Santiago, Chile. (3) Julius-Maximilians
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Una de las especies forrajeras comunmente usadas en el establecimiento de praderas permanentes
del sur de Chile corresponde a la ballica perenne (Lolium perenne L). Sin embargo, su productividad
puede verse limitada por agentes ambientales como plagas de insectos, sequia, entre otros. Nuestra
investigacion busca dilucidar la capacidad de los hongos enddfitos para establecer interacciones
simbidticas con la ballica, y entender como estos procesos contribuyen al rendimiento de las plantas.
Para ello, evaluamos la colonizacién e impacto de dos cepas nativas del grupo de hongos enddfitos
patdégenos de insectos (EIPF) aislados de praderas permanentes de ballica en el sur de Chile. Se
aislaron cepas de los géneros Beauveria y Metarhizium , pertenecientes al grupo de los EIPFs, que
fueron identificadas mediante la secuenciacion y analisis del segmento nuclear que incluye el ITS1-
5.8S-ITS2 (ITS). Se utilizaron mini-praderas experimentales no inoculadas (control) o co-inoculadas
con conidios de las cepas Beauveria vermiconia NRRL B-67993 (P55 1) y Metarhizium aff. lepidiotae
NRRL B-67994 (M25_ 2) bajo dos niveles de humedad del suelo. Se evalué la colonizacion de los
hongos en las raices por gPCR en tiempo real y microscopia de fluorescencia, y el impacto de los
hongos sobre rasgos aéreos de la planta. Los datos se analizaron mediante modelo lineal de efectos
mixtos y ANOVA (P<0,05). La variacion en la abundancia relativa de los EIPF y la biomasa de la ballica
fue determinada significativamente por las estaciones del afio (P=0,009 y P=<0,001, respectivamente)
bajo un nivel de humedad del suelo de 80-85% capacidad de campo (CC). En verano, cuando se
incorporo el tratamiento de humedad del suelo de 40-44% CC, las variaciones significativas en la
abundancia relativa de los EIPFs fueron determinada por el tiempo (P=<0,001), tipo de hongo (P=0,01),
pero no por la humedad. Al contrario, la biomasa si se vio afectada por la humedad (P=0,02 peso fresco
y P=0,006 peso seco), pero no por la presencia de los hongos. Las cepas nativas de EIPFs usadas en
este estudio coexisten en las raices de la ballica y presentan un patrén de colonizacion estacional,
pero tuvieron poco o ningun efecto sobre la biomasa aérea de las mini-praderas.

Financing: Gobierno Regional Chile FIC18-55.
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Evaluaciéon de virulencia y efecto cooperativo/competencia entre cepas de Piscirickettsia
salmonis: Estudio in vitro en linea celular SHL-1
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Piscirickettsia salmonis, bacteria intracelular Gram negativa facultativa que produce Piscirickettsiosis,
enfermedad que causa un alto impacto negativo en los cultivos de salmonidos. La cepa de referencia
se denomina LF-89, sin embargo, hasta la fecha, han sido aisladas y caracterizadas otras variantes
que difieren en caracteristicas patogénicas y que han demostrado tener una alta virulencia y resistencia
frente a algunos antimicrobianos. Gracias a los analisis gendmicos es posible distinguir dentro de ellas
dos grandes genogrupos (LF y EM). Sumado a lo anterior, se ha reportado a nivel de productores y de
grupos de investigacion que en campo es posible encontrar multi-infeccion de peces por bacterias de
diferentes genogrupos simultaneamente. Por lo tanto, dadas las recientes caracterizaciones
cuantificables de las distintas cepas de P. salmonis, el presente estudio, evalu6é bajo condiciones
experimentales de laboratorio, si existe algun tipo de interaccion cooperativa o competitiva significante
cuando dos de estas cepas que difieren en caracteristicas y de genogrupos distintitos participan en
forma conjunta durante un proceso infeccioso. Experimentalmente, se infect6 la linea celular SHK-1
con dos cepas distintas a diferentes concentraciones de cada una (MOI) para analizar virulencia,
velocidad de crecimiento y efecto cooperativo entre ambas. Para ello, se cuantifico por pruebas de
viabilidad celular (MTT) a 72 horas-post-infeccion (hpi), y los resultados preliminares no mostraron una
correlacion positiva de cooperacién o competencia entre ellas. Ademas, se realizaron ensayos de
cinética de infeccion a 24, 48 y 72 hpi, en las cuales se cuantifico la concentracion bacteriana en cada
placa de infeccion mediante qPCR con partidores especificos para identificar cada genogrupo. Los
antecedentes de este estudio una vez concluido, podran contribuir a entender la dinamica del proceso
de infeccion, al menos en un sistema in vitro, lo que eventualmente podria servir para el desarrollo de
nuevas estrategias para el control de la Piscirickettsiosis.

Financing: FONDAP INCAR 15110027
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Contribucion de la proteina efectora SopB de Salmonella enterica serovar Typhimurium en el
remodelamiento de la via endocitica en Dictyostelium discoideum
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Entre los principales factores de virulencia de Salmonella se encuentran los sistemas de secrecion de
tipo Il (T3SS) codificados en las islas de patogenicidad SPI-1 y SPI-2. Estos sistemas translocan
proteinas llamadas “efectores” desde el citoplasma bacteriano al interior de células eucariontes. SopB
es un efector secretado por el T3SS codificado en SPI-1 que contribuye a la supervivencia intracelular
de Salmonella Typhimurium en células de mamiferos, siendo requerido para evitar la fusién de la
“vacuola contenedora de Salmonella” (SCV) con los lisosomas y para enriquecer sus membranas con
fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P). Recientemente, nuestro grupo demostré que SopB contribuye a la
supervivencia intracelular de S. Typhimurium en la ameba Dictyostelium discoideum. Para evaluar la
participacion del efector SopB en la evasion de la degradacién bacteriana por via lisosomal en esta
ameba, se transformo la cepa silvestre y una mutante AsopB de S. Typhimurium con el plasmidio
pFCcGi, que permite la expresion de la proteina fluorescente mCherry. Luego, se infectd D. discoideum
con cada cepa y se afnadié la sonda LysoTracker Green para marcar los lisosomas de la ameba. Cada
infeccion se observé mediante microscopia confocal a distintos tiempos para determinar el porcentaje
de bacterias que colocalizan con lisosomas. Nuestros resultados mostraron que el porcentaje de
bacterias intracelulares que colocalizan con lisosomas es significativamente mas alto en las infecciones
realizadas con la mutante AsopB en comparacion con la cepa silvestre a los 30 min y 1 h post infeccion.
Posteriormente, se transformé D. discoideum con el plasmidio pHK95, que permite la expresion de la
sonda fluorescente GFP-2xFYVE que reconoce PI3P, y se observé mediante microscopia confocal la
infeccion de estas amebas con la cepa silvestre y la mutante AsopB de S. Typhimurium. Notablemente,
en amebas infectadas con la cepa silvestre observamos una mayor proporcion de bacterias residiendo
en vacuolas PI3P+ en comparacion con la mutante AsopB luego de 1 h post infeccién. En conjunto,
nuestros resultados indican que SopB es requerido por S. Typhimurium para evitar la degradacion por
via lisosomal en D. discoideum durante tiempos tempranos de infeccion y para permitir la acumulacion
de PI3P en la SCV en esta ameba.

Financing: Este trabajo fue financiado por los proyectos FONDECYT 1171844 y 1212075, y las becas
CONICYT/ANID 21140615y 21191925.
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Due to their ecological importance and biotechnological and industrial applications, there is an
increasing interest in the response and adaptation mechanisms evolved by microorganisms that live in
cold environments. In the case of yeasts, most studies about cold stress responses have been
performed in mesophilic models. Our objective is to study the responses displayed by eight Antarctic
yeasts at low temperatures. Yeast strains were exposed to 4°C for 6h after growing at their respective
optimal growth temperatures. RNA was extracted, sequenced on lllumina HiSeq 4000 platform, and
analyzed bioinformatically to identify differentially expressed genes in response to cold stress
conditions. ORFs were in silico translated and annotated by BLASTP against a local fungal protein
database and by KEGG's internal annotation tool. Differentially expressed genes (DEGs) were defined
as those with a fold-of-change x = 2.0, x < -2.0 and p < 0.05. Yeast strains exhibited a direct relation
between the number of DEGs and the temperature variation (AT) faced. W. anomalus (highest AT
experienced) presented the highest amount of overexpressed and repressed genes; M. gelida, one of
the strains with the lowest experienced AT, displayed the least amount of DEGs and did not present
overexpressed genes. Among stress-associated DEGs, the most significant amount was described as
part of cold, osmotic, and oxidative stress responses, which have typically been described as part of
the response to cold stress. Interestingly, a low amount of Heat Shock Proteins and fatty acid
desaturases, common stress response proteins, was detected. These results provide insights into basal
adaptations that organisms have developed and the conserved mechanisms they employ in response
to cold stress, that ultimately ensure that yeasts thrive in their cold environment.

Financing: FONDECYT 1180233
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