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Bioaugmentation with Arthrobacter sp. strain AAC22 for atrazine attenuation in agricultural soils of Cérdoba,
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Bioremediation is an important technology for removal of persistent pollutants from the environment. Atrazine (AT)
is an s-triazine herbicide widely used in Cérdoba (Argentina) for the control of broad-leaved weeds in corn, sorghum,
alfalfa among other crops. Our research group isolated an efficient AT degrading strain identified as Arthrobacter sp.
AAC22 (GenBank accession number KT591504) from surface contaminated water. The aims of this work were: i) to
study the AT bioremediation potential of AAC22 in soils; ii) to compare the AT degradation under bioaugmentation vs.
natural attenuation conditions. The experiments were performed in microcosms using a surface soil (typical Natracualf)
that had >15 years of AT application. To evaluate the removal of AT from soils, four treatments (three replicates) were
established: A) soil + AT + AAC22; B) sterile soil + AT + AAC22; C) soil + AT; D) sterile soil + AT. Each microcosm containing
200 g of soil was supplemented with AT (100 mg.kg?) and inoculated with AAC22 (1x10° CFU.g?) as required. The
water content was adjusted to 50% of the field capacity with sterile distilled water. The parameters assessed were: 1)
residual AT concentration by Micellar electrokinetic chromatography; 2) AAC22 enumeration by surface plate count; 3)
atrazine-degrading microorganisms (ADM) determination of the most-probable-number (NPM) in the presence of the
respiration indicator (TTC). A marked decrease of AT concentration was observed in A (89%) and B (85%) treatments
after 2 days of trial whereas total AT removal was detected after 8 days. However, in non-inoculated control (C) and in
abiotic control (D) the AT concentration remained constant. Therefore, the bioremediation with AAC22 was successful
for the AT removal in soil microcosms. A decrease in ADM was registered, probably due to native microbiota might be
affected by AT or by competition with AAC22 strain, resulting in a decrease of total respiratory activity. These results
reveal the complex interactions between the environment, native microorganisms and the inoculated strain.
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Descripcion de los cambios en la composicion de la comunidad de protozoos y su relaciéon con factores
climaticos y parametros de operacion en la planta de tratamiento de aguas residuales de San Fernando en
Antioquia

Juliana A Usma!, Carolina Palomino?, Estefania Ruiz!, Maria C Garcia Chavez ®. ¥ Grupo de Investigacion en Gestion y
Modelacion Ambiental, Escuela de Microbiologia, Universidad de Antioquia, Medellin, CO

Los protozoos y bacterias de los lodos activados juegan un papel fundamental en el proceso de depuracion del agua
residual. Estos microorganismos son sensibles a fluctuaciones en las caracteristicas fisico-quimicas del afluente, y a
los parametros de operacidn del sistema. La PTAR-SF, ubicada en una zona con régimen bimodal de lluvias trata aguas
residuales que combinan fuentes domésticas, industriales y pluviales. Sin embargo, se desconoce cual es la variabilidad
temporal en las caracteristicas del afluente de la planta. En la PTAR se han colectado, durante los ultimos 6 afios, datos
de diferentes pardmetros operacionales y microbiolégicos que aun no han sido analizados y, por lo tanto, se desconoce
la relacién que puede haber entre los cambios en la composicién de la comunidad microbiana y el funcionamiento del
sistema. El objetivo de este trabajo fue describir la relaciéon entre los cambios en la composicién de morfotipos de la
comunidad de protozoosy la variacién de factores climaticos, junto con algunos parametros de operacion del tratamiento
con lodos activados, haciendo uso de los registros disponibles de la PTAR-SF para el afio 2013. Para la extraccion de
la informacidn se construyé una base de datos, a partir de la cual se describieron las medidas de tendencia central y
dispersion de los pardmetros microbioldgicos y operacionales de la PTAR-SF. Se empled un andlisis de ordenamiento no
paramétrico para explorar el efecto de diferentes pardmetros sobre la composicidn de protozoos. De los parametros que
en teoria influencian a la comunidad de protozoos, solo se evidencié un patrén de variacidn relacionada con la época
climatica. La precipitacidn parecid ejercer un efecto indirecto sobre la composicidn de la comunidad de protozoos, al
modificar la concentracidn y calidad de la materia organica del agua residual. La eficiencia del tratamiento bioldgico
de la PTAR-SF disminuyd en la época de lluvia, y este descenso parecid estar relacionado con el cambio observado en
la composicidn de protozoos. Lo anterior llevd a plantear la hipdtesis que la precipitacion tiene un efecto importante
sobre el funcionamiento del sistema a través de su influencia en la composicién de la comunidad de protozoos.
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Microbial community transitions under diverse hydrocarbon bioremediation scenarios in a semi-industrial
scale experiment

Ricardo Valencia?, Andrés Cumsille!, Roberto Orellana?, Claudia Rojas?, Cristian Stuardo?, Gabriela Arancibia?, Carolina
Arredondo?, Franco Cardenas!, Myriam Gonzalez!, Michael Seeger®. ¥ Laboratorio de Microbiologia Molecular y
Biotecnologia Ambiental, Departamento de Quimica y Centro de Biotecnologia DAL, Universidad Técnica Federico Santa
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Assessment of hydrocarbon contamination sites has revealed profound consequences of pollution in the composition
of affected microbial communities. Nevertheless, some microorganisms take advantage of this condition, using
hydrocarbons as a carbon source, which also promotes a transition state in the overall distribution of the community and
abundance stability of selected taxa. This study tested the hypothesis that hydrocarbonclastic bacteria would become
highly prevalent along bioremediation of hydrocarbon contaminated soils. Soils samples under five bioremediation
treatments (land-farming (1), biostimulation(2), bioaugmentation(2)) were taken and microbial community structure
was determined by 16S rRNA amplicon sequencing across twelve different times. Core microbiota was identified for
each treatment and bimodality and tipping point test was performed to show abundance behavior in specific taxa.
Also, local similarity analysis (LSA) networks were constructed to establish relationships between bacterial families
and experimental parameters regarding (delayed) correlations. Treatments based in bioaugmentation with strains from
three genera (Acinetobacter, Pseudomonas, and Nocardia) comprehend a higher diversity in their core microbiota
and inter-temporal correlations between core taxas related to hydrocarbon degradation. Notably, members of family
Nocardiaceae had a temporal transition between peaks in a bimodal distribution. In contrast, unimodal distributions
were observed for families Pseudomonadaceae and Moraxellaceae, that may be explained by their overall instability.
In the case of biostimulation, members of the order Xanthomonadales, a well-known group of hydrocarbon degraders,
were highly promoted along bioremediation. Across all five treatments, the order Actinomycetales was found to be
highly present and abundant along the process, suggesting this group may be playing a relevant role during hydrocarbon
degradation.
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En los suelos volcdnicos del sur de Chile, se desarrollan las principales actividades agropecuarias del pais. Estos suelos
poseen propiedades caracteristicas como: alto contenido de materia orgdnica, baja productividad y retencién de
fosforo y nitrégeno. A pesar de la gran cantidad de estudios relacionados con la productividad de estos suelos, poco
se ha investigado en relacién a la composicidon de la microbiota y su vinculo con los procesos biogeoquimicos en que
ella podria estar involucrada. Para relacionar la composicion de la microbiota con sus potencialidades funcionales,
nosotros realizamos un analisis de secuenciacién masiva del gen 16S rRNA y del gen 18S rRNA de una muestra de
suelo volcdnico tipo Andosol del sur de Chile. El analisis bioinformatico para establecer la composicidon taxondmica se
realizé con la plataforma QIIME y el perfil funcional se realizé utilizando el algoritmo PICRUSt. Los fila bacterianos mas
abundantes encontrados fueron Acidobacteria (30,2%), Proteobacteria (24,7) y Actinobacteria (14,6%) y AD3 (10,3%);
la familia mas abundante fue Koribacteraceae (12,6). Los fila eucaridticos mas abundantes fueron: Ascomycota (71,4%),
Chytridiomycota (14,3%), Basidiomycota (7,1%), Glomeromycota (7,1%); el género mas abundante fue Chytriomyces
(47%). A nivel funcional los procesos celulares mas importantes fueron: procesamiento de la informacién genética
(20,1%) y medioambiental (13,4%), metabolismo de carbohidratos (12,1%) y de aminoacidos (11,9%). En relacidn al
metabolismo energético, los procesos que mostraron mayor representatividad fueron: fosforilacion oxidativa (27,9%),
fijacidon de carbono (26%), metabolismo del metano (16,2%) y del nitrégeno (13,2%). Nuestros resultados obtenidos
tanto para asignacion taxondmica, como para la prediccién metabdlica funcional, nos muestran que en este suelo el
metabolismo del carbono y del nitrogeno tienen un rol preponderante, ademas muchos de los géneros bacterianos y
de hongos mas abundantes encontrados, participan activamente en estos ciclos. Estas observaciones son congruentes
con las caracteristicas fisico-quimicas propias de estos suelos, y validan este tipo de estudios como una herramienta util
al momento de relacionar la composicion taxonémica de la microbiota y su potencialidad metabélica.

Proyecto FNI 02/17, Universidad de Los Lagos.
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Comunidades bacterianas en areas afectadas por la mineria de oro, en el Departamento del Tolima-Colombia

Maryeimy Varon-Lopez?, Lily Julieth Vargas Osorio?, Pedro Avelino Andrade?. ¥ Tolima, Facultad de Ciencias, Universidad
del Tolima, Ibague, CO @ Sao Paulo, Microbiologia Agricola, ESALQ, Piracicaba, BR

La mineria afecta directamente la composicién fisica, quimica y bioldgica del suelo. Con los residuos que se generan
del proceso de extraccidén, son depositadas altas concentraciones de metales pesados sobre el ambiente edafico y
las fuentes hidricas. En este estudio fue evaluado el efecto de los relaves sobre la actividad, abundancia, diversidad
y composicion de la microbiota del suelo, comparando dos areas préximas, una con vegetacién nativa (SI-N) y otra
de depdsitos de desechos mineros de oro (SI-M), en el municipio de Santa Isabel-Tolima, Colombia. La evaluacion
fisicoquimica de las areas confirmd las altas concentraciones de metales pesados en SI-M, con los mayores valores
totales, para Zn (1940,2 mg/kg) y V (91,75 mg/kg), y de metales disponibles Cd (10,64 mg/kg) y Pb (66,98 mg/kg) en SI-
M. La densidad de bacterias y la actividad microbiana medida por la Respiracion Basal, Respiracién Inducida y Carbono
de la Biomasa Microbiana disminuyeron significativamente en SI-M. La diversidad y composicién de la comunidad
bacteriana evaluada por secuenciacién masiva con MiSeq de Illumina, mostré una diversidad alfa, menor en el drea
contaminada, y el andlisis de coordenadas principales (PCO) evidencié una clara separacién entre las comunidades
de las dos areas, con una menor diferencia entre los puntos de SI-M. Para el area conservada el filo mas abundante
fue Proteobacteria, seguido de Acidobacteria, y en los depdsitos mineros, Firmicutes fue el grupo mas representativo.
Los resultados mostraron que las clases Clostridi y Bacilli son las que presentan mayor capacidad de permanecer en
estas condiciones de contaminacién minera, mientras que Plantomycetes disminuye drasticamente. Actinobacteria,
no presentd cambios en abundancia independiente de la condicion de estres, manteniendo el género actinobacteria
como el mas abundante, se destacan el aumento de los grupos de Lactobacillales y Bifidobacteriales en los ambientes
contaminados. Estos resultados evidencian por el efecto que generan los residuos de la mineria, sobre la comunidad
microbiana de los suelos, ademads, de la capacidad de sobrevivencia de algunos grupos y su potencial para ser utilizados
como bioindicadores y/o como grupos potenciales para ser evaluados en programas de recuperacion de suelos
degradados.
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Andlisis comparado de microbiomas de suelo en ambientes desérticos
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El estudio de comunidades de microorganismos de suelos de distintos biomas, indica que el Dominio Bacteria puede
alcanzar el 73 - 98 % de abundancia relativa, proporcién que disminuye en comunidades de suelos de biomas desérticos.
Los ambientes desérticos, aparentemente, también exhiben valores bajos de alfa-diversidad en sus comunidades
bacterianas en comparacidn a otros biomas de suelo. El propdsito del presente trabajo es realizar un andlisis comparado
de microbiomas de suelo en ambientes desérticos, con el objetivo de: 1) identificar patronesy predictores de composicion
bacteriana en estos ambientes, y a partir de esta informacidn 2) determinar las caracteristicas comunes y particulares
de los microbiomas del desierto de Atacama. Se realizd una bulsqueda sistemdtica de articulos que reportaran la
abundancia porcentual de filos de bacterias en muestras de suelos desérticos en diferentes partes del mundo. Se
extrajeron los datos de abundancia de filos de las bases de datos reportadas en estos trabajos y se compararon a través
de un agrupamiento jerarquico (K-means method) y de graficos de abundancias relativas porcentuales respecto a tres
variables externas: temperatura (frio/céalido), método de obtencién del OTU (cultivo-dependiente/independiente) y
origen geografico de la muestra. Los resultados del analisis cualitativo mostraron: dominancia de tres filos en todos los
desiertos mundiales (Acidobacteria, Actinobacteria y Proteobacteria), un sesgo que genera similitud de composicion
bacteriana al utilizar métodos cultivo-dependientes, una agrupacion de los desiertos segin sus abundancias en dos
grandes clados y una similitud entre el desierto de Atacama y desiertos frios de la Antarctica. Estos resultados sirven
de base para orientar analisis cuantitativos sobre comunidades bacterianas de suelos desérticos en Chile y refinar la
busqueda de los predictores de diversidad.

Proyecto FONDECYT 1151384, Proyecto FONDAP 15090007
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Efecto del cambio en el uso del suelo sobre las comunidades microbianas en el Chaco Seco (Argentina)
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Lascomunidades microbianasestaninvolucradasenelcicladode nutrientesenelsuelo participando enladescomposicion,
formacién de materia organica y transformacion de nutrientes implicados en el mantenimiento de la fertilidad. Las
perturbaciones antrdpicas pueden afectar la abundancia y estructura de las comunidades microbianas, modificando los
procesos en las cuales ellas participan. El objetivo fue comparar la estructura de las comunidades microbianas entre un
sitio no disturbado y distintos sistemas productivos del Chaco arido de Cordoba (Argentina), con la finalidad de evaluar
elimpacto del uso del suelo sobre las comunidades microbianas. Se trabajé en el Oeste de la provincia de Cérdoba, en un
sitio no disturbado y en tres sitios productivos: desmonte total y selectivo con ganaderia (DT-ganaderia y DS-ganaderia)
y desmonte total con agricultura (DT-agricultura). En cada sitio se tomaron 3 muestras compuestas de suelo (0-20cm) y
se determind: la abundancia de bacterias y hongos mediante qPCR y los perfiles de acidos grasos fosfolipidicos (PLFA).
No se detectaron diferencias significativas en la abundancia de bacterias y hongos, sin embargo, en todos los sitios la
biomasa fungica fue aproximadamente dos veces menor que la bacteriana. Al analizar cada taxdn mediante PLFA, se
encontrd una mayor abundancia de bacterias gram positivas y gram negativas en el sitio DT-agricultura. La biomasa de
hongos totales y actinomycetes no varié en forma significativa. En conclusion, las practicas de manejo no impactaron
modificando la abundancia total de bacterias y hongos, pero si produjeron variaciones en los taxones microbianos. El
incremento en la biomasa de bacterias grampositivas y gramnegativas en el sitio DT-agricultura, probablemente sea
un reflejo del manejo: la incorporaciéon de residuos frescos (laboreo) y el efecto de la fertilizacion. Que la comunidad
de hongos no se encuentre alterada en el sitio DT-agricultura es sorprendente, ya que es conocido que los hongos
presentan mayor tiempo de recuperacién que las bacterias y suelen ser mas sensibles a las perturbaciones fisicas como
el laboreo al agredir el micelio mediante destruccién mecdnica. En resumen, mediante la técnica de PLFA pudimos llegar
a detectar variaciones a nivel de grupos microbianos debidas al uso del suelo y el impacto productivo.
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La tormenta perfecta: impacto de un evento aluvional en las comunidades microbianas de sedimentos de
un rio altamente contaminado por metales pesados, Region de Atacama, Chile
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El Rio Salado se ubica en la regién de Atacama, en el Desierto de Atacama, presentando 7575 km2 y una longitud de 175
Km. El rio nace en el Salar de Pedernales y atraviesa distintas localidades como Potrerillos, El Salvador, Diego de Almagro
y Chaiiaral (desembocadura). Este rio extremadamente salino, se encuentra fuertemente alterado por actividades
mineras histdricas, recibiendo durante 37 afios relaves de la Mina en Potrerillos que contenian altas concentraciones
de Mo y Cu. Estudios previos han demostrado la presencia de comunidades microbianas en sectores de este rio las
cuales son altamente resistentes a los metales. El 25 de marzo de 2015, producto de una serie de inusuales lluvias en 3
dias, que alcanzaron un total de 76-92 mm de agua caida, el rio se desbordd, provocando un aluvién que cubrid varias
localidades. Los eventos de lluvia se han intensificado en los Ultimos afios en el Desierto de Atacama, lo que estaria
generando dispersién de contaminantes confinados en tranques de relave a sistemas como el Rio Salado. El objetivo fue
estudiar la dispersion de las comunidades microbianas por efecto del aluvién, se tomaron 9 muestras de sedimento a
las 2 semanas de ocurrido el evento del Rio Salado para analizar la abundancia relativa de distintos grupos de Bacteria
y Archaea, por secuenciacion del gen 16S rRNA utilizando secuenciacidon masiva (Illumina MiSeq). En este estudio se
obtuvo un total de 459.654 secuencias y 1.632 OTUs en total. En el caso del Dominio Bacteria se obtuvo un total
de 19 Phyla, siendo el mas abundante Proteobacteria (31,7%) y Firmicutes (17,7%). Ademas, se detectaron 42 clases
siendo mas representativas Gammaproteobacteria (26,9%) y Bacilli (17,3%) y 117 familias, donde las mas abundantes
Lactobacillaceae (11%) y Halomonadaceae (10,8%). Para Archaea, el phylum mas abundante fue Euryarchaeota
(38,2%) y Nanoarchaeota (2,1%), siendo representados por la familia Halobacteriaceae (38,2%). En este estudio se ha
evidenciado que las zonas que estuvieron expuestas a contaminacidon por molibdeno, cobre y arsénico presentaron
gran abundancia de Archaea del phylum Euryarchaeota posterior al aluvion, sumado a que la mayor concentracion de
metales se encontraba en localidades cercanas a Mineras como Potrerillos y el Salvador.

FONDECYT 1140179, 1181773; CeBiB FBO0O01
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Assessment of microbial actors involved in the natural attenuation process of jet fuel-contaminated soils
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Natural attenuation represents all processes that govern contaminant mass removal including microbial-mediated
degradation in the environment. Although this process is intrinsic to the soil and aquifer microbial community, its
rate and efficiency depend on multiple factors, including the abundance and diversity of microorganisms capable of
degrading these pollutants. This study aimed to characterize the microbial communities and functional genes involved
in the degradation of jet fuel entrapped in the pore space. The composition and distribution of microbial members
and specific genes for anaerobic degradation were analyzed based on 16S rRNA amplicon and metagenomic shotgun
sequencing using Illumina HiSeq platform. Three in situ microcosms (Bactraps) containing activated charcoal with
isotopically labelled aromatic compounds (benzene, toluene or naphthalene) were installed in different locations of the
contaminated site. Bactraps were removed six months latter concomitantly with soil samples (liners) collected in the
same locations, within the saturated zone and at three different depths. Sequence analysis revealed two predominant
bacterial generainthe soil samples, Propioniobacterium at the bottom, a bacterium reported to be anaerobic naphthalene
degrader, and high abundance of Acinetobacter members at the top and in relatively lower abundance at the middle
depth, indicating possible aerobic mineralization of aromatic compounds in the upper portions of the liner. In the
Bactraps, a similar distribution of the most abundant genera was observed for benzene and toluene-labelled Bactraps,
revealing Geobacteras the most important genus in anaerobic degradation of aromatic compounds, a group previously
reported to harbor the most relevant enzymes in the anaerobic pathway (BssA, BamB) for aromatic degradation, results
confirmed by analyses of functional genes. In the naphthalene-labelled Bactrap, microbial community was dominated
by Syntrophus spp., bacteria related to anaerobic degradation in methanogenic consortia, and Propioniobacterium spp.
These results suggested a differentiated selection of microorganisms in the Bactraps, as a result of the enrichment with
different compounds, favoring specific bacteria capable of degrading these compounds.

PETROBRAS (Process Numbers ANP: 18012-5); SAO PAULO RESEARCH FOUNDATION — FAPESP (Process Number:
2017/16611-0).
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Thermoplasmatales and sulfur oxidizing bacteria dominate the microbial community of a natural CO2-rich
wet mofette located in Tenorio Volcano National Park (Costa Rica)
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The study of the microbiota in CO,-rich environments allows us to understand phenotypic and genetic adaptations of
life under elevated levels of this gas but also allows us to acquire knowledge to explore future tools for the capture and
storage of anthropogenic CO,. In this work, we report the chemistry and microbial community that inhabits a natural
CO,-rich spring (i.e. wet mofette) popularly known in Costa Rica as Borbollones, located in Tenorio Volcano National
Park. The physicochemical parameters of this thermal springs indicated that it has a temperature of 602C, a pH of 2.42
and that the gas released has a composition of ~97 % CO,, ~0.07 % H.,S, ~2.3 % N,, and ~0.12 % CH,. In the waters,
other chemicals species such as sulphate (~253 mg/L), chloride (~175 mg/L) and iron (~2.9 mg/L) were found in high
levels with respect to normal freshwater streams. Analysis of the 16S rRNA gene by lllumina sequencing revealed that
the microbial community is dominated by an Archaea of the order Thermoplasmatales (~¥17.5% of total sequencing
reads) related to the thermoacidophilic Themogymnomonas acidicola, and by one bacterium of the genus Sulfurimonas
(~13.5%). Other sulfur-oxidizing bacteria of the genera Thiomonas (~6.69%), Acidithiobacillus (~9.14%), Sulfuriferula
(~3.08%), Sulfuricurvum (~2.47%) and Sulfurovum (~1.06%) were also identified, which is consistent with the presence
of sulfur hydrogen. In addition, iron-oxidizing (genera Sideroxydans, Gallionella, Ferrovum), and ammonia/nitrite
oxidizing bacteria (genera Candidatus, Nitrospira) were detected. This work corresponds to the first report where the
physicochemical and microbiological composition of a wet mofette from Costa Rica and Central America is described.
Results contribute to the knowledge of microbial communities inhabiting ecosystems with extraordinary levels of CO,.
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Caracterizacion fenotipica de Botrytis cinerea resistentes a boscalid y fenexhamida obtenidos desde flora
nativa de la region de Coquimbo, Chile
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Laboratorio de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Ciencias, Universidad De La Serena, La Serena, CL

Botrytis cinerea, es un fitopatdgeno que causa moho gris en una amplia variedad de plantas en regiones templadas en
todo el mundo, incluyendo plantas nativas en Chile. Diversos estudios han demostrado que este hongo posee rasgos
genéticos vy fisioldgicos variables, agrupandola en B. pseudocinerea (grupo 1) y B. cinerea (grupo Il), de acuerdo a la
caracterizacion del polimorfismo del gen Bc-hch. B. cinerea es de gran interés en el drea agricola ya que presenta
diferentes mecanismos de resistencia a la mayoria de los fungicidas quimicos utilizados. El objetivo de este estudio fue
caracterizar y comparar genética y fenotipicamente 31 cepas de Botrytis cinerea de la regién de Coquimbo, Chile. La
identificacidn de Botrytis cinerea se realizé mediante la secuenciacidn de la regidn espaciadora interna transcrita (ITS)
de ADNr utilizando los cebadores ITS1/1TS4. Para determinar el genotipo de cada cepa se utilizaron los transposones
Boty y Flipper, los resultados indicaron que el genotipo con mayor prevalencia fue Transposa (83,8%), con ambos
elementos transponibles activos. Todas las cepas de este estudio se identificaron como B. cinerea (grupo Il). Para
confirmacién adicional, se secuenciaron los genes que codifican para las proteinas G3pdh, Hsp60, Rpb2 y Nepl. Los
resultados obtenidos confirmaron que las cepas aisladas eran 100% de la especie B. cinerea. Las pruebas de sensibilidad
frente a seis antifungicos comerciales (Fludioxonil, Iprodione, Fenhexamid, Tebuconazol y Boscadil) muestran que el
22,5% de las cepas fueron resistentes a boscalid o fenhexamida. Los andlisis de esporulacién, formacidn de esclerocios y
virulencia, fueron mayores en las cepas resistentes a los antifingicos con respecto a las cepas susceptibles, sin embargo
esta diferencia no fue estadisticamente significativa. Este es el primer estudio que identifica B. cinerea resistente a
boscalid y fenhexamida asociados a vegetacién nativa y nativa endémica en la Regién de Coquimbo.
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Andlise molecular da comunidade bacteriana presente em microcosmos de agua do mar proveniente da
Bacia Para-Maranhao contaminados com petréleo
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Em 2011, aexploracao de petréleo naregidao Norte do Brasil teve visibilidade quando a Petrobras perfurou 250 km da costa
do Para e detectou a presenca de petréleo de alto valor comercial. Todas as etapas envolvidas na exploracao offshore de
petréleo representam um risco iminente de contaminacdo ambiental dos ecossistemas costeiros, entretanto o potencial
de biorremediacdo da costa Amazdnica permanece desconhecido. Dessa forma, este estudo objetiva analisar a estrutura
da comunidade bacteriana presente na dgua do mar da Bacia do Pard-Maranh3o contaminada com dleo cru, a partir
de microcosmos por métodos independentes de cultivo (eletroforese em gel com gradiente de desnaturacdo aliado a
reacdo em cadeia da polimerase - PCR-DGGE, baseado no gene rrs que codifica a subunidade 16S do RNA ribossémico).
Microcosmos contendo agua do mar (Bacia Pard-Maranhdo) foram montados em triplicata contaminados com éleo
cru, suplementado com nutrientes (N, P e K) e mantidos por 60 dias. Microcosmos sem contaminacdo por dleo e/ou
suplementacdo de nutrientes foram montados como controles para uma analise temporal da comunidade, amostras
foram coletadas nos tempos de 0, 15, 30 e 60 dias apds o inicio do experimento (TO, T1, T2 e T3, respectivamente).
A andlise da estrutura da comunidade (coeficiente de similaridade de Pearson) revelou agrupamento dos perfis de
acordo com o tempo (70% de similaridade). Além disso, pode-se observar ainda o agrupamento com mais de 85% de
similaridade das amostras com a presenca de 6leo dos tempos T2 e T3. A analise de componentes principais (PCA),
mostrou a aproximacgao dos grupos que continham dleo e bioestimulante nos tempos T2 e T3, corroborando os resultados
ja obtidos. As analises estatisticas (teste p) demonstraram valores de dissimilaridade x e y entre os grupos, entretanto
nao houve diferenca significativa, assim como as andlises de diversidade (indices de Chao e Shannon) realizadas a partir
de matrizes de presenca e auséncia. Dessa forma, concluiu-se que as varidveis de maior importancia na estruturacao
da comunidade foram o tempo e o contaminante. Os resultados sugerem uma possivel sucessao ecolégica e selecao de
grupos que foram capazes de tolerar e/ou utilizar o 6leo como Unica fonte de carbono.




JU195
Reconstrucciéon y comparacion genémica de microorganismos simbiontes de esponjas Antarticas

Mario Moreno-Pino'?, Nicole Trefault?*3. ) Programa de Doctorado en Gendmica Integrativa, Vicerrectoria de
Investigacion, Universidad Mayor, Santiago, CL ? Centro GEMA- Gendmica, Ecologia y Medio Ambiente, Universidad
Mayor, Santiago, CL ® Centro de Gendmica y Bioinformatica, Universidad Mayor, Santiago, CL

El microbioma de esponja se compone de una amplia gama de microorganismos que desempeifian un papel relevante
en diferentes aspectos de la biologia de la esponja y en el ciclaje de elementos claves para el correcto funcionamiento
de los ecosistemas. El estudio del rol funcional de las comunidades asociadas a esponjas se ha centrado principalmente
en ambientes temperados y tropicales, por lo que nuestro conocimiento del rol metabdlico de estos microorganismos
en esponjas antdrticas es limitado. Este trabajo se centré en caracterizar el potencial metabdlico de los microorganismos
asociados a esponjas antarticas, mediante la reconstruccién de genomas, a partir de datos metagendmicos y la
estrategia bioinformatica de “Binning”. Un total de 61 genomas fueron inicialmente reconstruidos, de los cuales 3 fueron
seleccionados debido a su alta completitud y bajo porcentaje de contaminacién. El andlisis taxondmico, basado en el
gen ribosomal 16S rRNA, permitié clasificar los genomas como Rhodobacteraceae (Bin 1y Bin 9) y Nitrosopumilaceae
(Bin 22). El tamafio gendmico fue de 2,8 Mb. parael Bin1y 9, y 1,6 Mb. para el Bin 22, y la completitud gendmica fue
de 95% para los Bins 1y 9, y 88% para el Bin 22. El analisis del potencial metabdlico muestra que los Bin 1y 9 poseen
genes relacionados a la degradacién de dimetilsulfoniopropionato, DMSP, compuesto relevante en cambio climatico.
Por otra parte, el Bin 22 posee genes para la oxidacion de amonio (amoAy amoC) y para la fijacion de carbono mediada
por el ciclo 3HB/4HP (nmar1110, gen codificante de la succinato semialdehido reductasa). Adicionalmente, los tres
genomas poseen un elevado nimero de copias de genes asociados a estilo de vida simbidtico, por ejemplo, los genes
que codifican para proteinas con repeticiones de tetratricopéptidos y elementos CRISPR-cas. El bin 1y 9 poseen 268 y
356 repeticiones tetratricopéptidos (TTR) y 2 elementos CRISPR, respectivamente. El bin 22, posee 521 TTRy 1 elemento
CRISPR. En conclusidn, los genomas analizados evidencian mecanismos de ciclaje de nutrientes y adaptaciones de
estilo de vida simbidtico, proporcionando mayor informacién del potencial funcional que tienen los microorganismos
asociados a esponjas Antarticas.
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Andean uncovered biosphere: revealing the vertical milliscale bacterial and eukaryotic community structure
within a freshwater microbial mat from Salar de Huasco
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High altitude wetlands in the Altiplano are unique remote aquatic ecosystems considered as part of the cold biosphere.
Microbial mats, vertically stratified tridimensional structures, shaped by geochemical gradients and considered
as complex microbial ecosystems are present in Altiplano basins. Here we investigated the upper 7 millimetres of a
microbial mat formed in the freshwater site of Salar de Huasco, a high-altitude wetland from the Chilean Altiplano in
order to confirm the existence of these complex forms of biofilms in this extreme environment. The presence of the
microbial mat was determined by the dissolved oxygen microprofile measured throughout each colored layer as a
typical microbial mat steep oxygen stratification. Sterile scalpel blade and spatula were used to dissect the microbial
mat. Samples were kept in sterile 50 ml Falcon tubes. High throughput sequencing samples for DNA extraction were
sampled from each layer of the microbial mat by the use of sterile spatulas according to depths until the reach of the
black horizon in the deepest layer of the structure (7 millimetres). Oxygen levels ranked from 166 uM at 0 millimetres
to 448 pM dissolved oxygen at 2-3 millimeter depth during midday in the studied structure. Furthermore, we used 454
pyrosequencing of the 16S and 18S rRNA genes, sequences were clustered into Operational Taxonomic Units (OTU)
and classified using a 97% similarity to the SILVA 128 database. A total of 30.524 bacterial sequences, covering 24
phyla including 15 candidate divisions were detected and analyzed using an OTU co-occurrence network. Classes a-
and 8- Proteobacteria and Cyanobacteria phylum appeared to dominate the bacterial communities. The eukaryotic
community detected as 10.217 sequences and was mainly associated to phototrophs as chlorophytes and diatoms
and in minor proportions to ciliates and fungi. Micro eukaryotes were distributed in 34 total taxa, representing four
eukaryotic Super-Groups (Archaeplastida, SAR, Opistokontha and Amoebozoa). We highlight the presence of these
communities as potential part of the energy transfer to higher trophic levels thriving in this wetland.
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Symbiosis establishment between rhizobia and host legumes is highly regulated. Genetic coordination starts when
both organisms recognize each other by signal exchanges and results in the formation of root nodules that provide
an environment suitable for N2-fixation by rhizobia. One of the first signals exchanged by rhizobia and host plants
are root exudates flavonoids that once recognized by the bacteria, tigers the expression of nod genes. The aim of the
present work was to characterize the changes occurring in the bacterial cells during the early interaction steps between
Cupriavidus and Mimosa. To address this question we have analysed the proteomic and transcriptomic changes induced
by the presence of the flavonoids Luteolin and Apigenine in rhizobialCupriavidus sp. Employing a Differential In Gel
Expression (DIGE) proteomic approach we were able to identify 14 differentially expressed proteins, while RNAseq
comparative analyses allow us to identify more than 50 differentially expressed genes between induced and non-
induced culture conditions. Cluster of orthologous group (COG) analyses indicated the induction of proteins related
to energy production and conversion (functional category C) and Amino Acid metabolism and transport (functional
category E). On the other hand, analyses of induced genes indicated that in adition to the observed nod genes induction,
several celular process are influenced by the presence of plant released flavonoids, including siderofore production
and membrane remodelation. The information obtained by these two complementary approaches suggest that the
Cupriavidus-Mimosa symbiotic interaction have some similarities with well studied alpha-rhizobia-legumes models,
but also have particularities that deserve its study in order to understand the basis of the establishment of effective
symbiotic interactions between beta-rhizobia and legumes.
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El regulador del desarrollo Pcz1 controla la produccién de metabolitos secundarios en el hongo filamentoso
Penicillium roqueforti
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El hongo filamentoso Penicillium roqueforti se usa en la produccién de varios tipos de quesos azules. Ademads, este hongo
produce metabolitos secundarios interesantes tales como la micotoxina roquefortina C, el anticancerigeno andrastina
A, y el inmunosupresor acido micofendlico. Hasta la fecha, hay poca informacién sobre la regulacidn de la produccién
de estos metabolitos secundarios. Recientemente, nuestro grupo describié un nuevo gen en P. roqueforti, llamado pcz1
(Penicillium C6 zinc domain protein 1). Este gen codifica una proteina del tipo Zn(ll),Cys, que controla el crecimiento
y los procesos de desarrollo en este hongo. Sin embargo, su efecto sobre el metabolismo secundario es actualmente
desconocido. En este trabajo, hemos producido cepas de P. roqueforti sobre-expresando pcz1, y cepas con expresion
de pcz1 atenuada mediante ARN de interferencia, y hemos medido la produccién de roquefortina C, andrastina A y
acido micofendlico en estas cepas. Los tres metabolitos mencionados se redujeron drasticamente en las cepas donde la
expresion de pcz1 fue atenuada. Sin embargo, y de forma sorprendente, cuando pcz1 se sobreexpresé en P. roqueforti,
solo se produjo en exceso el acido micofendlico mientras que los niveles de roquefortina C y andrastina A nuevamente
disminuyeron. Los distintos niveles de produccién de estos metabolitos correlacionaron con el patrén de expresion de
los genes biosintéticos implicados en su produccién. De esta forma, cuando se observé aumento o disminucion de un
metabolito por accion de pcz1, esto correlaciond respectivamente con un aumento o disminucién de la transcripcion
de los genes biosintéticos. Tomados en conjunto, nuestros resultados sugieren que Pczl juega un papel clave en la
regulacidon del metabolismo secundario en el hongo P. roqueforti, a través del control transcripcional de los genes que
participan en la biosintesis de sus metabolitos secundarios.
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El crecimiento en biofilms ha sido ampliamente estudiado en bacterias, siendo menos estudiado en levaduras. Se ha
podido demostrar que las células del biofilms pueden resultar entre 10 y 1000 veces mas resistentes que las células
plancténicas correspondientes a un gran numero de antimicrobianos de amplio espectro y de biocidas oxidantes. Es
necesaria la busqueda de nuevos compuestos para el tratamiento de estas comunidades microbianas. Los compuestos
de tris (estilbeno) son sistemas aromaticos simples que pueden considerarse como dendrimeros de primera generacion
de poli(fenileno)vinileno (PPV) con un andamio rigido conjugado. El objetivo de este trabajo fue determinar la actividad
antibiofilm de cuatro nuevos compuestos derivados tris (estilbeno) contra células sésiles de Candida tropicalis,
evaluando estrategias sinérgicas con anfotericina B (AmB). Se utiliz6 la cepa de referencia C. tropicalis NCPF 3111. Se
determind la concentracién inhibitoria minima (CIM) y la concentracién fungicida minima (CFM) a AmB (antiflingico
de referencia) y de estos nuevos compuestos (N° 5, 8, 10 y 14), segin métodos estandarizados por el Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI documento M27-A3) utilizando el método de microdilucidn en caldo. Se formé el
biofilm y se cuantificé por microtécnica con cristal violeta (CV) y espectrofotometria UV-visible en placas de 96 pocillos
por 48 h a 37°C para la formacion del biofilms maduro. Se evalud la concentracion de erradicacion del biofilm (CEB)
de los distintos compuestos. Se graficé unidades de biomasa del biofilms (UBB) vs concentracién del compuesto y se
determinaron los porcentajes de reduccion (%R) para cada condicidn. Con los compuestos 8 y 10 se alcanzd mas 90% R
a los valores supraClM, y adicidn con AmB. Se obtuvo efecto sinérgico a valores CIM con el compuesto 10. Sin embargo,
con el compuesto 5 en combinacidn con AmB, se observé una importante sinergia a valores CIM y supraCIM. Para el
compuesto 14, no se observd actividad solo o combinado. Dado que los microorganismos formadores de biofilms son
resistentes a los antimicrobianos, la obtencidén de nuevos compuestos activos o estrategias sinérgicas frente a estos
patégenos tiene un importante valor sanitario y econdmico que ameritaria la continuidad de futuras investigaciones.
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New gene involved in chromate redox stress response in the poliextremophilic bacterium Leptospirillum
sp. CF-1
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Background: Leptospirillum sp. CF-1 is an iron-oxidizing bacterium that belongs to bioleaching microbial communities.
Due to the high concentration of dissolved metals such as iron and copper, environments where this bacterium thrive
are considered like highly oxidizing. Proteomic and transcriptomic experiments performed on Leptospirillum sp. CF-1
exposed to oxidative stress conditions led to an up-regulation of an important set of genes and proteins with unknown
functions. Furthermore, in Leptospirillum sp. CF-1 hypothetical genes represent about 50% of the genome, and so they
are likely playing an important role as part of adaptive mechanisms to face extreme conditions in acidic environments.
We studied the role of six hypothetical genes (ABH19 06740, 06855, 07700, 09590, 10550 and 11760) in oxidative and
metal stress response. Methods: Hypotheticals genes were cloned and overexpressed in Escherichia coli DH5-a, with the
aim to evaluate the role of them in oxidative and metal stress protection. Cells were exposed to stress culture conditions
by addition of chromate, hydrogen peroxide or 1,1'-dimethyl-4,4’-bipyridyl dichloride. To evaluate if the studied genes
expression was modified in response to stresses in the Leptospirillum sp. CF-1, an approach using RT-qPCR experiments
was made. Predicted characteristic of hypothetical proteins was addressed using bioinformatic tools. Results: From the
six hypothetical genes analyzed, the ABH19 09590 gene showed to have a significant effect by increasing the tolerance
of the wild type strain of E. coli to chromate. Of all the genes studied. The ABH19_09590 gene has a length of 2472
bp and encodes a hypothetical cytoplasmic protein of 820 amino acids with an estimated molecular mass of 92 kDa.
The deduced amino acid sequence did not reveal any know motif and it is genomic context seems to be rounded
by others hypotheticals genes with unknown function. This gene was upregulated during exposure of Leptospirillum
sp. CF-1 to chromate and other oxidative stress elicitors. Conclusion: The hypothetical gene ABH19_ 09590 and its
corresponding product could represent an important element in the response of Leptospirillum sp. CF-1 to stress by
chromium and ROS-generating compounds. This work provides new insights into the adaptation of acidophiles to their
extreme environment.
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Heterologous expression of Mycobacterium tuberculosis CtpF on Mycobacterium smegmatis cells
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Introduction Mycobacterium tuberculosis (Mtb) is the causative agent of tuberculosis (TB), an airborne disease that
according to the World Health Organization caused 1.3 million deaths in 2016. Despite the typical chemotherapeutic
treatments against TB and the existence of the BCG vaccine, TB is still a major public health concern. As part of the
immune system response against TB, the alkaline/alkaline-earth metal concentration increases inside macrophages.
Among the 12 P-type ATPases codified by the genome of Mtb, CtpF, a SERCA-like protein that has been associated
with Ca?* efflux, responds to more toxic and stress conditions compared with other Mtb P-type ATPases. pmal is the
homologous of ctpF in M. smegmatis. Methods ctpF gene was cloned in the mycobacterial shuttle vector pMV261 and
transformed in M. smegmatis mc2155 wild type and M. smegmatis Pmal null-mutant (Dpmal) cells. Subsequently,
calcium accumulation in mycobacterial cells and membrane vesicles was measured by atomic absorption spectroscopy.
Results Calcium relative accumulation was 2 and 3-fold higher in M. smegmatis mc2155 and Dpmal transformed with
CtpF, respectively, compared with control cells. Conclusion Mtb CtpF is associated with calcium efflux in mycobacterial
cells and prevents calcium accumulation inside mycobacterial cells.
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Microbiotaplaysavital rolein hostenergy metabolismand the evolution of metabolicdisorders. Among others, microbiota
can interact with host cells through regulating mitochondrial biogenesis and function. The administration of probiotics
is a method to modulate host microbiota. The probiotic Lactobacillus rhamnosus GG (LrhGG) has been associated with
the mitigation of metabolic disorders and to the modulation of the active microbiota. A critical health problem in our
society is the consumption of alcohol in adolescence, characterized by drinking of large amounts of alcohol in a short
period. This binge-like ethanol exposure cause neuroinflammation, oxidative stress, and mitochondrial dysfunction.
Besides, alcohol may induce intestinal dysbiosis, intestinal permeability, bacterial translocation, endotoxemia and the
development of alcoholic liver disease (ALD). Lately, probiotics have been shown to be effective in reducing the growth
of ALD. We have been studying the LrhGG effect on the mitochondrial physiology of rats exposed to binge-like ethanol
exposure during adolescence. For these, intraperitoneal injection of either ethanol (BEP) or isotonic saline (SP) were
administered to rats. Then, rats were given LrhGG orally. The microbiota of the rats was analyzed in feces by gPCR. Finally,
the mitochondrial function was examined. LrhGG was found at levels of 10°-10” UFC in feces from rats that consumed
this bacterium. LrhGG changes the expression of HIGD2A, MnSOD and AMPKal, genes involved in mitochondrial
physiology. In liver, LrhGG intake increase mitochondrial NADH levels in SP rats. Also in BEP rats, LrhGG intake increase
mitochondrial total antioxidant capacity. Besides, the ADP/ATP ratio showed a significant decrease in BEP rats. LrhGG
regularized this ratio. While BEP rats presented a decline of HIG2A protein and an increase in the respiratory complexes,
LrhGG induces a reduction in HIG2A protein and respiratory complexes. LrhGG likely exerts its beneficial effects through
modulation of antioxidant defense, AMPKal activation, and remodeling of respiratory complexes.
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Primary evidences of the mechanisms of action of the HIV aspartyl peptidase inhibitors nelfinavir and
lopinavir on trypomastigote forms of Trypanosoma cruzi
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The development of HIV aspartyl peptidase inhibitors (HIV-Pls) and their introduction into AIDS therapy preceded a
significant decrease in the incidence, morbidity and mortality of relevant protozoan co-infections. However, few data
are available about how HIV-Pls act on pathogenic parasites, such as Trypanosoma cruzi, the etiologic agent of Chagas
disease. Therefore, the aim of the present work was to evaluate different physiological aspects of the treatment of the
infective trypomastigote forms of T. cruzi with the HIV-Pls nelfinavir and lopinavir. The LD50 values for nelfinavir and
lopinavir were 8.6 and 10.6, respectively, after only 4 h of drug contact. At the LD50/4hdoses, both HIV-PIs induced a
significant reduction in trypomastigote size and a marked increase in granularity/complexity. Transmission electron
microscopy analysis associated to biochemical assays permitted definition of the main HIV-Pls targets in the parasite.
Lopinavir and nelfinavir induced (i) plasma membrane shedding, especially in the flagellar region, which drastically
affected parasite integrity; (ii) strong mitochondrial swelling with rare matrix fragmentation, which were linked to
severe reduction of the hydrolytic activity of dehydrogenases and organelle membrane depolarization; (iii) the increase
in the generation of reactive oxygen species (ROS); (iv) dilation of both nuclear envelope (without DNA disruption) and
endoplasmic reticulum (with also formation of autophagosomes), and (v) accumulation of intracellular lipid droplets,
revealing a typical lipid metabolism disorder. In addition, nelfinavir and lopinavir were also capable of significantly
inhibiting the aspartic peptidase and proteasome activities measured in trypomastigote extracts. Particularly, nelfinavir
also reduced the cruzipain-like activity present in trypomastigotes extracts. Collectively, our study demonstrated that
nelfinavir and lopinavir target vital cellular structures of trypomastigotes, culminating in irreversible metabolic injuries
that lead to T. cruzi death.

This work was supported by grants from FAPERJ, CNPq, CAPES and FIOCRUZ.
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Salmonella-specific transcriptional regulators affecting biofilm formation

Maria Laura Echarren?, Gonzalo Tulin!, Luisina Vitor-Horen?, Nicolas Figueroa?, Fernando Soncini*. ¥ Microbiologia,
Instituto de Biologia Molecular y Celular de Rosario, CONICET-Universidad Nacional de Rosario, Rosario, AR

Salmonellosis is among the most common foodborne diseases, with millions of human infections occurring worldwide
every year. A key aspect of Salmonella’s life cycle that contributes to its high prevalence is its ability to form biofilms,
bacterial communities embedded in a self-produced extracellular matrix that allows them to adhere to each other and
to diverse surfaces. This multicellular behavior facilitates persistence and transmission between hosts, and survival
in the environment. In Salmonella, the extracellular matrix is composed mainly by cellulose and curli fimbriae whose
synthesis are controlled at transcriptional level through the expression of its master regulator, CsgD. Expression of this
transcriptional activator is in turn finely regulated by several transcription factors that integrate different environmental
signals. We identified Salmonella-specific genes coding for transcription factors, that, according to in silico analysis,
could participate in the control of biofilm-formation. Overexpression of these genes in different genetic backgrounds
provoked marked differences in the characteristic Salmonella biofilm morphotypes, as well as on the expression of
csgD, determined by the use of chromosomal reporter fusions to lacZ. Our results demonstrate that under specific
conditions these Salmonella transcription factors affect biofilm-formation by either controlling the induction of the
Csg regulon or the switch between planktonic and sessile lifestyles. In addition, we determined an increase in their
expression under infection relevant conditions, allowing us to postulate them as link between the biofilm formation
and Salmonella pathogenesis.
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Comunicacion mediante quorum sensing entre Bifidobacterium dentium y Lactobacillus casei, dos
microorganismos de la biopelicula dental

Viviana Del Pilar Toledo?, Naomi Riquelme?, Andrea Cortes?, Carla Lozano?, Claudia Lefimil®. ¥ Instituto de Investigacion
en Ciencias Odontoldgicas, Facultad de Odontologia, Universidad de Chile, Santiago, CL

Introduccidn. La caries dental es una patologia de alta prevalencia en humanos, asociada a la presencia de una organizada
biopelicula de caracteristicas acidogénica y acidurica, de la cual L. caseiy B. dentium son parte. Ambas especies han sido
consistentemente aisladas desde biopeliculas de lesiones de caries profundas. En las biopeliculas, los microorganismos
pueden interaccionar y comunicarse a través de quorum sensing, que lleva a la sintesis, excrecién y posterior deteccidn
de moléculas sefial, para efectuar respuestas multicelulares coordinadas, intra e interespecies. En nuestro laboratorio
describimos la presencia de quorum sensing mediado por autoinductor-2 (Al-2) en L. casei ATCC 4646y B. dentium ATCC
27534, producido por la enzima LuxS, determinando en cada caso su papel en regulaciéon de adherencia y formacién
de biopeliculas. El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de autoinductor-2 producido por B. dentium sobre
adherencia y formacidn de biopeliculas de L. casei. Metodologia. Para adherencia, L. casei ATCC 4646 fue mezclado con
saliva, agregado a placas de poliestireno, y cultivado por 16 horas, incorporando sobrenadantes libres de células (SLC)
de cultivos de B. dentium ATCC 27534 que contenian Al-2. Al-2 sintetizado quimicamente en diferentes concentraciones,
se utiliz6 como control positivo. La adherencia fue determinada mediante el ensayo MTT. Para ensayo de biopeliculas,
cubreobjetos embebidos en saliva fueron cultivados en las mismas condiciones del ensayo de adherencia, por 5y 7
dias, y la formacién de biopeliculas se observé mediante SEM (JSM-IT300). Resultados. L. casei ATCC 4646 muestra
baja adherencia a las 16 horas, que se incrementa significativamente en presencia de Al-2 quimicamente sintetizado.
Se observd un aumento de adherencia de L. casei ATCC 27534 en presencia de SLC de B. dentium. En cuanto a
formacién de biopeliculas de L. casei ATCC 4646, Al-2 y SLC fueron capaces de incrementar la formacion de biopeliculas,
observandose también un aumento en la secrecién de exopolisacaridos por parte de las células adheridas a la matriz
en estas condiciones. Conclusion. B. dentium es capaz de ejercer un efecto positivo sobre la adherencia y formaciéon de
biopeliculas de L. casei ATCC 4646, probablemente por induccién de la sintesis de exopolisacdridos.
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Actividad antibacteriana y antibiofilm de nanoparticulas de plata biosintetizadas con extracto acuoso de
Bothriochloa laguroides contra cepas de Yersinia enterocolitica

Araceli Toranzo?, Paulina L Pdez?, Cecilia Lucero Estrada®. ™ FQByF, IMIBIO - SL, CONICET, Universidad Nacional de San
Luis, San Luis, AR ® FCQ, UNITEFA - CONICET, Universidad Nacional de Cordoba, Cérdoba, AR ©® FQByF, IMIBIO-SL,
CONICET, Universidad Nacional de San Luis, San Luis, AR

Los biofilms son acumulaciones de células bacterianas rodeadas principalmente por polisacaridos que protegen a las
bacterias involucradas de multiples condiciones ambientales adversas, aumentando su resistencia contra el tratamiento
antimicrobiano clasico; por lo tanto, es importante buscar alternativas para luchar contra ellos. Yersinia enterocolitica es
un enteropatégeno humano transmitido por alimentos que causa principalmente gastroenteritis. Esta especie se clasifica
en 6 biotipos (B) y mas de 57 serotipos (O). Debido a que las nanoparticulas han demostrado actividad antimicrobiana,
el desarrollo de nuevas aplicaciones en este campo las convierte en una alternativa atractiva a los antibidticos. Los
objetivos de este trabajo fueron determinar la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) y Concentracion Bactericida
Minima (CBM) en células planctdnicas y la capacidad de inhibir la formacion de biofilms en cepas de Y. enterocolitica. Se
utilizaron cuatro cepas de diferentes bio-serotipos: Y. enterocolitica 1B/0:8 (8081), Y. enterocolitica 2/0:9 (CLA138), Y.
enterocolitica 1A/0:5 (ME102 y ME110). La CIM y CBM se determinaron mediante la técnica de microdilucién en caldo
Mueller Hinton (MH) de acuerdo con las normas del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). La concentracién
inhibitoria minima del biofilm (CIMB) se determind mediante la técnica de cristal violeta en caldo tripticase de soja
suplementado con 0,25% glucosa (TSBG). Se realizaron diluciones seriadas a 1/2 de las nanoparticulas de plata (AgNPs)
en placas de 96 pocillos de poliestireno (PE) y se afiadié el indculo a una DO610 final de 0,05. Se incubo durante 24
horas a 252C. Los valores de CIM fueron de 1/1024 y 1/256 para las cepas B1A/0:5 (ME102 y ME110, respectivamente)
y de 1/256 para las cepas 1B/0:8 (8081) y 2/0:9 (CLA138); mientras que los valores de CBM fueron de 1/512 para
ME 102, 1/256 para ME 110 y 8081, mientras que para CLA138 fue de 1/128. La CIMB fue de 1/32 para las cuatro
cepas estudiadas. Los resultados sugieren que las AgNPs inhiben tanto células planctdnicas como sésiles de las cepas
ensayadas. Sin embargo, se necesita una mayor concentracién para inhibir la formacién de biofilm. Las AgNPs mostraron
una buena actividad antibacteriana, por lo que en el futuro podrian utilizarse como agentes antimicrobianos.
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The P-type ATPase CtpH is involved in the efflux of calcium across the Mycobacterium tuberculosis plasma
membrane

Milena Maya Hoyos?, Eliana Castillo?, Carlos Yesid Soto Ospinal. ™ Departamento de Quimica, Facultad de Ciencias,
Universidad Nacional de Colombia, Bogota, CO

Tuberculosis (TB) is an infectious disease caused by the acid-fast bacillus Mycobacterium tuberculosis (Mtb). According
to the World Health Organization (WHO), Mtb produced 10.4 million new cases and 1.3 million of deaths in 2016. The
incidence of TB has increased due to the existence of multidrug- and — extensively resistant (MDR and XDR) mycobacterial
strains, coinfection with HIV and the limited efficacy of the Bacillus Calmette—Guérin (BCG) vaccine. The identification
of alternative targets involved in the viability of Mtb are key for the design of attenuated mutants. Some studies have
suggested the importance of membrane proteins in the viability of the tubercle bacilli. Specifically, the deletion of P-type
ATPases leads to the imbalance in the transport of cations across the Mtb plasma membrane, affecting their virulence,
persistence and response to toxic substances from the intrafagosomal environment. In the present work, a mutant
of Mtb defective in ctpH gene (DctpH) was constructed and genotypically characterized. Bioinformatics predictions
indicate that CtpH is an alkaline/alkaline earth metal transporter across the plasma membrane. Metal accumulation
experiments using atomic absorption spectroscopy in whole cells showed that the deletion of ctpH, produces 8-fold
more calcium (Ca?*) accumulation in the mutant compared with wild-type cells, suggesting that CtpH is a possible pump
related to the efflux of (Ca?*) in Mtb. The virulence of DctpH needs to be evaluated to have an insight of the possible
implication of CtpH in the Mtb infection process.

This work was supported by Colciencias (Grant 110171250419). Milena Maya Hoyos is a fellow of the National Doctoral
Program, 645-2014, Colciencias, Colombia
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Characterization of type IV pili in Klebsiella pneumoniae strains from neonatal sepsis
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Bacteria are endowed with a wide repertoire of filamentous structures on their surface. The type IV pili (T4P) is an
exceptional example since they are used in various functions ranging from adherence, aggregation, DNA uptake,
twitching motility, bacteriophages uptake and electrical conductance. T4P are formed by pilin proteins, a basal body
composed of inner membrane proteins, two ATPases, and a porin. Klebsiella pneumoniae has been considered a non-
motile bacterium, however, our lab characterized strains that present motility mediated by flagellum that was identified
by electron microscopy. In the same micrographs we also observed putative T4P structures. Therefore, in the present
work, we are investigating if clinical Klebsiella pneumoniae strains are capable to express a functional T4P.In the present
work, we identified the pilin gene (pilA) by PCR on 26 K. pneumoniae strains isolated from neonatal sepsis. In order to
identify if the T4P is involved in the twitching motility, we tested it on three different agar media (2%), Luria-Bertani,
brain-heart infusion and blood agar. We also incubated at different times (24, 48, 72 and 96 hr) and temperatures (30
and 37°C). Our results showed a greater motility on BHI plates at 372C and after 96 hours of incubation, observing
the characteristic twitching phenotype. To know if there is a relationship between the twitching phenotype and the
expression of T4P, qRT-PCR was performed to quantify the expression levels of the pilin. For this purpose, we extracted
RNA from the cells of the motility halos every 24 hours until reaching 96 hours of incubation. The RNA was used to
obtain the cDNA that will be used in the relative quantification of the pilin gene.

Conacyt, VIEP-BUAP
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Evaluation of immunological effects in the model murino of food allergy treated with Bifidobacterium
longum 51A
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Food allergy is defined as an adverse reaction to a food antigen fundamentally mediated by immunological mechanisms
and with a substantial negative impact on the quality of life of the patient. This is a nutritional problem which number
of cases increased in the last decades, probably due to higher exposure of the population to a greater number of food
allergens. The objective of this study was to evaluate a possible probiotic effect of Bifidobacterium longum 51A (BL51A)
against food allergy to ovalbumin (OVA) induced in mice. When daily administered to OVA-sensitized animals at an
oral dose of 1x10® CFU/mL, BL51A prevented the loss of body weight and reduced the serum levels of anti-OVA IgE,
slgA and the recruitment of eosinophils and neutrophils in the intestinal mucosa observed in control mice when fed an
OVA-containing diet. Additionally, treatment with BL51A reduced serum levels of pro-inflammatory cytokines (TNF, IL-
4, IL-5, and IL-13) and increased those of anti-inflammatory cytokine (IL-10). These results demonstrate that treatment
with BL51A had positive effects on experimental food allergy. The mechanisms by which the bacterium acts will be
investigated.
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Factores sociodemograficos y su relacion con enteroparasitos en escolares de la Institucion Educativa
N°1227 en una zona rural Este de Lima, Peru

Miguel Otiniano?, Salomon Huancahuire?, Pool Marcos?, Janeth Chavez?, Roger Albornoz®. ' Laboratorio de Microbiologia
y Parasitologia, Escuela de Medicina Humana, Universidad Peruana Unidn, Lima, PE

Introducciéon: Globalmente cerca de 1500 millones de personas (24% de la poblacién mundial) estan infectadas por
geohelmintos. Mas de 267 millones de nifios en edad prescolar y mas de 568 millones en edad escolar viven en zonas
con intensa transmisién de esos parasitos y necesitan tratamiento e intervenciones preventivas. Las enteroparasitosis
en el Perd son muy constantes siendo la regién amazdnica la zona de mayor prevalencia, seguido de la costa y de la sierra
respectivamente. En estudios realizados de parasitismo escolar en la costa peruana predomina el departamento de Lima
como la zona de mayor incidencia, prevaleciendo los nifios de 2 a 10 afios como el grupo etario mas vulnerable para
infectarse con enteroparasitos. Objetivo: Determinar la relacidn de los factores sociodemograficos con enteroparasitos
en escolares de una institucion educativa de la zona rural Este de Lima. Material y métodos: Investigacién de enfoque
cuantitativo, disefio no experimental, cortetransversal y tipo correlacional. Paralarecoleccion de datos sobre la parasitosis
se empled el examen coproparasitoldgico directo y el test de Graham, con analisis seriado de tres muestras fecales por
nifio, correspondiente a 55 estudiantes del primero al sexto grado del nivel primario de la institucidon educativa N° 1227
de Cajamarquilla, Lurigancho Chosica, Lima y para la obtencion de los datos sociodemograficos se empled una encuesta
epidemioldgica que fueron llenados por los apoderados de los escolares. Se analizaron los datos mediante el programa
estadistico SPSS v.24.0, utilizando la prueba Chi Cuadrado para la correlacion de las variables con una significancia de
0,05 y 95% de confianza. Resultados: De 55 nifios examinados se encontré un 27,3% de infeccidén enteroparasitoldgica,
siendo los mas prevalentes Giardia lamblia (10,9%), Entamoeba coli (9,1%) y Trichuris trichiura (1,8%). Asimismo, al
analisis inferencial de las variables en estudio, se comprobé que existe relacidn significativa entre los factores tenencia
de mascotas (p=0,023) y tipo de agua para el consumo (p=0,010) con la presencia de enteroparasitos en escolares.
Conclusiones: Los resultados obtenidos registran una mediana prevalencia de enteroparasitismo en escolares de la zona
rural, indicando una correlacién significativa para los factores tipo de agua para el consumo y tenencia de mascotas.
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HSV-1 hijacks erad machinery to increase its viral replication
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During viral infection the protein synthesis is highly increased at the endoplasmic reticulum (ER), condition that in some
cases trigger ER stress responses by the accumulation of misfolded proteins. Herpes simplex virus type 1 (HSV-1) is a
neurotropic virus that causes a latent persistent infection in humans. It has been shown that during productive infection
HSV-1 triggers ER stress through the inhibition of IRE1/XBP1 signal pathway; however, the impact of HSV-1 infection
on ERAD machinery and HSV-1 viral replication efficiency is yet unknown. The aim of this study was to investigate the
impact of HSV-1 infection on ERAD function. We studied EDEM1, one crucial ER luminal lectin that participate in the
recognition and delivery of misfolded glycoproteins through ERAD. First, we found that HSV-1 infection decreases the
levels of EDEM1 protein in different cell types. RT-PCR and immunoblotting analysis showed that such reduction was
due to a post-transcriptional mechanism. To investigate whether reduction in EDEM1 levels could have an impact in
HSV-1 viral production, we performed TCID50 assay of human neuroglioma cells (H4) stably expressing either a shRNA
to luciferase or EDEM1 shRNA infected with HSV-1. Our results showed a significant increase in HSV-1 viral replication
efficiency when EDEM1 protein levels were reduced, strongly indicating that ERAD activity plays a crucial role to avoid
HSV-1 replication. Altogether, this study elucidated the contribution of ERAD function as a crucial pathway to prevent
HSV-1 replication, and identified EDEM1 as a key protein hijacked by HSV-1 to favor its own replication.

FONDECYT 1180936; FONDECYT 1171649
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Excision of ROD21 plays a role during Salmonella enterica serovar Enteritidis infection and is required to
cross the epithelial barrier
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Introduction: Pathogenicity islands excision is a mechanism that occurs in several Enterobacteriaceae family members,
including Salmonella enterica subspecie enterica serovars. ROD21 is an excisable PAl present in the chromosome of
Salmonella enterica serovar Enteritidis, Gallinarum, Dublin, and Typhi. It has been described that excision of ROD21 may
play an important role in the ability of S. Enteritidis to cause systemic infection in the murine model because strains
unable to excise ROD21 show a reduced ability to colonize the liver and the spleen of mice. Hypothesis: We hypothesize
that the frequency of ROD21 excision changes across the infective cycle in mice, modulating bacteria gene expression.
Objectives: 1. To determine the kinetics of ROD21 excision in vivo across the stages of the infective cycle performed by S.
Enteritidis in C57BL/6 mice. 2. To evaluate the importance of ROD21 excision in Salmonella gene expression. Methods:
C57BL/6 mice were intragastrically infected with S. Enteritidis WT or with a mutant strain unable to excise ROD21.
After different times post-infection, bacterial load, excision frequency and the expression of genes within ROD21 and in
other pathogenicity islands were quantified in different portions of the digestive tract and internal organs. Results: We
observed that the frequency of ROD21 excision is significantly increased in bacterial population colonizing mesenteric
lymph node at early stages of the infective cycle. In contrast, excision frequency remains very low in the liver and spleen
at these early stages but increases drastically at late times post-infection when intestinal re-infection and mortality
start to happen. Importantly, we observed that the inability to excise ROD21 affects the translocation of S. Enteritidis
from the intestine to the mesenteric lymph node, due to a defect in its capacity to invade host cells. Furthermore, the
assays showed that impairment to excise ROD21 can affect the expression of genes located both within and outside the
island. Conclusions: Our results suggest that the excision of ROD21 is a genetic mechanism employed by S. Enteritidis to
regulate the expression of virulence genes, in order to adapt to the conditions found in different tissues and to produce
a successful systemic infection in the mouse.
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Inhibicion de la apoptosis en células CHSE-214 por la proteina VP5 del virus de la necrosis pancreatica
infecciosa: rol de la proteina quinasa C
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Instituto de Bioquimica y Microbiologia, Universidad Austral de Chile, Valdivia, CL

El virus de la necrosis pancreatica infecciosa (IPNv) es el agente etioldgico de una enfermedad de distribucion mundial
que provoca severas pérdidas econdmicas en varias especies de peces, principalmente en salmdnidos jévenes. Su
genoma consiste en dos segmentos de ARN bicatenarios lineales que codifican cinco proteinas virales que se denotan
como VP 1-5. Particularmente, VP5 es una proteina no estructural que se produce en pequefias cantidades solo en
células infectadas y cuya funcién continda siendo incierta. Esta molécula presenta dominios de homologia con la
familia de proteinas Bcl-2 inhibiendo la apoptosis durante la replicacién temprana de IPNV. El uso de la bioinformatica
estructural identifico, potenciales motivos expuestos de reconocimiento de la familia de quinasas serina/treonina
PKC. En este contexto, el objetivo de este estudio fue evaluar la contribucién de la interaccidon entre VP5 y PKC a
la sefializacién apoptética inducida por la infeccidon con IPNv in vitro. Las células CHSE-214 fueron transfectadas con
diferentes concentraciones del plasmido pCMV-HA-VP5 y tratadas con calphostina C, un potente inhibidor de PKC. La
técnica RT-qPCR se uso para evaluar los niveles de expresion de VP5. La supervivencia celular se monitoreo a través de
ensayo del MTT y la actividad apoptdtica inducida por los distintos tratamientos se evalué mediante la cuantificacién de
la actividad de la Caspasa-3. La utilizacién de calphostina-C, evitd la fosforilacidn e interaccion de VP5-PKC en las células
transfectadas. Adicionalmente, el nivel de apoptosis intrinseca inducida disminuyd de forma significativa conforme se
generd el dimero VP5-PKC, por el contrario, un resultado inverso se obtuvo cuando los motivos de reconocimiento de
PKC en VP5 fueron modificados. Nuestros datos sugieren que la putativa unién de VP5 a PKC puede ser responsable, en
parte, de la disminucién de la apoptosis observada en etapas tempranas durante la infeccién por IPNv.
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Examination of the effects of Vibrio parahaemolyticus Zonula Occludens Toxin on intestinal epithelial cells
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Vibrio parahaemolyticus pathogenic strains have a large arsenal of virulence factors of which the TDH and TRH
toxins and the Type lll Secretion System-2 (T3SS2) are the most important. However, diarrhea cases associated with
strains lacking these classical virulence factors have been reported in many countries suggesting that cytotoxicity and
enterotoxicity of non-toxigenic V. parahaemolyticusare not explained by classic virulence factors alone and suggest
that novel virulence factor(s) could be responsible for their pathogenicity. One of such potential virulence factor is V.
parahaemolyticus zonula occludens toxin (Zot), which was first described in Vibrio cholerae and is encoded in the CTX
prophage. Zot increases the intestinal epithelial permeability by interaction with the cellular receptor of zonulin. Its
action is mediated by a cascade of intracellular events leading to the disassembly of the intercellular tight junctions (tj).
PMC 53.7, a clinical tdh/trh/T3552/negative strain, harbored a prophage-related element encoding a gene related to
Zot. In this work we characterized the Zot toxin in the PMC 53.7 clinical strain of V. parahaemolyticus and their effects
on intestinal epithelial barrier. PMC 53.7 zot gen was cloned and expressed in Escherichia coli BL21(DE3) and the effects
on intestinal epithelial barrier were examined using Caco-2 cell model. Phase contrast microscopy analysis of Zot effect
on Caco-2 morphology, distribution of the tj transmembrane-associated protein occludin and the perijunctional actin
ring were made for monolayers of Caco-2 cells. Following treatment with Zot, the cell morphology and the distributions
of occludin and F-actin were modified, seen as fragmentation of the brightly cell boundaries, with areas of low and high
intensity, indicating a loss and redistribution of the tj associated proteins. The results from this study suggest that V.
parahaemolyticus Zot may have detrimental effects in the paracellular pathway.
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Via fagocitica de macréfago murino infectado con esporas de Clostridium difficile R20291
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Clostridium difficile (C. difficile) es un patégeno bacteriano, el cual es la principal causa de infecciones nosocomiales
asociada a la atencién de la salud y es responsable de ~ 20% de diarreas asociadas a antibiéticos. En un cuadro de
infeccion asociado a C. difficile (IACD), C. difficile secreta dos toxinas principales, TcdA y TcdB produciendo dafio al
epitelio intestinal gatillando la produccidon de mediadores de la inflamaciéon que sirven como quimioatractantes de
los neutrdfilos y células fagocitica. Finalmente, durante el ciclo infeccioso, C. difficile comienza a producir esporas,
las cuales son su morfotipo de transmisién y persistencia. Estudios previos han demostrado que las esporas de C.
difficile son fagocitadas, sobreviven al ataque de los macréfagos y produce citotoxicidad en estos a las 48 horas post-
infeccion (p.i). Sin embargo, una vez dentro del fagosoma, se desconoce su destino intracelular. En este trabajo nosotros
mostramos que al realizar una cinética de fagocitosis, la espora de C. difficile alcanza un porcentaje de fagocitosis
maximo de un ~20%después de 60 minutos p.i. de los macrofagos. Ademas, los fagosomas que contienen esporas de
C. difficile se asocian con Rab5 observandose un porcentaje de asociacion maximo (p.a.m) de ~11% a los 5 min p.i. y
con EEA1 observdndose un p.a.m. de ~6% a los 20 min p.i. Los cuales difieren de los p.a.m. observados para fagosomas
gue contienen E.coli los cuales fueron~21% para Rab5 a los 20 min p.i. y ~¥29% para EEA1 a los 5 min p.i. Por dltimo,
los fagosomas que contienen esporas de C. difficile se asociaron con Lamp1 observandose su maximo porcentaje de
asociaciéon de ~11% a los 60 minutos p.i., significativamente menor a los ~34% de p.a.m. de fagosomas que contienen
E. coli 60 min p.i. Si bien se observd que los marcadores se asociaron tanto a fagosomas que contienen esporas de
C. difficile o E.coli en macréfago, el porcentaje de asociacidén de estos marcadores tuvieron diferencias significativas
y presentaron temporalidades diferentes. Estos resultados sugieren que los fagosomas que contienen esporas de C.
difficile podrian estar madurando de manera mas tardia que lo observado por fagosomas que contienen E.coli.

FONDECYT Regular 1151025




JU216

Chemical signaling during 0104:H4 Escherichia coli pathogenesis

Ribeiro Tamara RM?, Lustri Bruna C?, Elias Waldir P2, Moreira Cristiano G*. ™ Biological Sciences, School of Pharmaceutical
Sciences, S3o Paulo State University - UNESP, Araraquara, BR ¥ Bacteriology Laboratory, Butantan Institute, Sdo Paulo,
BR

Enteroaggregative Escherichia coli 0104:H4 Stx* has caused a major diarrheagenic hemolytic-uremic syndrome (HUS)
outbreak in Europe in 2011. Specifically, the C227-11 0104:H4 strain produces Shiga toxin (Stx2a subtype), also found
in enterohemorrhagic E. coli 0157:H7 serotype, a deadly combination for humans. The two-component system
QseBC is closely related to expression of virulence genes in Enterobacteriaceae. The chemical signaling here occurs
via Autoinducer-3/Epinephrine/Norepinephrine employing the QseC sensor kinase, as previously described by our
group. The VisP periplasmic protein is a pleiotropic function player during chemical signal and virulence of different
pathogenic E. coli strains. A novel compound described by our group, the LED209, blocks the QseBC signaling pathway
by directly affecting virulence in Gram-negative pathogens. Therefore, this study aimed to investigate the chemical
signaling virulence in EAEC 0104:H4 C227-11 (Stx2a+) and EAEC 0104:H4 BA3826 (Stx-) in vivo. Orally infected C57BL/6
mice with both 0104:H4 Stx* and Stx upon LED209 treatment have shown distinct colonization during infection period
of 14 days pi and in vivo expression levels of gseC and visP genes. The gseC overexpression was observed in throughout
in vivo experiment, both in the presence and absence of Stx. It was 3.8-fold higher by C227-11 at day 5 and 9.5-fold for
the BA3826 strain. Noteworthy, the gseC expression reduction at day 14 in the absence of Stx, thus the BA3826 strain,
with approximately 1-fold decrease. The visP expression was highly upregulated in the presence of LED209 in the C227-
11 strain between day 3-14 pi has peaked at 30-fold increase. Moreover, the BA3826 strain has shown higher levels of
visP expression, specifically at day 5 pi, but much lower in comparison to the C227-11 strain. To date, the VisP important
role in enteric bacterial stress response seems accentuated upon LED209 in vivo treatment. The QseC may trigger
alternative mechanisms of intestinal colonization, bacterial survival and overexpression of important chemical signaling
players. Herein, we highlighted the importance of QseC in the 0104:H4 (Stx*) outbreak strain during colonization in vivo
and in the presence of a promising anti-virulence drug to intestinal pathogens.

FAPESP (2014/06779-2) and CAPES.
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Avaliagao da producdo de citocinas pro e anti-inflamatérias em pacientes com Hepatite B aguda e cronica

Ribeiro Camilla Rodrigues?, Mello Vinicius Da Motta?, Baptista Bruna Da Silva?, Dias Natalia Spitz Tole?, Pinto Luzia Maria
Oliveira3, Paiva lury Amancio?, Lia Laura Lewis-Ximenez?, De Paula Vanessa Salete!. ™ Instituto Oswaldo Cruz - 10C,
Laboratdrio de Virologia Molecular, Fundagdo Oswaldo Cruz - Fiocruz, Rio de janeiro, BR @ Instituto Oswaldo Cruz - 10C,
Ambulatdrio de Hepatites Virais, Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, BR ® Instituto Oswaldo Cruz - 10C, Laboratério
de Imunologia Viral, Fundagao Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, BR

O virus da hepatite B (HBV) é uma das principais causas de hepatite aguda e cronica representando uma séria ameaca
a saude publica, estima-se que mais de 2 bilhdes de pessoas ja tenham sido infectadas mundialmente. Sabe-se que
as citocinas sdo importantes mediadores quimicos que regulam a diferenciacdo e proliferacdao de células imunitarias,
coordenando, assim, as respostas e a progressao das doencas inflamatdrias. O objetivo deste estudo foi investigar a
producdo de citocinas pré e anti-inflamatadrias (IL-35, IL 6, IL-17A, IFN-Y) em pacientes com hepatite B aguda e cronica e
verificar se existe associacdo entre a producdo dessas citocinas com a carga viral e os gendtipos do virus. Foram avaliadas
57 amostras de pacientes, sendo 23 com infeccdo aguda e 34 com infeccdo crbnica. Todas as amostras incluidas no
estudo foram testadas para a presenca do DNA do HBV por PCR em tempo real e nested-PCR, as amostras positivas
foram purificadas, sequenciadas e genotipadas para construcdo da arvore filogenética. Foi realizada a deteccao das
citocinas IL-35, IL-6, IL-17A, IFN-Ypor ELISA. O DNA do HBV foi detectado por PCR em tempo real em 93% (53/57)
das amostras, sendo a média do Log quantitativo para os agudos de 4,48 e para os cronicos de 2,81. Em relacdo a
distribuicdo dos génotipos, 82% dos individuos com infeccdo aguda para o HBV pertencia ao gendtipo A e 18% ao
genotipo F. O perfil crénico foi o que apresentou maior diversidade de gendtipos, sendo 80% das amostras do gendtipo
A, 7% do gendtipo D, 7% do gendtipo E e 6% do gendtipo F. Na avaliacdo das citocinas nao foi encontrada correlacao
entre os gendtipos e a produgdo das mesmas. Foi observado que os niveis plasmaticos de IFN-Y e IL-17A foram maiores
nos pacientes cronicos comparado aos agudos, foi observada uma correlacdao positiva entre os valores da carga viral
e as taxas de IL-17A (p=0.045) e de IFN-Y (p=0.023) em ambos os grupos. Os niveis de IL-6 (p=0,052) foram maiores
nos agudos comparados aos cronicos. Em contraste com a literatura para o HBV, os niveis de IL-35 foram maiores nos
pacientes agudos em relacdo aos crénicos.

10C - Fiocruz
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Evaluation of the cellular immune response in peripheral blood of patients with Influenza A

Natalia Ross-Torres?, Tamara Garcia-Salum'?, Catalina Infante?, Rafael A Medina®?3. ™ Laboratory of Molecular Virology,
Departamento de Enfermedades Infecciosas e Inmunologia Pediatrica, Escuela de Medicina, Pontificia Universidad
Catdlica de Chile, Santiago, CL @ Millennium Institute on Immunology and Immunotherapy, Pontificia Universidad
Catdlica de Chile, Santiago, CL ® Department of Microbiology, Icahn School of Medicine at Mount Sinai, New York, USA,
New York, US

Influenza A virus (IAV) is the etiological agent of influenza in humans. It may cause significant respiratory disease that
affects a large number of people in the world every year, causing seasonal epidemics and sometimes pandemics. The
disease caused by the virus starts as a common cold, which can evolve to complications that trigger systemic failure
and eventually death. The severity of the disease will depend on both viral and host factors, being the most susceptible
individuals those who present extreme ages, pregnancy, immunosuppression and certain comorbidities. The infection
begins when the virus infects the epithelial and immune cells present in the respiratory tract, activating the innate
and adaptive immune response, where type | Interferon is the main mediator of the antiviral response, meanwhile
the effector cells like NK and T Lymphocytes mediate the viral clearance, eliminating the infected cells. In this work, to
determine the relationship between the immune response of 1AV infected patients and the severity of the disease, we
recruited IAV (+) patients and classified them as severe and non-severe, according to their clinical evolution. We evaluated
the genetic predisposition to express the antiviral cytokine IL-28B by measuring the single nucleotide polymorphisms
(SNPs) rs12979860 and rs8099917, and the frequency of effector populations from peripheral blood mononuclear cells
(PBMC). Until now, our results show the severe patient group is composed of a higher frequency of individuals that
carried the haplotype CC, associated with a higher expression of IL-28B. In addition, we considered 35 severe patients
and 28 non-severe patients to evaluate the effector cells of the immune response, by measuring with Flow Cytometry
the following surface markers; CD45 for leukocytes, CD3 for T lymphocytes, CD4 for T helper Lymphocytes, CD8 for
cytotoxic T lymphocytes, CD20 for B Lymphocytes and CD16/CD56 for NK cells. Thus, it is expected to find a relationship
between a low frequency of the effector cells and the severity of the disease. Finally, with these results we intend to
demonstrate that there are differences in the innate and adaptive immune response of each individual, which are
determining the severity of Influenza A virus infection.

FONDECYT 1121172, 1161791, and Proyecto ANILLO PIA ACT 1408 from CONICYT; ICM del Ministerio de Economia,
Fomento y Turismo, grant P09/016-F and NIH-NIAID 1U19A1135972
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Contribution of lipopolysaccharide in the virulence and intracellular survival of Salmonella Typhimurium in
the amoeba Dictyostelium discoideum

AndreaV Sabag?, [talo Urrutia®, Bayron Labra’, Camila Valenzuela?, Sergio A Alvarez’, Carlos A Santiviago. (! Departamento
de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile, Santiago, CL

Salmonella spends a substantial part of its life cycle in the environment living in close contact with predatory organisms
that feed on bacteria, such as protozoa. Recently, we described that S. Typhimurium can survive intracellularly in the
social amoeba Dictyostelium discoideum. In our laboratory, we performed a high-throughput analysis of mutants under
negative selection to identify genes of S. Typhimurium required to survive in D. discoideum. Our results indicated that
mutants of genes linked to lipopolysaccharide (LPS) biosynthesis and modification are required for the intracellular
survival of Salmonella in this amoeba. To confirm these results, we constructed individual deletion mutants in selected
LPS-associated genes (i.e., waal, wzz, wzzfepEand arnBCADTEF) of S. Typhimurium 14028s by the Red-swap method.
To evaluate the intracellular survival of these mutants, we performed competition assays infecting D. discoideum AX4
with a 1:1 mixture of each mutant and the wild-type strain for 1 h using a MOI of 100 bacteria/amoebae. After co-
incubation, extracellular bacteria were killed by gentamicin treatment and intracellular bacteria were recovered at
different times of infection (0, 3 and 6 h). To evaluate the role played by LPS in the virulence of S. Typhimurium in D.
discoideum, we compared the effect of feeding D. discoideum with mutants in LPS genes or the wild-type strain on
the social development of the amoeba. To do this, we cultured each strain on N agar at 23°C for 24h. Next, a defined
amount of amoeba cells was deposited on top of each bacterial lawn and the progression of D. discoideum development
was monitored during 4 days. Our results indicate that S. Typhimurium mutants Awaal, Awzz_ and AarnBCADTEF are
defective for intracellular survival in D. discoideum. In addition, preliminary data show that the Awzz_ mutant causes a
less pronounced delay in the social development of the amoeba in comparison to the wild-type strain. Thus, our results
highlights an important role for LPS in the virulence and intracellular survival of S. Typhimurium in D. discoideum.

Supported by FONDECYT grants 1140754 and 1171844, and CONICYT fellowships 22140758, 21140615 and 21150005
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Rol de los efectores PphA y SteC de Salmonella Typhimurium en la manipulacién de la autofagia en la
ameba Dictyostelium discoideum

Beatriz E Salas’, italo M Urrutia?, Sergio A Alvarez!, Ricardo Escalante?, Carlos A Santiviago®. V) Departamento de
Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile, Santiago, CL ?
Departamento de Modelos Experimentales de Enfermedades Humanas, Instituto de Investigaciones Biomédicas Alberto
Sols, Universidad Auténoma de Madrid, Madrid, ES

Investigaciones recientes con la ameba Dictyostelium discoideum han demostrado que Salmonella enterica serovar
Typhimurium (S. Typhimurium) puede sobrevivir intracelularmente dentro de este hospedero. A pesar de esto, los
mecanismos moleculares involucrados en esta interaccidén no han sido dilucidados. Se ha reportado que D. discoideum
puede usar la autofagia como mecanismo de defensa contra Salmonella y que a su vez esta bacteria puede manipular
este proceso de manera de asegurar su supervivencia intracelular. Con el objetivo de reconocer posibles proteinas de
Salmonella que pudieran modular la autofagia en D. discoideum, se caracterizaron los efectores PphA y SteC. PphA es
una serina/treonina fosfatasa hipotética de Salmonella, mientras que SteC es una serina/treonina quinasa secretada
a través del sistema de secrecidn T3SS-2. En primer lugar, se evalud la expresion del gen pphA mediante ensayos de
actividad B-galatosidasa en una cepa de S. Typhimurium que contiene el promotor de este gen fusionado al reportero
lacZ. Adicionalmente, se evalud la produccion de PphA mediante su inmunodeteccién en cultivos de una cepa de S.
Typhimurium que expresa la proteina fusionada al epitope 3xFLAG. Nuestros resultados indican que pphA es transcrito
activamente cuando la bacteria es cultivada a 37°C en medio rico (caldo LB). Ademas, bajo estas condiciones se
produce la proteina de fusién PphA-3xFLAG. Por otro lado, con el fin de evaluar el rol de PphA y SteC en el control de
la autofagia en D. discoideum, se realizaron ensayos de infeccidn en una cepa de esta ameba que expresa el marcador
autofagico GFP-Atg8. Las infecciones usando una cepa silvestre de S. Typhimurium y cepas mutantes ApphA y AsteC
fueron analizadas mediante microscopia confocal para cuantificar la cantidad de autofagosomas generados durante la
infeccién. Observamos que las amebas infectadas con las mutantes ApphA y AsteC presentan menos autofagosomas que
aquellas infectadas con la cepa silvestre. En conjunto, nuestros resultados indican que la proteina PphA es expresada y
producida por S. Typhimurium, y que tanto PphA como SteC estan involucradas en la manipulacién de la autofagia en
D. discoideum.

Financiado por los proyectos FONDECYT 1140754 y 1171844, proyecto MINECO BFU2015-64440-P, las becas CONICYT
22151032y 21150005, y una beca para pasantias en el extranjero de la Vicerrectoria de Asuntos Académicos, Universidad
de Chile.
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El hierro controla la expresion de genes de virulencia en Shigella flexneri

Juan C Salazar!, Thomas Hagemann'?, Daniela Otérola!, Claudia Lefimil®, Victor Garcia?, Cecilia Toro®. ! Programa
de Microbiologia y Micologia, ICBM, Fac de Medicina, Universidad de Chile, Santiago, CL ® Programa de Doctorado,
Eberhard Karls Universitdt, Tiibingen, DE ® Departamento de Ciencias Basicas y Comunitarias, Fac. de Odontologia,
Universidad de Chile, Santiago, CL

El hierro es un micronutriente esencial para las bacterias, pero el exceso es téxico. Por tanto es fundamental regular
la homeostasis, proceso realizado por el regulador transcripcional Fur (Ferric uptake regulator), y un RNA pequefio,
RyhB; ambos codificados en el cromosoma. Shigella flexneri, patégeno humano que provoca disenteria bacilar, invade
y se disemina en el epitelio intestinal utilizando proteinas codificadas en el plasmido de virulencia. La expresidn de
estos genes depende de condiciones ambientales -temperatura, osmolaridad, pH-, por reconocimiento especifico de
factores transcripcionales. La disponibilidad de hierro afecta la virulencia de la bacteria, la ausencia de Fur impide
gue Shigella invada células humanas en cultivo, asi también RyhB regula directamente la transcripcion del regulador
transcripcional virB codificado en el pldsmido de virulencia. Sin embargo, se desconoce el papel del hierro en la
regulacién de la expresién de otros genes. Mediante bioinformatica detectamos posibles sitios de union de Fur en
regiones promotoras de varios genes de virulencia. Asi, evaluamos el papel de Fur como regulador transcripcional de
los genes virF e icsA, cuyos productos estan involucrados en la patogenicidad de Shigella. Mediante genes reporteros
se obtuvieron pldasmidos recombinantes fusionando los promotores correspondientes al gen lacZ. Ademads, en el
mismo plasmido se clond el gen fur de S. flexneri, para los ensayos de complementacién. Los resultados de actividad
B-galactosidasa de extractos proteicos obtenidos desde Escherichia coliH1941 (Afur) de ambas construcciones, muestran
una disminucién en la actividad enzimadtica en presencia de Fur. La presencia de hierro potencié el efecto de Fur puesto
que la actividad B-galactosidasa disminuyé 41% y 20% para virF e icsA, respectivamente, cuando se compara con la
actividad obtenida desde la cepa sin complementar. Mediante ensayos de retardo en la migracién electroforética de
los promotores analizados, se observé en ambos casos una retencién sobre el 80% en presencia de Fur. Estos hallazgos
constituyen una primera evidencia de la regulacion por Fur y hierro de los genes virF e icsA, mediante interaccién
directa con la regiéon promotora de ambos genes. Se discutira el papel del hierro en la regulacién del metabolismo y
patogenicidad bacteriana.
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La colonizacion eficiente de la superficie de hojas es un requisito previo para la accion de Bacillus
amyloliquefaciens contra Botrytis cinerea en tomate

Ricardo Salvatierra!, Michael Araya?, Maximo Gonzélez!, Edgardo Jofré3, Alexandra Stoll'. ™ Microbiologia Aplicada,
Centro de Estudios Avanzados en Zonas Aridas (CEAZA), La Serena, CL? Centro de Investigacién y Desarrollo Tecnolégico
en Algas (CIDTA), Universidad Catdlica del Norte, Coquimbo, CL ® Department of Natural Sciences, Facultad de Ciencias
Exactas Fisico-Quimicas y Naturales, Universidad de Rio Cuarto, Rio Cuarto, AR

Bacillus spp. son los agentes de biocontrol (ABC) mas estudiados. Esta capacidad, se atribuye principalmente a la
produccién de lipopéptidos (LPs) que actian como moléculas antibidticas (antagonismo directo) y elicitores de
respuesta inmune en las plantas (ISR), dando asi menor importancia a otros rasgos bacterianos como la capacidad
de colonizacion. Nosotros utilizando dos cepas ABC de Bacillus amyloliquefaciens (BBC023 y BBC047) evidenciamos
qgue el control foliar de Botrytis cinerea en tomate no estd determinado solo por el antagonismo directo. Mientras
las 2 cepas mostraron una inhibicién similar de B. cinerea en condiciones in vitro, la aplicacién foliar de la cepa
BBC047 mostrd una mayor capacidad de biocontrol (p<0.05). Por esto postulamos que la cepa BBCO47 tiene mayor
capacidad de colonizacién que la cepa BBC023. Primero establecimos la produccién e importancia de los LPs en la
accion sobre B. cinerea. Mediante UHPLC-MS se determind que las cepas BBC023 y BBC0O47 producen LPs de las familias
bacilomicinas, fengicinas y surfactinas, siendo las bacilomicinas y fengicinas claves para el antagonismo directo y
las surfactinas para la ISR. La cepa BBC0O47 produce un 35% mas surfactinas que la cepa BBC023. Sin embargo, esto
no resulta en diferencias en la capacidad de induccidn de ISR, sino en la motilidad, adherencia y estructuracién de
biopeliculas, todos rasgos relacionados con la colonizacidn. Finalmente realizamos ensayos de colonizacién en hojas
de tomate. Los resultados fueron analizados mediante SEM y cuantificacién de densidad poblacional. La cepa BBC047
logré densidades poblacionales significativamente superiores que la BBC023 a los 4 y 7 dias. Asi mismo, a los 7 dias, en
la cepa BBC047 se observaron comunidades tipo biopeliculas en las uniones de paredes celulares, sostenidas por un
entramado de material fibrilar extracelular. Esta estructuracion de biopeliculas no fue observada en la cepa BBC023.
Los resultados obtenidos nos permiten concluir que la capacidad de colonizacién es clave para que las cepas de Bacillus
puedan desplegar los modos de accidn eficientemente por lo que este rasgo deberia incluirse en los screening de cepas
ABC.

CONICYT R16A10003, Beca de Doctorado Nacional CONICYT (RS, Folio N°® 21140504) y al GORE de Coquimbo mediante
proyecto FIC BIP 30137771-0.
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Adesao e invasao de Escherichia coli obtidos de cabras com mastite antes e apos o tratamento

Lima Magna C3, Lourenco Sanely Da C3, Albuquerque Jéssica L3, Paolicchi Fernando Al, Da Costa Mateus M?, Maria
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AR @ Microbiologia, Zootecnia, Universidade Federal do Vale do Sdo Francisco (UNIVASF), Petrolina, BR ©® Veterinary,
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A mastite causada por Escherichia coli na espécie caprina ndo é comum, entretanto quando ocorre resultam em sinais
clinicos severos. A adesdo dos microrganismos nas células do hospedeiro é o primeiro passo para estabelecimento da
infec¢do. O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de adesdo e invasdo de E. coli obtidas de mastite caprina
antes e apds o tratamento com antimicrobiano. Foram utilizados dois isolados obtidos de cabras com mastite clinica
antes do tratamento e dois isolados obtidos dos mesmos animais apds o tratamento. Foi utilizada a linhagem de células
epiteliais mamaria bovina (MAC-T).No ensaio de adesdo as células MAC-T (~1 x10°) foram infectadas com 1 x10” UFC.
Apos 3 h de incubagdo a 37 ° C com 5% de CO,, as células foram lavadas trés vezes com PBS e separadas com uma
solucdo de tripsina + EDTA (0,1% / 0,04%). Foi realizada diluicdo seriada e cada diluicdo plagueada em agar BHI. O ensaio
de invasao foi semelhante da adesao com adigao 1mL de DMEM suplementado com 5% de SFB e 100 pg de gentamicina
em cada pocgo, para eliminar as bactérias aderidas extracelularmente, e a placa foi incubada novamente sob as mesmas
condicBes durante uma hora. Os pocos de controle positivo (E. coli) e os pocos de controle negativos (células MAC-T).
A adesdo e invasdo foi expressa como o nimero total de unidades formadoras de coldnias (CFU/ml) recuperadas por
poco nos respectivos momentos. Cada ensaio foi executado em duplicata e em triplicatas bioldgicas. A concentracao
bacteriana (1 x 107 UFC) utilizada nos ensaios de adesdo e invasdo ndo apresentou citotoxicidade. E. coli obtidas de
cabras com mastite persistente (apds o tratamento) apresentou poder de adesdo e invasdo duas vezes maior que E.
coli isolada do mesmo animal com mastite clinica (antes do tratamento). Os dados sugerem que isolados de E. coli
sdo capazes de aderir, invadir e sobreviver dentro de células epiteliais mamarias, evitando as defesas do hospedeiro,
resultando na persisténcia da mastite.

CNPq (Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico), FAPEMIG (Fundagdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de Minas Gerais) e CAPES (Coordenacdo de Aperfeicoamentode Pessoal de Nivel Superior, Brasilia, Brasil).
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Salmonella Typhimurium strains isolated from humans showed higher virulence than strains isolated from
food in Brazil in the Galleria mellonella infection model
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Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium)is one of the main foodborne enteropathogens
in various countries, including Brazil. The virulence of this pathogen has been studied in mice, but there are few studies
using an alternative infection model such as Galleria mellonella. G. mellonella larvae are easily grown in large numbers
and have components of the innate immune response very similar to humans, formed by hemocytes and opsonins. The
aim of this study was to analyze the virulence of S. Typhimurium strains in G. mellonella infection model. A total of 13
S. Typhimurium strains isolated from humans (7) and food (6) between 1983 and 2013 in Brazil were studied. Groups of
10 larvae were infected with each strain of S. Typhimurium. For artificial inoculation of each larva, 5 ul (100 UFC) were
injected across center of the last right pro-leg with a Hamilton microliter syringe. After the inoculation, the larvae were
incubated at 37°C, deprived of feed and direct illumination. The same was done for the negative control using PBS and
for the positive control infected by S. Typhimurium ATCC 14028 strain. The larvae survival was scored daily for 7 days.
Statistical analyses and graphics were performed by the Log-rank (Mantel-Cox) method in Prism 5 software (GraphPad®).
The ATCC 14028 strain isolated from chicken and three strains, being two isolated from humans and one from food were
highly virulent killing 100% of larvae during 7 days. Other four strains from humans showed an intermediary pattern
killing 70 —90% of the larvae in 7 days. However, four strains isolated from food and one from human were less virulent
killing 10 — 20% until the end of the experiment. Finally, one strain isolated from food was avirulent. In conclusion, G.
mellonella larvae showed to be a good alternative model of infection to study S. Typhimurium strains during various
days revealing that S. Typhimurium strains isolated from humans showed a higher virulence than strains isolated from
food in Brazil.

Sao Paulo Research Foundation (FAPESP) and Coordination for the Improvement of Higher Education Personnel (CAPES).
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Expresion génica de citoquinas pro inflamatorias, proteinas de destruccion tisular y moléculas de
superficie en queratinocitos infectados con los tres serotipos mas prevalentes de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans
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Aggregatibacter actinomycetemcomitans, bacteria Gram negativo considerada el principal patégeno en el desarrollo
de periodontitis agresiva (enfermedad inflamatoria que compromete las estructuras que soportan y protejen los
dientes). Se describen seis serotipos de A. actinomycetemcomitans segun la composicidn de su lipopolisacarido, siendo
los serotipos a, b y ¢ los de mayor frecuencia en la cavidad oral. Estudios han demostrado que la expresion de genes
relacionados con la inflamacion por parte de células dendriticas y linfocitos T varian al ser infectados con estos tres
serotipos, donde, en términos generales el serotipo b induce la mayor expresidén de estos estos genes, asociandose a una
mayor virulencia con respecto a los otros dos. Sin embargo, poco se sabe acerca de la participacion de los queratinocitos
del epitelio gingival en la respuesta inmune contra esta bacteria y su implicancia en los procesos osteodestructivos.
Este estudio evalla la expresion de genes mediante RT- PCRq en queratinocitos infectados a 3 horas y 24 horas con los
serotipos a, b y ¢ de A. actinomycetemcomitans, centrandose en genes asociados a inflamacién, destruccion tisular y
moléculas fenotipicamente caracteristicas de estas células. Los resultados muestran que los queratinocitos responden
frente a la infeccidon con los tres serotipos de A. actinomycetemcomitans, aumentando los niveles de expresion de
genes que podrian cumplir un rol en los procesos inflamatorios y osteodestructivos que tienen lugar en la periodontitis,
sin embargo, los queratinocitos no son capaces de dar una respuesta diferencial tan marcada frente a un serotipo
particular, a diferencia de lo que ocurre en células propias del sistema inmune.
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Cocultivation of Helicobacter pylori with Porphyromonas gingivalis and its effects on biofilm formation and
hemagglutination of P. gingivalis

Cristopher Enrique Soto**3, M Olivera?, A Rojas'?3, D Venegas!, A Hoare?, D Bravo'3, A Quest?3, ¥ Microbiologia Oral,
Facultad de Odontologia, Universidad de Chile @ Laboratorio de Comunicaciones Celulares, Facultad de Medicina,
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Periodontitis is a multifactorial inflammatory disease characterized by the loss of supporting tissues of teeth. In Chile,
more than 90% of the adult population exhibits clinical signs associated to this pathology. One of the factors that
participate in the periodontits onset is a change in the bacterial communities associated with the subgingival biofilm.
In this context, Porphyromonas gingivalis is one of the key species in the development and progression of periodontitis
because it influences the ecological successions that lead to dysbiosis. Interestingly, recent studies have shown that
Helicobacter pylori, a gastric pathogen associated with the development of gastric cancer, is able to colonize the oral
cavity and interact with members of the subgingival community. Furthermore, its presence in the oral cavity has been
associated with an increase of periodontal pathogens biomass and higher periodontitis severity. To date, it is unknown
how H. pylori promotes these changes. The objective of this work is to determine if the interaction between H. pylori
and P. gingivalis promotes changes in the some virulence factors of the latter. To do that, a liquid co-culture was
standardized in which H. pylori 26695 and P. gingivalis W50 can grow and co-exist for 1 to 2 days (brain-heart infusion,
hemin, menadione, VITOX, equine serum, 37°C, anaerobiosis and orbital shaking). After that time, P. gingivalis was
isolated from co-cultivation and used in hemagglutination assays and biofilm formation tests, processes related with the
progression of the periodontitis. Both assays were selected because virulence factors associated with these processes,
such as fimbria, haemagglutinins and lipopolysaccharide have been associated with the virulence of P. gingivalis when
infecting cells of the gingival epithelium. Our results indicated that P. gingivalis previously co-cultivated with H. pylori for
1 or 2 days, has a greater capacity to form a bigger biofilm and a higher rate of hemagglutination at low concentration
of bacteria with respect to P. gingivalis grown in monoculture. This suggests that H. pylori enhances the virulence of P,
gingivalis only by sharing the same liquid culture.
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Leptospira GAPDH binds human plasmin(ogen)

Matilde Souza?, Roberto Nepomuceno?, Barbosa Angela Silva®. ™ Bacteriologia, Universidade de S&o Paulo / Instituto
Butantan, S3o Paulo, BR ? Laboratério de Bacteriologia, Instituto Butantan, Sdo Paulo, BR ©® Laboratério de Bacterilogia,
Instituto Butantan, Sdo Paulo, BR

Introduction: Leptospirosis is a zoonosis caused by spirochetes of the genus Leptospira. The disease is widespread
throughout developing countries, posing a significant health problem. Leptospires have the ability to adhere to renal
tubule cells, and to extracellular matrix components, which facilitates invasion and host colonization. They have also
developed strategies to evade host’s complement system. Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
is a multifunctional housekeeping protein, and anarchetypical example of a moonlighting protein. Recent evidence
identifies GAPDH as a requirement for fungal, protozoal, or viral virulence. Recent published data have shown that
GAPDH presents plasminogen-binding activity. As leptospires are capable of binding plasminogen on their surfaces, the
aim of this study was to evaluate if leptospiral GAPDH could serve as a ligand for this coagulation cascade molecule.
Metodology: The GAPDH gene was amplified by PCR from genomic DNA of L. interrogans serovar Copenhageni strain
10A, and the protein was expressed in E. coli and purified by nickel-affinity chromatography. To assess if GAPDH-bound
plasminogen could be converted to active plasmin by exogenously supplied uPA, immobilized GAPDH was incubated
with plasminogen and after extensive washing, uPA and the chromogenic substrate D-valyl-leucyl-lysine-p-nitroanilide
dihydrochloride were added. Degradation of physiological plasmin substrates, including fibrinogen, vitronectin, C3b and
C5, by leptospiral GAPDH was evaluated. Results: Here we demonstrate that plasminogen bound to GAPDH is converted
to plasmin, which, in turn, is capable of degrading fibrinogen, vitronectin and C5 a-chain. Conclusion: Our data suggest
that GAPDH may contribute to leptospiral pathogenesis.
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A TLR2 polymorphism (-196 to -174) is associated with active tuberculosis development in HIV-1 infected
individuals from a southern Brazilian population

Mousquer Gabriel T**, Marilu Fiegenbaum?, Mariana Milano3, Bruno Dorr*, Saraiva Ana Carolina P%%, Almeida Sabrina
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BR @ Ciéncias Basicas da Saude, Genética, Universidade Federal de Ciéncias da Salde de Porto Alegre - UFCSPA, Porto
Alegre, BR ® Programa de Pds-Graduacdo em Biologia Celular e Molecular, Universidade Federal do Rio Grande do
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da Saude do Rio Grande do Sul - SES/RS, Porto Alegre, BR ) Curso de Biomedicina Noturno, Universidade Federal de
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dos Goytacazes, BR ® Hospital Sanatério Partenon, Secretaria Estadual da Saude do Rio Grande do Sul - SES/RS, Porto
Alegre, BR

The toll-like receptor 2 (TLR2) is able to recognize molecular patterns associated with pathogens and thus promote
the transcription of genes involved in the antimicrobial response. This receptor is fundamental in the identification of
mycobacterial lipoproteins, acting in the immunological regulation against Mycobacterium tuberculosis by the bacilum
phagocytosis and triggering host defense mechanisms. Recent findings indicate that a functional polymorphism,
located in the TLR2 gene promoter region -196 to -174 (rs796378596), may cause a significant reduction in the receptor
expression on cell surface and is associated with an increased risk to the development of active tuberculosis (TB) and
also with a greater susceptibility to human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) infection. However, the influence
of this polymorphism on HIV-1/TB co-infection has not been evaluated yet and none of the studies considered the
genetic patterns of the southern Brazilian population. Therefore, the objective of this study was to investigate the
association of TLR2 polymorphism (rs796378596) with susceptibility to TB development, HIV-1 infection and HIV-1/TB
co-infection in the population of the southern Brazilian state of Rio Grande do Sul. The study population consisted of
158 individuals with active TB (HIV seronegative), 53 HIV-1 seropositive individuals (without TB), 99 HIV-1/TB co-infected
individuals and 130 healthy controls. The TLR2 encoding gene was amplified by a standard polymerase chain reaction
(PCR) and genotyped by 3.5% agarose gel electrophoresis. Allelic and genotypic frequencies of the TLR2 variants were
compared between groups by the qui-square test with residual adjustment. Our results suggest that the mutated
homozygote TLR2 genotype (del/del), together with the virus-induced immunodeficiency, promotes an increased
susceptibility to the development of active TB between HIV-1 seropositive individuals (p=0.042 / Adjusted residual
p<0.01), since the reduction in TLR2 expression in phagocytic cells makes them more likely to be infected by M.
tuberculosis. A further analysis is still required to elucidate the specific mechanisms associated with TLR2 -196 to -174
polymorphism in HIV-1/TB co-infected individuals, especially taking into account data on CD4+/CD8+ T cell counts and
viral load during the course of infection by the bacillus.
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Contribucion del sistema de secrecidn Tat en la supervivencia intracelular de Salmonella Typhimurium en
la ameba Dictyostelium discoideum

italo M Urrutia!, Andrea Sabag!, Camila Valenzuela?, Sergio A Alvarez!, Carlos A Santiviago!’. @ Laboratorio de
Microbiologia. Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas,
Universidad de Chile, Santiago, CL

Recientemente, hemos determinado que Salmonella Typhimurium es capaz de sobrevivir intracelularmente en la ameba
Dictyostelium discoideum. Sin embargo, los mecanismos moleculares en este proceso no estan bien caracterizados. En
este trabajo evaluamos la contribucidn del sistema twin-arginine translocation (Tat) en la supervivencia intracelular de
S. Typhimurium en D. discoideum. Este sistema es responsable de exportar proteinas plegadas desde el citoplasma a
través de la membrana plasmadtica. Se ha reportado que cepas de S. Typhimurium que presentan una delecién de los
genes que conforman el sistema Tat (genes tatABC) presenta defectos en la supervivencia intracelular en macréfagos
RAW264.7 y en la colonizacidn sistémica de ratones BALB/c. En primer lugar, construimos una cepa mutante AtatABC
derivada de S. Typhimurium 14028s mediante intercambio alélico. Posteriormente, evaluamos la internalizacién y
supervivencia intracelular de la cepa silvestre y la mutante AtatABC por medio de ensayos de infeccidn in vitro en D.
discoideum AX4 en los que se cuantificéd el nimero de bacterias intracelulares por determinacién de unidades formadoras
de colonia (UFC) o live imaging mediante microscopia confocal usando bacterias que expresan la proteina fluorescente
mCherry. Estos ensayos se realizaron usando una multiplicidad de infeccién de 100 bacterias/ameba, permitiendo que
la infeccion transcurriera durante 1 h a 22°C. Posteriormente, se realizaron lavados con buffer Soerensen suplementado
con gentamicina (10 ug/mL) y se determind el nimero de bacterias intracelulares a distintos tiempos (0, 1, 3 y 5 horas)
post infeccién. Nuestros ensayos por determinacién de UFC mostraron que la cepa AtatABC presenta un aumento en la
internalizacion luego de 1 h de infeccién y un posterior defecto en la supervivencia intracelular en D. discoideum a todos
los tiempos post infeccién evaluados, en comparacion con la cepa silvestre. Ambos fenotipos fueron complementados
al transformar la cepa mutante con un plasmidio que contenia los genes tatABC de la cepa silvestre. Por otra parte,
nuestros experimentos de live imaging entregaron resultados similares a los obtenidos en los ensayos por determinacién
de UFC. De acuerdo a los resultados obtenidos, concluimos que el sistema de secrecién Tat contribuye a la supervivencia
intracelular de S. Typhimurium en D. discoideum.

Financiamiento: Proyectos FONDECYT 1140754 y 1171844, y becas CONICYT 21150005 y 21140615.
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Proteomic analysis of the Salmonella-Containing Vacuole in the social amoeba Dictyostelium discoideum

Camila Valenzuela', Magdalena Gil?, Andrea Sabag?, Italo M Urrutia %, Jost Enninga?, Carlos A Santiviago®. ) Laboratorio
de Microbiologia, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile, Santiago, CL ¥ Unité Dynamique
des Interactions Hote-Pathogene, Institut Pasteur, Paris, FR

Salmonella survival within eukaryotic cells is explained, in part, by its ability to establish an intracellular compartment
known as the Salmonella-containing vacuole (SCV). To this end, Salmonella exploits several effector proteins secreted
by two independent type-three secretion systems: T3SS-1 and T3SS-2. We previously reported a role for both T3SS in
the survival of Salmonella Typhimurium in the social amoeba Dictyostelium discoideum. In this work, we employed
a proteomic approach to identify host proteins recruited to this compartment. We performed infections using the S.
Typhimurium 14028s wild-type strain to infect D. discoideum AX2 cells. At 3 hours post infection, cells were mechanically
lysed and the post-nuclear supernatant (PNS) was obtained. The PNS was loaded on top of a 10 to 25% linear Optiprep
gradient and, after centrifugation, 12 fractions were collected from the top of the gradient. Each fraction was analyzed
to determine CFUs and density. As control, a sample of PNS obtained from non-infected amoebae was spiked with a
known amount of bacteria grown in vitro, and subjected to the same procedure. We observed a differential distribution
in the number of CFUs per fraction between the control and infected samples, suggesting the presence of bacteria
inside intact vacuoles only in samples from infected amoebae. This result was corroborated by ELISA determination of
bacteria in fractions 5 and 6, indicating that these fractions were enriched in intact SCVs. Next, the selected fractions
from infected and control samples were subjected to protein precipitation and treated to perform label-free quantitative
mass spectrometry-based proteomics. The analysis of proteomic data allowed us to identify over 1,000 proteins per
sample, and among the proteins enriched in the infected samples we observed several Rab and Rho GTPases, Ras
guanine nucleotide exchange factors and kinesin, among others. Although further analysis and validation of these
results are ongoing, to our knowledge this is the first proteomic description of the SCV-like compartment that contains
Salmonella within D. discoideum.

This work was supported by FONDECYT grants 1140754 and 1171844, and CONICYT Fellowships 21140615 and 21150005.
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Permissiveness of the human choriocarcinoma cell line (BeWo) and placental components with respiratory
syncytial virus (RSV)
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The human respiratory syncytial virus (RSV) is a common respiratory virus that usually causes mild cold-like symptoms,
but can be especially threatening for infants and older adults. Strong epidemiologic evidence suggests that early-life
infections with this virus predispose individuals to chronic respiratory dysfunction and asthma, possibly related to
the persistence of the virus itself or to its effects on lung development. Recent studies have shown vertical transmission
of RSV in rats from mother to offspring and persistence of virus in lungs after birth, which indicates a possible
transplacental transmission throughout the main elements of this tissue: trophoblast cells and villous core stroma
cells. In the present study, we demonstrate that human placental explants are susceptible to RSV infection by the
immunodetection of viral F protein in the villous core stroma cells, although there was no positive sign in trophoblast
cells. One possibility is that the last trimester placental trophoblast cells are not permissive to RSV infection, we used
two cellular models of the trophoblast of human first-trimester placenta (HTR8/SVneo and BeWo cells) to assess its
susceptibility to infection, and we determined that the viral replication cycle is taking place in these cell lines. These
results indicate that trophoblast cells of terminal placenta are not infected with RSV, but other cellular types such
as villous core stroma cells may be; and finally, results indicate that the trophoblasts of early pregnancy are more
permissive to RSV infection.
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Host response to Andes hantavirus (ANDV) infection: longitudinal analysis of immune cells subpopulation

Eduardo Duran?, Pablo A Vial?, Flavio Carrion?, Analia Cuiza!, Marcela Ferres?, Grazielle Ribeiro?, Jose Luis Perez?, Jonas
Klingstrom®, Mario Calvo®, Maria Luisa Rioseco’, Ruth Perez!, Graf Jeronimo®, Cecilia Vial'. ™ Programa Hantavirus,
Facultad de Medicina, Clinica Alemana Universidad del Desarrollo, Santiago, CL ® Programa de Inmunologia Traslacional,
Clinica Alemana Universidad del Desarrollo, Santiago, CL ¥ Departamento de Enfermedades Infecciosas e Inmunologia
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In Chile, ANDV infection is considered an important public health problem affecting young, previously healthy people
with a very high case fatality rate. In humans, hantavirus infection occurs following exposure to the animal reservoir
and causes hantavirus cardiopulmonary syndrome (HCPS). Regarding pathogenesis of HCPS, host-related immune
mechanisms rather than direct viral cytopathology are postulated to be responsible for the principal manifestations
of the disease, along with infection of endothelium which can disrupt tight junctions among them to cause leakage. A
major role for T cell-directed immune responses in development of the cardiopulmonary stage is suggested, especially
CD8+ T cells along with Natural Killer cells (NK), which also seem to have an important role in hantavirus infection.
The current study analyzes peripheral blood mononuclear cells subpopulation by flow cytometry (FACSCanto Il, BD).
Specifically Cytotoxic T cells (CD3+ CD8+), Helper T cells (CD3+ CD4+), Natural Killer cells (NK) (CD3- CD16+ CD56+) and B
cells (CD3- CD19+) were analyzed. The study included three healthy subjects as controls and 14 ANDV infected patients,
which were sampled on days 1, 3, 5, and 60 post-hospitalization. From these 14 HCPS patients nine had a severe clinical
course defined as HCPS patients that require mechanical ventilation and vasoactive drugs. The other five patients had
a mild clinical course defined as a disease characterized only by prodromal symptoms or who progressed to a mild
respiratory failure that did not require mechanical ventilation and remained hemodynamically stable. It was found
that CD4/CD8 T cell ratio in HCPS patients was constant through time but significantly smaller compared to healthy
controls. No difference on CD4/CD8 T cell ratio was found between severe and mild patients. Regarding NK and B cells,
no statistical significant difference was found during HCPS progression, compared to healthy patients or between severe
and mild patients.
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Rol de dos transportadores de arginina en la invasividad de Salmonella enterica serovares Dublin y Enteritidis
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La salmonelosis es una de las enfermedades transmitidas por alimentos mas frecuentes a nivel mundial. Los serovares
Enteritidis y Dublin de Salmonella enterica estdn muy estrechamente relacionados genéticamente, pero difieren en su
patogenicidad. S. Enteritidis es altamente prevalente en humanos y causa tipicamente gastroenteritis autolimitada,
mientras que S. Dublin infecta ganado bovino, pero puede afectar a humanos resultando generalmente en infecciones
invasivas, con elevada morbi-mortalidad. Los factores bacterianos implicados en esta patogenicidad diferencial son
desconocidos. Previamente, analizamos comparativamente los proteomas de superficie de aislamientos naturales de
ambos serotipos, identificando mediante espectrometria de masas a la proteina Artl sobre-representada en S. Dublin
respecto a S. Enteritidis. Artl estd anotada en los genomas de Sa/monella como un posible transportador periplasmico
de arginina, aunque no hay datos experimentales sobre su rol. Asimismo, existe otra proteina, denominada ArtJ, con
elevada homologia con Artl (63% de identidad, 79% de similitud) y anotada con la misma funcién. Objetivo: evaluar si
Artl/Art) cumplen un rol en el fenotipo invasivo de S. Dublin. Métodos: analisis por RTqPCR de los niveles de ARNm para
ambos genes en varios aislamientos de cada serovar. Construccién de mutantes nulos para art/ o art/ en una cepa de
cada serovar, y evaluacidn de su invasividad en el modelo murino de salmonelosis (ensayos de infeccion competitiva con
la cepa parental). Resultados: artl/ y art) presentan niveles de ARNm significativamente mayores en S. Dublin respecto
a S. Enteritidis (4 y 7 veces mas respectivamente). Ademas, al inactivar artl, los niveles de ARNm para art/ aumentan
36 veces en S. Dublin, pero no varian en S. Enteritidis. In vivo, tanto el mutante art/ como art/ de S. Dublin resultaron
atenuados en su capacidad de colonizar drganos internos (Cls 0.46 y 0.20, respectivamente), pero no hubo diferencias
entre mutante y salvaje en S. Enteritidis. Conclusiones: colectivamente estos resultados sugieren redundancia en la
funciéon de Artl y Art) en el serovar Dublin, asi como la relevancia de estas proteinas en la invasividad de S. Dublin pero
no en Enteritidis. Los diferentes niveles de expresion de arti/art) podrian influenciar en las diferencias en la invasividad
observada entre ambos serovares.
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Global proteomic profiling of Atlantic salmon macrophages infected with Piscirickettsia salmonis
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Piscirickettsia salmonis is an intracellular bacterial fish pathogen that causes piscirickettsiosis, a disease with numerous
negative impacts in the Chilean salmon farming industry. Despite some proteomic studies of in vitro-grown P. salmonis
cells have been performed, in vivo proteomic approaches during infection are still missing. Considering that in vitro
studies inadequately reflect in vivo conditions and to improve the existing knowledge for the pathogenicity of P.
salmonis, we present here a global proteomic profiling analysis (Q-exactive) of Salmo salar macrophages infected with
P. salmonis. Our analyses can detected both, host and pathogen proteins. Our analyses identified several P. salmonis
proteins from different phases of macrophages infection; some of them related to key functions for bacterial survival
in other intracellular pathogens. Interestingly, previously unidentified virulence-related proteins were identified in P.
salmonis plasmids. In addition, we have discovered novel host proteins that could be considered as biomarkers for
Atlantic salmon infection and also new P. salmonis virulence factors. Our global proteomic profiling identifies novel
molecular signatures that give systematic insight into macrophages-P. salmonis interaction.
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Caracterizacién de sustratos Dot/Icm de Piscirickettsia salmonis con dominios SEL1, ubiquitin-ligasa y ADP-
Ribosil transferasa
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Ciencias, Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso, Valparaiso CL

Introduccidn: Piscirickettsia salmonis es una bacteria Gram negativo e intracelular facultativa, patégeno de salménidos.
Su multiplicacion intracelular depende del Sistema de Secrecidn Tipo IV-B o Dot/Icm, el cual es homdlogo al de Legionella
pneumophila y Coxiella burnetii. La funcion de este sistema es exportar efectores de virulencia, los que modularian el
comportamiento de la célula huésped favoreciendo la replicacion de P. salmonis. Los sustratos Dot/lcm, en general,
se caracterizan por tener dominios conservados eucariotas, por lo que muchos de ellos actian mediante “mimicry”
con proteinas del hospedero, favoreciendo la multiplicacién del patégeno. Este trabajo evalud, mediante ensayos in
vivo, el efecto de 3 nuevos sustratos Dot/Icm de P. salmonis sobre la integridad celular y viabilidad de macréfagos de
Salmo salar. Metodologia: Se analizo el genoma de 4 cepas de P. salmonis (Psal-103, Psal-104, LF-89 y EM-90), los
que fueron anotados con el servidor RAST (Rapid Annotation using Subsystem Technology). Posteriormente se obtuvo
una lista de 294 sustratos Dot/lcm de L. pneumphila y C. burnetii desde la base de datos del servidor Secret4 (http://
db-mml.sjtu.edu.cn/ SecReT4/index.php), los que fueron sometidos a analisis por BLASTP (Basic Local Alignment
Search Tool-Protein) contra los genomas de las cepas de P. salmonis. Las proteinas identificadas fueron analizadas con
los servidores Conserved Domain Search (NCBI), Simple Modular Arquitecture Research Tool (EMBL) y Motif Search
(GenomeNEt), para verificar y confirmar sus dominios. Finalmente, se seleccionaron 3 de ellos, cuyos genes fueron
clonados y expresados como proteinas recombinantes en E. coli BL21 DE3, para evaluar su efecto en la viabilidad e
integridad celular de macréfagos de S. salar (linea celular SHK-1). Resultados: Se observé la existencia de 18 genes con
alta similitud y/o conservacidn de secuencia con sustratos de L. pneumophilay C. burnetii. Se verificé que estos 3 nuevos
efectores putativos en P. salmonis poseen dominios conservados SEL1, ADP-Ribosilacion y Ubiquitinacién. Finalmente,
se obtuvo que las 3 proteinas generan una pérdida en la viabilidad celular, ademas de incrementar la expresion de
algunas citoquinas pro-inflamatorias. Estos resultados preliminares permitirian proyectar a estos 3 sustratos putativos
del Sistema Dot/lcm de P. salmonis como potenciales herramientas para un control eficaz del patégeno.

Proyecto FIE-2015-V014: “Estudio integral de las bases bioldgicas y moleculares del ciclo de vida de Piscirickettsia
salmonis en el contexto de una aproximacién epidemioldgica para desarrollar estrategias que permitan su control”
(201708070182).
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Drosophila melanogaster como modelo para estudo da patogenicidade e do tratamento de Malassezia
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Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas: Farmacologia e Terapéutica, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS),
Porto Alegre, BR ? Programa de Pés-Graduagdo em Medicina: Ciéncias Médicas, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (UFRGS), Porto Alegre, BR ©® Programa de Pés-Graduacdo em Microbiologia Agricola e do Ambiente, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre, BR ) Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia,
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Introduc¢ao: Malassezia é uma levedura presente na microbiota normal da pele de homens e animais onde vive em
comensalismo. M. pachydermatisé a Gnica espécie ndo lipodependente, estando presente em caes e gatos. Alteracdes
nos processos fisicos, quimicos ou imunolégicos da pele podem aumentar ou diminuir a patogenicidade da levedura,
além dos seus proprios fatores de viruléncia, podendo causar otite, dermatite e infeccdo sistémica em animais e em
humanos. Em humanos, pacientes que recebem nutricdo parenteral total por meio de cateter venoso central, como
recém-nascidos, prematuros e pacientes imunocomprometidos sdo mais frequentemente acometidos. Métodos:
Testamos a patogenicidade de M. pachydermatis em moscas D. melanogaster wild-type e Toll-deficientes com indculos
fungicos entre 10° e 107 UFC/mL, preparados em tampao PBS + 0,05% Tween 80, pH 7,4. A inoculacdo ocorreu através
de puncdo com agulha, previamente inserida em tubos Eppendorf contendo as concentra¢des acima, no torax das
moscas, que apods foram colocadas em recipientes com tampas, contendo alimento e/ou antifingicos e incubados em
estufa a 29 °C por sete dias, com contagem diaria da sobrevivéncia. Para o tratamento foram utilizados os antifungicos
fluconazol, itraconazol, cetoconazol, clotrimazol, e miconazol na concentracdo de 1 mg/ml, diluidos em 2% de DMSO +
agua estéril, exceto o fluconazol que foi diluido em agua estéril. Foram adicionados 100 pl de antifingico sobre a comida
das moscas. A contagem de UFC/ml/mosca e a histopatologia foram realizadas a partir de um pool de moscas mortas
durante os sete dias de observacdo. Resultados: Moscas wild-type se mostraram resistentes a infec¢do. Curvas de
mortalidade de moscas Toll-deficientes, em concentrac¢des a partir de 10* leveduras/mL, diferiram estatisticamente do
grupo inoculado com salina. Nenhum antifiingico nas concentrag¢des testadas foi téxico para as moscas, tampouco foi
capaz de proteger as mesmas da infeccdo por M. pachydermatis. Conclusdao: Moscas D. melanogaster Toll-deficientes
sdo suscetiveis a infeccdo por M. pachydermatis, decorrente da falta do sistema imune para se defender de patégenos
fungicos, para os quais a via Toll é responsavel por ativar o sistema imune. Reservado as diferencas, esse quadro é
semelhante ao que ocorre com pacientes imunocomprometidos.

CAPES, CNPq.
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Participacion de la adhesina autoaglutinante (Saa) de STEC 0174:H28 aisladas de bovinos en la adhesion y
la respuesta inflamatoria sobre células epiteliales intestinales

Cecilia Cundon?, David Montero?, Pablo Gallardo?, Roberto Vidal?, Mauricio Farfan3, Adriana Bentancor?. ¥ Facultad de
Ciencias Veterinarias, Catedra de Microbiologia, Universidad de Buenos Aires, Ciudad Auténoma de Buenos Aires, AR
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Escherichia coli shigatoxigénica (STEC) es responsable de cuadros diarreigénicos de distinta severidad, que pueden
progresar a sindrome urémico hemolitico. En las cepas STEC se distinguen cepas LEE-positivas (locus of enterocyte
effacement) y LEE-negativas de casos clinicos. La adhesina autoaglutinante de STEC (Saa), se ha encontrado ampliamente
distribuida en cepas STEC LEE-negativas de diversos serotipos y fuentes y se propone como adhesina putativa en estas
cepas. El serogrupo 0174 fue identificado en Argentina como el cuarto serogrupo no-0157, LEE-negativo asociado a
SUH. El objetivo del presente trabajo fue caracterizar la adhesina Saa de dos cepas STEC 0174:H28 de origen bovino
en la adhesidn a células epiteliales, proteinas de matriz extracelular y la induccién de una respuesta inflamatoria. Se
seleccionaron dos aislamientos bovinos de STEC 0174:H28 saa+ (F35 y F130). Se obtuvo la cepa mutada para el gen saa
y una cepa complementada con este gen para cada una de cepas silvestre. Utilizando la linea celular T84, se determind
adherencia de las cepas silvestre, mutada y complementada y la induccién de la secrecidn de interluequina-8. Se evalué
ademas, la adhesidon de estas cepas a la proteina de matriz extracelular fibronectina. Los resultados se analizaron
mediante ANOVA considerando significativo un p <0.05. Se observé un aumento significativo en la adhesién en las cepas
mutantes con respecto a la cepa silvestre, un efecto que fue restablecido con la cepa complementada. La cantidad
de IL-8 secretada por células infectadas con las cepas silvestre, mutada y complementada no presentd diferencias
significativas. En los ensayos de unidn a fibronectina, no se observaron diferencias significativas entre la adhesién a
fibronectina y albumina bovina, utilizada como control. Los resultados de adhesidn a células epiteliales sugieren que
la pérdida de la adhesina Saa podria estar compensado y superado por la expresién de otras adhesinas. En relacién a
la induccion de la respuesta inflamatoria, a pesar que la cepa silvestre induce la secrecién de IL-8, la adhesina Saa no
participaria en este proceso.
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Alterations by local immune response against fertile and infertile hydatid cysts is modulate by fasciolasis
coinfection

Edgar Mauricio Jimenez!, Felipe Corréa?, Caroll Stoore?, Christian Hidalgo?, Ismael Pereira3, Rodolfo Paredes?. ¥ Ciencias
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Background: Cystic Echinococcosis (CE) is a zoonotic infection with high prevalence in part of Eurasia, Africa, Australia
and South America. Previous reports showing the host-parasite relationship with chronic CE infection coexists with
detectable humoral and cellular responses against the parasite, but this response regarding the hydatid cyst fertility
is scarcely studied and it is not known if the coinfection with other parasitosis affects this response. The aims of this
work is compare response of lymphocytes T and B, the cytokine profiles Thl / Th2, and humoral response against fertile
and infertile cysts and alterations by coinfection caused by trematodes of the Fasciola hepatica (FH) in those immune
response. Materials and Methods: Samples from animals with either fertile and infertile hydatid cysts with and without
coinfection with FH were included in this study. Histological samples were evaluated by immunohistochemistry with
a panel of antibodies for CD3, CD20, IFNy, TNFa, IL4 and IL10, IgG, IgG1, IgG2. Digital images were obtained using
an Olympus FSX100 Microscope and analyzed with software for morphometric analysis (Image J). Results: In infertile
hydatid cysts an increase in CD3 is observed, together with a response of the Th1l immune profile with an increase
in IFNy, TNFa compared with the control group and fertility hydatid cysts (< 0.05). Animals with coinfection with FH,
showing that IL4 decreases in fertile hydatid cyst and IFNg increase in infertile hydatid cyst (< 0.05). In humoral response
(1gG, 1gG1, 1gG2) no alteration were detected in adventital layer. In both fertile and infertile hydatid cyst. Conclusions:
These findings suggest the presence of coinfection with FH alters the immune response in adventital layer of hydatid
cysts. A predominant polarized Th1 localized immune response and high CD3+ T cell population could contribute to
infertility condition of bovine hydatid cysts.
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Andlise da suscetibilidade e permissividade de células humanas de préstata a infec¢do por Zika virus
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de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, Universidade Estadual Paulista, Sdo José do Rio Preto, BR

Os recentes surtos de infecgGes pelo Zika virus (ZIKV) levantaram questGes acerca da relacdo desse virus com os
sistemas reprodutores humanos. Tais incertezas surgiram apds homens infectados pelo ZIKV apresentarem RNA viral
no sémen por até 6 meses apds o inicio dos sintomas da infeccdo, indicando que érgaos do sistema reprodutor sao
potenciais reservatérios para o ZIKV. Além disso a presenca do ZIKV no liquido ejaculado de homens vasectomizados faz
da prdéstata um possivel sitio de replicacdo desse virus. Estudos prévios com outros virus filogeneticamente préximos
ao ZIKV demonstraram que a patogénese da infeccdo pode ser cepa-especifica. Nesse contexto a proposta desse
estudo foi infectar células humanas normais de préstata (PNT1A) com as cepas africana (ZIKVAF) e brasileira (ZIKVER)
do ZIKV avaliando se sdo suscetiveis e permissivas ao virus. Para isso células PNT1A foram infectadas com as cepas
ZIKVA* e ZIKVE® a 10° unidades formadoras de placas por mL (PFU/mL) durante 1 hora para adsorcdo viral. Apds esse
tempo, o indculo viral foi removido, meio de cultura fresco foi adicionado as células e 72 horas pés infecgdo (hpi) foi
realizada imunofluorescéncia com o anticorpo pan-Flavivirus (4G2), a fim de constatar a presenca do virus no meio
intracelular. Ja para avaliar a permissividade de células PNT1A a essas cepas virais, essas foram infectadas com ZIKV
como descrito anteriormente, e apds 6, 12, 24, 48, 72 e 96 hpi o sobrenadante celular foi titulado em células Vero a
fim de se acompanhar a progressao da infeccdo. Demonstramos com nosso estudo que células PNT1A s3o suscetiveis
a ambas as cepas do ZIKV. Além disso, observamos um aumento gradual na producao de particulas virais ao longo da
infeccdo, constatando que essas células sdo permissivas ao ZIKV. O sobrenadante de células infectadas com a cepa
ZIKVA* apresentou em média 332 PFU/mL em 6 horas hpi e 1,27 x 10 PFU/mL em 96 hpi. Ja na infeccdo com a cepa
ZIKVBR constatamos 122 PFU/ml em 6 hpi e 1,21 x 10° PFU/mL em 96 hpi. Nossos resultados permitem inferir que o
tecido prostatico humano é um potencial sitio para replicacdo e reposicao do ZIKV em humanos.

Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) e Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de
Sdo Paulo (Fapesp) - Processo n2 2017/09197-2.
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Phylogenetic analysis of tprK and tprJ genes of Treponema pallidum
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Syphilis is an infectious disease caused by Treponema pallidum (T. pallidum), a non-cultivable treponeme. The disease
is usually transmitted sexually or vertically during pregnancy. It is characterized by periods of latency and activity, due
to its systemic spread and evolution, and there may be serious complications in untreated patients who were treated
inadequately or discovered the disease in the late phase. The molecular basis for host specificity and the different clinical
manifestations caused by these treponemes is not known. The Tpr proteins represent candidate virulence factors, and
have been the focus of intense research for the last decade. The homology of sequence divides the tpr family into three
subfamilies: subfamily | (tpr C, D, F and 1), subfamily Il (tprE, G and J) and subfamily lll (tprA, B, H, Kand L). tprK gene is the
only antigen of T. pallidum known to suffer variation of seven regions V1-V7 variables by non-reciprocal recombination
with a large repertoire of donor sites to generate new proteins. The aim of this study was to evaluate the genetic
diversity of T. pallidum isolates from the United States and New Zealand. These data were obtained from the National
Center for Biotechnology Information (NCBI). The multiple alignments of the samples were performed by Clustal W
software. Phylogenetic analysis was performed in the MEGA 5.0® software with the Neighboring Group method and
under the Kimura-2-parameter model for the correction of nucleotide distances. A total of 79 samples were included,
and of these, 64 (81%) were sequences of the tprK gene and 15 (19%) were sequences of the tpr) gene. The most of the
analyzed sequences of the tprK gene showed more genetic recombination when compared to the samples of the tpr)
gene. Despite this, the bootstrap values found in the analysis of both genes were low, thus confirming these genes are
still conserved. However, the tprK gene has been shown to be more susceptible to recombination events. The molecular
studies are able to detect genetic recombination that results in microbial resistance and also in the identification of new
circulating species.
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Estudio filogenético de aislados chilenos de Pseudomonas syringae pv. actinidiae en Actinidia spp.
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Chile es el tercer exportador de kiwi a nivel mundial, con un promedio de exportacién de 180.000 ton/afio. La produccidn
de kiwis alcanzd una tasa anual de crecimiento de 7,9% sin embargo luego del ano 2008 ésta disminuyd, situacién
coincidente con la deteccidn de Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa), agente causal del cancro bacteriano del
kiwi, enfermedad de gran impacto a nivel mundial; los dafios causados van desde atizonamiento de flores a muerte de
plantas, mermando la produccién de kiwis de forma directa. A la fecha, se han descrito 5 biovares (bv) de esta bacteria,
y recientemente, reclasificado otro bv como un nuevo patovar (pv), evidenciando la dificultad de caracterizacion del
patdgeno. El bv 3 es el mds virulento y representa la actual pandemia global. En Chile, Psa fue detectada por primera
vez en la region del Maule en 2010; sin embargo, la enfermedad continud expandiéndose hasta la regién de Valparaiso
a pesar de ser un patégeno bajo control oficial del Servicio Agricola y Ganadero (SAG). El presente trabajo corresponde
al primer andlisis filogenético utilizando aislados chilenos de Psa, originados por el programa de vigilancia SAG desde
afios consecutivos (n=27), considerando asi, variaciones geograficas y temporales del patégeno. Con el objetivo de
caracterizar las poblaciones de Psa se secuencié un grupo de genes constitutivos (cts, gapA, gyrB y rpoD)de cada
aislado y posteriormente se realizé un anadlisis multilocus de secuencias (MLSA) y otro de coalescencia, en contraste
con informacidn genética proveniente de individuos de diversas partes del mundo caracterizados por especie, pv y bv.
Los resultados indicaron que los aislados chilenos de Psa pertenecen al bv 3, se agrupan con aislados de la pandemia
mundial y presentarian un cardcter clonal, a pesar de su distinto origen temporal y geografico. Los resultados generan
informacion basica de las poblaciones de Psa chilenas, sin embargo, caracterizar zonas variables del genoma, como
genes de resistencia a cobre y antibidticos, es fundamental para elaborar estrategias de control en campo efectivas y
de largo plazo.

Laboratorios Diagnofruit Ltda.
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MqsR/MgsA type Il toxin-antitoxin system is prevalent in enteroaggregative Escherichia coli
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Introduction: Toxin-antitoxin system (TA) is a regulatory system found in prokaryotes, which is involved in physiological
processes related to population control, growth suppression and cell death. TA is also involved in biofilm formation,
bacteriophage protection and cell persistence. TA system is composed of a protein pair: a stable toxic molecule and an
unstable antitoxin that blocks toxin activity. Under stress conditions antitoxin is degraded by endogenous proteases
leaving the toxic protein free to act by inhibiting primordial cellular functions. In Escherichia coli K12 there are 36
different protein pairs grouped in six types of TA systems according to their antitoxin genes. Type Il TA system proteins
are composed of eight pairs: MazF-MazE, RelE-RelB, ChpBK-ChpBI, YafQ-DinJ, YoeB-YefM, HipA-HipB, Yafo-YafN, and
MqgsR-MqsA. However, the distribution of these systems in pathogenic E. coli is not fully understood. Objective: To
investigate the presence of Type Il TA systems in isolates of distinct E. coli pathotypes. Methods: We developed a species-
specific duplex polymerase chain reaction (PCR) assay to identify the toxin genes in four pathogenic E. coli pathotypes:
Shiga-toxin E. coli (STEC), enteroaggregative E. coli (EAEC), atypical enteropathogenic E. coli (aEPEC), and extraintestinal
pathogenic E. coli (ExPEC). Results and Conclusions: We have found that the searched genes were distributed among
the four E. coli pathotypes in a different manner. However, the toxin gene mgsR was prevalent in EAEC (65%) but not
among the other pathotypes studied [aEPEC (18%), STEC (7%), and EXPEC (5%)]. This MqgsR/MgsA system regulates
persistence and biofilm formation. These preliminary results suggest that some type Il TA systems may be associated to
a given E. coli pathotype, such as the MqgsR/MqsA in EAEC. The confirmation of such differences may provide important
information regarding the role of TA systems in the virulence and persistence of pathogenic E. coli. It also demonstrates
the possibility of new strategies for the development of alternative treatments, through the breakdown of the toxin-
antitoxin balance.
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Genetic interactions between polymorphisms in the GTR1 gene cause nitrogen consumption differences in
Saccharomyces cerevisiae during alcoholic fermentation
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Nitrogen is the second most important nutrient assimilated by yeast during alcoholic fermentation, its consumption is
key for Saccharomyces cerevisiae to carry out this process. Deficiencies in nitrogen sources are one of the main causes
of sluggish and stuck fermentations. It is know that yeasts present differences in their nitrogen consumption profiles
but the origins of these variations are little understood. Thus, it is important to understand the molecular differences
between S. cerevisiae strains underlying differences in nitrogen consumption profiles. Previous studies have shown that
allelic variants in the GTR1 gene as one of the responsible for the differences in ammonium and amino acid consumption
between strains of Wine origin (WE) and African origin (WA), affecting the expression of genes that encode nitrogen
transporters. The GTR1 gene encodes a GTPase participating in the EGO complex responsible for stimulating TORC1 in
response to the absence of amino acids. The TORCL1 signaling pathway is responsible for detecting nutritional signals
and to coordinate cell growth. In this work, we studied the polymorphisms present in the GTR1 gene in order to identify
those SNPs responsible for the differences in nitrogen consumption during alcoholic fermentation. Allelic swapping
were carried out in the strains of WE and WA origin with the promoter, coding region or the complete allele of GTR1
of the opposite origin. The strains generated were fermented in synthetic must, determining the nitrogen content by
HPLC and the expression of the nitrogen transporters by gPCR. We observed complex genetic interactions between
the SNPs of each region and the genetic background, determining that in the strain of WE origin the greatest effect
on the phenotype is caused by the complete allele of GTR1 of WA origin, while in the strain of WA origin the greatest
effect is caused by the regulatory region of GTR1 of WE origin. In conclusion, the impact of each SNP of GTR1 on
nitrogen consumption and gene expression is dependent on the genetic background and its genetic interactions, which
determine whether the allele is beneficial or harmful to the phenotype studied.

Grants FONDECYT 1150522, CONICYT-PCHA/Doctorado Nacional/2014-21140935.
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La pseudogenizacion del gen tsr, un sensor del aceptor alternativo de electrones nitrato, modula la
patogenicidad de Salmonella enterica serovar Typhi
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Salmonella enterica, patdgeno intracelular facultativo, causa enfermedad en una gran cantidad de hospederos. S.
Typhi y S. Typhimurium son serovares relacionados que presentan alta identidad entre sus secuencias conservadas. Sin
embargo, S. Typhi infecta solo al humano, mientras que S. Typhimurium es considerado de amplio rango de hospedero.
Diferencia que podria estar dada por el proceso de pseudogenizacion. Entre los genes que pierden su funcién por
pseudogenizacién, muchos corresponden a genes implicados en vias metabdlicas, como genes que codifican para
receptores de Aceptores Alternativos de Electrones (AAE). Salmonella posee una serie de genes metabdlicos para
captar AAE como son nitrato y tetrationato, Utiles en ambientes con baja tensidn de oxigeno. El gen tsr que codifica para
una proteina receptora capaz de detectar el nitrato, es requerido en S. Typhimurium para la colonizacidn del intestino
del ratdn. Sin embargo, el gen tsr se encuentra anotado como pseudogen en S. Typhi y serovares tyfoidales. Con estos
antecedentes, decidimos estudiar su rol en S. Typhi, restituyendo su expresidon con una copia funcional del gen tsr de S.
Typhimurium. Se midié la expresidn del gen tsr en S. Typhiy S. Typhimurium WT en mutantes tsr, y en mutantes ttrR y
ttrS, involucrados en sensar tetrationato, como control. Determinamos que tsr es capaz de modular la expresion de ttrR
y ttrS en S. Typhimurium, pero no en S. Typhi. También se determind que la proteina TSR se expresa en S. Typhimurium,
sin embargo, no se observa expresion en S. Typhi, confirmando que tsr de S. Typhi es pseudogen. La restitucién del
gen tsr en S. Typhi disminuyé la adherencia, invasion y proliferacidon en células HEp2. Andlogamente, la mutante S.
Typhimurium tsr proliferéd mejor en higado y bazo de ratones que la cepa WT. Para determinar la relacién del gen tsr con
expresion de genes del SST3 y motilidad, se midié la expresidn de genes relacionados, observando una disminucion en
la expresidn de estos genes cuando el gen tsr es restituido en S. Typhi. Ademas, la restitucion de tsr en S. Typhi aumenta
la motilidad, mientras, esta disminuye en la mutante S. Typhimurium tsr.

Agradecimientos al Laboratorio de Patogénesis Molecular y Antimicrobianos y a los Proyectos FONDECYT 1151393 (GM)
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Efecto del medio de cultivo y de la 5-azacitidina en la expresion de genes del metabolismo secundario en
una cepa del hongo antartico Pseudogymnoascus verrucosus
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Los hongos filamentosos del género Pseudogymnoascus son prevalentes en la Antdrtica, y varios reportes recientes
sugieren que las cepas de este género fungico son potenciales productores de metabolitos secundarios con estructuras
guimicas novedosas. A pesar de esto, el metabolismo secundario de las especies de Pseudogymnoascus ha sido muy
poco estudiado. En este trabajo, mostramos un estudio del efecto del medio de cultivo en el patrén transcripcional
de 5 genes (gymB, gymC, gymD, gym722 y gym36) relacionados con el metabolismo secundario de una cepa de
Pseudogymnoascus verrucosus aislada de una esponja marina Antdrtica. Para ello, se cultivé la cepa en cinco medios
de cultivo diferentes (PDB, YES, YES-NaCl, CYA-sacarosa, CYA-lactosa), se extrajo el ARN a tres tiempos (5, 8 y 10 dias)
y se realizé el andlisis de expresion de los 5 genes mediante RT-PCR. En todas las combinaciones de medios y tiempos
de cultivo, se observé la expresidn de los genes gymB, gymCy gymD, pero nunca se observé expresion de gym722. En
cuanto a gym36, se observd expresion Unicamente en medio PDB a los 8 y 10 dias de cultivo. Ademas, determinamos
el efecto del remodelador de cromatina 5-azacitidina (5-AZA) sobre ese patron transcripcional. Para ello se cultivo el
hongo en medio PDB, y se adicionaron dos cantidades de 5-AZA (50 y 500 mM) a dos tiempos diferentes del cultivo
(0 y 7 dias). Nuestros resultados muestran que el uso de 500 mM de 5-AZA reprimio la expresién de gymB, gymCy
gymD. Por el contrario, la adicidn de 5-AZA a una concentracion de 50 mM incrementd entre 1-2 veces la expresion de
gymC. Interesantemente, la adicidén de 5-AZA a cualquier concentracion al inicio del cultivo, induce la produccién de un
pigmento rojizo en el caldo de cultivo. El andlisis de estos caldos mediante HPLC mostré la existencia de un compuesto
con un maximo de absorcion de 540 nm. Estos resultados indican que el medio de cultivo empleado y la adicion de un
remodelador como 5-AZA tienen efectos sobre el patrén de transcripcidn de los genes del metabolismo secundarioy la
produccidon de compuestos en el hongo.

Este trabajo fue financiado por los proyectos INACH RG_15-14 y FONDECYT 1150894




JU246

Synonymous mutations in phosphoglycerate kinase 1 gene alters protein misfolding response in
Schizosaccharomyces pombe

Sandra Moreira-Ramos?, Loreto Arias?, Assaf Katz?, Omar Orellana3. (Y Programa de Biologia Celular y Molecular, ICBM,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile, Santiago, CL ® Programa de Biologia Celular y Molecular, ICBM, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile, Santiago, CL ® Programa de Biologia celular y Molecular, ICBM, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile

Folding of many proteins is a co-translational process, where the exit speed of the nascent peptide from the ribosome
is critical. This process might be controlled by mRNA translation rate. Due to the redundancy of the genetic code, it
is believed that codon bias is a relevant factor that control of translation rate. To these days, the rules that govern
translational rate by synonymous codons and the effects on cell fitness are poorly understood. The purpose of this work
was to study the effects of synonymous mutationsin the gene encoding the highly expressed enzyme 3-phosphoglycerate
kinase 1 (PGK1) on protein levels and folding as well as on cell fitness in Schizosaccharomyces pombe. Replacement of
preferred codons for their low preferred synonymous codons in ten segments of pgkl and their introduction in the
chromosome by homologous recombination were carried out. We measured cell growth in minimal medium of each
variant and selected two mutant strains with an altered growth and two more strains with normal growth for further
analysis. Messenger RNA and protein levels of the selected strains were measured. Although mRNA levels of pgkl
changed in the mutants with altered growth, protein levels were not changed. Next, we purified PGK1 from each strain
and analyzed their enzymatic activity and protein folding. Both parameters changed in a region-dependent manner.
Finally, we analyzed PGK1 aggregation, and the response to heat stress and to proteasome inhibition, both related to
protein aggregation. We found that protein aggregation and response to stresses were altered in all studied regions.
Concomitantly, reduction of mRNA levels of chaperones Hsp9 and Hsp16 for heat stress was observed. Altogether, these
data suggest that codon usage bias is an important regulator of protein folding and proteostasis in a highly expressed
protein.

Supported by FONDECYT, Chile Postdoctoral grant 3150366 (SM) and FONDECYT, Chile grant 1150834 (O0)
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The presence of m6A within the 5’UTR of the HIV-1 genomic RNA defines its usage as mRNA or as the
packaged genome

Camila Andrea Pereira’, Daniela Toro-Ascuy?, Cecilia Rojas-Fuentes?, Catarina Ananias?, Sebastian Riquelme-Barrios?,
Paulina Aguilera-Cortés?, Babara Rojas-Araya?, Delphine Allouche?, Bruno Sargueil?, Fernando Valiente-Echeverria?,
Ricardo Soto-Rifo!. Y Laboratorio de Virologia Molecular y Celular, Facultad de Medicina, Universidad de Chile ?
Laboratoire de Cristallographie et RMN Biologiques, Universite Paris Descartes, Paris, FR

The human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) is the etiological agent of the acquired immunodeficiency syndrome
(AIDS). Their genome consists of a positive sense RNA (genomic RNA or gRNA), which is found as a dimer within the viral
particle. During the late stages of viral replication, the gRNA plays to major roles by acting as an mRNA encoding the
structural proteins Gag and Gag-Pol, and is the genome packaged into the newly produced viral particles. Although it is
known that the 5 -untranslated region (5 UTR) is key in the regulation on the transition from translation to packaging,
the molecular mechanisms involved in this regulation are not well understood. It was recently reported that HIV-1
gene expression is post-transcriptionally regulated by the presence of N6- methyladenosine (m6A) along the gRNA. The
addition of this modification is mediated by the methyltransferases METTL3/14 and is removed by the demethylases
FTO and ALKBH5. Here, we show that the hypermethylation of the gRNA through the overexpression of the METTL3/14
methyltransferase complex induces a strong decrease of the gRNA packaged into released viral particles. We also
observed that this effect was dynamic since overexpression of the m6A demethylase FTO (but not ALKBH5) induced
an increase in the packaged gRNA. Interestingly, m6A-seq analyses revealed that the 5" UTR of the gRNA is methylated
within the cell, but not in the viral particle, indicating that the absence of m6A within the 5 UTR is probably necessary for
the packaging of the gRNA. When we analyzed in detail, we identified A198 and the A242 as the potential methylated
residues. We are currently investigating the impact of m6A within the 5 -UTR on the interaction with Gag as well as
the dimerization of the gRNA and their structure in order to understand the molecular mechanism involved in this
regulation.

FONDECYT 1160176; ANILLO ACT-1408.
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Distribuicao do tipo compativel e habilidade de formagao de 6rgaos sexuais dos patégenos da brusone de
cereais de inverno

Reis Kézia Cristina®, Urashima Alfredo Seiitit. @ Laboratério de Genética Molecular, Centro de Ciéncias Agrarias,
Universidade Federal de Sdo Carlos, Araras, BR

A brusone é uma doenca causada pelo fungo Magnaporthe oryzae (Pyricularia oryzae), que causa grande queda de
produtividade em cereais como aveia, cevada, trigo e triticale. A recombinacdo sexual é uma possivel causa para a
rdpida perda da eficicia das variedades resistentes, utilizadas como método de controle ideal. Por se tratar de um
ascomiceto heterotalico, é necessaria a presenca de dois isolados sexualmente compativeis (MAT1-1 e MAT1-2) para
gue ocorra a recombinacdo sexual. A determinacdo do tipo compativel pode ser realizada de maneira rapida através
da técnica molecular. Entretanto, para examinar a habilidade de formacdo de drgdos sexuais é necessario realizar o
cruzamento em meio artificial. As informacdes a esse respeito para a cultura do trigo sdo conflitantes e para os demais
cereais citados sdo inexistentes. Sendo assim, o objetivo do trabalho foi obter dados iniciais sobre a distribuicdo dos
tipos compativeis, por PCR, de P. oryzae de aveia, cevada, trigo e triticale e verificar a capacidade de formacao de érgaos
sexuais dos isolados provenientes do trigo. Foi realizado PCR de 21 isolados obtidos de aveia, 26 de cevada, 20 de
triticale e 44 de trigo, com os “primers” L1, L2, T1 e T2. A andlise dos resultados foi feita pela amplificacdo de bandas em
552bp para MAT1-1 e 390 bp para MAT1-2. Os cruzamentos de 54 isolados de trigo foram realizados em meio de aveia,
com dois parentais férteis de trigo e mantidos a 22°C sob luz constante. A avaliagao foi feita aos 30 dias, avaliando-se
o tipo compativel (MAT1-1 e MATI1-2), sexualidade (macho, fémea ou hermafrodita) e producdo de dérgdos sexuais
(peritécia, ascas e ascospoéros). Dados do presente trabalho mostraram que apenas P. oryzae de triticale apresentaram
os dois tipos compativeis, na proporc¢ao 1:1. Todos os isolados de aveia foram MAT1-2, de cevada foram MAT1-1 e para
trigo, apenas um foi MAT1-2. Além disso, somente um dos 53 isolados de P. oryzae do trigo formou peritécia.

FAPESP 2017/18587-9
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Molecular immune response progression in patients infected with Andes hantavirus (ANDV)

Grazielle Ribeiro!, Pablo Vial', Analia Cuiza!, Marcela Ferres?, Mario Calvo?, José Luis Pérez®, Leonila Ferreira®, Maria
Luisa Rioseco °, Jerénimo Graf’, Luis Leon?, Cecilia Vial'. ™ Programa Hantavirus, Instituto de Ciencia e Innovacién en
Medicina (ICIM), Facultad de Medicina, Universidad del Desarrollo, Santiago, CL ® Departamento de Enfermedades
Infecciosas e Inmunologia Pediatricas, Facultad de Medicina, Pontificia Universidad Catdlica de Chile, Santiago, CL ©®
Hospital Base de Valdivia, Facultad de Medicina, Universidad Austral de Chile, Vaildivia, CL ® Hospital Base San José de
Osorno, Facultad de Medicina, Universidad Austral de Chile, Osorno, CL ® Unidad de Cuidados Intensivos (UCI), Hospital
Clinico Regional Guillermo Grant Benavente, Concepcidn, CL ® Departamento de Infectologia, Hospital Puerto Montt
Dr. Eduardo Schiitz Schroeder, Puerto Montt, CL V) Clinica Alemana, Unidad de Cuidados Intensivos (UCI), Facultad de
Medicina, Universidad del Desarrollo, Santiago, CL ® Instituto de Ciencias Biomédicas, Ciencias de la Salud, Universidad
Autdénoma de Chile, Santiago, CL

Hantavirus are important human pathogens that cause a severe zoonotic disease called hantavirus cardiopulmonary
syndrome (HCPS). HCPS presents a fatality rate of ¥~30% in Chile. Clinical manifestations may present as a mild condition
with moderate respiratory failure or progress quickly to a severe condition with shock that can be fatal. This progression
towards HCPS is a complex multifactorial process that involves mechanisms directly induced by the virus or by the
host response, but it is not known exactly what are the host response factors associated with the progression towards
HCPS. Our goal is to better understand the role of the host’s immune responses in this progression towards HCPS, by
longitudinally characterize the transcriptional profile of the peripheral blood mononucleated cells (PBMCs) isolated
from ANDV infected patients, and healthy subjects as controls. Total RNA was extracted from PBMCs isolated from
peripheral blood of healthy controls and patients infected with ANDV on days 1, 3, 5 post hospitalization, during the
acute phase of the disease, and on day 60, during the convalescent phase. Isolated RNA was sequencedat the Broad
Institute (Boston, USA) using Illumina’s HiSeq platform (50M reads aligned in pairs). We analyzed 10 patients and four
healthy controls. Transcriptome analyzes were performed with STAR, Kallisto, Deseq2 and ShinyGO. The results show
different patterns of gene expression during the progression of HCPS. Evaluation of gene ontology (GO) biological
processes enrichment, showed a difference between samples from the acute phase and convalescent phase or healthy
controls. We found that during the acute phase (days 1 and 3), there was an enrichment of GO processes related to
cell activation, humoral immune response and inflammatory response. Then they decrease on day 5, and continues to
decrease on day 60 to levels similar to healthy controls, suggesting the full recovery of these patients. Future directions
of this study include the analysis of differential expression by gene, to help us understand the mechanisms involved in
the pathogenesis of HCPS.

FONDECYT 1161447 and Universidad del Desarrollo.
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Role of cytoplasmic N6-methyladenosine (m6A) readers on HIV-2 protein synthesis

Sebastian Riquelme Barrios?, Eduardo Isla?, Fernando Valiente Echeverria®, Ricardo Soto Rifo'. ™ Programa de Virologia,
Instituto de Ciencias Biomédicas, Facultad de Medicina, Universidad de Chile, Santiago, CL

N6-methyladenosine (m6A) is the most abundant internal modification present in eukaryotic mRNA and has been
involved in the post-transcriptional regulation of gene expression at different levels. The effects of this modification
are mainly exerted by the recruitment of any of the m6A reader proteins YTHDF1, 2 and 3 or YTHDC1 and YTHDC2
to the methylated mRNA. Besides cellular mRNAs, the presence of m6A has also been reported in several viral RNA
including HIV-1, HCV, ZIKV, IAV, amongst others. In the case of HIV-1, it was reported that overexpression of the
cytoplasmic m6A readers YTHDF1, 2 and 3 indistinctly promotes Gag synthesis from the 9-kb unspliced mRNA. In this
work, we have investigated the role of m6A readers in HIV-2 protein synthesis and the subcellular localization of the
unspliced mRNA. Our results reveal that, in contrast to what was reported for HIV-1, overexpression of DF proteins
exerts different effects on HIV-2 protein synthesis. As such, while overexpression of YTHDF1 and 2 promotes Gag and
Vpx synthesis, overexpression of YTHDF3 negatively regulates this process. Interestingly, we observed that the three DF
proteins relocalize together with the HIV-2 gRNA and G3BP1 to stress granules, sites where the viral genome is stored
in the absence of active translation. Together, these data show that HIV-2 protein synthesis is differentially regulated
by YTHDF1, 2 and 3, suggesting that viral transcripts contain m6A. Our data also indicates that these cytoplasmic m6A
readers interact with the HIV-2 unspliced mRNA and are relocalized to stress granules during viral replication. HIV-2 is
less pathogenic and replicates at very low rates when compared to HIV-1. We are currently investigating whether these
features of HIV-2 are regulated at the epitranscriptomic level.

FONDECYT 1160176 and ANILLO ACT-1408
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Automatizacidn del analisis MLVA para la tipificacion de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina que
causan infecciones invasivas en poblacion pediatrica paraguaya

Claudia Salinas?, Florentin Gladys M?, Federico M Escobar !, Patricia M Acufia?, Fatima Rodriguez?, Rosa M Guillén?. )
Microbiologia, Instituto de Investigacion en Ciencias de la Salud, Universidad Nacional de Asuncién, San Lorenzo, PY

Staphylococcus aureus es uno de los patégenos humanos masimportantes con resistencia a meticilina (SARM) enaumento
incluso en cepas aisladas de la comunidad. La tipificacién genética de los clones es fundamental para comprender los
patrones de diseminacion. Este estudio, observacional, descriptivo de corte transverso, tuvo como objetivo automatizar
la técnica MLVA para la tipificacién de SARM que causaron infecciones invasivas a ninos paraguayos. Se analizaron 25
cepas invasivas SARM, que se obtuvieron de un biobanco de mds de 700 aislados de S. aureus que fueron colectados en
los afos 2010, 2012 y 2013 de 4 hospitales, genotipificados previamente por las técnicas MLVA manual y Spatyping. Se
empled la técnica MLVA automatizada utilizando electroforesis capilar para el andlisis de 6 regiones VNTR caracteristicas,
permitiendo la tipificacion del 88% (22/25) de los aislados en estudio, resultando 3 perfiles diferentes, cada uno asociado
a un spatipo distinto, siendo el perfil 1-t019 el predominante (86%), seguido del perfil 3-t002 (9%) y el perfil 2-t311 (5%),
arrojando 100% de concordancia con el método MLVA manual y por tanto una alta concordancia con el método gold
stdndar PFGE con el cual fue validado previamente.El uso de esta metodologia permite llevar a cabo la caracterizacion
de aislados con alta sensibilidad y un éptimo tiempo de respuesta en comparacion con el método manual, permitiendo
el estudio de brotes y por tanto proporcionaria la capacidad a nivel nacional para responder de forma mas eficiente y
con una disminucion significativa de tiempo a problemas de salud publica.

Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, Paraguay
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Stochastic modeling of gene regulation in Escherichia coli K-12

Rodrigo Santibafiez'?, Daniel Garrido?, Martin Alberto JM. ¥’ Network Biology Lab, Centro de Gendmicay Bioinformatica,
Facultad de Ciencias, Universidad Mayor @ Laboratorio de Microbiologia de Sistemas, Dpto. Ingenieria Quimica y
Bioprocesos, Ingenieria, Pontificia Universidad Catdlica de Chile, Santiago

Background. Gene regulation is central to the inner working of cells. It allows responses to intracellular and
environmental signals such as the availability or lack of resources. These responses rely on a complex circuitry called
Gene Regulatory Network (GRN) which establishes the genetic relationship between biological sensors and effectors.
With the advent of single-cell omics, variability has been recognized as an essential property of GRNs. Experimentally,
the impact of stochasticity on gene expression is well documented with examples depicting mechanisms that filter
extrinsic noise in cell responses or harnessing random expression to survive environmental changes. Moreover, since
GRNs are commonly used as blueprints to design microbes performing specific tasks, modeling efforts could predict
the behavior of GRNs reducing experimental efforts. However, such model that address the behavior of the complete
GRN of Escherichia coli is missing. Here, we present an automatically reconstructed model from the GRN of E. coli K-12
and their gene expression dynamics. Methods. We developed Atlas that employs a GRN and reconstructs executable
models. The GRN was downloaded from the EcoCyc and RegulonDB databases, completed with literature and employed
as input. The GRN defines promoter specificity and operates over the architecture of genes and promoters of the
bacterial chromosome. The model was developed within the Kappa BioBrick framework and stochastically simulated
using the Gillespie’s Algorithm. Finally, we employed transcriptomic data of E. coli to estimate parameters employing
a Genetic Algorithm developed at the laboratory that leverages High-Performance Computing infrastructures. Results.
Our simulations of the smallest subset of regulatory components of E. coli reproduced the available free RNA polymerase
gualitatively. Moreover, the calibrated parameters allowed the quantitative and statistical agreement between gene
expression dynamics and experimental data. Conclusion. From the complete GRN from EcoCyc considering near 2000
protein-encoding genes with determined promoter specificity, we selected the subset of 10-genes essentials for gene
expression to test the methods. The reconstructed and parameterized submodel reproduced the experimental data
satisfactorily, and the developed methods could be applied to arbitrary GRN such as synthetic GRNs. The ongoing work
involves extending Atlas to consider metabolism and propose a whole-cell model of E. coli.
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Heterologous expression of the histidine kinase protein in the pathogenic fungus Paracoccidioides
brasiliensis

Dener Santos!, Moisés Inécio 2, Juliana Rocha?, Célia Soares?, Juliano Paccez?. ¥ Laboratdrio de Biologia Molecular,
Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Goids @ Laboratdrio de Biologia Molecular, Universidade
Federal de Goias, Goiania, BR

Background: The ability to respond to external stressors is a basic requirement to organisms suvirval. Prokaryotic and
eukaryotic organisms (except animals) have developed a system called “phosphorelay” responsible for adaptation to
different environmental conditions such as oxidative and osmotic stress. In fungi, it has been described to be involved
in the fungal dimorphism. Studies demonstrated that inhibition of hybrid hisitidine kinase, the phosphorelay sensing
protein, affected the morphological transition from mycelia to yeast. Fungal dimorphism is an opportunisitc adaptation
to environmetal condition. Among the termodimorphic fungi, Paracoccidioides spp. are the most prevalent in Latin
America mainly in Brazil and is responsible for paracoccidioidomycosis (PCM) systemic mycoses. Following conidia
inhalation and their exposure to the body temperature (37°C), Paracoccidioides species starts the transition from
mycelium to yeast. In this sense, it is notable that morphological transition is necessary for dimorphic fungal pathogen.
Thus the objective this studies to characterize the hybrid histidine kinase protein and evaluate the significance to
Paracoccidioides brasiliensis dimorphism. Methods: Extraction of total RNA from Paracoccidioides brasiliensis 18 was
used as template for production of cDNA by in vitro reverse transcription. Using cDNAs the hybrid histidine kinase (hk)
gene was produced by PCR. We used primers designed in order to allow cloning in pET32a vector using BamHI and Notl
endonucleases. After confirmation of cloning, the plasmid was transformed and induced in Escherichia coli Rosetta.
Different induction conditions were tested and analysed in SDS-PAGE. Results: We amplified a 1000 bp region from
Pb18hk gene and cloned it in pET32a heterologous expression system. Optimal protein expression was determined and
we obtained a protein the size of 55 KDa. Conclusion: We successfully expressed Pb18hk in Escherichia coli system. As
perspectives we expect to purify and produce specific antibodies in order to immunolocalize in the pathogenic fungus
Paracoccidioides brasiliensis.
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A new detection of high level gentamicin-resistant Enterococcus faecalis ST9-CC9 strains producers
B-lactamase in a Public Hospital of Argentina

Celia Maria Schell!, Mdnica Delfina Sparo?, Sabina Lissarrague?, Teresa Coque Gonzalez?, Judith Celina Bernstein?, Juan
Pablo Stagnaro?, Juan Angel Basualdo Farjat®. ¥ Centro Universitario de Estudios Microbioldgicos y Parasitoldgicos,
Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de La Plata, La Plata, AR @ Area 2: Microbiologia, Inmunologia e
Infeccidn, Instituto Ramon y Cajal de Investigacidn Sanitaria (IRyCIS), Madrid, ES

Background: Enterococcus faecalis is a microorganism that produce human invasive infections associated principally
with immunocompromised patients. This strains have intrinsic resistance to several antimicrobials such as B-lactams.
Resistance to penicillins via penicillinase mechanisms (B-lactamase enzyme) is scarcely detected in E. faecalis. The first
published of a B-lactamase-producing E. faecalis (B-lacEFC) was in 1983, (Houston, Texas). In Argentina, the first isolated
of B-lacEFC was reported in a Hospital of Buenos Aires in 1989. The aim of this study was communicate the emergence
and spread of E. faecalis strains producers B-lactamase in a Public Hospital of Argentina with high level gentamicin-
resistant (HLGR). Methodology: Between 2010 and 2014, E. faecalis strains were isolated from clinical samples of
invasive infections (Hospital Municipal Ramon Santamarina, Tandil, Argentina). Species identification was done by
MALDI TOF-MS. Susceptibility to ampicillin, penicilin, vancomycin, teicoplanin, gentamicin, streptomycin, ciprofloxacin,
levofloxacin, linezolid, tigecycline, ampicillin-sulbactam and amoxicillin/clavulanic acid were investigated. The MIC was
determined using E-test strips. B-lactamase production was determined using the nitrocefin disk method in all strains
that presented de 6> 5 in the inhibition diameter of ampicillin-sulbactam compared to ampicilin. Population structure
characterization: was realized by Smal-PFGE and MLST in representative isolates. Results: Forty four (n=44) E. faecalis
were isolated from blood n=15 (34.9 %); abscess n=10 (23.2 %); abdominal liquid n=10 (23.2 %); sinovial fluid n=7 (16.3
%) and pericardial fluid n=1 (2.3 %) of patients between 16 and 92 years old (mean age = 60 + 19,8; 14 females, 29
males). Twenty-five clonal types were detected by PFGE (EFC-2 was the major clone). ST236, ST9, ST388, ST604, ST179,
ST281 and a new ST720 were determined by MLST. Antimicrobial resistance to gentamicin (43.2 %), streptomycin (22.7
%), ciprofloxacin and levofloxacin was detected (both 20.4 %). B-lactamase production was detected in n=5 (11.4 %) E.
faecalis with HLGR belonging to clone EFC-2, ST9 and clonal complex CC9. Conclusions: Five B-lacEFC ST9-CC9 strains
with HLGR were detected. The adequate utilization and combination of phenotypic and molecular techniques allowed
new knowledge about epidemiology and spread of B-lacEFC principaly in the surgery service. These results allow to
adjust conducts to prevent the dissemination.

Universidad Nacional de La Plata, Buenos Aires, Argentina.
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Study of the establishment and maintenance of cellular-state patterns in a bi-stable coupled system

Kevin Simpson?, Juan Keymer?, Fernan Federici®. ™ Genética Molecular y Microbiologia, Ciencias Bioldgicas, Pontificia
Universidad Catdlica de Chile, Santiago, CL ® Ecologia, Ciencias Bioldgicas, Pontificia Universidad Catdlica de Chile,
Santiago, CL

Several models of pattern formation in multicellular systems have been elaborated, most of them based on the
generation of morphogen gradients. However, multicellular systems can undergo order generation by more primitive
mechanisms, since pattern formation also take place during the emergence of cellular states based on cell-cell coupling.
This type of mechanisms are difficult to study on whole systems, and an alternative is the generation of systems that
incorporate the essential features of the process. On the other hand, one way to gain knowledge of complex systems
is to use abstract models that capture their essential information, and the Ising model allows explaining how discrete
changes at local level lead to major changes. Using components from an orthogonal system for cell-cell communication
based on acyl homoserine lactone molecules, we constructed a synthetic bacterial system that exhibits bi-stability and
coupling between two states. This system allows, from a single cell, the generation of different populations of cells
capable of adopting one of two cellular states, and the adoption of a particular state is influenced by and influences
the state of neighboring populations. This system allowed us to study the establishment and maintenance of cellular-
state pattern formation during the growth of Escherichia coli colonies, showing that the coupling between bi-stable
cellular states facilitates the global pattern formation in multicellular systems. We were also able to analyze the effect
of the initial configuration of the system in the emergence of a collective behavior at the population level in a system
composed of cell populations with different initial states. To understand the generation and maintenance of patterns
in the bacterial bi-stable coupled system we created a C program that simulates the two-dimensional Ising model using
the Metropolis algorithm during the growth of a bacterial colony. The use of the Ising model allowed us to study the
relationship between local processes in the bacterial system with the emergence of global processes, in which coupling
between cellular states results in a long-range correlation. The application of general models to understand the pattern
formation could be useful to the development of biomaterials, synthetic consortia and tissue engineering.
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Identification and functional characterization of cytoskeletal proteins from cyanobacteria

Benjamin Springstein?, Christian Whoele?, Tal Dagan?, Karina Stucken?. ¥ Genomic Microbiology, Christian Albrechts
University Kiel, Kiel, DE ® Departamento de Ingenieria en Alimentos, Facultad de Ingenieria, Universidad de La Serena,
La Serena, CL

Prokaryotes, like eukaryotes, possess a distinct cytoskeleton comprised of actin, tubulin and intermediate filament
(IF)-like proteins. Additionally, prokaryotes have also evolved their own specific subset of cytoskeletal proteins with
no eukaryotic homologs. The IF-like and coiled-coil rich proteins (CCRPs) CreS from Caulobacter crescentus and FilP
from Streptomyces coelicolor determine the cell shape and provide resistance to mechanical deformations in their host
microorganisms. Prediction of coiled-coil rich proteins using the COILS algorithm led to the identification of further
cytoskeletal CCRPs from diverse species, suggesting a predictive property of the number of coiled-coil domains for IF-
like functions. Unlike other bacteria, the cyanobacterial phylum is characterized by an immense morphological diversity
that includes unicellular to multicellular types with the ability to differentiate into specialized cell types. However,
besides limited characterizations of FtsZ and MreB, the bacterial tubulin and actin homologs, little is known about
cell shape-determining factors in cyanobacteria. Here we show that CCRPs are common in cyanobacteria where they
perform IF-like functions. These proteins form diverse polymeric structures in vitro and in vivo. We identified CCRPs
in each of the investigated 141 cyanobacterial genomes using the COILS algorithm. CCRPs have different levels of
conservation and fulfill diverse functions as phenotypic plasticity, motility and cyanobacterial filament integrity.

This work was was supported by the German Science Foundation (Grant No. STU513/2-1 to KS) and by FONDECYT
11170842 (Chile)
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Analysis of the RNAome associated to the HIV-1 Rev protein during viral replication in T-cells

Daniela Toro?, Cecilia Rojas-Fuentes?, Francisco Garcia -de Gracia?, Felipe Ledn-Diaz!, Fernando Valiente-Echeverria?,
Ricardo Soto-Rifo!. ¥ Virology Program, Institute of Biomedical Sciences, Faculty of Medicine, Universidad de Chile

AIDS has become one of the most devastating pandemics in recorded history. The causal agent of AIDS is the human
immunodeficiency virus type-1 (HIV-1) that infects and destroys CD4+ T lymphocytes. Once integrated into the genome
of the infected cell, the host RNA polymerase Il recognizes the viral promoter and drives the synthesis of one single
messenger RNA molecule, the 9-kb genomic RNA (gRNA). Early during viral gene expression the gRNA undergoes
alternative splicing generating a set of fully (Rev, Tat and Nef) and partially spliced transcripts. Later on, the gRNA in its
unspliced form is exported to the cytoplasm and used as an mRNA for the synthesis of the structural protein Gag and
the viral enzymes. Gene expression from the gRNA is highly dependent on the viral protein Rev, which promotes nuclear
export and translation of this viral transcript. The activity of Rev on nuclear export is achieved through interactions
with the host karyopherin CRM1 and the function of Rev in translation is expected to be exerted through the specific
recruitment of host factors such as translation initiation factors. However, the precise composition of these Rev-
dependent mRNP complexes has never been characterized during viral replication in T-cells. In this work, we have
characterized the specific RNAs that are part of the Rev-dependent mRNP complex. For this, we first developed a CD4+
T-cell line carrying the HIV-1-ARev provirus integrated in its genome as well as a tetracycline/doxycycline inducible
Flag-Rev cassette. Upon induction of Flag-Rev expression we carried out an anti-Flag immunoprecipitation to isolate
the Rev-dependent mRNP complexes. Then, we performed a RNA extraction and this RNA was used for RNAseq. Our
results allowed us to characterize the Rev-associated transcriptome during viral replication in T-cells, determining the
participation of some cellular RNAs in the Rev-dependent mRNP complex.
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Un evento clave en la division celular bacteriana es la formacion del septo, cuyo componente principal es la proteina
FtsZ, homdloga estructuralmente a tubulina. FtsZ es conservada y ampliamente distribuida en bacterias, y polimeriza
formando una estructura conocida como anillo Z al centro de la célula. Este anillo es capaz de contraerse y ser un
andamiaje proteico para otras proteinas. Microscopias de superresolucion en modelos como E. coli, B. subtilis, S.
pneumoniae y C. crescentus han revelado que la estructura del anillo Z es discontinua y la distribucién de FtsZ no es
uniforme. Las cianobacterias son morfolégicamente diversas: existen unicelulares, filamentosas (con division en un
plano) y ramificadas (capaces de dividirse en mas de un plano). El divisoma de cianobacterias (conjunto de proteinas
involucradas en la division) posee elementos comunes a bacterias gram positivas y negativas, ademas de proteinas
exclusivas de este phylum. En Prochlorococcus sp (unicelular) se ha determinado la localizacién subcelular de Ftsz,
observandose la misma estructura discontinua que en otros modelos, pero detectdndose la formacién del anillo en
diferentes planos. En el modelo filamentoso, Anabaena sp. PCC 7120, no se ha determinado con detalle la distribucién
espacial de FtsZ dentro del anillo ni su localizacidon subcelular durante el ciclo celular. El objetivo fue determinar
la organizacién vy distribucién de FtsZ en diferentes estados de divisién en Anabaena sp. Mediante de conjugacion
triparental y recombinacidn homdloga, se obtuvo una mutante completamente segregante que expresa la proteina
FtsZ fusionada a sfGFP, bajo el control del promotor nativo. Esta mutante mantiene la morfologia WT y con microscopia
confocal se determind que el anillo Z forma una estructura discontinua y con diferentes intensidades de fluorescencia.
También, mediante tincién DAPI se logré observar la distribucién de los cromosomas durante la divisién vy, utilizando
microscopia de fluorescencia y time-lapse, se describié la dindmica in vivo de FtsZ. Se pudo concluir que el anillo Z en
Anabaena sp. sigue el “modelo irregular”, donde el anillo Z estd formado por parches de FtsZ.
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Caracterizagdao molecular de Staphylococcus aureus meticilina sensiveis e meticilina resistentes isolados de
amostras clinicas

Venancio Grazielly Beserra Ca', Figueiredo Mariana Andrade?, Silva Carolina Maria?, Silva Viviane Marinho?!, Santos
Leandro Araujot. ¥ Centro de Salde, Faculdade de Biomedicina, Centro Universitario FBV WYDEN, Recife, BR

Staphylococcus aureus meticilina-resistente (MRSA) e meticilina-sensivel (MSSA) sdo importantes patégenos nas
infeccbes adquiridas na comunidade e nos hospitais no Brasil e em todo o mundo, podendo causar diversas doencas
pela produgdo de exotoxinas. Bactérias resistentes a multiplos antibidticos representam um desafio no tratamento de
infeccdes e sdo decorrentes do aumento da utilizacdo destes medicamentos no tratamento de doencas. No Brasil, de
acordo com o Ministério da Saude, mais de 70% das bactérias que causam infec¢des hospitalares sao resistentes a, pelo
menos, um dos antimicrobianos frequentemente utilizados no tratamento dos pacientes. A aquisicdo do gene mecA pelo
S. aureus pode conferir a bactéria resisténcia ao antibiético meticilina e a todos os antibidticos B-lactamicos utilizados
na clinica médica. Embora os isolados MSSA sejam sensiveis a meticilina, sdo considerados importantes patédgenos nas
infeccbes, visto que causam doencas graves em pacientes debilitados e persistem no ambiente hospitalar. No presente
estudo, foi realizado um estudo de epidemiologia molecular em 89 isolados clinicos de S. aureus oriundos de hospitais
publicos da cidade do Recife/PE, para melhor compreender a dispersdo e a diversidade desses isolados, assim como
a sua relacdo com as infeccdes nosocomiais. Foi realizada a pesquisa em 31 isolados MRSA e 58 MSSA, realizando-se
analise do Cassete CromossOGmico Estafilocécico mec (SCCmec). A tipagem molecular foi realizada utilizando as seguintes
técnicas: polimorfismo do gene coa, spa, ribotipagem-PCR, MLST e PFGE. Foram observados isolados relacionados a
clones epidémicos internacionais MRSA como o Clone Epidémico Brasileiro (BEC) (61% dos isolados MRSA), Pediatrico
(36%), Nova lorque/lapdo (3%), USA400 (10% dos isolados MSSA), clone Berlim (2%), Pediatrico (14%), Nova lorque/
Japédo (2%) e Oceania Sudoeste do Pacifico (17%). A analise do MLST e do gene spa revelou novos tipos de sequéncias
multilocus e novos tipos de gene spa. Entre os 58 isolados MSSA, 30 foram considerados oxacilina-susceptiveis, mecA
positivos (OS-MRSA). No estudo, foi possivel documentar uma dispersdo dos isolados MRSA e MSSA (incluindo os OS-
MRSA) nos ambientes hospitalares, revelando um sério problema de Saude Publica para a regido.

Oswaldo Cruz Foundation, Aggeu Magalh3es Research Center, CPqAM/Fiocruz.
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Construccion de mutante del ultimo paso en la biosintesis de ergosterol (ERG4) de Xanthophyllomyces
dendrorhous
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Victor Hugo Cifuentes?, Jennifer Cecilia Alcaino®. ™ Ecologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile, Santiago, CL

Xanthophyllomyces dendrorhous es una levadura basidiomicete que produce carotenoides, destacando la astaxantina por
su interés biotecnolégico. El isopentil-pirofosfato es precursor de los carotenoides y también de la sintesis de ergosterol,
el cual corresponde al producto final de la via de esteroles en hongos. Antecedentes experimentales sugieren que ambas
rutas estarian reguladas por la via SREBP, la cual regula los niveles de colesterol en células de mamiferos. En hongos,
la via SREBP se encuentra conservada y probablemente se encuentra activa en la mutante cyp61- de la biosintesis de
ergosterol de X. dendrorhous siendo responsable de la sobreproduccidn de carotenoides en este mutante. El objetivo
de este trabajo fue identificar el gen ERG4, ultimo gen de la biosintesis de ergosterol que codifica una C-24(28) esterol
reductasa, para luego obtener otra mutante de la biosintesis de ergosterol y evaluar si se produce el mismo fenotipo
sobreproductor de carotenoides como en la mutante cyp61-. La mutante del gen ERG4 (CBS-6938Aerg4) se obtuvo
mediante recombinacién homdloga reemplazando el gen por una resistencia a zeocina. Se observé mediante RP-HPLC
que la cepa CBS-6938Aerg4 no es capaz de producir ergosterol, sino que acumula un intermediario distinto a este
producto final y presenta un fenotipo distinto a la cepa mutante cyp61- (no sobreproduce carotenoides). Por otro lado,
se midieron los niveles de transcrito del gen HMGS, gen estructural de la via del mevalonato que produce los precursores
de la sintesis de esteroles y carotenoides, en la mutante CBS-6938Aerg4 y no se encontraron diferencias significativas
respecto a su parental, como si ocurre en el caso de la mutante cyp61-. En conclusion, en la cepa CBS-6938Aerg4 no se
encuentra activa la via de regulacién SREBP, sugiriendo que no es la ausencia de ergosterol la que activa esta ruta, sino
mads bien un cambio en la composicidn de esteroles.
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Estudo do polimorfismo Apal do gene do receptor de vitamina D na hanseniase

Moura Leticia Siqueiral, Paz Jasna Leticia Pinto?, Santos Everaldina Cordeiro?, Silvestre Maria Do Perpétuo Socorro
Amador?, Lima Luana Nepomuceno?®. ) Bacteriologia, Universidade do Estado do Para, Belém, BR © Bacteriologia,
Universidade Federal do Par4, Belém, BR ©® Bacteriologia, Universidade Federal do Ceara, Belém, BR

A evolucdo da hanseniase depende de aspectos imunoldgicos e genéticos do hospedeiro, sendo forma ativa da vitamina
D fundamental para a regulagao do sistema imune. Estudos implicaram a variacao de polimorfismos de nucleotideo
unico (SNPs) no gene do receptor de vitamina D (VDR) com a susceptibilidade a varias doengas, incluindo a tuberculose
e a hanseniase. O objetivo foi verificar a relagdo entre os SNPs Apal (rs7975232) do gene do VDR e a hanseniase.O
estudo foi realizado com 84 individuos dos municipios de Rondon do Para e Goianésia, no estado do Par4d, Brasil. Foram
inclusos 48 pacientes, sendo 31 multibacilares (MB) e 17 paucibacilares (PB). Adicionalmente, foi incluso um grupo
de 36 contactantes que moram com o paciente (intradomiciliares) e ndo apresentam sintomas clinicos de hanseniase.
Foi realizada a coleta de sangue para a extracdo de DNA e anadlise do polimorfismo Apal (rs7975232) do gene VDR,
submetido a técnica da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) etipificados através do sequenciador ABI 3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems®). Ndo foram observadas associagdes significantes entre os SNPs Apal do gene do VDR e a
susceptibilidade a hanseniase. Nos grupos de contatos e PB o gendtipo C/A (44,9% e 58,8%; respectivamente) foi o mais
frequente, enquanto o gendtipo A/A foi o mais frequente nos grupos MB (37,4%). O genétipo C/C apresentou uma menor
frequéncia no grupo PB (11,7%) quando comparado com os grupos contatos e MB (24,5% e 27%; respectivamente).
Dessa forma, nao foi encontrado relacdo entre o polimorfismoApal (rs7975232) do gene VDR e a hanseniase.Entretanto,
a prevaléncia do gendtipo C/A entre contatos e a forma PB (mais branda) da doenca, pode sugerir um gendtipo de
protecao.

Ministério da Saude do Brasil
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Genomica comparativa de Staphylococcus aureus para a discriminagao de cepas causadoras de mastite
bovina subclinica
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) Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, Ciencias Biologicas e da Saude, Universidade Federal de Vigosa,
Vigosa, BR @ Nucleo de Analise de Biomoléculas, Ciencias Biologicas e da Saude, Universidade Federal de Vigosa, Vicosa,
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Staphylococcus aureus é uma das principais bactérias causadoras da mastite bovina, uma doenca predominante nos
rebanhos leiteiros. A mastite bovina pode se manifestar de forma clinica, onde os sinais de inflamacdo sdo observados,
ou de forma subclinica, sem sintomas aparentes, e que frequentemente evolui para a cronicidade. Os genomas de
quatro isolados de S. aureus causadores de mastite bovina subclinica (170, 302, 1269, 1364) foram sequenciados por
nosso grupo e foram contrastados com os genomas de duas cepas isoladas de mastite clinica (S. aureus RF122 e S.
aureus N305) para identificar diferencas que pudessem ser ligadas a mastite subclinica. Ndo foi possivel associar a
presenca de fatores de viruléncia ao tipo de manifestacdo, porém mais genes relacionados a producao de enterotoxinas
foram encontrados no genomade S. aureus RF122. Os genes que codificam a toxina 1 da sindrome do choque téxico (tsst-
1), a variante bovina da enterotoxina C (secbov), a enterotoxina t e dois homadlogos da streptolisina S de Streptococcus
pyogenes foram exclusivos da cepa RF122. A presenca de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) nos genomas
subclinicos foi averiguada comparando 36 genes que codificam fatores de viruléncia com seus ortdlogos em S. aureus
RF122. SNPs ndo sindnimos foram encontrados nos genes clfa (fator de aglutinacdo A), srta (sortase A) e sspa (protease).
Diferentes programas de predicado foram utilizados para a identificagdo das proteinas de superficie e secretadas das seis
cepas, as quais foram usadas na construcdo de um plot de escala multidimensional (MDS). Os resultados mostraram alta
similaridade entre as proteinas das cepas estudadas. Pela inspecdo visual, identificaram-se dois grupos de ortélogos,
cl3309 e cl3700, correspondentes a uma proteina hipotética e a uma lipoproteina, respectivamente, que possuem
regides de maior similaridade entre as clinicas ou subclinicas. Os dados encontrados in silico foram validados pela
reacdo em cadeia da polimerase em isolados bacterianos coletados em fazendas leiteiras. Todos os isolados subclinicos
foram corretamente identificados com os primers desenhados para as cepas subclinicas, porém existe a necessidade
de redesenhar novos primers para a correta discriminacdo dos isolados clinicos e estender a analise para um nimero
maior de isolados bacterianos.

Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG)
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A multi-approach for the detection of CRISPR-Cas gene cluster in a metagenome and bacterial strains
isolated from different extreme environments in the Chilean Altiplano
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Instituto Antofagasta & Departamento de Biotecnologia, Universidad de Antofagasta, Antofagasta, CL ¥ Laboratorio
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Antofagasta, CL ® Lake and Glacier Ecology Research Group, Institute of Ecology, University of Innsbruck, Innsbruck, AT
“ Laboratorio de Ecologia Molecular y Microbiologia Aplicada, Departamento de Ciencias Farmacéuticas, Universidad
Catdlica del Norte, Antofagasta, CL ® Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias Naturales y Exactas, Universidad
de Playa Ancha de Ciencias de La Educacion, Valparaiso, CL ® Center for Biotechnology and Bioengineering (CeBiB),
Universidad de Chile, Santiago, CL

In Bacteria, clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) and CRISPR-associated (Cas) proteins
is an adaptive immune-system mechanism that store memory of past infections, and upon reinfection, deploy RNA-
guided nucleases for sequence-specific silencing of phages and other mobile genetic elements (MGEs), such as
plasmids and transposons. These systems consist of a cas gene cassette and a CRISPR array that encodes a series of
direct repeats interspaced by variable sequences (spacers) that match sequences with MGEs. Recent studies indicate
that in environments where there is a high diversity of viruses also there is a great probability that microorganisms
could develop defense strategies such as CRISPR/Cas systems. A unique ecosystem where there is a high proportion of
viruses is the Salar de Huasco which has been described as a high altitude wetland (3800 masl) located in the Chilean
Altiplano with poly-extreme environmental conditions (high solar radiation, wide variation in salinity, high aridity and
wide temperature fluctuations). To detect CRISPR-Cas sequences we used culture-independent methodologies coupled
with classical microbial culture techniques to increase the degree of resolution in metagenomic analysis. Therefore,
in the present study we use data from a metagenome recovered from the Salar de Huasco in combination to a set of
three genomes of isolates from the Chilean Altiplano; Exiguobacterium sp. SH31, Acidithiobacillus ferrivorans ACHa_45,
Rhodobacter sp. Rb3. Using strict parameters, we were able to detect 506 hits in the metagenome corresponding to
proteins related to CRISPR/Cas and we managed to reconstruct partially the CRISPR system in each one of the analyzed
independent genomes, due to the cas genes fragments detected for all three types of CRISPR-Cas systems (cas1, cas2,
cas3, cas3, csni(cas9), cas4b and cmri-6). Henceforth, the detection of cas genes in this poly-extreme environment
supports the potential for CRISPR activity increasing the questions about Bacteria and virus dynamics.

CeBiB FBOOO1; FONDECYT 1140179, 1181773




JU264

Caracterizacion del Pangenoma de los Acidithiobacilli: Aspectos diferenciales entre sublinajes de bacterias
hierro oxidantes
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Histdricamente, tres especies azufre oxidantes - A. thiooxidans, A. albertensis y A. caldus - y una especie hierro/
azufre oxidante - A. ferrooxidans — conformaban el género Acidithiobacillus. En la Ultima década, utilizando analisis
moleculares mds resolutivos, tres nuevas especies hierro oxidantes - A. ferrivorans, A. ferridurans y A. ferriphilus
- han sido reconocidas como parte de este grupo de bacterias. Sin embargo, se han aislado y reportado muchas otras
cepas con caracteristicas fenotipicas variables y con rasgos genéticos que aun persisten sin resolver. En el linaje de A.
ferrooxidans (linaje 2), se han descrito recientemente al menos tres sub-linajes (2A, 2B y 2C), de los cuales GUnicamente
el 2A (representado por la cepa tipo de la especie) ha sido estudiado cabalmente a nivel fisiolégico y gendmico En este
estudio, se emplearon estrategias pangendémicas para investigar las caracteristicas diferenciales de los representantes
cultivables de los sublinajes 2B y 2C. Para ello se secuenciaron 16 genomas del grupo y se llevaron a cabo estudios
comparativos de diversa indole, incluyendo parentesco gendmico (ej. ANI), analisis de huellas gendmicas (ej. Tetra),
analisis identificacidon de familias de ortdélogos, delimitacidon del complemento génico central y flexible. La identidad
nucleotidica promedio y otros indices gendmicos sugieren que el sublinaje 2C es lo suficientemente divergente del
sublinaje 2A para ser considerado una nueva especie. Tanto el sublinaje 2B como el 2C poseen un subconjunto de genes
Unicos del linaje cercano al 10% del complemento génico total (2B:9,2%, 2C:10,5%). Segun los analisis de reconstruccion
metabdlica los rasgos diferenciadores entre los sub-linajes incluyen la presencia de flagelo, sistemas de degradacién/
utilizacidon de la urea, de adquisicidn/utilizacién de hierro y de restriccion/modificacion. Estos resultados se interpretan
y discuten en el contexto de la diferenciacién adaptativa y la evolucién del taxon.
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Oxford Nanopore MinlON para la generacion de genomas bacterianos completos y libres de errores
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for Antibiotic Resistance Research (CARe), University of Gothenburg, Gothenburg, SE ©® Culture Collection University
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El desarrollo de los secuenciadores de nueva generacidn ha supuesto una revolucién gendmica, permitiendo generar
millones de lecturas de ADN en horas. Las plataformas lllumina producen lecturas de alta calidad, aunque de corta
longitud, impidiendo asi completar la resolucién de genomas. PacBio permite cerrar genomas sin errores, pero su
elevado coste y exigentes requerimientos de calidad y cantidad de ADN, la hacen tediosa y en ocasiones inviable.
Recientemente, Oxford Nanopore Technologies lanzé al mercado el secuenciador portatil MinlON: simple, rapido y
capaz de producir lecturas de hasta 2.000.000 pb, permitiendo de manera eficaz determinar regiones repetitivas y
clusteres completos de genes de complicada resolucidn para las lecturas cortas. Sin embargo, su elevada tasa de error
genera gran escepticismo entre la comunidad cientifica. En este estudio, demostramos como la combinacién de lecturas
de lllumina y Oxford Nanopore no solo mejora la calidad del ensamblaje, sino que es capaz de generar un genoma
completo y libre de errores. Por una parte, la cepa tipo de Streptococcus pyogenes (NCTC 8198T) fue secuenciada
(Wellcome Sanger Institute) con una plataforma PacBio RSII. Paralelamente, S. pyogenes CCUG 4207T (=NCTC 7465T) se
secuencid con las plataformas lllumina HiSeq y MinlON. Las lecturas Illumina, una vez cribadas (Sickle), se combinaron
y ensamblaron lecturas Nanopore mediante SPAdes. El ensamblaje hibrido fue comparado con el de PacBio. La
combinacion de lecturas lllumina y Nanopore generé un scaffold de 1.914.862 pb, idéntica longitud a la obtenida al
ensamblar lecturas PacBio. Las comparaciones también mostraron 100% de identidad entre los dos ensamblajes. Este
estudio demuestra por primera vez la reproducibilidad de un ensamblaje y con elevada fidelidad utilizando lecturas
Nanopore, superando las limitaciones inherentes a su tasa de error. Este método esta siendo actualmente utilizado en
la Coleccién de Cultivos de la Universidad de Gotemburgo (CCUG, Suecia) para obtener genomas completos de cepas
de referencia. Oxford Nanopore MinlON en combinacidn con lllumina es capaz de generar un genoma completo, libre
de errores e idéntico a PacBio.

Trabajo financiado por el Departamento de Microbiologia Clinica del Hospital Universitario Sahlgrenska, por el proyecto
nuimero 6258 de FoU Laboratorimedicin y el proyecto nimero 720761 de VGR ALF-LUA.
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Coevolution analysis of proteins NS3 and NS5B of hepatitis C virus in genotype 1b isolates
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Background The effects of direct-acting antiviral agents (DAAs) are affected by the presence of resistant-associated
variants (RAVs). Resistance mutations that are detected in a protein can be accompanied by other compensatory
mutations (in the same protein or other), for this reason it is important to analyze if in the NS3 protease and the NS5B
polymerase of hepatitis C virus (HCV), mutations or compensatory polymorphisms are observed that could contribute
to the resistance to DAAs. Methods We analyzed two groups of non-redundant sequences of genotypes 1b of proteins
NS3 protease and NS5B polymerase. For the analysis of intramolecular coevolution between the amino acid sites that
belong to the same protein, and for the analysis of both proteins (coevolution intermolecular) the CAPS2 algorithm has
been used. Results Coevolution analysis of proteins was realized, represented by a set of protein sequences. Some amino
acids related to resistance to protease inhibitors (IP) (NS3- 86, 87, 117) and to non-nucleoside inhibitors (INN) (NS5B-
300, 421, 426, 451) co-evolve with others, either intraprotein or interprotein level, possibly to maintain viral fitness. We
can speculate that certain mutations of resistance to IP in NS3 protease could favor the selection of NNI-NS5B resistance
mutations in NS5B polymerase. Conclusions Computational coevolution analysis allowed us to understand the protein
interaction network of the HCV involved in antiviral resistance. The identified coevolving residues constitute highly
relevant predictions of protein-protein interactions for further experimental identification of HCV protein complexes.
The method can be used to analyze other viral proteins and to predict the associated protein interaction networks.
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Anotagao funcional de proteinas hipotéticas presentes no genoma central de Corynebacterium
pseudotuberculosis biovar ovis
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Corynebacterium pseudotuberculosis biovar ovis é o agente etiolégico da linfadenite caseosa, uma doenca de relevancia
veterinaria que acomete pequenos ruminantes. Esta patologia ocasiona grandes perdas econémicas ao agronegdécio
mundial, visto que afeta a producdo de leite, carne e 13, além da condenacdo da carcaca destes animais. A fim de se buscar
novos alvos terapéuticos ou vacinais para este problema, visto que os disponiveis atualmente sdo ineficazes, tém-se
utilizado ferramentas de bioinformatica para melhor compreensdo dos mecanismos de patogenicidade desta bactéria.
Além disto, através da abordagem pan-gendmica é possivel fazer a andlise de genes pertencentes ao genoma central, que
sdo aqueles compartilhados por todas as linhagens analisadas. Apesar da importancia deste repertdrio de genes, existem
diversas sequéncias caracterizadas como proteinas hipotéticas (PHs), as quais ndo possuem fungdo predita. Portanto,
a caracterizacao funcional in silico de PHs pode fornecer novas informacgGes para a busca de proteinas com potencial
terapéutico. Neste estudo, foi considerado o genoma central identificado através de analise pan-genémica pelo software
PGAP de 32 cepas pertencentes ao biovar ovis. Posteriormente, as sequéncias de PHs foram obtidas através do Artemis
e a anotacao funcional foi baseada em gene ontology através da ferramenta GO Feat, que também integra os bancos
de dados NCBI, KEGG, Uniprot, Pfam e EMBL. Ademais, parametros fisico-quimicos (ProtParam), localiza¢do subcelular
(CELLO), redes de interagdo proteina-proteina (STRING) e potencial de antigenicidade (Vaxijen) também foram preditos.
As analises pan-gendmicas mostraram que 172 PHs compdem o genoma central de C. pseudotuberculosis biovar ovis, as
quais 76 (44%) foram preditas funcionalmente pelas bases de dados adotadas. Dentre as mais promissoras, destacam-se
proteinas com funcdes relacionadas a ligacdes moleculares e atividades enzimaticas, atividades metabdlicas e regulacao
transcricional. As andlises adicionais corroboram os resultados anteriores, particularmente 14 PHs preditas com score
de antigenicidade acima de 0.4, indicando o potencial para o estudo das mesmas como alvos vacinais. Desta forma,
além da compreensdo funcional de proteinas desconhecidas, este estudo abre caminhos para o desenvolvimento de
estudos in vitro mais aprofundados para a caracterizacdao dos processos envolvidos das proteinas analisadas e a busca
de novas solugdes para o combate ao patégeno.
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Estudio de la diversidad de plasmidios del complejo especifico Acidithiobacillus

Cesar Valenzuela'?, Ana Moya-Beltran'?, Yasna Gallardo?, Daniel Garrido®, Raquel Quatrinit. ¥ Laboratorio de
Ecofisiologia Microbiana, Fundacion Ciencia y Vida ? Escuela de Ingenieria en Biotecnologia, Facultad ciencias de la
vida, Universidad Andrés Bello, Santiago, CL

El complejo especifico Acidithiobacillus agrupa 14 linajes especificos de bacterias aciddfilas, autdtrofas y azufre
oxidantes, caracterizados a distintos niveles de profundidad. Debido al potencial biotecnologico de los acidithiobacilli,
el interés por comprender la biologia de este grupo se ha incrementado en las ultimas décadas, y paralelamente
también ha aumentado la accesibilidad a los genomas secuenciados de representantes de los diversos linajes. A pesar
de su importancia como modelos de estudio en biomineria, las herramientas genéticas disponibles para el grupo sigue
siendo limitada, en particular son escasos los vectores plasmidiales empleados actualmente en su manipulacién y
estudio. Utilizando marcadores plasmidiales universales, los pocos plasmidos conocidos del taxén y mas de 50 genomas
del complejo especifico hemos identificado y validado los elementos replicativos presentes en el conjunto muestreal.
Para ello se empleé un enfoque comparativo, distintas herramientas bioinformaticas como reclutamiento de lecturas,
alineamientos basados en similitud e identidad de secuencia y anotacidn, junto con herramientas experimentales
como electroforesis de campo pulsado, southernblot y PCR. Los resultados obtenidos dan cuenta de la presencia de
elementos plasmidiales de diversos tipos y tamafios, incluyendo megaplasmidos de mas de 200 Kb y plasmidos cripticos
de escazas 4 Kb. Algunos de estos existen en su hospedero en estado integrado y otros son exclusivamente episomales.
Los replicones secundarios en general presentan variaciones en su contenido génico, su arquitectura y organizacion,
su %G+C y su secuencia. En este trabajo se interpretan y discuten las implicancias de las similitudes y diferencias entre
tipos de plasmidos identificados, en el contexto de su rol en la adaptacidn fisiolégica de los hospederos y de su potencial
de diseminacién entre cepas y especies del taxdn. La comprensién cabal de la biologia molecular de éstos serd util en el
desarrollo de vectores para potenciar la implementacidon de un sistema genético para el taxon.

AFB 170004, FONDECYT 1181251 (RQ), CONICYT scholarships 21171049 (AMB).
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Structure of the Cyanobacterial transcriptional regulome: gene-promoter network analysis within the
phylum

Pablo Vergara-Barros?, Beatriz Diez*?. V) Genética molecular y microbiologia, Ciencias bioldgicas, Pontificia Universidad
Catdlica de Chile, Santiago, CL ¥ Centro de Ciencia del Clima y Resiliencia (CR)2

Cyanobacteria are photoautotrophic microorganisms and one of the main primary producers in many environments,
especially where eukaryotic organisms cannot grow due to harsh chemical and physical conditions. Nowadays, studies
of Cyanobacteria genomes have discovered the main characteristics of the biology and ecology of this phylum. However,
biological data related to the cyanobacterial transcriptional processes is limited and it belongs just to a few members
like Synechocystis (unicellular cyanobacteria) and Anabaena (heterocyst-developing filamentous cyanobacteria). To get
a better understanding of the transcriptional regulatory processes of Cyanobacteria, we identified the transcriptional
factor binding sites in the gene promoters of different cyanobacteria among the phylum. Furthermore, we built
networks of the gene-promoter interactions, as an approach to the gene-transcription regulatory network. Our results
show that cyanobacterial gene-promoter networks are highly connected, both for the unicellular as well as for the more
complex filamentous cyanobacteria. The network of promoter genes is organized as a free-scale network, where a few
nodes are highly connected while most nodes are poorly connected, an arrangement observed in many other biological
networks such as co-occurrence networks or gene co-expression networks. Our network analysis also found that genes
involved in a specific biological process are associated with other genes involved in the same process. A remarkable
example is the case of the coding genes of the photosystem Il proteins PsbA and PsbD, which are associated with other
genes involved in photosynthesis like psbH and psaE. Our approach is enabling us to get a better understanding of the
regulatory structure inside the Cyanobacteria phylum. We expect that these results, together with data obtained by
other omic approaches, will allow us to predict how biological processes at the genomic level are regulated in these
organisms of well-known global relevance in natural systems.

FONDECYT 1150171, CONICYT
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Expresion diferencial de genes relacionados al sistema inmune en respuesta a la infeccion simple por
Piscirickettsia salmonis y a la coinfeccion por Caligus rogercresseyiy Piscirickettsia salmonis en salmén del
atlantico vacunado

Pamela Veloso'?, Carolina Figueroa?, Brian Dixon3, Pablo Conejeros?, José A Gallardo? ) Escuela de Ciencias del Mar,
Facultad de Ciencias del Mar y Recursos Naturales, Universidad de Valparaiso, Valparaiso, CL ? Escuela de Ciencias
del Mar, Facultad de Ciencias del Mar y Geografia, Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso, Valparaiso, CL ©
Departament of Biology, University of Waterloo, Waterloo, CA ) Departamento de Ciencias Ambientales, Universidad
de Valparaiso, Valparaiso, CL

Las coinfecciones son comunes en la naturaleza, y pueden alterar el curso y gravedad de las diferentes enfermedades de
los peces; sin embargo, las consecuencias de la coinfeccidn para la resistencia a enfermedades ha sido poco estudiada.
En este trabajo se evalud experimentalmente la respuesta inmune a la infeccidn simple por P. salmonis y a la coinfeccién
por C. rogercresseyi y P. salmonis en Salmo salar. Se colectaron muestras de rifidn y bazo a los 0, 5, 10 y 15 dias para
ambos tipos de infeccién y se realizé un andlisis de expresidn diferencial de genes mediante RNAseq. Dos tratamientos
fueron realizados: 1) Peces vacunados infectados por SRS y 2) Peces vacunados coinfectados por Caligus/SRS. El analisis
in silico del transcriptoma se realizé en muestras a 10 dias post-infeccion y post-coinfeccidn. Los RNAs obtenidos de las
muestras en cada condicidn sirvieron para construir 4 librerias: 3B10D (coinfeccion Caligus/SRS; tejido bazo), 3R10D
(coinfeccion Caligus/SRS; tejido rifidn), 4B10D (infeccidén SRS; tejido bazo) y 4R10D (infeccién SRS; tejido rifidn) que
fueron secuenciadas utilizando la plataforma HISEQ 2000 ILLUMINA. Se obtuvieron 225 millones de secuencias paired-
end, de las que 94% alinearon contra el genoma de referencia de salmén del Atlantico. Se observd que al comparar
ambos tipos de infeccidn (SRS vs.Caligus/SRS) los genes expresados diferencialmente fueron escasos, 571 genes para
rifidn y 319 genes para bazo. En este ultimo tejido, genes relacionados al metabolismo del fierro, como ferritina,
eritroferrona, hemoglobina y receptor de transferrina, estdn siendo mayormente expresados en infeccion simple en
relacién a coinfeccidn, a diferencia de la hemopexina y hepcidina donde se observa el caso contrario. Las interleuquinas
1, 10, 11, 13, asi como el receptor para IL-1 estan reguladas positivamente en coinfeccién, pero estdn reprimidos en
infeccién simple. Por otra parte, en rifién, estd sobre regulado el MHC clase | y complemento C3 en infeccién por SRS,
no asi en Caligus/SRS. El patrén global de expresidon de genes es semejante para ambos tipos de infeccion, de un total
de 39.898 genes estimados, solo 890 fueron expresados diferencialmente.

CONICYT Chile a través del proyecto FONDECYT 1140772 y de las Becas del Programa de Investigacién Cooperativa de la
OCDE (PCI 2015-CONICYT). Nos gustaria agradecer también a Salmones Camanchaca
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Potencial de adesao bacteriano a materiais de uso hospitalar

Tania Novais®, Santos Machado Adélia Cristina Santos?, Araujo Janilde Silva!, Da Silva Leila Ferreira®, Da Silva Araujo
Maria Francisca Lima?, Zaranza De Carvalho Alicia Valéria Dos Santos?, Camelo Nivania Lisboa', Maia Sandra Cristina?,
Pontes Stelma Regina Sodré!, Moraes Francyelle Costa'. ¥ Departamento de Enfermagem, Faculdade Estacio de S3o
Luis, Sdo Luis, BR ¥ Departamento de Enfermagem, Hospital SGo0 Domingos, S&o Luis, BR ® Microbiologia, Universidade
Federal Maranhado, Hospital Universitario do Maranhdo

As infecgbes nosocomiais ocorre devido a falhas na execucdo de procedimentos essenciais de cuidados aos pacientes.
Além disso, temos o déficit imunoldgico dos pacientes e a viruléncia dos microrganismos. Destaca-se o processo de
adesdo bacteriana na superficie de materiais hospitalares.O estudo verificou o potencial de adesao de algumas bacterias
em materiais de uso hospitalar. Os ensaios de adesdo foram realizados com: S. aureus (25923), K. pneumoniae (700603),
E. coli (25922), S. Typhi (14024) e P. aeruginosa (27853).Foram preparadas suspensdes bacterianas e padronizadas pela
escala 0,5 de MacFarland. Os corpos de prova foram obtidos de fragmentos de 0,5 mm de latex siliconizado oriundos
de cateter urindrio, policloreto de vinila obtidos de sonda de aspiracao e, fragmentos de 1 cm de inox provenientes de
agulhas. Cada corpo de prova foi mantido, em tubos com 5 mL de caldo BHI, onde adicionou-se 0,1 mL da suspensdo
bacteriana e incubou-se em estufa a 372C/3h. Os corpos de prova foram lavados e transferidos para tubos com 5 ml
de salina e agitados em Vértex por 30 segundos. Retirou-se 0,1ml de cada suspensdo agitada, semeou-se em placas
de Agar Mueller Hinton e incubou-se em estufa a 372C/24h para a contagem das unidades formadoras de colénia. A
adesdo bacteriana foi observada em todos os corpos de prova, divergindo apenas a intensidade da adesdo frente as
espécies estudadas. O material mais susceptivel a adesdo foi o latex siliconizado, seguido do PVC, sugerindo que a
rugosidade desses matérias podem favorecer a adesao das espécies. A espécie com maior potencial de adesdo foi a
E. coli (670 UFC) e S. Typhi (417 UFC) a partir da aliquota obtida do latex siliconizado. A P. aeruginosa, diferente das
demais espécies, apresentou maior interacdo com o PVC(403 UFC). Quanto ao ac¢o inox, evidenciou-se que apesar
das amostras conseguirem aderir, a contagem de UFC foram as mais baixas, variando entre 14 e 185, sugerindo que a
baixa porosidade desse material estd intrinsicamente relacionada a intensidade de adesdo bacteriana. Conclui-se que
o entendimento da adesdo bacteriana é de suma importancia, uma vez que possibilita predizer se a adesdo de uma
determinada bactéria é favoravel ou ndao em diferentes superficies.
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Comparacion de medios de cultivo y condiciones de crecimiento para el aislamiento de especies
enterohepaticas de Helicobacter

Sofia Ochoa?, Oscar Martinez?, Heriberto Fernandez?, Luis Collado. ™ Instituto de Bioquimica y Microbiologia, Facultad
de Ciencias, Universidad Austral de Chile, Valdivia, CL ® Instituto de Microbiologia Clinica, Facultad de Ciencias,
Universidad Austral de Chile, Valdivia, CL

Introduccidn: Las especies enterohepaticas del género Helicobacter (EHH) se han vuelto cada vez mas importantes como
patdgenos zoonodticos emergentes debido a su asociacidn con gastroenteritis aguda, enfermedad inflamatoria intestinal
y enfermedades hepatobiliares. A pesar de que frecuentemente se detectan EHH en muestras clinicas mediante PCR,
solo ocasionalmente, éstas son aisladas utilizando medios y condiciones atmosféricas disefiadas para Campylobacter
spp. Esto debido a que aln no se han descrito las condiciones éptimas para el aislamiento de EHH, lo cual aumenta
la subestimacién de la importancia clinica de estos patdégenos emergentes. Objetivo: Optimizar las condiciones de
aislamiento para EHH, determinando el mejor medio de cultivo, atmdsfera de incubacién y la sensibilidad a antibiéticos
utilizados para generar condiciones selectivas. Métodos: Teniendo en cuenta la similitud taxondmica de Helicobacter
con Campylobacter, se evaluaron medios comunes para el aislamiento de este ultimo, entre ellos los agares Columbia,
Bolton, Brucella y mCCDA (Oxoid), asi como la atmdsfera de incubacidn: microaerobiosis convencional (mediante
CampyGen, Oxoid) y microaerobiosis con H2 (por intercambio gaseoso).Se utilizaron seis especies representativas de
EHH (H. canicola, H. canis, H. enhydrae, H. equorum, H. pullorum y H. apodemus), aisladas de diferentes hospederos
animales. Diluciones seriadas de cada cepa fueron inoculadas e incubadas a 37°C durante 48 a 96 h. Se realizé recuento
de UFC en placa y el resultado se convirtio a log,, para su analisis utilizando el software estadistico R. Ademas, se
determind la Concentracion Minima Inhibitoria (CIM) para los antibidticos cefoperazona (Santa Cruz) y teicoplanina
(BioVision). Resultados: Los medios Brucella y Columbia fueron los mas apropiados para el cultivo de EHH (P < 0,05).
Sin embargo, no hubo diferencia significativa entre las atmédsferas evaluadas (P = 0,32). La CIM de las seis especies
para cefoperazona varid en el rango entre 32-512 mg/ml y para teicoplanina entre 8-512 mg/ml. Conclusion: Las
especies EHH pueden ser aisladas usando los medios Brucella o Columbia en microaerobiosis (con o sin H2). Ademas,
la concentracion comercial del suplemento CAT (cefoperazona 8 mg/ml y teicoplanina 4 mg/ml, Oxoid) son adecuados
para generar condiciones selectivas.

Proyecto PEF 2017-04 de la Direccién de Investigacién y Desarrollo, UACh.
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Acao antibacteriana da clorexidina incorporada em cimentos de iondomero de vidro

Oliveira Simone Gomes De!, Renato Mayhé?, Pereira Luana Cordeiro?, Junior Raphael Hirata®, Sampaio-Filho Helio
Rodrigues?. @ Faculdade de Odontologia, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, BR ? Odontologia,
INCA, Rio de Janeiro, BR @ Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, BR

Introdugao Cimentos de ionémero de vidro (CIVs) sdo materiais restauradores com caracteristicas de biocompatibilidade
e auxiliam na prevencdo e controle da carie dentdaria devido a liberagdo de fldor. A fim de potencializar o efeito cariostatico
dos ClIVs, tem sido proposto combinar este material restaurador com agentes antimicrobianos. O objetivo deste estudo foi
avaliar o efeito da acdo antibacteriana do sal diacetato de clorexidina (DCHX) incorporado em CIVs contra Streptococcus
mutans. Métodos O DCHX foi incorporado nos CIVs (Maxxion RTM - FGM e Fitro FilTM R - Nova DFL) nas proporg¢des de
0,5%, 1% e 2%. A acdo antibacteriana foi avaliada por testes de difusdao em dgar e exaustdo de DCHX. O efeito do fluoreto
de sédio na acdo antibacteriana do DCHX também foi testado. As analises estatisticas foram realizadas com os testes
ANOVA e Student-Newman-Keuls (SNK). Resultados A capacidade de inibir o crescimento de S mutans foi proporcional
a concentragdo de DCHX. Apenas os grupos de 0,5% e 1% Vitro FilTM R ndo foram significativamente diferentes. O 152
dia foi o dia de maior efeito contra o S mutans para ambos os CIVs. Ndo houve crescimento de S mutans nos periodos de
7 e 15 dias de exaustdo. O crescimento das colGnias ocorreu apenas na superficie do meio apds 96 horas de incubacao.
Nenhum efeito antagénico foi observado sobre a capacidade antibacteriana do DCHX na presenca de fluoreto de sddio.
Conclusdes O efeito inibitério do crescimento de S mutans foi dependente da concentragdo de DCHX. O fluoreto de
sédio ndo foi capaz de inibir o crescimento de S mutans.

UERJ e Faper;j
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Production of polyclonal antibodies for toxin production diphtheria search for strains of Corynebacterium
diphtheriae

Wagner Oliveira Brito'?, Cintia Silva Dos Santos?, Dias Alexandre ASQO3, Raphael Hirata Junior?, Mattos Guaraldi Ana
Luiza. W ibrag, MPSMLTF, Universidade do Estado do Rio de Janeiro-UERJ, Rio de Janeiro, BR ® DIMIP, FCM, Universidade
do Estado do Rio de Janeiro-UERJ, Rio de Janeiro, BR ©® Servigos Técnicos Especializados, Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio
de Janeiro, BR

Diphtheria continues to be a reemerging disease in the world, with a high mortality rate despite the success of
immunization protocols. The disease still requires an appropriate laboratory diagnosis for the microorganism,
Corynebacterium diphtheriae and for the determination of toxin production by the clinical strains of the index case. In
this investigation, diphtheria antitoxin antibodies were produced in rabbits, fractionated and tested in parallel to the
antitoxin produced in horses (commercial SAD). Rabbits were immunized with the dimerized toxin (obtained by freezing
and thawing for 5X), after approval by the UERJ animal testing committee. Clinical and reference strains were confirmed
for the tox+ gene (by PCR method) and tested by the radial immunediffusion method (IDR) in culture media and with
the modified ELEK test. Neutralization of the toxin was evaluated by VERO cell cytotoxicity test. Toxin expression on the
surface of toxin-producing (ATCC 27012 tox+) and non-toxin producing (ATCC 27010 tox-) strains was evaluated after
biotinylation of the Igs fraction and fluorescein-conjugated streptavidin by fluorescence method. SAD (produced on
horses) generated several precipitation lines generating confusion during the interpretation of the test in the modified
ELEK test, where some non-toxin producing strains had precipitation lines (false positive results). A disagreement of
80% was observed in the IDR results amongst the tox- and 40% strains by the Elek tests when SAD was used. Using
rabbit immunoglobulins, there was only a variation for one tox- (HC03) strain and 90% concordance in the modified
Elek assays. The rabbit antibody fraction neutralized the toxin at the 1:1200 dilutions when compared to 0.1 Ul SAD. The
preimmune serum of both rabbits were unable to neutralize the toxin or react through the Elek test. Toxin expression
on the surface of the strains confirmed positivity on strain ATCC 27012 and negative results for strain 27010 by the
fluorescence technique. The antibody produced in rabbits behaved as a more accurate reagent in the identification of
the tox+ C. diphtheriae strains, with a good neutralizing titter, and it should be used in the diagnosis of toxinogenicity
for C. diphtheriae.

Ao Programa de Pés-graduacdo de Mestrado em Saude, Medicina Laboratorial e Tecnologia Forense (MPSMLTF);

Ao CNPq, CAPES, PRONEX, FAPERJ e SR2-UERJ pelo auxilio financiero fundamental para o desenvolvimento deste projeto.
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Caracterizacion epidemioldogica-molecularde Clostridioides difficile como agente etioldgico de infecciones
nosocomiales, 2015-2017, Paraguay
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Introduccién: Clostridioides difficile es una bacteria causante de infeccidn nosocomial cuyo principal cuadro clinico, la
diarrea, se asocia al uso de antibidticos de amplio espectro. Puede sobrevivir en el ambiente por tiempo prolongado
permitiendo su facil diseminacién por contacto y fdmites, por lo que la deteccidon oportuna del foco de infeccion es un
pilar importante en control de esta infeccion. Objetivo: Caracterizar epidemioldgica y molecularmente Clostridioides
difficile como agente etioldgico de infecciones nosocomiales. Material y Método: Estudio observacional de corte
transverso prospectivo, muestreo no probabilistico de casos consecutivos. Se analizaron muestras de heces de
pacientes hospitalizados focalizando en areas de internaciones prolongadas con presentacién de sindrome diarreico
cumpliendo criterios de inclusién con sospecha de Clostrioides difficile, remitidas al Laboratorio Central de Salud Publica
por instituciones de salud en el periodo 2015-2017. Se utilizaron métodos moleculares de Reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) parala deteccidn delas toxinas tcdAy tcdB, toxinas binarias; y de subtipificacién molecular Electroforesis
de Campo Pulsado (PFGE) para la deteccidn de clusters. Resultados: Se incluyeron 471 muestras.La prevalencia de
Clostridioides difficile toxigénico fue 34% (158/471). En el 96% (152/158) de las muestras se detectaron las toxinas Ay
B; 3% (5/158) solo se detectd la toxina By 0.6% (1/158) solo toxinas A. Se detectd 3 cepas con toxinas ctd y mutaciones
tcdC. El rango etario de mayor presentacidn de casos fue de 60 a 79 afios. Respecto al uso de antimicrobianos en casos
positivos, la utilizacion fue 38% de betalactdmicos, 22% de fluoroquinolonas, 18% de clindamicina. Se analizaron 26
cepas del total de positivos por PFGE, detectando 5 clusters en una institucion de salud con 100% de relacién genética
conformados por cepas de las mismas o diferentes areas de internacién. Conclusion: Se detectd una prevalencia
importante de Clostridioides difficile toxigénico y una alta presencia de clusters lo que sugiere la presencia de brotes
intrahospitarios por este patégeno en instituciones de salud del pais. Las medidas de control con la deteccidn oportuna,
vigilancia activa, aislamiento de contacto y restriccion en el uso de antibidticos en pacientes mayores con factores de
riesgo son relevantes.

Proyecto del Fondo de Convergencia Estructural del Mercosur (FOCEM) “Investigacion, Educacion y Biotecnologia
Aplicadas a la Salud”
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Evasion of the macrophages immune responses by Listeria monocytogenes serotypes associated to human
infection
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Introduction: Listeria monocytogenes (LM) is as a foodborne pathogen, which in the last years has been considered
as an emerging pathogen due to many outbreaks in Chile and worldwide. LM is divided on 13 serotypes, from which
4b, 1/2a and 1/2b are the most frequently isolated in sporadic cases and outbreaks and have also been related to the
LM presence in food, displaying a clear clonal relation. Due to the high morbidity and mortality rate that LM produces
on susceptible individuals, such as pregnant women, immunocompromised people and the elderly, understanding its
mechanisms of immune evasion is highly relevant. LM invades non-phagocytic cells by using virulence factors such as
internalins, but also survives degradation inside phagocytic cells, by interfering with autophagy. Aim: To determine
the LM survival capacity and the ability to interfere with autophagy in murine macrophages of the most prevalent
serotypes of LM Chilean isolates. Methodology: We identified the most prevalent serotypes of LM in Chilean food
and clinical isolates between the years 2008-2017 and determined their clonal relationship by PCR and pulse field gel
electrophoresis (PFGE). Survival capacity in Raw 264.7 murine macrophages of selected serotypes was determined by
bacterial plating after infection, and autophagy was measured by LC3 immunofluorescence and Western Blot. Results:
We found a higher frequency of LM isolates from serotype 4b in both clinical and food samples, correlated with a
significant increase of its capacity to survive macrophage killing, compared to less prevalent serotypes. Interestingly, LM
serotype 4b also induces a significant evasion of macrophage autophagy.

Funded by FONDECYT 1161161 and 1160336 and Millennium Institute on Immunology and Immunotherapy P09/016-F
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Una aproximacion mediante espectroscopia de infrarrojo para el estudio de las interacciones entre
Helicobacter pylori y Candida albicans
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Universidad de Concepcidn, Concepcién, CL ? Mindtech Research Group (Mindtech-RG), Mindtech s.a.s., Cali, CO ©®
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Las interacciones entre microorganismos (MO) pueden definirse como la accion mediante la cual un MO puede tener
efecto sobre otro. Estas pueden ser de diversa naturaleza (bioldgica, fisicoquimica, bioquimica), intra- e interespecificas,
positivas o negativas y, en el caso de MOs patdgenos, pueden ocasionar deficiencias en el tratamiento, promover
infecciones secundarias, contribuir a la prevalencia de enfermedades o generar el enmascaramiento de sintomas que
dificulten su diagnéstico.Mediante espectroscopia infrarroja (FT-IR) es posible obtener informacion a nivel molecular
que puede emplearse para la descripcién de las interacciones entre distintas poblaciones de MOs objeto de estudio;
sin embargo, debido a la complejidad de los espectros de sistemas bioldgicos se hace necesario establecer el marco
de andlisis base para el analisis de la informacién obtenida. En el caso particular de Candida albicans y Helicobacter
pylori, los datos referentes a las distintas interacciones entre estos MOs son escasos actualmente, estando muy poco
entendidas. El objetivo de este estudio fue avanzar en la identificacion y descripcion de las diferentes interacciones
que pueden existir entre H. pylori y C. albicans mediante el andlisis de perturbaciones espectrales bajo condiciones
controladas (APECC) con el fin de definir los principales criterios a considerar en el andlisis. Para lo anterior, la informacion
espectral de poblaciones individuales de H. pyloriy C. albicans, asi como sus mezclas, se inmovilizaron sobre superficies
modificadas de celulosa y se analizaron por triplicado mediante FT-IR. Los perfiles espectrales caracteristicos tanto
en el rango total del espectro obtenido como de sub-rangos se analizaron mediante FEDS (espectroscopia derivativa
realzada funcionalmente) empleandose el indice de similitud espectral (ISE) como criterio de comparacidn. Las sefiales
caracteristicas identificadas se asociaron con grupos tipicos de sistemas biolégicos -OH, -C=0, C-H, y -NH, entre otros.
Mediante la superposicidén espectral y correlacién directa no fue posible alcanzar una significativa diferenciaciéon
espectral (ISE < 50%), mientras que mediante el analisis de sub-rangos por FEDS valores de ISE > 50% fueron obtenidos.
Se concluye que el APECC-FEDS de los espectros FT-IR es una promisoria herramienta para el monitoreo de las
interacciones entre estos MOs a través de cambios espectrales.
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Rotavirus A infections in community childhood diarrhea from the Brazilian semiarid region during post-
vaccination era

Pankov Rafaela Chemello!, Gondim Rafhaella Nogueira?, Prata Mara Gondim?, Medeiros Pedro Henrique Quintela®,
Veras Herlice Nascimento?, Santos Ana Karolina Silva*, Alexandre Havt®, Da Silva Marcelle Figueira Marques®, Fumian
Tulio Machado®, Miagostovich Marize Pereira®, Leite José Paulo Gagliardié, Lima Aldo Angelo Moreiral. @ Clinical
Medical, Faculty of Medicine, Federal University of Ceara, Fortaleza, BR @ Clinical Medicine, Faculty of Medicine,
Federal University of Ceara, Fortaleza, BR ¥ Farmacology, Faculty of Medicine, Federal University of Ceara, Fortaleza, BR
@ Clinical Microbiology, Faculty of Medicine, Federal University of Ceara, Fortaleza, BR ® Physiology and Pharmacology,
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Background: Group A rotaviruses (RVA) is one of the leading causes of acute grastroenteritis (AGE) worldwide. The
monovalent vaccine (Rotarix® - RV1) has been providing great protection against RVA infections in Brazil since 2006.
Objective: This study aimed to investigate clinics, genetic diversity and coinfection patterns of RVA infections in
children from 2-36 months old with or without diarrhea from the Brazilian semiarid region during post-vaccination era.
Method: Fecal samples were collected from each child, along with socioeconomic/clinical conditions by standardized
guestionnaire. A total of 291 viral RNA samples were extracted and analyzed by RT-qPCR for RVA confirmatory
diagnosis. Amplification of VP6, VP7 and VP4 genes were performed by RT-PCR. Sequencing of VP7 and VP4 regions and
phylogenetic analysis were conducted. Results: RVA infection was detected in 10.65% of the study population and was
significantly associated with diarrhea, fever and children aging 2-12 months, while RVA absence was associated with
children aging 24.1-36 months and complete vaccination schedule. Genotype G1P[8] was the most prevalent (57%),
while unusual genotypes like G1P[4], G2P[8], G3P[9] were also detected. G1 and P[8] positive samples showed high
similarities of nucleotides and amino acids sequences with RV1 strain. In addition, RVA coinfections were observed
in high frequency and enteroaggregative E. coli was the most prevalent copathogen. Conclusion: The findings here
presented suggest potential RVA burden in younger children due to vaccine shedding in non-hospitalized children from
Brazilian semiarid region.

Supported by the National Fund for Scientific and Technological Development (FNDCT; Finep no. 0460.08), the
Excellence Program of Research (PROEP-CNPq/I0C), and the General Coordination of Laboratories/Secretary of Health
Surveillance, Ministry of Health.
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Staphylococcus aureus meticilino-resistente susceptible a oxacilina (OS-MRSA) portador del SCCmecV
procedente de infecciones en seres humanos

Lorena Victoria Pardo?, Guillermina Giudice!, Maria Inés Mota?, Claudia Gutiérrez?!, Adriana Varela?, Paula Aguerrebere?,
Gabriela Algorta?, Antonio Galiana*, Gustavo Varelal. ¥ Montevideo, Medicine School, Universidad de la Republica,
Montevideo, UY ¥ Montevideo, Laboratorio de Microbiologia, Centro hospitalario Pereira Rossell, Montevideo, UY
©®) Bacteriologia y Virologia, Medicina, Universidad de la Republica, MONTEVIDEO, UY ¥ Montevideo, Laboratorio de
Microbiologia, Hospital Maciel, Montevideo, UY

Introduccidn: Staphylococcus aureus es causa frecuente de infecciones humanas. El estudio de la susceptibilidad in
vitro a los betalactamicos es util para seleccionar un tratamiento antimicrobiano adecuado. La resistencia a meticilina
(MRSA) se define cuando la concentracidn inhibitoria minima (CIM) para oxacilina es > 2 mg/L, debida en general a los
productos de los genes mecA o mecC. Sin embargo, se han reportado cepas de S. aureus sensibles a oxacilina portadoras
del gen mecA (OS-MRSA). El objetivo fue identificar y establecer las caracteristicas moleculares de aislamientos OS-
MRSA procedentes de infecciones humanas. Metodologia: Se estudiaron 44 aislamientos de S. aureus categorizados
por VITEK2 como meticilino-sensibles con CIMs de oxacilina < 2 mg/L y deteccidn de cefoxitina negativo. Se buscé la
presencia del gen mecA por PCR. Se definié OS-MRSA a aquellos cultivos de S. aureus con CIM de oxacilina €2 mg/Ly
deteccién de cefoxitina negativo por VITEK2 con deteccion del gen mecA. A dichos aislamientos se les realizo: estudios
de susceptibilidad a oxacilina y cefoxitina por método de Kirby Bauer y por elipsograma, prueba de latex para PBP2a,
tipo de elemento SCCmec (segun Oliveira y Kondo). Las cepas OS-MRSA se compararon por PFGE-Smal. Se incluyeron
44 aislamientos de 40 pacientes. La mayoria de las muestras eran de piel y tejidos blandos (36/44). Resultados: Se
identificaron como OS-MRSA 19 de las 44 cepas (12 con CIM para oxcilina de 2 mg/L por VITEK2). Por disco difusién
las 19 cepas mostraron halos de inhibicién para cefoxitina < a 21 mm. Excepto uno, todos los aislamientos OS-MRSA
presentaron prueba de ladtex PBP2a positiva. Por elipsograma 12 aislamientos presentaron CIM para cefoxitina de 6
mg/L y 18 mostraron CIM para oxacilina £ 2 mg/L. Portaron el elemento SCCmecV 18 de 19 aislamientos. Por PFGE
18/19 aislamientos tuvieron mas de 85% de similitud. Discusidn: Se registrdé en nuestro pais la circulacion de cepas OS-
MRSA con perfil de PFGE indistinguible y SCCmec tipo V. Este hallazgo tiene implicaciones en las estrategias utilizadas
por los laboratorios para la deteccién de MRSA y por ende en el tratamiento, ya que se podrian clasificar errdneamente
como MSSA.

Comisidn Sectorial de Investigacién Cientifica (CSIC). Universidad de la Republica.
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Genotypic and phenotypic study of Fusarium spp. isolated from fusariosis in Sao Paulo State, Brazil

Mario Henrique Paziani!, Alimeida Margarete Teresa Gottardo 2, Melhem Marcia De Souza C3, Marcia Regina Von Zeska
Kress*. Y Biociéncias Aplicadas a Farmacia, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - FCFRP, Universidade
de S&o Paulo @? Microbiologia, Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto, Sao José do Rio Preto, BR ! Micologia,
Instituto Adolfo Lutz, Sao Paulo, BR “ Clinical Analysis, Toxicology and Food Science, FCFRP, University of Sao Paulo,
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The filamentous fungi Fusarium spp. are common in environment and cause infections in both plants and animals.
Members of the species complexes F. oxysporum, F. solani, F. moliniforme, F. fujikuroi and F. dimerum have emerged as
potencial pathogens to humans. The incidence of fusariosis is high in immunocompromised patients and it is difficult
to treat. In clinical practice, azoles and polyenes are used to treat fungal infections, however some Fusarium species
are often resistant to antifungal therapy. Fusarium species usually form biofilms in ophthalmic lenses and also in
hospital water pipes, promoting keratites and systemic mycoses. Biofilm is related to the pathogenicity and virulence
of this microorganism. In this study, the molecular identification of strains isolated from different anatomical sites was
performed. In addition, the antifungal susceptibility and biofilm were evaluated. A total of 45 strains were isolated from
onychomycosis (75%), dermatomycoses (20.5%) and peritoneal fluid mycoses (4.5%). Among all clinical isolates, 38 (84%)
belong to F. solani complex (28 F. keratoplasticum, 8 F. solani and 2 F. falciforme), 6 (13%) to F. oxysporum complex (4 F.
palmarum, 2 F. vasinfectum) and 1 (3%) to F. fujikuroi complex (F. proliferatum). 55% of the clinical isolates of F. solani
complex have shown higher biofilm formation in contrast to other clinical isolates. All clinical isolates were sensitive to
amphotericin B (Geometric Mean-Minimal Inhibitory Concentration 1.0 pg mL-1) and Ciclopirox olamine (GM-MIC 16
ug mL-1). On the other hand, all clinical isolates of F. solani complex and F. fujikuroi complex have shown resistance to
itraconazole (GM-MIC >32 pg mL-1) and terbinafine (GM-MIC >128 ug mL-1). Furthermore, 33% of the clinical isolates
of F. oxysporum complex were resistant to itraconazol (GM-MIC >32 ug mL-1). In conclusion, F. solani complex is the
most prevalent. In this species complex, many of the clinical isolates have shown high capacity to form biofilm and
resistance to itraconazole and terbinafine. The complexes F. oxysporum and F. fujikuroi were less prevalent and the
clinical isolates have shown low capacity to form biofilm.

Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP 2017/25300-8)
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Selective antiprotozoal activity of a series of benzoylthioureas against Trypanosoma cruzi
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Background: Chagas disease (CD), caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, is a vector-borne neglected tropical
disease affecting millions people worldwide. CD is mainly associated with endemic regions of Latin America. However,
because of the population migration trends, there is a growing recognition of CD in nonendemic countries of North
America and Europe. Currently available drugs (nifurtimox and benznidazole) for the specific treatment of CD have
significant activity in acute and short-term chronic infections, but limited efficacy during the chronic phase. Moreover,
the side effects associated with their use can lead to discontinuation of the treatment. Therefore, new and more
efficacious compounds for the treatment of CD are urgently needed. Methods and Results: Here, a series of nineteen
benzoylthioureas were synthesized by two steps reaction of benzoyl-chlorides with different anilines. All compounds
were purified by recrystallization and were obtained in moderate to high yields (53-99%). The antiprotozoal effect of
benzoylthioureas was evaluated by incubating the compounds (1-100 pg/mL) with epimastigote (vector replicative, non-
infective form) and trypomastigote (mammalian non-replicative, infective form) forms of the parasite. The minimum
concentration of the compounds that causes 50% (IC50) inhibition of epimastigotes growth or trypomastigotes viability
compared to the untreated controls were determined after 72h (epimastigotes) and 24h-incubation (trypomastigotes)
at 370C. All compounds inhibited the growth of T. cruzi epimastigote forms, with IC50 values ranging from 2.00 to
336.00 pg/mL. The most active compounds RTB 2, RTB 62 and RTB 110 exhibited IC50 values of 5.37, 2.00 and 11.61 pg/
mL and 14.62, 1.40 and 12.87 ug/mL for epimastigote and trypomastigote forms, respectively. The toxicity of the three
compounds (CC50) for mammalian was evaluated on LLC-MK2 cells by using MTT assay. Based on CC50 (68.56, 79.69,
57.84 ug/mL for RTB2, RTB62, RTB110, respectively) and IC50, a selective index values of 4.68, 56.92 and 4.60 were
detected for the treatment of trypomastigote forms, indicating that these compounds were more selective towards the
parasite. Conclusion: Our results reveal a potent toxic effect of benzoylthioureas against different life cycle forms of T.
cruzi, indicating their potential for the development of new drugs for controlling Chagas disease.

Development Agency: Fundagdo Araucaria, Capes and CNPq.
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Andlise comparativa de trés ensaios imunossoroldgicos: aglutinagdo em latex, ELISA e teste
imunocromatografico para a detecgao de Escherichia coli produtora da toxina Shiga
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Juliana M?, Horton Denise S?, Dos Santos Luis F?, Guth Beatriz E*, Piazza Roxane M2 V) Laboratério de Bacteriologia,
Instituto Butantan, Sdo Paulo, BR ? Laboratdrio de Bacteriologia, Divisdo de Desenvolvimento Cientifico, Instituto
Butantan, Sdo Paulo, CL® Centro de Bacteriologia, Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, BR “ Departamento de Microbiologia,
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Introdugdao: Os métodos diagndsticos para infeccbes por STEC sdo bastante empregados em laboratdérios clinicos
em paises industrializados, porém é pouco frequente o seu uso em paises em desenvolvimento por seu alto
custo. Assim, foram desenvolvidos e comparados trés ensaios imunossorolégicos a fim de detectar as toxinas Stx1
e Stx2 utilizando anticorpos monoclonais (mAb) e/ou policlonais (pAb) produzidos in house. Objetivo: Avaliar a
sensibilidade e especificidade dos métodos imunossorolégicos padronizados: Aglutinagdao em Latex (AL), ELISA (EIA) e
Imunocromatografico (IC) para detecgdo de Escherichia coli produtora da toxina de Shiga. Métodos: No presente estudo
223 isolados bacterianos foram testados, dos quais, 98 STEC apresentando varios sorotipos e abrigando diferentes
subtipos de Stx. Os sobrenadantes bacterianos foram obtidos por meio do cultivo bacteriano sequencial em meio LB
por 18h (1:100), seguido por mais 4h em caldo E. coli (1:10) contendo ciprofloxacino (5 ng/mL) e entdo, lisados com 20%
triton X-100 (EIA) ou reagente de extracdo de proteina bacteriana (AL) ou 200 pg/mL de sulfato de polimixina B (IC). As
microplacas de ELISA foram revestidas com pAb de coelho-IgG Stx1 ou Stx2 e a presenca das toxinas foi detectada em
sobrenadante bacteriano utilizando mAbs Stx1 ou Stx2. Para o ensaio de AL as particulas de latex foram previamente
sensibilizadas com mAb Stx1 e Stx2 (1:1) e a presenca das toxinas foi observada pela nitida aglutinagdo das particulas.
Para o teste IC o pAb Stx1l ou Stx2 foi conjugado ao ouro coloidal e a membrana de nitrocelulose foi impregnada
com pAb anti-IlgG de coelho (linha controle) e mAb Stx1 ou Stx2 (linha teste). Resultados e ConclusGes: O ensaio AL
(mAb Stx1 e mAb stx2 em conjunto) apresentou 99% de sensibilidade e 95% de especificidade. Individualmente, os
anticorpos anti-Stx1 apresentaram uma sensibilidade 100% e 98% e uma especificidade de 98% e 97% nos ensaios de
EIA e IC, respectivamente. Ja os anticorpos anti-Stx2 apresentaram uma sensibilidade de 92% em ambos os ensaios e
uma especificidade de 100% e 98% nos ensaios de EIA e IC, respectivamente. A andlise comparativa desses métodos nos
permite concluir que, dispomos de ferramentas robustas para o diagndstico das infec¢ées por STEC.
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Identificacion de proteinas inmunorreactivas en la espora de Clostridium difficile R20291
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Clostridium difficile es el agente etoldgico de la infeccién de mayor incidencia intrahospitalaria a nivel mundial, cuyo
principal factor de riesgo es el consumo de antibidticos. Este patdgeno intestinal gatilla episodios de diarrea causados por
la produccién de toxinas (TcdA y TcdB). Durante la infeccién, se producen esporas, que son resistentes a los antibidticos
y son diseminadas al ambiente. El 30% de los pacientes que sufren la infeccién por C. difficile (ICD) sufre episodios de
recurrencia, ya que al ser tratados con antibidticos, las esporas adheridas en la mucosa intestinal permanecen viables
y al restituirse las condiciones adecuadas para su germinacion y proliferacion, vuelve a iniciarse un ciclo infectivo. Una
terapia enfocada a remover las esporas del hospedero podria reducir la probabilidad de recurrencia. Sin embargo, los
blancos terapéuticos para evitar la adherencia de la espora al hospedero se desconocen. En este estudio, se identificaron
las proteinas inmunorreactivas de la espora cepa R20291, de relevancia clinica. El analisis de las proteinas extraidas de
las esporas revela que las proteinas presentes en los spot inmunorreactivos corresponden a proteinas de la cubierta
CotE, CotA y CotCB, proteina de exosporium CdeC, y una metiltransferasa citosdlica. Estas proteinas conforman un
grupo de candidatos para desarrollar una terapia de inmunizacién activa o pasiva con el fin de disminuir la tasa de
recurrencia de ICD.

FONDECYT Regular 1151025
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Identificacion molecular, perfil de sensiblidad antiflingica y expresion de factores de patogenicidad en
levaduras del complejo Candida parapsilosis aisladas de hemocultivos
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En 2005 Tavanti y col, describieron dos nuevas especies, Candida metapsilosis y Candida orthopsilosis, que, junto
con Candida parapsilosis sensu stricto formaban el complejo Candida parapsilosis. La prevalencia de las levaduras del
complejo se ha incrementado en los ultimos 20 ainos, siendo hoy, la segunda causa de candidemia en Latinoamérica.
El objetivo de nuestro trabajo fue identificar molecularmente cepas pertenecientes al complejo Candida parapsilosis
aisladas de hemocultivos en nuestro medio, relacionandolas con su patogenicidad y susceptibilidad a agentes
antifungicos. Las levaduras fueron identificadas por MALDI-TOF y por una PCR especifica para el gen SADH y su posterior
digestién con la enzima de restriccion Banl. Se determind la expresidn de las enzimas extracelulares fosfolipasas y
proteinasas utilizando un medio con yema de huevo y con albimina sérica bovina como sustratos respectivamente.
La sensibilidad antifungica se determind con el sistema VITEK2 frente a los siguientes antifingicos: caspofungina,
voriconazol, anfotericina B y fluconazol. De un total de 41 cepas, 38 fueron identificadas como C. parapsilosis sensu
stricto y 3 como C. metapsilosis por ambos métodos. El 66% (27/41) de las cepas expresaron fosfolipasas: 25/38 cepas
de C. parapsilosis sensu stricto y 2/3 de las C. metapsilosis. El 76% (31/41) de las levaduras estudiadas expresaron
proteinasas: 28/38 C. parapsilosis sensu stricto y todas las cepas de C. metapsilosis. Todas las cepas fueron sensibles
a voriconazol, anfotericina B y fluconazol obteniéndose CIMs de <0,12 mg/l, 0,5 mg/l y <1 mg/| en todos los casos
respectivamente. Para caspofungina todas las cepas resultaron sensibles aunque, se pudo observar que C. parapsilosis
sensu stricto presentd valores de CIM entre 0,5 y 1 mg/l, mayores que los obtenidos para C. metapsilosis (CIMS <0,25
mg/l). Ambos métodos moleculares fueron concordantes para la identificacién de las especies del complejo. No se
observaron diferencias en la expresién de las enzimas, los resultados obtenidos concuerdan con la bibliografia, donde
las levaduras del complejo C. parapsilosis son menos patdgenas que Candida albicans la cual presenta una actividad de
proteinasas y fosfolipasas del 100%.No se encontraron cepas resistentes a los antifungicos probados.
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Infeccdo do trato urindrio comunitdria associada a Enterobacter cloacae e Klebsiella aerogenes:
caracteristicas demograficas e suscetibilidade antimicrobiana
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O género Enterobacter, criado em 1960, é composto por bastonetes Gram negativos anaerébios facultativos, méveis
e capsulados. O género tem sofrido alteracées taxondmicas frequentes, sendo a mais recente delas, a realocacado da
espécie Enterobacter aerogenes no género Klebsiella, passando a ser denominada Klebsiella aerogenes. Enterobacter
(incluindo-se aqui K. aerogenes) esta incluido no grupo ESKAPE, que abriga microrganismos reconhecidos como um
desafio para a area de saude, muito prevalentes e associados a dificuldades no tratamento, devido a alta capacidade
de expressar resisténcia antimicrobiana. Enterobacter cloacae e K. aerogenes estdo frequentemente associadas
a etiopatogenia de infec¢des dos tratos respiratério e urindrio, bem como bacteremia. A infeccdo do trato urinario
(ITU) é uma das doengas de natureza infecciosa mais prevalentes em seres humanos. O envolvimento das espécies
tanto em infecc¢des relacionadas a assisténcia a saide como em infecgdes comunitarias, inclusive ITU, é crescente. Este
estudo analisou a associacdo entre E. cloacae e K. aerogenes e ITU urindrio comunitdria e o perfil de suscetibilidade
antimicrobiana das amostras. Foram incluidos 507 pacientes diagnosticados com ITU associada as duas espécies
no Hermes Pardini, Belo Horizonte, Brazil, no periodo de novembro/2014 a margo/2015. E. cloacae e K. aerogenes
representaram 54,64% e 45,36% das amostras, respectivamente. Observou-se grande predominio de pacientes do sexo
feminino, 78,70%. O perfil de faixa etdria demonstrou que a imensa maioria dos pacientes tem mais de 15 anos de
idade (92,53%), com a seguinte distribuicdo: 16-30 anos = 23,81%, 31-60 anos = 35,27% e > 60 anos = 33,45%. Todas
as amostras expressaram resisténcia a ampicilina e suscetibilidade a polimixina B. Detectou-se frequéncia elevada de
resisténcia a cefalosporinas de 1.2 (98,44%) e 2.2 (97,47%) geragOes e alta taxa de suscetibilidade a carbapenémicos
(0,95%). De forma geral, os dados gerados corroboram a literatura. O gene kpc, que codifica uma carbapenemase
responsavel pela resisténcia bacteriana a antimicrobianos carbapenémicos, pesquisado por PCR, esta presente em
apenas 1,18% das amostras, sendo 0,39% em K. aerogenes (2 amostras) e 0,79% em E. cloacae (4 amostras).

CNPg, FAPEMIG, CAPES e PRPq/UFMG.
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Aspectos epidemioldgicos da tuberculose resistente no Brasil
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Introdugdo: A tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa crénica causada pelo Mycobacterium tuberculosis. A resisténcia
dessa bactéria aos medicamentos antimicrobianos tem contribuido para aumentar a proporgao de dbitos e recidivas
da doenca. Assim, o objetivo do presente artigo foi analisar os aspectos epidemioldgicos da tuberculose resistentes
no Brasil, no periodo de 2012 a 2016. Método: Trata-se de um estudo de investigacao, retrospectivo, transversal, de
carater descritivo e quantitativo. Teve como universo de pesquisa a base de dados do Sistema de Informacao de Agravos
de Notificagdo (SINAN). Resultados: Foram notificados 361.359 casos de tuberculose no Brasil, no periodo avaliado.
Desses 2483 (0,7%), foram casos de resisténcia a drogas, enquanto 621 (25%) apresentavam resisténcia a drogas de
primeira linha, 909 (36,6%) casos apresentavam resisténcia a isoniazida, 268 (10,8%) eram resistentes a rifampicina
e, 684 (27,5%) eram resistentes a isoniazida e rifampicina, caracterizando assim casos de tuberculose resistentes a
multiplos medicamentos (TB-MR). O nimero de casos resistentes no Brasil, variou de 134 a 850, com média 497.
Observou-se um aumento expressivo no nimero de casos resistentes entre 2012 e 2015 (111%) e, um decréscimo de
84,2% em 2016. Em relacdo a distribuicdo dos casos de acordo com as regides brasileiras, verifica-se um maior nimero
de notifica¢des na regido Sudeste (n.1776/71,5%) e, menor nas regides Norte (63/2,5%) e Centro-Oeste (65/2,6%). Em
relacdo ao dados sociodemograficos dos pacientes, nota-se o predominio da doenca no sexo masculino (74,4 %), na
faixa etaria entre 20-59 anos (86,4%), em individuos de baixa escolaridade (82,5%), das racas branca (40,7%) e parda
(36,1%). Analisando os dados clinicos, verificou-se maior nimero de casos em paciente alcodlatras (24,3%), usuarios
de drogas ilicitas (20,8%), e portadores da Aids (15,5%). Foi verificado através desse estudo que a maioria dos casos de
Tuberculose resistente eram casos novos (65,01%) e destes 55,7% evoluiram para cura. Apesar disso, os 6bitos totais em
decorréncia da tuberculose representaram 2,2% dos casos. Conclusdo: A tuberculose se mantém como uma doenca de
alta incidéncia/prevaléncia em nosso pais e, que apesar dos investimentos na saldde publica o percentual de casos de
resisténcia a drogas permanece elevado, trazendo importantes repercussoes clinicas e epidemioldgicas.
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Klebsiellapneumoniae é um patégeno gram-negativo responsdavel por causarinfeccdes nosocomiaisbem comoadquiridas
na comunidade. A capacidade de K. pneumoniae adquirir resisténcia a multiplos antibidticos tem dificultado o seu
tratamento proporcionando uma crescente incidéncia desse agente patogénico, especialmente a nivel hospitalar mas
também impactando em frequentes infec¢des de origem comunitdria, como as do trato urinario. Esses microrganismos
possuem a capacidade de formar biofilme em superficies bidticas e abidticas o que aumenta sua resisténcia intrinseca
aos antimicrobianos (ATMs). No entanto, ndo é consenso se a sua capacidade de formar biofilme pode estar relacionada
a resisténcia clinica adquirida aos ATMs. O objetivo desse trabalho foi correlacionar o perfil de sensibilidade aos ATMs
com a capacidade de formagdo de biofilme em isolados clinicos de K. pneumoniae. Foram estudados 27 isolados
clinicos de K. pneumoniae provenientes de amostras de urina de pacientes com infecgao do trato urinario internados
no Hospital Universitario Dr Miguel Riet Correa Jr, em Rio Grande/RS, Brasil. A identificacdo dos isolados e o perfil de
sensibilidade aos ATMs foram determinados pelo aparelho automatizado BD Phoenix. Os testes de sensibilidade foram
realizados para os ATMs das seguintes classes: aminoglicosideos, carbapenémicos, cefalosporinas, fluoroquinolonas,
nitrofuranos, penicilinas, polimixinas e sulfonamidas. A inducdo da formacdo de biofilme foi realizada através do
método de aderéncia a microplacas de poliestireno. A correlagdo entre o perfil de sensibilidade (sensivel ou resistente)
com a capacidade de formar biofilme (formador ou ndo formador) foi determinada pelo teste X2 realizado no programa
SPSS versdo 17.0 e a associacdo foi considerada significativa com p<0,05. Foi encontrada uma correlacao significativa
entre o perfil de resisténcia a Norfloxacina, Piperacilina/Tazobactam e Sulfametoxazol/Trimetropim e a capacidade de
formacdo de biofilme. Considerando que esses ATMs sdo frequentemente utilizados em infec¢des do trato urinario, a
associacdo encontrada pode ser um indicativo que a formacdo de biofilme favorece ao desenvolvimento e/ou selec¢do
de K. pneumoniae resistentes. No entanto, mais estudos devem ser realizados para determinar os mecanismos que
levam a essa associacdo. Esses achados demonstram a importancia de se considerar a capacidade de formacao de
biofilme para o aperfeigoamento no controle e tratamento de infec¢des causadas por K. pneumoniae.

Este estudo foi financiado pela Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e pelo Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq).
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Introdugao: O principal mecanismo de resisténcia emergente entre as enterobactérias é a producao de B-lactamases
de espectro ampliado (ESBL), enzimas capazes de hidrolisar os antibioticos da classe dos beta-lactamicos, que sdo
amplamente utilizados no tratamento de diversos tipos de infeccao e a resisténcia aos mesmos torna-se um problema
grave de saude publica. Assim, esse estudo teve por objetivo avaliar a prevaléncia de enterobactérias produtoras de
ESBL isoladas de uroculturas de pacientes ambulatoriais. Método: Trata-se de um estudo retrospectivo, descritivo,
transversal e quantitativo, no qual foram analisados 6248 registros de urocultura de pacientes ambulatoriais no periodo
de outubro de 2016 a setembro de 2017. A deteccdo das enterobactérias produtoras de ESBL foi realizada segundo as
recomendacdes do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI). Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com parecer 2.344.456/2017. Resultados: Das 6248 uroculturas analisadas durante o periodo de estudo, 805
(12,9%) foram positivas para enterobactérias. Dentre as enterobactérias isoladas, 35 (4,3%) apresentaram teste positivo
para producdo de ESBL. A maioria das cepas ESBL foram isoladas de uroculturas de pacientes do sexo feminino (54,3%)
e com idade acima de 60 anos (60%). As bactérias ESBL mais frequentemente isoladas foram a Escherichia coli (68,6%),
seguida por Klebsiella pneumoniae (25,7%), Morganella morganii (2,8%) e Enterobacter sp (2,8%). O estudo demonstrou
elevada resisténcia das cepas ESBL aos antimicrobianos: cefepime, acido nalidixico, ciprofloxacina, norfloxacina e
sulfametoxazol trimetropin. No entanto, os isolados de Escherichia coli ESBL apresentaram sensibilidade acima de 90%
para os antibidticos imipenem, meropenem, amicacina e nitrofurantoina. Os isolados de Klebsiella pneumoniae ESBL
apresentaram sensibilidade de 100% para os antibidticos imipenem, meropenem e amicacina. Conclusdo: A prevaléncia
de enterobactérias ESBL positivas em isolados de origem comunitaria, apesar de baixa, demonstra a colonizacdo de
pacientes fora do ambiente hospitalar e a complexidade em estabelecer a origem dessa resisténcia, sendo necessarias
medidas mais efetivas para deteccao, e tratamento adequado dos pacientes acometidos, afim de, evitar a disseminacao
desses patogenos na populagdo em geral.

Financiamento Proprio.
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Introduccién: Haemophilus influenzae es un patdégeno relevante en nifios que produce infecciones como otitis,
conjuntivitis, sinusitis y neumonia. Las vacunas contra H. influenzae tipo b no evitan infecciones provocadas por
Haemophilus influenzae no tipable (Hint), y posterior a la introducciéon de estas vacunas, Hint ha incrementado su
prevalencia. El objetivo del estudio fue determinar la prevalencia de la colonizaciéon nasofaringea con H. influenzae y
los serotipos circulantes en Ecuador. Métodos: Se obtuvieron hisopados nasofaringeos de 220 niflos sanos de entre
3 meses y 10 afos de edad, desde enero hasta junio 2018, en las provincias de Imbabura, Guayas y Esmeraldas. La
identificacién del microorganismo se realizd a través de métodos microbioldgicos estandar, y la serotipificacién
mediante PCR para tipificacidon de la capsula bacteriana. Todos los nifios estaban vacunados contra H. influenzae tipo
b y S. pneumoniae (vacuna conjugada 10 valente). Resultados: De los 220 nifios estudiados, 100 fueron indigenas de
Imbabura, 78 mestizos de Guayas y 42 afroecuatorianos de Esmeraldas, con una portacidn de H. influenzae de 29%, 13%
y 86% respectivamente. De los 75 portadores, uno solo fue H. influenzae tipo b y el resto fueron Hint; adicionalmente,
el 80% estaba co-colonizado con S. pneumoniae. En los mestizos y afroecuatorianos se evidencié una mayor prevalencia
de Hint en nifios entre 1 a 3 afios, mientras que en los indigenas el mayor porcentaje de portacién fue en nifiosde 7a 9
anos. Conclusiones: La poblacién investigada de tres grupos étnicos diferentes del Ecuador presentd un alto porcentaje
de colonizacion por Hint, la cual, durante los tres primeros afios de vida, puede ser un factor de riesgo para el desarrollo
de infecciones respiratorias, especialmente otitis. Este hallazgo revela la necesidad de realizar la busqueda vy vigilancia
de este microorganismo para poder tomar medidas de control y prevencién oportuna, mitigando el impacto de este
patégeno emergente en la poblacion.

Financiamiento: Collaboration Grant 2018 de la USFQ (HUBI 11195) y una beca irrestricta de Pfizer Inc. (HUBI 5540).
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Comparative study of virulence markers in clinical isolates of Cladophialophora carrionii and Fonsecaea
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Olga C Rojas?, Maria G Moreno-Trevifio?, Gloria M Gonzalez?, Erick A Castillo?, Alexandra M Montoya2. Ciencias Basicas,
Ciencias de la Salud, Universidad de Monterrey, San Pedro Garza Garcia, MX ¥ Microbiologia, Medicina, Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn, Monterrey, MX

Chromoblastomycosis is a chronic and progressive subcutaneous mycosis, endemic to tropical and subtropical climates.
Little is known about the pathogenic mechanisms or virulence factors involved in the onset of infection by these agents.
Observable phenotypic characteristics have been associated to virulence in other fungi, like proteases in Candida
albicans, melanization in Sporothrix spp., and thermotolerance in several species. The aim of this study was to identify
such putative virulence factors in chromoblastomycosis agents. For this, 29 Cladophialophora carrionii and 11 Fonsecaea
pedrosoi clinical isolates were used to determine their (1) thermotolerance, (2) various hydrolytic activities, and (3)
melanization pathway. All isolates tested grew at 30°C and 37°C. Only 3 F. pedrosoi isolates were able to grow slowly at
40°C. Regarding their hydrolytic capabilities, all strains of F. pedrosoi were positive for phospholipase activity and 75%
showed esterase activity. C. carrionii had no phospholipase nor esterase activity. Overall, 90% of all isolates tested were
positive for urea hydrolysis, and 10% showed hemolysin activity. Both strains were negative for DNAse and gelatinase.
Melanization pathway and its effect in growth was determined by using tricyclazole as pathway inhibitor. Our data
shows the inhibition of melanin synthesis has an effect on F. pedrosoi and C. carrionii, mainly associated to diminished
growth in vitro, anomalies in pigmentation, and a lack of conidiophores. Overall, our results were consistent for most
isolates, with the exception of a significant difference found on the phospholipase and esterase activities of each species
evaluated. Further, we detected growth at higher temperatures for F. pedrosoi, although the number of isolates for
this species does not allow to make conclusions on the thermotolerance of this fungus. F. pedrosoi is associated with
a more aggressive disease and a greater tissue persistence when compared to C. carrionii. The differential enzymatic
production reported here may be linked to the particular clinical manifestations of F. pedrosoi.

We thank the University of Monterrey for providing the necessary funds for this project.
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Los métodos de genotipificacion que se realizan en la actualidad para Trypanosoma cruzi son laboriosos y requieren
previa amplificacién del parasito. El objetivo general de este estudio fue genotipificar T. cruzi directamente en muestras
de sangre de pacientes con enfermedad de Chagas crénica mediante PCR tiempo real. La extraccidon de ADN fue realizada
en un volumen de 200uL de sangre, usando QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen), con un volumen final de elucién de
100uL. Previo a la genotipificacion, se determind la carga parasitaria mediante ensayos de qPCR con el sistema de
deteccién SYBR Green en equipo Mx3000PTM. Once casos pre y post-terapia con nifurtimox (8 afios de seguimiento
promedio). Fueron seleccionadas muestras pre-terapia que tuvieran cargas sobre 4 parasitos equivalentes/mLy que en
post-terapia T. cruzi no fuera detectado. Como controles de reaccion de T. cruzi se utilizaron cepas de referencia de los
DTUs mas prevalentes en la poblaciéon chilena: Dm28c (DTU Tcl), Y (DTU Tcll), 92.80 (DTU TcV) y Trypanosoma rangeli.
De los 11 genotipificados en pre-terapia, se obtuvieron 2 casos con Tcl (18.2%), 2 con Tcll (18.2%), 6 con mezcla Tcl-Tcll
(54.5%) y 1 con TcV (9,1%), con cargas entre 4,67 y 171.100 par-eg/mL. Es posible concluir que los DTUs |, Il y V han sido
sensibles al tratamiento con NFX. Un gran niumero de casos esta siendo evaluado, no obstante, la sensibilidad de este
método es dependiente de la carga parasitaria.

FONDECYT 1161485 y EULAC-Health 16/T02-0108
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Introduccion: Helicobacter pylori es una bacteria que infecta mas del 50% de la poblacién mundial. Este patdgeno
subsiste en el ambiente acido del estdmago asociandose a numerosas afecciones en este sitio anatémico en el humano.
Diversos estudios revelan los mecanismos de H. pylori para sobrevivir al pH gdstrico extremadamente acido y como
afecta esto a la terapia de erradicacién. En cuanto a los mecanismos de transmisidn de H. pylori. Hasta el momento no
estan totalmente dilucidados; sin embargo, se sabe que puede establecer relaciones con organismos eucariotas y que
éstos pueden actuar como posibles reservorios para el patégeno. Recientemente levaduras del género Candida han
sido reportadas como portadoras y posibles vehiculos de transmision de H. pylori; sin embargo, se desconocen los
factores que gatillarian la entrada de la bacteria a la levadura. Por lo mencionado el objetivo general de este trabajo fue
determinar la incorporacién in vitro de Helicobacter pylorial interior de Candida albicans en condiciones de estrés de
pH acido y asociarlo a endosimbiosis. Metodologia: Se co-cultivd H. pyloriy C. albicans a pH 3, 4 y 7. Posteriormente,
para observar si hubo internalizacidn, se realizdé microscopia éptica cada 2 horas por 72 horas e inmunofluorescencia.
Con el fin de confirmar lo observado por microscopia se amplificd el ADN 16S de H. pylori en el ADN total extraido de
levaduras. Resultados: Se visualizé incorporacion de H.pylori en C. albicans a todos los pH estudiados; sin embargo, el
porcentaje de ingreso vario segun los pH, observandose un mayor ingreso en pH acido 3 y 4 que en el pH neutro 7. Se
corroboré estadisticamente que H. pylori con C. albicans presenta mayor sobrevivencia, teniendo aumento de colonias
por unidad de tiempo en los pH 3 y 4. Conclusién: En base a los resultados obtenidos, el pH dcido actia como factor de
estrés favoreciendo el ingreso de H. pylori en C. albicans.
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Biofilm formation can be a beneficial property of Lactobacillus strains to the female genital tract, protecting the host
against invasion by pathogenic microorganisms and promoting long-term permanence on the vaginal mucosa. The aim
of this study was to verify whether vaginal Lactobacillus strains are able to form biofilm in different culture media and
whether mucin can enhance Lactobacillus capacity to form biofilm. Biofilm formation assays were performed in sterile
96-well polystyrene plates, coated or not with mucin, using three different media: BHI, RPMI and MRS. Plates were
incubatedanaerobically at 35°C for 24 hours. The intensity of biofilm formation was assessed by spectrophotometry
after crystal violet staining. Strains were classified as weak, moderate and strong biofilm formers. All 12 vaginal strains
formed weak biofilm in RPMI medium with or without mucin. Only strains L. gasseri LV192 and LV22 formed moderate
biofilm in the absence of mucin in BHI medium. However, most bacterial strains formed biofilm with greater amount
of biomass in MRS medium and the presence of mucin enhanced biofilm formation. Strains L. gasseri LV192, L. gasseri
LV22, L. paracasei/L. casei LV4, L. vaginalis LV21 have formed moderate biofilm in MRS medium in the presence of mucin
and L. vaginalis LV191 in MRS medium without mucin. In conclusion, biofilm formation was significantly influenced by
cultivation of vaginal Lactobacillus in MRS medium, which stimulated it principally on mucin pre-coated plates.

Fundacdo de Amparo a Pesquisa e ao Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico do Maranhdo - FAPEMA

Universidade CEUMA
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Genetic diversity of norovirus infections, co-infections, and undernutrition in children from Brazilian
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Background: Norovirus (NoV) infections are known to have high morbidity and mortality rates and are, therefore, a
major health problem globally. However, the impacts of NoV on child development remain poorly described. Objective:
We evaluated the distribution of NoV genotypes in children from a low-income Brazilian semiarid region, in correlation
with their clinical symptoms, nutritional status, and co-pathogens. Methods: The test population included children
aged 2-36 months from six cities of the Brazilian semiarid region. Fecal samples were collected from each child, along
with the information regarding their socio-economic/clinical conditions using a standardized questionnaire. Detection
and quantification of NoV were performed by reverse-transcription quantitative polymerase chain reaction, followed
by molecular and phylogenetic analyses. Results: The NoV detection rate was 45.2%, and its presence was associated
with lower z-scores for weight-for-age (P = 0.03), weight-for-height (P = 0.03), and body mass index-for-age (P = 0.03).
In addition, NoV infection was associated with more frequent respiratory illnesses (P < 0.01). GII.P7 (polymerase) and
Gll.3 (capsid) were the most frequent NoV genotypes and the analysis of the ORF1-2 junction identified recombinant
NoV strains in 80% of the sequenced samples. Regarding co-infections, enteroaggregative Escherichia coli was the major
predictor for diarrhea in NoV-positive samples (P < 0.02). Moreover, Shigella spp. was also associated with NoV-positive
diagnosis (P = 0.02). Conclusion: This study highlights the genetic variability of NoV, underlines the associated with co-
infections and undernutrition in infants from low-income Brazilian semiarid region.
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Monitoring and analysis microbiological features of multidrug-resistant Corynebacterium striatum in a
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Corynebacterium striatum has been associated with an increasing number of cases of healthcare-associated infections
(HALI), representing an important issue, as they increase mortality and morbidity rates and prolong hospitalizations,
resulting, thus, in economic and social damages.Virulence factors such as resistance to antimicrobial agents, ability to
adhere to diverse surfaces and to yield biofilm, slime, hydrolytic and proteolytic enzymes may contribute to bacterial
pathogenicity.We aimed to analyze, retrospectively and prospectively, the epidemiological, microbiological and
virulence aspects of C. striatum strains from the Hospital of the University of the State of Rio de Janeiro - HUPE / UERJ,
identified during the period of August/2009 to December/2016. At first we confirmed the efficacy (100% compatibility
with 16SrRNA and rpoB gene sequencing) of the MALDI-TOF technique and the screening scheme proposed by the
LDCIC/UERJ for C. striatum identification. Eighty nine C. striatum strains were sent from HUPE/UERJ to LDCIC for
identification, with the highest number of isolates in 2011/2012 (48.31%). The general ICU and UCIPG section had the
highest percentages of isolated C. striatum strains (17.98% and 13.48%). Most of the samples were isolated from the
respiratory tract (51.69%) and blood (16.85%). Seventy two samples were submitted to the disc diffusion antimicrobial
susceptibility test and 90.3% had a multidrug resistance (MDR) profile. Vancomycin was the only antimicrobial agent
with 100% bacterial sensitivity. The ermX, aphA and cmX resistance genes were investigated by conventional PCR in
four MDR samples and two MDS samples. All MDR samples showed amplicons for all genes whereas MDS samples were
negative for all genes. All tested samples has showed slime production in the Congo Red Medium and yielded biofilm
on the polyurethane catheter and polystyrene surfaces, except 2401 BR-RJ/2012-MDR strain. The results indicate that
MDR and MDS C. striatum biofilm producers were responsible for severe infections, including infections in patients
using invasive medical devices, at HUPE/UERJ. Our data emphasize that C. striatum should be take into account as a
pathogen related to health-care associated infections (HAI) in Brazil and efforts should be made to monitoring and
elaborate strategies for the prevention, control and treatment of this corynebacteriosis.

CAPES, FAPERJ, CNPq, SR2-UERJ, HUPE-UERJ, UFRJ.
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Introdugao: A resisténcia bacteriana se tornou um grande problema de satde publica, ja que dificulta a antibioticoterapia
e piora o progndstico dos pacientes. Dentre os mecanismos de resisténcia destaca-se a produgao de enzimas que
degradam antibidticos, que é o mecanismo mais importante das bactérias gram-negativas frequentemente associadas
a infeccGes hospitalares. Neste contexto, o tratamento de infeccGes causadas por enterobactérias produtoras de
carbapenemases (EPC) constitui um grande desafio. Objetivo: Este trabalho teve como objetivo analisar o perfil
dos pacientes que apresentavam colonizacdo ou infeccdo causadas por EPC. Metodologia: Trata-se de um estudo
retrospectivo descritivo. Foram avaliados os resultados positivos de testes moleculares das culturas de espécimes
clinicos e de vigilancia que apresentaram crescimento de microrganismos resistentes carbapenémicos, de janeiro de
2012 a dezembro de 2017 e feito um levantamento de dados como sexo e idade dos pacientes, género e espécie
das enterobactérias isoladas e progndstico do paciente. Resultados: Foram incluidos 73 pacientes sendo que 55%
apresentavam processo infeccioso causado por EPC e 45% apresentavam-se colonizados. Dos pacientes com infeccao,
26 (65%) eram do sexo masculino, com idade média de 51 anos e 14 pacientes (35%) eram do sexo feminino com idade
média de 66 anos. Vinte e quatro pacientes (64%) tiveram alta, 14 (35%) evoluiram para o dbito e 2 pacientes (5%) eram
ambulatoriais. Dos pacientes colonizados, 23 (70%) eram do sexo masculino com idade média de 54 anos e 10 pacientes
(30%) eram do sexo feminino com idade média de 65 anos. Vinte e um pacientes colonizados (64%) tiveram alta e 12
(36%) evoluiram para o ébito. Klebsiella pneumoniae predominou como causadora de infeccbes (28) e colonizagbes
(25), seguida de Enterobacter cloacae com 10 infec¢cdes e 8 colonizacGes. Também foram isoladas Escherichia coli e
Serratia marcescens. Conclusdao: As infec¢des causadas por EPC sdo um problema de saude publica, por isso, seu
diagnéstico e tratamento devem ser padronizados na instituicdo e sempre que possivel, acompanhado pela Comissdo
de Controle de Infecgdo Hospitalar (CCIH). O uso racional de antimicrobianos é uma ferramenta importante no sentido
de tentar minimizar o desenvolvimento de resisténcia.
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Ana Carolina Silva?, Danielle Alvim?, Ana Flavia Ferreira’, Ana Caroline Botelho?!, Sergio Fracalanzza?, Lucia Teixeira?,
Tatiana Pinto®. ¥ Instituto de Microbiologia Paulo de Gdes, Microbiologia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, BR

Streptococcus agalactiae (Group B Streptococcus) pode atuar como agente colonizador ou infeccioso em humanos,
animais bovinos e caprinos. Em humanos, causa manifestag¢des clinicas, como pneumonia e meningite, principalmente
em gestantes, neonatos e pacientes imunocomprometidos. Dentre os fatores de viruléncia essenciais desta espécie
pode-se destacar a capsula polissacaridica, que inibe a fagocitose e a ativacdo do sistema complemento. Além disso,
a capsula também representa o alvo para classificacdo das amostras de GBS em dez tipos capsulares (la, 1b, Il a IX),
sendo os sorotipos la, Il, lll e V os mais comuns de forma global. A determinacdo dos sorotipos é importante para
fins epidemiolégicos, de estudo de patogenicidade e de avaliacdo da cdpsula como futuro alvo vacinal. No entanto,
raramente é realizada em laboratérios clinicos, pois as abordagens disponiveis para este propdsito, incluindo reacdes
soroldgicas ou de amplificacdo do locus capsular por PCR,sdo laboriosas e/ou onerosas. Porém, tecnologias baseadas
em espectrometria de massas, como MALDI-TOF MS, tém ganhado espaco em laboratdrios clinicos do mundo todo,
incluindo aqueles em paises em desenvolvimento. Neste estudo, uma abordagem baseada em MALDI-TOF MS foi
avaliada como método alternativo para diferenciacdo de amostras de GBS de acordo com tipo capsular. Foram analisadas
108 amostras de GBS obtidas de diferentes fontes clinicas humanas e animais no Brasil e pertencentes aos sorotipos la,
I, Il ou V. As amostras haviam sido previamente caracterizadas quanto ao sorotipo por sorologia e/ou PCR. Amostras de
referéncia de cada um desses tipos capsulares também foram incluidas. As amostras foram submetidas a um protocolo
de extracdo de proteinas, utilizando acido féormico e acetonitrila, e a leitura em equipamento BrukerMicroflex LT de
acordo com as instrucdes do fabricante. Os espectros gerados foram exportados e analisados no software BioNumerics
v7.6. O numero total de biomarcadores detectados variou de acordo com o sorotipo, de 88 no sorotipo la a 130 no
sorotipo V. Além disso, foi possivel determinar biomarcadores especificos dos sorotipos la (pico de 6944 m/z) e V (7965
m/z), enquanto os sorotipos Il e lll ndo apresentaram picos tipo-especificos entre as amostras analisadas.

FAPERJ, CNPq
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Synergistic interaction between fluconazole and n-butanol fraction from Terminalia catappa against
Candida spp.

Aline Michelle Silva?, Rocha Carlos Henrique L, Pereira Eduardo Willian A!, Santos Julliana R A2, Rocha Flaviane MG?,
Monteiro Cristina A'. @ Laboratorio de Microbiologia Aplicada, CEUMA, Universidade Ceuma, Sao Luis, BR ? Laboratério
de Microbiologia Ambiental, CEUMA, Universidade Ceuma, Sao Luis, BR

Terminalia catappa is a plant very employed in folk medicine to treat several diseases. Studies have been reported
its antimicrobial activity validating its use against several microorganisms, among them, yeasts of the genus
Candida. Treatment of these infectionsislimited, with plant extracts and synergisticcombinationsamongdrugs considered
promising alternatives. In this context, the present study evaluated in vitro combination between the n-butanol fraction
of Terminalia catappa (BFTc) and fluconazole (FCZ) against Candida spp. For this, the antifungal activity of BFTc was
evaluated against reference and clinical isolates of C. albicans and C. glabrata by microdilution method to establish
the minimum inhibitory concentration (MIC). Checkerboard method was used to establish the fractional inhibitory
concentration (FIC) to classify the interaction between the substances as synergism, antagonism or indifference. The
interaction curve was done. The BFTc MIC ranged from 125 to 500 ug/mL for C. albicans, from 7 to 250 pg/mL for C.
glabrata and has the value of 250 pg/mL for C. krusei. The checkboard test showed that the interaction between the
substances was synergistic, average FICs range from 0.1 to 0.3. The interaction curve showed that the concentrations of
fluconazole necessary to inhibit the growth of the isolates were decreasing when combined as BFTc. All concentrations
evaluated were synergistic. Altogether, the results reinforce the potential of BFTc in combination with FLC as a promising
alternative for the treatment of fungal infections caused by Candida spp.

Fundacdo de Amparo a Pesquisa e ao Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico do Maranhdao FAPEMA
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MRSA em pacientes ambulatérias vivendo com HIV/aids no nordeste do Brasil

Cynthia Soares?, Araujo Paulo Sergio 2, Maciel M2 Amélia Vieira®. ¥ Pernambuco, Doutorado, Universidade Federal de
Pernambuco ® Medicina Tropical, Universidade Federal de Pernabuco, Recife, BR ®) Medicina Tropical, Universidade
Federal de Pernambuco, Recife, BR

Colonizacgdo por Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) tem emergido e despertado grande preocupacao,
devido a sua distribuicdo na epidemiologia hospitalar, estando relacionado com exposicdo e tempo de internacao,
assim como o uso de dispositivos invasivos. No entanto, a distribuicdo de MRSA em individuos fora do ambiente
hospitalar tem aumentado progressivamente nas ultimas décadas e esta tendéncia tem sido também observada em
pessoas vivendo com HIV/aids (PVHA), parecendo inclusive ser maior do que a encontrada na populagdo geral. Diante
disso investigamos a prevaléncia de MRSA em pessoas vivendo com HIV/aids (PVHA) em seguimento ambulatorial de
hospital tercidrio do estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil. Métodos: Foram coletados swabs nasais de 500 PVHA
e realizados testes fenotipicos e moleculares para deteccao de linhagens de MRSA através da técnica de Screening de
oxacilina e técnica de Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR). Resultados: S aureus foi isolado de swab nasal em 31,4%
(IC95%: 27,3 a 35,5) dos individuos, sendo 14% (IC 95%: 8,5 a 19,5) MRSA, confirmado pela presenca do gene mecA. A
maioria dos individuos onde houve resgate de S aureus, tinha média de idade de 41,5 anos e estavam em tratamento
com antirretroviral (93,6%). A maioria apresentava contagem de células CD4 >200 (92%) e carga viral <100 cépias
(79,1%). O uso de antimicrobianos nos ultimos 12 meses foi encontrado em 21% dos individuos e 24,2% relataram uso
de drogas ilicitas ao menos uma vez na vida. Os dados relacionados a infeccdo pelo HIV e outras varidveis relacionadas
a colonizacdao por MRSA foram coletados de prontuarios e de um questiondrio aplicado a cada paciente.Apesar de
nado significativas as associa¢cdes com HIV/aids e ndo uso de TARV apontam para uma maior chance de resisténcia a
meticilina. ConclusGes: A prevaléncia de coloniza¢do nasal por MSSA (86%) e MRSA (14%) em PVHA foi mais elevada
guando comparada com outros estudos nesta populacdo, no entanto, ndo conseguimos estabelecer fatores associados
ao risco.

Ndo teve financiamento
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Cuantificacion de grupos bacterianos en muestras fecales de pacientes con y sin carcinoma del recto

Rosa Liliana Solis Castro®?, Gabriela Freire Alberca?, Mario Julio Avila Campos?. ) Biologia y Bioquimica, Ciencias de la
Salud, Universidad Nacional de Tumbes, Tumbes, PE ? Microbiologia, Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo,
S&o Paulo, BR

El cdncer de recto es considerado un grave problema de Salud Publica en el Brasil y en el mundo debido a su aumento.
Sumado a esto, los niveles de morbilidad y mortalidad son elevados. Esta investigacion tuvo como objetivo analizar
cuantitativamente la presencia de grupos microbianos, como Escherichia coli, filos Bacteroidetes y Firmicutes,
Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp., grupo Bacteroides fragilis y Clostridium cluster |, en muestras fecales de
pacientes con y sin cancer de recto. Fueron colectadas heces de 30 pacientes diagnosticados con cancer de recto (CR), y
de 18 individuos sanos (IS) sin pdlipos y/o tumor, inscritos en el Instituto del Cancer del Estado de Sdo Paulo, SP, Brasil.
El DNA total bacteriano fue extraido y la deteccion cuantitativa fue realizada con el sistema SYBR Green con iniciadores
especies-especificos. El cdlculo del nUmero de copias por gramo de heces se determiné usando la férmula de correccién
descrita por Metzler-Zebelli et al., (2013) y el analisis estadistico por t-test (P < 0,05). Los nimeros de copias obtenidos
para E. coliy el filo Bacteroidetes mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes con cdncer
y sanos (E. coli, P < 0,001 y Bacteroidetes, P = 0,004). También, elevado nimero de Bifidobacterium y Lactobacillus fue
observado en individuos sin cancer. El filum Bacteroidetes presenté mayor nivel en relacion al filum Firmicutes (5,15 x 107
vs 5 x 103 numero de copias por gramo de heces, respectivamente) en los pacientes con cancer. E. coli fue observado en
menor niumero por gramo de heces que los otros grupos bacterianos evaluados, sin embargo, en pacientes con cancer
estuvo presente en elevado nimero. Asi, son necesarios mayores estudios para determinar el rol de esas bacterias,
particularmente E. coli y Bacteroidetes en el carcinoma de recto.

Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S3o Paulo (FAPESP, Processo 2015/23666-0).
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Bacterias asociadas a lesiones gastricas, aisladas de la mucosa del tejido gastrico

Claudia Troncoso'*, Nicol Burgos?, Daniel Villarroel?, Edmundo Hofmann>®, Eddy Rios>¢, Armando Sierralta®¢, Mdnica
Pavez?3, Leticia Barrientos®3. ™ Programa de Doctorado en Ciencias, Mencién Biologia Celular y Molecular Aplicada,
Facultad de Medicina, Universidad de La Frontera, Temuco, CL @ Laboratorio de Biologia Molecular Aplicada, Centro
de Excelencia en Medicina Traslacional, Facultad de Medicina, Universidad de La Frontera, Temuco, CL @ Universidad
de La Frontera, CL ¥ Departamento de Ciencias Basicas, Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad Auténoma
de Chile, Temuco, CL ® Unidad de Gastroenterologia, Hospital Hernan Henriquez Aravena, Temuco, CL ©® Unidad de
Gastroenterologia, Clinica Alemana de Temuco, Temuco, CL

El epitelio gastrico a pesar de su condicién extremadamente acida, puede ser colonizado por diversas bacterias, entre
las mas destacadas y estudiadas se encuentra Helicobacter pylori, por su estrecha asociacion a cdncer gdstrico, sin
embargo publicaciones recientes suguieren que otras bacterias que forman parte de la microbiota gdstrica pueden
influir en el desarrollo de lesiones gastricas. Considerando estos antecedentes, se realizd un estudio observacional, de
corte transversal basado en identificacién de bacterias aisladas de muestras de tejido gastrico, obtenidas a través de
endoscopia digestiva alta, realizada a pacientes atendidos en los dos centros mds importantes de atencién de salud
publico y privado de la regidn de La Araucania. Se estudiaron 90 muestras de tejido, las que fueron cultivadas en medios
enriquecidos para microorganismos fastidiosos, bajo condiciones de microaerofilia. Las bacterias aisladas fueron
identificadas por caracterizacion fenotipica, molecular y MALDI-TOF. Se aislaron 47 especies cultivables, identificando
14 especies diferentes. Las mas predominantes fueron Helicobacter pylori 16,7% (n=15), Neisseria subflava 14,4%
(n=13), Neisseria mucosa 4,4% (n=4) y otras especies de Neisseria 8,8% (n=8). En menor grado se aislé Streptococcus
sanguinis, Streptococcus anguinosus, Stenotrophomona malthopilia, Rothia sp., Lactobacillus paracasei subsp. tolerans,
Corynebacterium glucuronolyticum y Enterobacter sakazakii, cada uno alcanzando 1,1% (n=1) respectivamente.
Helicobacter pylori y diferentes especies de Neisseria, principalmente N. mucosa, N. perflava y N. subflava fueron
predominantes en los casos con alteraciones gastricas, incluyendo metaplasia intestinal asociada a N. subclava, mientra
gue otras 5 especies, Corynebactrium glucuronolyticum, Rothia sp., Streptococcus sanguinis, Streptococcus anginosus y
Stenotrophomona maltophilia fueron identificadas solo en individuos sanos, sugiriendo que bacterias no Helicobacter
pylori pueden presentar un papel crucial en el desarrollo de enfermedades gastricas tales como gastritis crénica y
metaplasias, por lo que deberian ser consideradas en los estudios microbioldgicos de las lesiones gastricas.

Proyecto FONIS SA1610197 y Beca doctoral CONICYT Folio 21171513.
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Genes de virulencia y fenotipo de resistencia antimicrobiana en cepas de Staphylococcus aureus MR
adquirido en la comunidad y asociados a atencion en salud, aisladas de pacientes de un centro de salud
privado, Santiago, Chile

Camilo Campusano?, Maria Teresa Ulloa?, Lorena Porte?, Carmen Varela’, Camila Sanhueza!, German Hermosilla®. @
Programa de Microbiologia y Micologia, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile, Santiago, CL ’ Laboratorio
Clinico, Facultad de Medicina Clinica Alemana, Clinica Alemana Santiago.Universidad del Desarrollo, Santiago, Chile,
Santiago, CL ® Laboratorio Clinico, Clinica Alemana Santiago, Santiago, CL

Introduccidn. Las cepas de S. aureus meticilino resistente adquirido en la comunidad (SAMR-AC) se diferencian de
S.aureus meticilino resistente Asociadas a Atencidn en Salud (SAMR-IAAS), principalmente por presencia de latoxina PVy
menor resistencia antimicrobiana. Sin embargo, en los Ultimos afios estas poblaciones, presentan variaciones. En nuestro
medio, existe poca informacion relacionada con la comparacién de caracteristicas moleculares y de susceptibilidad
entre SAMR-AC y SAMR-IAAS. El objetivo de este estudio es comparar la prevalencia de genes de virulencia y fenotipos
de resistencia antimicrobiana en cepas de SAMR-AC y SAMR-IAAS aisladas de pacientes atendidos en un centro de
salud de la RM. Material y Métodos. Se estudiaron 31 SAMR-AC y 18 SAMR-IAAS de pacientes atendidos en la Clinica
Alemana de Santiago. 2013-17. La identificacidén de las cepas se realizé6 mediante Vitek MS. El genotipo de resistencia
mecA vy la deteccidn de los factores de virulencia Cap, IukS-PV, a-toxina, &6-toxina, PSMa y ACME se realiz6 mediante
PCR. La clonalidad mediante SpA typing y el fenotipo de resistencia a cefoxitina, sulfatrimetoprim, ciprofloxacina,
eritromicina y clindamicina mediante VITEK 2 y difusidn en agar. Resultados. SAMR-AC presentaron 21 tipos Spa, siendo
Spa t008 (16%) el mas prevalente, en cambio SAMR-IAAS presento 8 tipos Spa, siendo Spa t105 (28%) el mas prevalente.
Las cepas SAMR-AC presentaron tipo capsular 5y 8 (61,9%), y (26%) respectivamente, en cambio las SAMR-IAAS tipo
capsular 5 (100%). Las cepas SAMR—AC/SAMRIAAS presentaron 90,3% y 0% lukS-PV respectivamente. a-toxina, 6-toxina
y PSMa en todas las cepas. ACME se detectd solo en SAMR-AC en un 9,7%. La resistencia a cefoxitina y sulfatrimetoprim
fue 100% y 0% en ambos grupos respectivamente. Ciprofloxacina 12,9%/94,4%; eritromicina 6,5%/94,4%; clindamicina
3.2%/ 94.4% en SAMR-AC/SAMR-IAAS respectivamente. Conclusiones. Este estudio evidencia que la presencia de PV
sigue siendo un marcador de SAMR-AC, en cambio los genes de citotoxinas proinflamatorias se detectaron en ambos
grupos de cepas. Las cepas SAMR-AC son mas sensibles a los antimicrobianos, sin embargo, aparecen algunas cepas
resistentes, situacidon que se debe considerar en el tratamiento de estas infecciones.
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Comportamiento de un test inmunocromatografico comercial para el diagnostico de leptospirosis

Tamara Iglesias?, Paulina Meny?, Clara Menéndez?, Natalia Ashfield, Jair Quintero?, Felipe Schelotto?, Gabriel Gustavo
Varela Pensado?. ¥ Bacteriologia y Virologia, Medicina, Universidad de la Republica, MONTEVIDEO, UY

La leptospirosis es un problema de salud publica a nivel mundial. Se trata de una enfermedad zoondtica causada por
cualquiera de los miembros patdgenos del género Leptospira que afecta a la poblacidn humana tanto en ambientes
urbanos como rurales. En Uruguay ocurren aproximadamente entre 500 y 1.000 casos por afio (prevalencia estimada
15-20/100.000 habitantes), comprometiendo sobre todo trabajadores rurales, jévenes. Las manifestaciones clinicas son
variadas y pueden confundirse con otras enfermedades como dengue, gripe, hepatitis, meningitis, etc. Es importante
realizar el diagndstico etiolégico correcto al inicio de los sintomas para identificar y tratar adecuadamente casos graves
y también para actuar correctamente en situaciones de brotes. Las técnicas bacterioldgicas cldsicas como cultivo y
microaglutinacién (MAT) brindan un diagndstico seguro, pero retrospectivo. Requieren tiempo de ejecucion y experiencia
para interpretar los resultados, impidiendo ofrecer un diagndstico rapido y temprano. Actualmente se han desarrollado
tests comerciales inmunocromatograficos (IC) basados en reacciones Antigeno-Anticuerpo, que permiten la deteccién
en forma rapida de anticuerpos IgM o IgG. El objetivo fue evaluar el comportamiento diagnéstico de un test IC comercial
qgue detecta IgM e IgG para Leptospira interrogans. Se estudiaron por el test 60 sueros de pacientes obtenidos en etapa
temprana: 30 con infeccion aguda definida por el resultado de MAT (-/+, lera y 2da muestra, respectivamente) y 30
sin infeccion por MAT (-/-, 1era y 2da muestra, respectivamente). El test resulté altamente especifico para la deteccion
de IgM (97%) y aunque tuvo una baja sensibilidad global (47%), permitié anticipar el resultado de MAT en 23% de los
sujetos con leptospirosis aguda confirmada. En ninguno de los sueros analizados se obtuvo resultado positivo para
IgG. En suma, se trata de un procedimiento sencillo, rdpido, util para aplicar en el primer nivel de atencién sanitaria. Es
necesario analizar una segunda muestra (10-15 dias) cuando el resultado de la primera es negativo. Debemos valorar la
falla del test para la detecion de IgG anti-Leptospira.

Comisidn Sectorial de Investigacién Cientifica
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Deteccion seroldgica de fiebre recurrente causada por especies de Borrelia en México

Edwin Vazquez-Guerrero’, Adan-Bante Norma P2, Modnica C Mercado-Uribe?, Lourdes M Villa-Tanaca?, Job E Lopez?,
José A Ibarra-Garcia®.  Departamento de Microbiologia, Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas, Instituto Politécnico
Nacional, Ciudad de México, MX @ Departamento de Microbiologia, Unidad Regional Sur, Universidad de Sonora,
Navojoa, Sonora, MX © Departamento de Infectologia Pediatrica, Centro Universitario de Ciencias de la Salud,
Universidad de Guadalajara, Guadalajara, Jalisco, MX “ Department of Pediatrics, Section of Tropical Medicine, Baylor
College of Medicine, Houston, TX, US

Introduccién: La fiebre recurrente transmitida por garrapatas (FRTG) y piojos (FRTP) es causada por diversas especies
del género Borrelia. Tiene una tasa de mortalidad del 4 al 10%(FRTG) o del 10 al 40% (FRTP), cuando no es tratada,
y del 2 al 5% con tratamiento temprano. Al momento no hay pruebas comerciales para su diagndstico. La deteccién
de GIpQ, homdlogo de la glicerofosfodiester fosfodiesterasa Q, se ha usado como método diagndstico en los EUA
ya que estd ausente en B. burgdorferi. Objetivo: Utilizar a la proteina antigénica recombinante GlpQ (rGlpQ) para el
diagndstico de FRTG y FRTP por Western blot en pacientes con Fiebre Recurrente en México. Tipo y disefio de estudio:
Transversal descriptivo y retrospectivo. Métodos: Se usé la cepa de E. coli BL21 pET-19b-10xHis-rGlpQ para la sobre-
expresion de la proteina recombinante. Esta se purificé por cromatografia de afinidad. Para el Western blot (WB) se
usaron sueros control negativo y positivo para detectar a rGlpQ purificada, extractos de E. coli como testigo negativo
y de B. turicatae como control positivo. En el estudio se incluyeron pacientes de 0 a 99 anos con fiebre de origen
desconocido (FOD), posible FRTG o FRTP y con exposicidn a vectores. Las muestras se probaron para WB anti-rGlpQ en
suero y tinciéon de Giemsa para la busqueda de espiroquetas en sangre. Resultados: La sobre-expresidn y purificacién de
rGlpQ, la validacion y estandarizacion del WB se realizaron exitosamente. Se han procesado al momento 148 muestras
de pacientes con definicion de caso sospechoso de FRTG y FRTP, con factores de riesgo: 66 son hombres (44,5%),
82 mujeres (55,5%). Por su lugar de origen: 2 de Jalisco (1,4%), 1 de la CDMX (0,7%) y 145 de Sonora (97,9%). Se ha
identificado hasta el momento un caso confirmado para FRTG teniendo un perfil positivo para rGlpQy que se corroboré
con extracto crudo de Borrelia turicatae. Conclusiones: Este es el primer caso reportado de un paciente con FRTG que
confirma la presencia de esta enfermedad en México. El analisis de mas muestras clinicas ayudara a describir las zonas
endémicas y su prevalencia.

Especial agradecimiento a la Comisién de Operacidon y Fomento de Actividades Académicas (COFAA), del Instituto
Politécnico Nacional.

Este proyecto recibid financiamiento parcial del proyecto SIP del IPN y del CONACYT.
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Cryptic species of Aspergillus isolated from the lung of cystic fibrosis patient
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de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, BR @ Anadlises Clinicas, Toxicoldgicas e
Bromatoldgicas, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, BR

Aspergillus species are ubiquitous fungus to which humans are daily exposed. They cause a wide range of infections,
from cutaneous to disseminated, but also chronic infections and allergies. Cystic fibrosis (CF) is a genetic disease in
which the patient carries a mutation in the CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) gene, which
encodes a chloride channel involved in electronic exchanges through the plasma membrane of epithelial cell types.
Consequently, a defective lung mucociliary clearance occurs, producing thick and sticky bronchial mucus, suitable for
entrap airborne bacteria and fungi. A. fumigatus is so far the major agent involved in colonization of the airways of
CF patients. However, the molecular identification of cryptic species of Aspergillus is not in the routine laboratory,
making the etiological determination imprecise. The precise identification is important once species can differ in
antifungal susceptibility and consequently in the patient treatment. Here is reported the isolation of Aspergillus spp.
from sputum of CF patient. Molecular identification was performed, as well the combined biofilm matrix measurements
with biomass and viability assays in susceptibility assessments of antifungals, antifungal susceptibility of fungal conidia
and virulence assessment in the model system Galleria mellonella. Three sputum samples were collected at different
time points from the same CF patient, and only one isolate was identified from each sample. Aspergillus parasiticus,
A. fumigatus and A. tamarii were isolated and molecularly identified by DNA sequencing (Internal transcribed spacer
and calmoduline gene) and restriction fragment length polymorphism methods. A. parasiticus and A. tamarii are sibling
or cryptic Aspergillus species belonging to Flavi section, while A. fumigatus belongs to Fumigati section. Except for A.
parasiticus, which showed high amphotericin B MIC (4 pug ml-1), the clinical isolates were sensitive to amphotericin B,
itraconazole, voriconazole and posaconazole. Additionally, the biofilm biomass of each clinical isolates was less sensitive
to the antifungal drugs. A. parasiticus has shown greater biofilm biomass formation and high killing of G. mellonella.
Thus, the species identified in the lung of this patient have different features, regarding sensitivity to antifungals, biofilm
and virulence. Therefore, the correct species identification will aid in the correct management of the case.

FAPESP 2017/25300-8
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Estimativa da sensibilidade das culturas de vigilancia para Acinetobacter spp. resistente a carbapenémicos
em Centro de Terapia Intensiva de hospital universitario, no sul do Brasil

Roesch Eliane Wiirdig!, Luciano Selbach?, Santos Rodrigo Pires?, Kuplich Nadia Mora3?, Konkewicz Loriane Rita3, Silva
Cristofer Farias?, Kuchenbecker Ricardo Souza?. ¥ Unidade de Microbiologia - Servico de Diagndstico Laboratorial,
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Porto Alegre, BR ? Departamento de Epidemiologia, Universidade Federal do Rio
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Porto Alegre, BR

Introdugao: Entre as medidas de prevencdo e controle de infeccdo hospitalar, a realizacdo de culturas de vigilancia
para deteccdo de pacientes portadores de Acinetobacter spp.resistente a carbapenémicos (ACMR) apresenta limitaces
guanto a sensibilidade do método edeterminacdo do melhor sitio anatébmico a ser pesquisado. Nosso estudo teve
como objetivos estimar a sensibilidade das culturas e identificar os sitios anatdmicos mais indicados para rastreamento.
Métodos: Estudo conduzido no periodo de junho de 2009 a maio de 2012, em Centro de Terapia Intensiva (CTI) de hospital
universitario terciario, localizado no sul do Brasil. Foram incluidos todos os pacientes adultos consecutivos admitidos no
CTI, submetidos pelo menos, a um rastreamento semanal para ACMR. As amostras foram coletadas através de swabs,
dos sitios anatdmicos orofaringe, pele e regido perianal. No caso de pacientes em ventilagdo mecanica, o sitio orofaringe
era substituido pelo aspirado traqueal e se houvesse ferida operatdria e/ou cateter, era coletado um swab de cada um
destes sitios. Para estimativa da sensibilidade foram selecionados os pacientes que, além de submetidos pelo menos a
um rastreamento semanal, apresentaram uma cultura positiva para ACMR proveniente de amostra clinica recente, obtida
até 10 dias antes ou até 7 dias depois da coleta dos swabs para rastreamento. Também foi estimada a prevaléncia de
ACMR no CTl durante o periodo. Resultados: A prevaléncia de ACMR foi de 9,5% (163/1706 pacientes). Foram realizados
14.638 rastreamentos ao total, dos quais 192 foram positivos (1,3%). Os sitios que apresentaram maior sensibilidade
foram: aspirado traqueal (41,5%), orofaringe (40%) e ferida operatdria (37,5%). A sensibilidade total do método foi
de 60%, considerando o rastreamento de multiplos sitios. Considerando a abordagem de diferentes combinacdes de
sitios, as mais sensiveis foram: aspirado traqueal+ferida operatéria (46,7%), orofaringe+pele+regido perianal (45,7%)
ou aspirado traqueal+pele+regido perianal (45,7%) e orofaringe+ferida operatéria (41,5%). Conclusdo: Tratando-se do
rastreamento de um Unico sitio, a maior sensibilidade foi observada em sitios de trato respiratério (aspirado traqueal
e orofaringe). Ja pela abordagem combinada de sitios, o método apresentou maior sensibilidade quando aspirado
traqueal+ferida operatéria ou um sitio de trato respiratério (orofaringe ou aspirado traqueal)+pele+regido perianal
foram considerados.
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Genes de virulencia de Escherichia coli detectados en muestras diarreicas de niiios de la region Lambayeque
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Introduccién Las enfermedades diarreicas constituyen un problema de salud publica mundial, causando morbilidad y
mortalidad en nifios menores de cinco afios. Entre los agentes etioldgicos que producen un cuadro diarreico importante
se encuentra Escherichia coli. En el Peru, se han estudiado previamente a las Escherichia coli diarreogénicas (DEC)
haciendo uso de diversos métodos diagndsticos; sin embargo, no se ha profundizado de manera sistematica sobre los
seis grupos actualmente reconocidos por la literatura cientifica microbiolégica. En la regidon Lambayequeno hay estudios
sobre esta problematica de salud, quedando un vacio de informacidn acerca de la frecuencia con que los diferentes
patotipos de Escherichia coli producen estos cuadros. Metodologia En este trabajo descriptivo, transversal, de una sola
cohorte, se analizaron muestras diarreicas de nifios menores de cinco afios colectadas desde enero 2014 a marzo 2015;
el objetivo principal fue detectar por PCR Multiplex, genes asociados a factores de virulencia de Escherichia coli aisladas
de estas muestras. Se usaron primers especificos para genes de los seis patotipos causantes de diarreas infantiles:
gen daaD (DAEC), gen aggR (EAEC), gen eaeA (EPEC), gene stx (STEC), gen ipaH (EIEC) y gen st (ETEC). Resultados Se
detectd la presencia de genes de virulencia en el 37.74% de las 106 cepas analizadas. El grupo etario mas afectado
con la presencia de estos genes fue el comprendido entre 1-2 afios, 48.6%. El gen daaD del patotipo DAEC presentd
mayor distribucion 16.98%. Conclusiones Este estudio demuestra una prevalencia del patotipo DAEC de Escherichia
coli en muestras diarreicas pedidtricas de la Regidn Lambayeque, el cual tiene una asociacién con episodios diarreicos,
dandole una mayor relevancia al estudio. Ademas, brinda un enfoque epidemioldgico molecular que ayuda a una mejor
identificacidn de variantes y patotipos de Escherichia coliy asi aportar al estudio clinico para un mejor tratamiento frente
a diarreas pedidtricas y futuras investigaciones. Declaracion de conflicto de interés: El presente trabajo es producto de
una tesis para obtener el Grado de Maestro en Ciencias con Mencién en Microbiologia.

Colaboradores: Dra. Graciela Albino y Blgo. David Duran
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Relagdao entre hanseniase e micoses superficiais: prevaléncia, identificacao fungica e suscetibilidade a
antifungicos

Daiane Heidrich'?, Rodrigo Vettorato??, Eidt Leticia Maria®, Pagani Danielle M®, Ribeiro Amanda C5, Gerson Vettorato?,
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de Misericérdia de Porto Alegre, Porto Alegre, BR “ Secretaria de Saude do Estado do Rio Grande do Sul, Ambulatério de
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Pacientes com hanseniase, doenca crénica causada por Mycobacterium leprae, apresentam diversas lesdes na pele
gue podem ser provenientes da infeccdo bacteriana ou originadas indiretamente, pelo aumento do risco de lesionar-se
devido a perda de sensibilidade nas extremidades - consequéncia da doenca. Essas lesGes podem servir de porta de
entrada para outros microrganismos, como fungos. Além disso, os antibiéticos administrados durante o tratamento
da hanseniase e o corticoide utilizado durante as rea¢des hansénicas, podem predispor a infec¢cdes ou a evolucdo de
doencas fungicas. O objetivo deste trabalho foi avaliar as micoses superficiais em pacientes com hanseniase em relacdo
a prevaléncia das espécies fungicas causadoras das micoses e a suscetibilidade a antiflingicos. Para isso, foi realizado um
estudo transversal com pacientes que atendidos entre maio e outubro de 2017 no Servico de Hanseniase do Ambulatério
de Dermatologia Sanitdria na cidade de Porto Alegre, Brasil. As amostras coletadas foram encaminhadas para exames
micolégicos direto (EMD) e cultural (EMC) no Posto G do Hospital Santa Clara de Porto Alegre, foram identificadas por
sequenciamento de regido especificada para cada género de fungo e tracado perfil de sensibilidade a antifungicos
clinicos utilizando protocolos M38-A2 e M27-A3 do Clinical and Laboratory Standards Institute. Foram avaliados 91
pacientes com hanseniase e 37 apresentaram suspeita de micose. Destes, 23 tiveram EMD positivos e 14 culturas do
EMC foram identificadas, sendo oito dermatéfitos (sete Trichophyton interdigitale e um Epidermophyton floccosum),
dois isolados de Fusarium keratoplasticum, dois Acremonium sp., um Candida albicans e um Arthrinium arundinis. Trés
pacientes apresentavam garra, causada pela hanseniase, no local da micose, indicando rela¢do das duas doencas (3/5
pacientes com garra). Terbinafina apresentou as menores concentracgdes inibitérias minimas (CIMs) para os isolados
de dermatodfitos (0,0078-0,06pug/mL), enquanto que CIMs de fluconazol foram as maiores (4->64ug/mL). Fusarium
keratoplasticum e Acremonium sp. apresentam CIMs maiores de todos os antifingicos do que dermatofitos. Este é a
segunda onicomicose causada por Arthrinium arundinis da literatura e apresentou baixa sensibilidade aos antifiingicos.
Itraconazol apresentou CIMs maiores para dermatofitos isolados de pacientes com hanseniase (0,25-1ug/mL) do que
sem a doenca citados na literatura, indicando relacdo de suscetibilidade a antifingicos entre micose e hanseniase.

Conselho Nacional Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), Coordenacdo de Aperfeicoamento Pessoal de Nivel Superior (CAPES)
e Fundac¢do de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio Grande do Sul (FAPERGS).
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Estandarizacidon de un método fluorescente cuantitativo para la determinacion de actividad antibacteriana sobre E.
coli utilizando el sustrato Resazurina
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Escherichia coli es una bacteria presente frecuentemente en el intestino distal de los organismos de sangre caliente y
asi como existen cepas inocuas, también son causantes de graves intoxicaciones alimentarias y se encuentran entre los
microorganismos responsables de producir infecciones intrahospitalarias frecuentes. La busqueda de nuevos agentes
antibacterianos es una tarea constante y a contra reloj en la microbiologia a causa del gran aumento de la resistencia
bacteriana ante los tratamientos antibidticos. La Resazurina en un sustrato ampliamente utilizado en ensayos bioldgi-
cos como indicador colorimétrico de la energia metabdlica de la célula mediante la deteccidondel cambio de color del
sustrato, de su forma oxidada (azul) a su forma reducida (rosa), la cual también produce una sefal fluorescente en
respuesta a esa actividad. Basados en la problematica anteriormente expuesta y la capacidad fluorescente del sustrato
nos planteamos como objetivo estandarizar un método de screening farmacoldgico cuantitativo y en microplaca que
permita evaluar potenciales compuestos antibacterianos de forma rapida, eficaz y reproducible. Se utilizé la cepa de
referencia ATCC de E. coli 25922 y la medicion de la fluorescencia se realizé a 590nm de excitacién y 530nm de emision.
Se analizaron las correlaciones entre diferentes UFC/mL de indculo inicial en relacién con diferentes concentraciones
del sustrato Resazurina a lo largo del tiempo. También se analizaron diferentes tiempos de incubacién y su relacion
con el sustrato a lo largo del tiempo. Las mejores condiciones para la estandarizacién del método la encontramos en
un rango de inéculo inicial de entre 1,25x10° y 6,25x10* de UFC/mL incubados durante 4 horas a 372C y utilizando para
el revelado una concentracién de Resazurina de 0,06mM. Para la validacion del ensayo se utilizaron los farmacos de
referencia Meropenem y Rifampina vy los resultados obtenidos fueron similares a los reportados en la literatura con
los métodos estandar, lo que demuestra que el ensayo fluorimétrico con resazurina es una buena herramienta para el
tamizaje farmacoldgico de nuevos compuestos con potencial actividad antibacteriana.

Proyecto PINV15-61 - Programa Paraguayo para el Desarrollo de la Ciencia y Tecnologia - Concejo Nacional de Ciencia y
Tecnologia (PROCIENCIA - CONACYT)
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Avaliagao antimicrobiana do extrato de Schinus terebinthifolius frente a microorganismos hospitalares relacionados
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Introdug¢ao: A pneumonia nosocomial é a segunda infeccao hospitalar mais comum e causa frequente de morte entre
as infeccGes adquiridas nesse ambiente, sendo em grande parte associada ao uso de ventilagdo mecanica (VM). Os
fatores de risco para seu desenvolvimento envolvem a desnutricdao, a VM, o uso de sondas nasogdastricas, broncoscopia,
dentre outros procedimentos invasivos. Seus principais fatores etiolégicos incluem microrganismos colonizadores e
oportunistas da cavidade oral, em especial as bactérias Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa que segundo
estudos sdo as mais isoladas em biofilme dental, dentre outros patdégenos responsdaveis por esta infeccdo, sendo que
o biofilme dentdrio pode fornecer melhores condicdes para a colonizacdo temporaria da cavidade oral por esses
microrganismos. Diante desse fato, o uso de fitoterapicos vem crescendo cada vez mais, dentre esses fitoterdpicos,
encontra-se Schinus Terebinthifolius, popularmente conhecida no Brasil como aroeira. Estudos evidenciam que o ex-
trato de aroeira possui potencial antimicrobiano. O objetivo deste trabalho é avaliar o efeito antimicrobiano do ex-
trato de Schinus terebinthifolius frente as linhagens ATCC e multirresistentes dos microrganismos potencialmente
patogénicos para o trato respiratério inferior, relacionados as patologias da cavidade oral e biofilme dentario. Meto-
dologia: Para isto, foram produzidos extratos hidroalcodlicos a partir do caule da aroeira, sendo colocados em banho
ultrassonico por 3 horas (C1, C2, C3), para avaliacdo do potencial antimicrobiano através da concentracdo inibitdria
minima. Resultados: Os extratos do caule apresentaram resultados para Staphylococcus aureus ATCC a partir das
concentragoes 3,125 mg/mL para C3. Para a espécie multirresistente foram 3,125 mg/mL para Cl1 e C2, e 6,25 mg/mL
para C3. Concomitante a isso, para a espécie Pseudomonas aeruginosa ATCC as concentra¢des microbianas foram 12,5
mg/mL para C1 e C3, e para C2 6,25 mg/mL. Para a linhagem multirresistente, houve inibicdo em C1 e C3 com 50 mg/
mL e para C2, 100 mg/mL. Conclusao: Baseado nestes resultados, comprova-se que o extrato hidroalcodlico do caule
da aroeira possui atividade antimicrobiana, o que contribui para embasar pesquisas que visam a descoberta de formas
alternativas de tratamento para infec¢des causadas por esses patdgenos.
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Visualization of a multispecies pathogen biofilm over a collagen scaffold
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Introduction: Chronic wounds are those that cannot heal due to impairment of the tissue regeneration process. This
medical problem affects 6.7 million people and costs over 50 billion dollars for the US health system. In our current
knowledge, these wounds fail to heal because of the persistent infection caused by a multispecies pathogenic biofilm
that drives chronic inflammation, evades host’s immune response, induces hypoxia, causes loss of the skin barrier
function and tissue degradation by enzymes. In several studies, strains of Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus and Enterococcus faecalis bacteria have been found on clinical isolates from different wounds such as diabetic
foot and pressure ulcers. In order to evaluate novel antimicrobial strategies, investigation calls for an in vitro robust
model of biofilm formation that resembles the diversity and antibiotic tolerance that biofilms exhibit in chronic
wounds. Objective: Characterize the complex combination of Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus and
Enterococcus faecalis forming biofilm over a scaffold, using different staining techniques. Materials and methods:
Bacteria were seeded at equal proportions over an artificial skin scaffold, and allowed to form biofilm in minimal culture
media, during 24 hours or 7 days. The use of fluorescent conjugated lectins, inmunofluorescence, and lipophilic cell
tracers was evaluated as a staining technique for pathogen visualization. Results: Combination of the three pathogens
form a complex biofilm over the scaffold fibers, with higher biofilm formation capacity and different structural features
compared to the respective monospecies biofilms. Conjugated lectins stained all bacteria present in the multispecies
biofilm, while cell tracers allowed to distinguish each pathogen and track them until the 7 days of biofilm formation
process. Conclusions: Combination of these three pathogens can form a complex biofilm over an artificial skin scaffold,
which is more robust than the respective monospecies biofilms, and it is possible to visualize each pathogen using cell
tracers.
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Introduccion Los integrones, son plataformas de captura y diseminacién de genes, presentes en enterobacterias
resistente a antibidticos. La vigilancia nacional por laboratorio de Enfermedad Diarreica Aguda en Colombia entre 1997-
2016, mostré que Salmonella Typhimurium es el principal serovar con 54% de los aislamientos multirresistentes. Este
estudio busca identificar la presencia y clase de integrones en este serovar. Materiales y métodos Se seleccionaron 171
aislamientos de Salmonella Typhimurium con siete perfiles de resistencia con diferentes combinaciones a las familias
de tetraciclinas, betalactamicos, anfenicoles, aminoglucdsidos e inhibidores de la via del folato, recuperados de materia
fecal. Se determind la presencia y estructura de integrones de clase 1 y 2 mediante: amplificacion por PCR de los
genes de las integrasas, genes accesorios, la regién variable y secuenciacién de la regién variable. La relacién entre
estos aislamientos se analizé por PFGE. Resultados El 74% (n=127) de los aislamientos fueron positivos para el gen
de la integrasa de clase 1 (Intl1), en todos los perfiles de resistencia, de los cuales, 27 son integrones incompletos y
100 integrones completos con 37 patrones Unicos de PFGE. Se observaron seis perfiles de integrones, el tipo 1 fue el
predominante en 88% de los aislamientos y contiene los genes dhfr7, aac y blaOXA-2. Los 5 perfiles restantes contienen
integrones entre 600 a 5000 pb. El 26% (n=44) de los aislamientos fueron negativos para Intll. No se observé una
relacién clonal entre los aislamientos con diferentes perfiles de resistencia. No se identificaron integrones de clase
2 en los aislamientos seleccionados. Conclusidn Los resultados muestran que la resistencia observada a inhibidores
de la via del folato, betalactdmicos y aminoglucésidos en los aislamientos seleccionados de Salmonella Typhimurium
en Colombia, puede estar asociada a la presencia de un integrén de clase 1 predominante. La variabilidad genética
observada sugiere que el integrén se esta diseminando horizontalmente. Es necesario complementar este estudio con
la identificacidn de pldsmidos conjugativos y MLST para evaluar una relacién clonal.

Financiado por el proyecto Colciencias SIGP 210471250745 y por el Instituto Nacional de Salud de Colombia.
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Identificagcdo de isolados clinicos de Pseudomonas aeruginosa por espectrometria de massa MALDI-TOF
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Dentre os patdgenos responsaveis por causar infeccdes hospitalares destaca-se Pseudomonas aeruginosa, espécie que
possui suscetibilidade diminuida a condicdes ambientais adversas. A sua identificacdo e de outros micro-organismos
em hospitais e laboratérios de analises clinicas, normalmente, é realizada por métodos fenotipicos, que apesar de
serem classicos e confidveis, apresenta como desvantagem o tempo para obtencdo de resultados (24-48h). Uma técnica
que vem sendo aplica para diagndsticos clinicos, é a Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass
Spectrometry (MALDI-TOF MS). Esse método de identificacdo é rapido, preciso e de baixo custo. O presente estudo teve|
como objetivo comparar o desempenho do MALDI-TOF MS com o método automatizado Vitek®2 Compact (bioMérieux).
A identificacdo dos isolados (oito), provenientes de diferentes setores de um hospital do Recife Pernambuco-BR, foi
obtida pelo método automatizado VitekCompact (bioMérieux). Para a identificagdo por MALDI-TOF MS, foi realizada a
extracdo dos peptideos seguindo o protocolo de identificacdo da técnica. Posteriormente, as amostras e a matriz (acido|
alfa-ciano-4-hidroxicindmico, acetonitrila, acido trifluoroacético) foram aplicadas na placa de MALDI para cristalizagao.
A aquisicdo dos espectros de massa foi realizada pelo Programa Flex ControlVersion 3.0 em Espectrometro de Massa
MALDI-TOF Autoflex lll. Os espectros obtidos foram comparados com o Banco de Dados MALDI BiotyperVersion 3.1. Os
testes fenotipicos realizados pelo sistema automatizado indicaram que todos os isolados sdo da espécie P. aeruginosa. Al
identificagao fenotipica foi confirmada pela técnica MALDI-TOF MS, apresentando valores de Score entre 2.300 e 3000,
indicando que os micro-organismos identificados apresentam alto indice de compatibilidade ao nivel de espécie. P.
aeruginosa estd associada com uma elevada taxa de mortalidade, incluida nalista de patdgenos que representam ameaca
@ saude publica. A identificacdo precisa e de curta duragdo é fundamental na escolha terapéutica adequada diminuindo,
assim, o uso indiscriminado de antimicrobianos e proporcionando um tratamento eficaz. Desse modo, a técnica MALDI-
TOF MS tem o potencial de substituir ou complementar técnicas convencionais de identificacdo microbiana, reduzindo,
0 tempo para obtencdo de resultados. Apesar do custo significativo do instrumento, os gastos operacionais e reagentes
sdo menores que os de outros métodos convencionais, tornando esta tecnologia uma importante ferramenta para a
rotina clinica.
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Introduccion: Helicobacter pylori es un bacilo Gram negativo asociado a enfermedad gastroduodenal. Diversos
estudios han demostrado que la resistencia antimicrobiana perjudica significativamente la eficacia en la erradicacién
de la infeccion por H. pylori. La resistencia en H. pylori se determina por la concentracién minima inhibitoria y uno
de los métodos es el epsilémetro (E-test). La resistencia a claritromicina es el resultado de mutaciones en el ADNr
23S, vy la resistencia a levofloxacina es consecuencia de mutaciones en la ADN girasa. Para el afo 2009 se publicé
el primer estudio sobre la susceptibilidad in vitro a los antimicrobianos metronidazol, amoxacilina, tetraciclina y
claritomicina en los aislamientos de H. pylori de la zona cafetera, en donde se reportd resistencia a claritromicina
(3,8%) y metronidazol (83%). Las mutaciones asociadas a la resistencia a claritromicina en los aislamientos fueron
A2143G y A2142G. Objetivo: Determinar la resistencia antimicrobiana de H. pylori en aislados de pacientes dispépticos
del Eje Cafetero y las mutaciones asociadas. Metodologia: La susceptibilidad antimicrobiana fue realizado por E-test
para metronidazol, claritromicina, amoxicilina, tetraciclina, levofloxacina y rifampicina en 61 aislamientos de H.
pylori. Los aislamientos resistentes a claritromicina y levofloxacina se les realizé secuenciacidn de un segmento de los
genes del ADNr 23S y la ADN girasa para detectar las principales mutaciones asociadas a resistencia. Resultados: En
los 61 aislamientos se presento resitencia a metronidazol (77%), claritromicina (8%), levofloxacina (25%) y rifampicina
(13%). En los aislamientos resistentes a claritromicina, se detectd la mutacidn A2143G. En los aislamientos resistentes
a levofloxacina, se detectaron mutaciones individuales (N871/V89D/Y90C/D91G/D91N), dobles (V89A/Y90A) y triples
(V89A/Y90C/D91M). Conclusiones: Con respecto al primer estudio realizado en el Eje Cafetero se presentd un aumento
en la resistencia a claritromicina y por primera vez se reportan en la zona aislamientos resistentes a levofloxacina
y rifampicina. La resistencia a metronidazol se conserva sin mayores modificaciones, de la misma manera que la
resistencia a amoxacilina y tetraciclina que aun es nula. En la mayoria de los aislamientos resistentes a claritromicina
o levofloxacina se detectaron las mutaciones comunmente reportadas, aunque no en todos los casos se establecié la
mutacidn asociada a la resistencia.
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Abreu Helenita K, Hellwig Alessandra Helena S?, Oliveira Henrique T, Sousa Betina SA?, Pezzi Eduarda H?, Tavares Priscila
L?, Ribeiro Amanda C, Simone Merkel®, Daiane Heidrich?, Zanette Régis A%, Maria Lucia Scroferneker®. ) Departamento
de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre, BR. @
Laboratdrio de Fungos Patogénicos, Medicina: Ciéncias Médicas, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS),
Porto Alegre, BR. ® Departamento de Farmacologia, Ciéncias Bioldgicas: Farmacologia e Terapéutica, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre, BR. ¥ Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia,
Medicina: Ciéncias Médicas, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre, BR.

A esporotricose é uma doenca infecciosa créonica de humanos e de animas associada a implantacdo traumatica do fungo
Sporothrix spp. E classificada como a micose subcutdnea mais comum na América Latina. O tratamento preconizado
mais frequente é o itraconazol, porém ha diversos relatos de resisténcia ou recidiva da infecgao, necessitando outras
abordagens terapéuticas. Para diversos processos celulares e bioldgicos sdo necessarios diferentes elementos, como
é o caso do ferro, sendo assim é possivel encontrar estudos que associam o ferro com a patogenicidade de diversos
fungos. O deferasirox pode vir a ser um aliado no tratamento da esporotricose, visto que é um quelante de ferro,
nutriente necessdrio para desenvolvimento de alguns microrganismos. Para avaliar a taxa de crescimento de Sporothrix
spp. quando exposto ao ferro, foi realizado um ensaio de redugdo com 2, 3- bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium-5-carboxanilide (XTT). Foram utilizados 5 isolados de Sporothrix schenckii e 5 isolados de S. brasiliensis.
Todas as cepas utilizadas no estudo, previamente identificadas por métodos moleculares, foram cultivadas em tubos
contendo meio agar batata dextrose para a inducdo de formacdo de conidios, por sete dias a 35 2C. Em triplicata, foi
realizada a dilui¢do de suspensdes contendo 10% conidios/ml em 1 ml do meio RPMI 1640 contendo 128 pg/ml de
deferasirox ou ferro (FeCl3) nas concentragdes de 0,0625% e 0,125%, que foram incubados a 35 °C sob agitacdo. Como
controle negativo, foi usado RPMI puro. Nos tempos 0, 24, 48, 72 e 96 horas, foi realizada a centrifugacdo dos tubos a
14000 rpm por 5 minutos. Em cada tubo, o sobrenadante foi removido e ao pellet 1 ml de PBS contendo 1 mg de XTT
e 0,17 mg de menadiona foi adicionado. Os tubos foram incubados a 35 °C por 1 hora e a absorbancia foi medida em
espectrofotdmetro no comprimento de onda de 405 nm. Foi possivel verificar que, quando exposto ao deferasirox,
ocorreu um menor crescimento de Sporothrix spp. em comparacao ao RPMI puro. Por outro lado, os grupos contendo
ambas as concentrac¢des de FeCl3 (0,0625% e 0,125%) apresentaram um maior crescimento quando comparados ao
RPMI puro.

Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico (CNPq).
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Impacto sobre la resistencia bacteriana intrahospitalaria de un plan de manejo de antibiéticos en cinco
hospitales del Departamento del Atlantico (Colombia) entre los afios 2015-2017

Orison Hernandez Gamez!, Oscar Camacho Romero?, Henry Gonzélez Torres®. ™ Grupo de Investigacidon en Farmacia
Asistencial y Farmacologia, Facultad de Quimica y Farmacia, Universidad del Atlantico, Barranquilla, CO. ¥ Grupo de
Investigacion Administracion & Gestion Farmacéutica, Facultad de Quimica y Farmacia, Universidad del Atlantico,
Barranquilla, CO. ® Departamento de Medicina, Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad Simon Bolivar, Barranquilla,
co.

Introduccidn. La resistencia bacteriana intrahospitalaria se ha convertido en un problema de salud publica que ha
disparado las alarmas a nivel internacional. La educacién en el manejo de los antibidticos es fundamental, ya que los
médicos son los responsables del uso correcto dentro de la institucién. El objetivo del presente estudio fue evaluar
el impacto del plan de manejo de antibiéticos en relacion a la disminucién del consumo y las tasas de resistencia en
hospitales del Departamento del Atldntico. Metodologia. Se incluyeron cinco hospitales de medianay alta complejidad,
se revisaron los reportes microbioldgicos de los antibiogramas y los porcentajes de resistencia del afio anterior a la
implementacion del plan de manejo, estos mismos datos fueron evaluados después de la implementacion del plan.
Obteniendo los datos del mes_01 hasta el mes_12 para el periodo_01 (pre-programa) y del mes_01 al mes_12 del
periodo_02 (post-programa). Los datos fueron agrupados por frecuencia absoluta y frecuencia relativa, y para hacer
las comparaciones entre periodos se utilizd una prueba de contraste de medias, siendo esta t-student 6 U-Wilcoxson,
dependiendo si los datos tenian una distribucion paramétrica o no paramétrica, respectivamente. Resultados. En
las 5 instituciones se aislaron un total de 75 microorganismos, todos en ambos periodos. Los mds representativos
fueron Escherichia coli (27%), Klebsiella pneumoniae (13%), Pseudomonas aeruginosa (13%), Staphylococcus aureus
(8%), Proteus mirabilis (4%) y Enterobacter cloacae (4%). Se realizaron pruebas de resistencia frente a 43 antibidticos.
Aquellos que presentaron el mayor porcentaje de resistencia para el Periodo_01 fueron E. coli (25,61%), P. aeruginosa
(17,73%), K. pneumoniae (13,78%), E. cloacae (6,65%) y S aureus (5,97%) para el Periodo 02 E. coli (29,05%), P. aeruginosa
(16,17%), K. pneumoniae (13,24%), S aureus (6,40%) y E. cloacae (5,47%). Al comparar los porcentajes de resistencia, se
encontré que fueron significativamente menores los del Periodo_02 (p-valor < 0,05). Conclusidn. El plan de manejo de
los antibidticos en las instituciones participantes tuvo un impacto favorable, debido a la disminucidn de la resistencia
bacteriana observada.
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Widespread of highly similar Yersinia enterocolitica strains in Brazil

Martins Bruna TF, Grossi Juliana L, Yamatogi Ricardo S1, Luis Augusto Nero'. ® Departamento de Veterinaria,
Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, BR.

Yersinia enterocolitica is widely distributed in the world, and pigs are considered as the main reservoirs of pathogenic
strains for humans. Enterocolitis caused by Y. enterocolitica is a gastrointestinal disease acquired by the oral-fecal route,
which is often associated with consumption of pork products. Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) technique is
the gold standard for epidemiological investigations, allowing the tracking of specific pathogenic strains involved in
food poisoning outbreaks. This study aimed to characterize the genetic profiles and the distribution of Y. enterocolitica
obtained from different sources and Brazilian states. Y. enterocolitica isolates (n = 75) from slaughtered pigs, environment
and human clinical samples were obtained from previous studies and FIOCRUZ culture collection, and subjected to PCRs
reactions targeting 16s rRNA, inv and ail for species confirmation. Isolates confirmed as Y. enterocolitica were subjected
to PFGE (using Xbal) and the obtained genetic profiles were compared using the software BioNumerics, based on Dice
coefficient with 5% of tolerance and similarity higher than 80%. PFGE showed a high similarity (90 to 100%) amongst
isolates from different sources and states, and 5 major clusters were formed: Cluster | presented 14 isolates and 2
pulsetypes, being all from Minas Gerais; Cluster Il presented 14 isolates with multiples pulsetypes, different states and
sources; Cluster Il presented 11 isolates from 6 states; Cluster IV presented 31 isolates from Minas Gerais, Sdo Paulo
and Paran3, all obtained from pigs; Cluster V presented 5 isolates from pigs and environment. It was possible to identify
isolates obtained from clinical samples from different states with identical genetic profiles to isolates obtained from pigs,
also from different states. The study demonstrated the high similarity amongst Y. enterocolitica isolates obtained from
different sources and states, and the wide distribution of specific pulsetypes. Isolates from clinical samples presented
high percentage of similarity with isolates from pigs, indicating their relevance as the original sources of pathogenic
strains for humans.

FIOCRUZ, FAPEMIG, CAPES, CNPqg, FUNARBE
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Qualidade higiénico-sanitaria de leite cru e queijos comercializados em municipios da regido médio norte
de mato grosso - Brasil

Pena Renata HR?, Filipe Freitas®, Castro Bruno G De!. ¥ Laboratério de Doencas Infecciosas, Instituto de Ciéncias da
Saude, Universidade Federal de Mato Grosso, Sinop, BR.

Produtos como leite e queijo ndo pasteurizados produzidos e comercializados por pequenos produtores é uma
realidade no Brasil mesmo com proibi¢cdes e/ou normas constantes na legislacdo, levando em muitos casos a producio
de alimentos sem condi¢bes higiénicas. Logo este trabalho teve por objetivo avaliar a qualidade higiénico-sanitaria
destes alimentos. Foram analisados leites e queijos produzidos artesanalmente e sem pasteurizacao provenientes de
municipios da regido médio norte de Mato Grosso adquiridos em feiras livres ou diretamente dos produtores. Todos
foram submetidos ao Teste de Niumero Mais Provavel (NMP) para deteccdo de coliformes totais e termotolerantes,
isolamento em Agar EMB e posterior identificacdo com testes bioquimicos para Escherichia coli. Foram analisadas
21 amostras de leite e 35 de queijo. A legislacdo brasileira ndo possui limite de tolerancia para leite cru, logo os
valores adotados para analise se basearam na legislacdo do leite pasteurizado. Das 21 amostras de leite 17 (80,95%)
apresentaram niveis de NMP/mL para coliformes termotolerantes acima do permitido pela legislacdo (4 NMP/mL). No
que diz respeito aos coliformes totais 18 (85,71%) apresentavam um numero igual ou maior que 1600 NMP/mL. Entre
as 21 amostras avaliadas 17 (80,95%) apresentaram crescimento de Escherichia coli. Dentre os queijos analisados dois
passaram por processo de cozimento sendo entao classificados como queijo tipo Mucarela, os demais correspondiam a
gueijos Minas Frescal (QMF). Os queijos mugarela apresentaram-se dentro dos padrdes para coliformes termotolerantes
e totais (até 1000 NMP/g). Dentre as 33 amostras de QMF 23 (69,70%) apresentaram valores superiores ao permitido
para coliformes termotolerantes (500 NMP/g) porém, 100% deles apresentaram nimero de coliformes totais igual ou
maior que 1600 NMP/g. Das 35 amostras de queijos analisadas, 31 (88,57%) apresentaram crescimento de Escherichia
coli. A quantidade de coliformes totais e termotolerantes em alimentos indicam as condi¢des higiénico-sanitarias na
producdo ou pds producao, ja a Escherichia coli indica contaminacao fecal em alimentos in natura. A pesquisa mostrou
que 80,95% dos leites e 65,71% dos queijos apresentam condicdes higiénico-sanitaria abaixo dos niveis aceitaveis
para o consumo humano. Devem portanto ser considerados possiveis fontes de agentes patogénicos entéricos para a
populacdo consumidora destes alimentos.

Sob auspicios da CAPES.
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Incidéncia de fumonisinas totais em hibridos de sorgo (Sorghum bicolor l.) cultivados em diferentes
ambientes

Barbosa Mariana P!, Queiroz Valéria AV?, Da Silva Dagma D3, Da Concei¢do Renata RP*, Miguel Rafael A2, Junior Osmerio
P®, Dion Paulo E®. ™ Departamento de Engenharia de Alimentos, Universidade Federal de S3o Jodo del-Rei, Sete Lagoas,
BR. @ Laboratério de Seguranga Alimentar, Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, BR. ¥ Laboratério de Fitopatologia,
Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, BR . ¥ Departamento de Microbiologia, Universidade Federal de Minas Gerais,
Belo Horizonte, BR. ® Melhoramento Genético, Dow Agrosciences Industrial Ltda, Jardindpolis, BR.

As fumonisinas constituem um grupo de micotoxinas produzidas por fungos do género Fusarium que podem acarretar
edemas pulmonares em suinos, leucoencefalomaldcia em equinos e cancer de eséfago e defeito no tubo neural
em humanos. O sorgo, cultivado no Brasil principalmente para alimentacdo animal, tem sido também desejavel na
alimentacdao humana por ser isento de gluten e rico em compostos bioativos que podem promover a saude humana.
Adicionalmente, ha relatos de que a incidéncia de fumonisinas é menor no sorgo comparado ao milho. Assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a incidéncia de fumonisinas totais em 33 amostras de sorgo provenientes de 11 hibridos
cultivados em trés diferentes ambientes: Conceicdo das Alagoas (A1), Indiandpolis (A2) e Jardindpolis (A3), municipios
do Estado de Minas Gerais, Brasil. Os grdos foram homogeneizados, secos em estufa (652C/ 96 h), moidos e armazenados
a-18 C até anadlise. As fumonisinas totais foram extraidas em solu¢do metanol:agua (80/20), purificadas em colunas de
imunoafinidade FumoniTest® e quantificadas em Fluorimetro (VICAM) série 4. O teor de fumonisinas variou entre 0,043
ug g-1 (hibrido 1G244 em Al) e 1,315 pg g-1 (hibrido DBK550 em A2), com média geral de 0,479 pg g-1. Houve efeito da
interacao hibrido vs ambiente. No ambiente A3, ndo houve diferenca significativa nos teores de fumonisinas entre os
hibridos, os quais variaram de 0,210 a 0,760 pg g-1. Em Al e A2, os teores variaram entre 0,043-0,875 e 0,215-1,315 ug
g-1, respectivamente. O hibrido 1G100 apresentou o maior teor em Al (0,875 g g-1) e o menor teor em A2 (0,215 pg
g-1). Embora todas as amostras estivessem contaminadas, os teores de fumonisinas foram inferiores aos encontrados
na literatura para o milho no Brasil, os quais variaram entre 1,63 e 25,69 pg g-1 segundo revisdao de literatura. Dessa
forma, os resultados obtidos corroboram com relatos de que o uso do sorgo na alimentacdo podera gerar impacto na
seguranca alimentar.

Embrapa Milho e Sorgo
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Respuesta diferencial a nivel fenotipico y transcripcional de cepas de Listeria monocytogenes cultivadas
en frio y expuestas a cobre

Ana M Quesille-Villalobos!, Angel Parra?, Patricia Gallardo!, Magaly Toro?!, Fabian Agliero?, Angélica Reyes-Jaral.
) Laboratorio de Microbiologia y Probidticos, Instituto de Nutricidn y Tecnologia de los Alimentos, Universidad de Chile,
Santiago, CL.

Listeria monocytogenes (Lm) es un patégeno transmitido por los alimentos y causante de listeriosis. Lm es una
bacteria ubicua, psicrétrofa y resistente a sanitizantes. Hoy, el uso de cobre como antimicrobiano constituye una nueva
estrategia de control. Sin embargo, los mecanismos moleculares de Lm para enfrentar la combinacidn de cobre (Cu) y
frio alin no estan claros. El objetivo fue evaluar el efecto de la exposicién a Cu/82C sobre la proliferacidn y la respuesta
transcripcional de Lm. Se evalué el efecto combinado de diferentes concentraciones de Cu a 82C sobre la proliferacién
de 6 cepas de Lm. Desde un analisis de microarreglos de la cepa List2-2, fueron seleccionados 17 genes que responden
a Cu/829C. Estos genes fueron usados para evaluar la conservacion de la respuesta transcripcional en las cepas APA13-2 y
AL152-2A por qPCR a Cu/8°C. Ademds, se realizé la comparacion de los 3 genomas en base a sus categorias funcionales
(COG). El andlisis estadistico se realizd con el software-R. Las cepas de Lm presentaron diferentes capacidades de
proliferacién en Cu/89C, cuantificadas segin DO600nm maxima y velocidad de proliferacién. La cepa List2-2 presentd
mayor tolerancia a Cu/82C. A nivel de expresion, de los 17 genes seleccionados en List2-2, 3 no se detectaron en
APA13-2 y AL152-2A, 6 genes presentaron cambios significativos en su expresidn en respuesta a Cu/82C, conservando la
direccién del cambio observado en List2-2. Los 8 genes restantes solo cambiaron en List-2-2. Los genes de homeostasis
de cobre fueron sobreexpresados en las 3 cepas, este cambio se mantuvo por 24h. Sin embargo, en List2-2 los niveles de
expresion fueron significativamente mayor a las 6 y 24h de exposicion al metal respecto a las otras dos cepas. Ademas,
fue posible determinar diferencias entre sus genomas, identificando un mayor nimero de genes asociadas al transporte
y metabolismo de carbohidratos en List2-2 (COG: G). Se concluye que los niveles de expresion de los genes evaluados
tienen un bajo grado de conservacion entre cepas de Lm. Las particularidades en List 2-2 podrian ser las responsables
del mejor desempeiio frente a la combinacién de Cu y 82C que presentd esta cepa.

FONDECYT 1171575
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Efeito da irradiagcdo por feixes de elétrons no queijo Minas Frescal artificialmente contaminado com
Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) 0157:H7

Medeiros Raquel N*, Ramos Gustavo PA?, Silva Bianca MF%, Domingues Josiane R, Gonzalez Alice GM®. ¥ Departamento
de Bromatologia, Faculdade de Farmicia, Universidade Federal Fluminense, Niterdi, BR.

Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) 0157:H7 é um patdgeno associado a surtos de doenca de origem alimentar,
sendo o bovino seu principal reservatério. Caracterizado como alimento perecivel, o queijo Minas frescal (QMF)
apresenta grande potencial de risco de transmissdo de patégenos de importancia em saude coletiva, entre eles EHEC
0157:H7. O aperfeicoamento de novas tecnologias para conservac¢do de alimentos tem sido amplamente pesquisado,
sendo a irradiagdao uma das opg¢des mais convenientes. Este trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da irradiacao
por feixes de elétrons sobre o comportamento de EHEC O157:H7 em QMF artificialmente contaminado, armazenado a
4°C, e a estabilidade da fragdo lipidica do QMF. Trés amostras de QMF, artificialmente contaminado com 105 células de
EHEC 0157:H7 por grama, foram irradiadas nas doses de 1,0, 1,5 e 2,0 KGy. Como controle, foram utilizadas amostras
de QMF ndo contaminadas irradiadas e ndo irradiadas. A estabilidade da fracdo lipidica foi avaliada através da andlise
da concentragdo de substancias reativas com o acido tiobarbiturico (TBARS), a partir das amostras de QMF irradiadas
(1,0, 1,5 e 2,0 KGy) e uma amostra de QMF ndo irradiada. Os testes foram realizados em triplicata. As amostras de QMF
irradiadas apresentaram valores para coliformes totais e termotolerantes em acordo com as legislacdes. As amostras
de QMF artificialmente contaminadas e irradiadas apresentaram extensao da vida util em até dez dias, a 4°C. O numero
de unidades formadoras de colénia (UFC) de EHEC 0157:H7 foi reduzido em 2 log nas amostras irradiadas com 1,0
KGy, enquanto as doses de 1,5 e 2,0 KGy eliminaram EHEC 0157:H7 das amostras de QMF. Todos os queijos irradiados
apresentaram aumento no valor TBA (acido tiobarbiturico) ao longo dos 40 dias de armazenamento a 4 °C, porém a
amostra ndo irradiada apresentou a maior concentracdao de TBA, indicando que embora a irradiacdo possa contribuir
para a degradacdo da fracdo lipidica, outros fatores do alimento devem ser levados em conta. A irradiacdo por feixes de
elétrons no queijo Minas frescal se mostrou uma ferramenta vidvel e uma boa alternativa para garantir a seguranca e a
gualidade deste alimento, sendo eficaz no controle de EHEC 0157:H7.
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Listeria monocytogenes, estudio de su prevalencia en alimentos en la Region Metropolitana, Chile

Paula Ramos?, Luis Lopez?, Marcelo Ulloa3, Hector Fuenzalida®*, Maricel Vidal*. ¥ Accion Sanitaria, Control Sanitario
Alimentos, SEREMI de Salud RM, Santiago, CL. @ Ciencia de los Alimentos y Tecnologia Quimica, Ciencias Quimicas y
Farmaceuticas, Universidad de Chile, Santiago, CL. ® Nutricion, DIPOL, Ministerio de Salud, Santiago, CL. ¥ Laboratorio
de Salud Publica Ambiental y Laboral, SEREMI de Salud RM, Santiago, CL.

Introduccidn. Listeria monocytogenes es un patégeno que ha sido reportado como causante de brotes de enfermedades
transmitidas por alimentos en las Ultimas cuatro décadas a nivel mundial, en donde Chile no ha sido la excepcidn. Su
importancia radica en la gravedad de los cuadros clinicos que genera. Objetivos. Analizar la informacidn disponible
respecto de la presencia de L. monocytogenes en alimentos comercializados en la Regidon Metropolitana durante
los afios 2013, 2014 y 2015, utilizando los datos aportados por el Programa de Vigilancia Nacional de Patdégenos del
Ministerio de Salud y el Programa de Vigilancia Regional de la Seremi de Salud. Metodologia. Mediante la elaboracién
de tablas de datos con informacion de ambos programas de vigilancia, se obtuvo: 1.- La frecuencia de presentacién de L.
monocytogenes por tipo de alimento y 2.- La frecuencia de hallazgo del patédgeno segun si correspondia a una muestra
colectada en lugar de expendio o de elaboracién. Ademas, se revisé y discutio la actual normativa existente en el pais
y la internacional respecto de los programas de vigilancia para L. monocytogenes en alimentos. Resultados. Los grupos
de alimentos que presentaron mayor porcentaje de hallazgo del patédgeno fueron Comidas y Platos preparados, Carne 'y
productos cdrneos y Pescados y productos de la pesca. 2.- Se observé mayor porcentaje de muestras positivas en lugares
de elaboracién en contraste con lugares de expendio. Conclusion. Se propone considerar algunas recomendaciones
internacionales respecto de la frecuencia de la toma de muestra en ciertos alimentos, dependiendo del riesgo asociado
a la contaminacién con L. monocytogenes.

Ministerio de Salud, SEREMI de Salud Region Metropolitana, Chile.
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Cultivares de oliveira (Olea europaea L.) de diferentes origens e sua relagdo com a diversidade fenotipica
de rizobactérias promotoras de crescimento

Ramos Polianna Paula?, Silva Nara Pedrezzinit, Rogério Melloni®. ! Laboratério Cequam, Campus Prof. José Rodrigues
Seabra, Universidade Federal de Itajuba, Itajuba, BR

A busca pelos produtos provenientes da oliveira (Olea europaea L.) vem aumentando em todo mundo e o Brasil
encontra-se entre os maiores consumidores e importadores desses produtos, o que incentiva, ainda mais, estudos
relacionados ao seu cultivo. No Brasil, os estados que mais se destacam na producdo de oliveira sdo Minas Gerais e
Rio Grande do Sul, onde vém sendo desenvolvidos estudos e pesquisas com diferentes cultivares oriundas de outros
paises. A utilizacdo de rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCP) no processo de cultivo de oliveira
pode ser uma alternativa natural ao uso de insumos diversos. Essas rizobactérias sdo capazes de produzir horménio
indutor de enraizamento, como o acido indolacético (AlA), possuem capacidade de promover o crescimento das plantas
atuando como biofertilizantes, atuam na fixacdao e incorporacao de nitrogénio, no controle de pragas e patégenos, entre
outros. Em vista disso, o objetivo do presente trabalho é estudar o efeito de cultivares de oliveira de diferentes origens
na densidade e diversidade fenotipica-cultural de RPCP. Para isso, amostras de rizosfera de 11 cultivares de oliveira,
pertencentes a paises como Itdlia, Espanha, Brasil, Egito, Grécia e Siria, do banco de germoplasma da EPAMIG, Maria
da Fé-MG, Brasil, foram utilizadas para isolamento em meios de cultura especificos, sendo NFb para Azospirillum spp,
JNFb para Herbaspirillum spp. e LGI para Azospirillum amazonense, seguido de caracterizacdo fenotipica-cultural em
meio batata, com relagao a cor, consisténcia e diametro. As cultivares de oliveira apresentaram efeito significativo nas
RPCP isoladas dos meios de cultura JNFb e NFb, com destaque para as cultivares Alto D’oro (Espanha), Maria da Fé
(Brasil), Frantoio (ltalia), Koroneiki (Grécia) e Tafahi (Egito), nos respectivos meios. Apresentando valores entre log 5,93
a 7,13 de rizobactérias g/ solo seco. No entanto, os isolados apresentaram alta similaridade (entre 93% a 100%), com
diversidade de Shannon & Weaver variando entre 0,42 a 0,47 nos diferentes meios de cultura. Pode-se concluir que
houve efeito das cultivares na quantidade de rizobactérias, porém, essas mostraram alta semelhanca entre si.

Universidade Federal de Itajubd
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Identificacidn parcial de bacterias nativas con potencial uso como agentes de control bioldgico para
hongos fitopatégenos

Josinna Barahona?, Barbara Oliva?, Claudia Reinoso?, Javier Nufiez?, Miguel Castro.™ Ciencias Bésicas, Facultad de
Ciencias, Universidad Santo Tomas, Santiago, CL. ? Escuela de Agronomia, Facultad de Recursos Naturales y Medicina
Veterinaria, Universidad Santo Tomas, Santiago, CL.

Las enfermedades causadas por hongos fitopatégenos generan anualmente grandes pérdidas econédmicas al sector
agricola. Entre los mas agresivos se encuentran: Botrytis cinerea que afecta principalmente a vides; Monilinia fructicola
a carozos; y Phytophthora cinnamomi que causa serios dafios a la produccidn de nogales y paltos. Las estrategias de
control existentes se basan en el uso de fungicidas quimicos, que son potencialmente téxicos y de corta vida util dada la
constante aparicion de nuevas cepas resistentes. Actualmente, existe un creciente interés por el uso de controladores
biolégicos como alternativas o complemento a la aplicacién de productos quimicos para el manejo de enfermedades
en cultivos. Por esta razdn, el objetivo de nuestro trabajo es la busqueda e identificacién de bacterias nativas que
presenten actividad antifungica estable contra los hongos B. cinerea, M. fructicola y P. cinnamomi. Muestras de
suelo, tejidos vegetales y agua procedente de campos infectados con estos patdgenos, fueron sembradas en placas
con agar nutritivo e incubadas a 30°C por 24 horas, al cabo de las cuales se obtuvieron 40 aislados bacterianos. De
ellos cinco mostraron actividad antifungica estable in vitro contra al menos uno de los fitopatégenos de interés. La
actividad antifungica se detecté mediante ensayos de inhibicidn del crecimiento fungico en placas con agar nutritivo en
presencia de las bacterias evaluadas. Mediante el uso de técnicas microbioldgicas y moleculares se determind que tres
aislados pertenecen al género Bacillus. Posteriormente, se utilizardn estos microorganismos como principio activo de
un biofungicida para el control eficiente de los fitopatdgenos senalados anteriormente.
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Atividade antimicrobiana de bactérias lacticas isoladas do mel de abelhas sociais

Reis Nayara Alves?, Sodré Geni Da Silva?, Carvalho Carlos Alfredo Lopes De?, Norma Suely Evangelista Barreto?, Celso
Gabriel Vinderola®, Fabricio Chagas Sobrinho?. ¥ Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Bioldgicas, Biologia,
Universidade Federal do Recdncavo da Bahia, Cruz das Almas, BR. @ Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Bioldgicas,
Universidade Federal do Recéncavo da Bahia, Cruz das Almas, BR. ® Faculdad de Engeneiria Quimica, Universidad
Nacional del Litoral, Buenos Aires, AR.

Dentre os diversos substratos onde podem ser isoladas bactérias probidticas, as abelhas e os produtos da colmeia
tem demonstrado grande potencial devido a presenca de bactérias lacticas com capacidade para produzir substancias
antimicrobianas. A procura de novos antimicrobianos em produtos naturais e nichos ecolégicos ndo explorados
pode ser uma alternativa ideal ao uso de antibiéticos devido a emergéncia cada vez maior de bactérias patogénicas
resistentes. Assim esta pesquisa teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana de bactérias lacticas isoladas do
mel das abelhas Apis mellifera e Melipona scutellaris. A atividade antagonista das bactérias lacticas contra os micro-
organismos indicadores Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Listeria monocytogenes CERELA,
Staphylococcus aureus ATCC 43300 e Salmonella Enteretidis foi observada utilizando o método de “spot” em dagar. De
um total de 27 isolados de bactérias lacticas isoladas do mel de abelhas sociais, 20 isolados inibiram o crescimento de
E. faecalis e S. Enteretidis, 18 isolados inibiram E. coli, 17 isolados inibiram S. aureus e apenas dois isolados inibiram o
crescimento de L. monocytogenes. O tamanho do halo de inibicdo variou entre 10,58 - 45,50 mm; 12,87- 43,99 mm;
12,31-46,89 mm; 23,13 - 44,28 mm e 14,47 — 36,98 mm de diametro, respectivamente. A atividade inibitéria verificada
se deve a producdo de substancias antimicrobianas que teriam se difundido pelo agar e impedido o crescimento dos
micro-organismos indicadores. Bactérias do acido lactico podem produzir compostos metabdélicos antimicrobianos, tais
como acidos organicos, bacteriocinas, diacetil e perdxido de hidrogénio. Os resultados mostraram a possibilidade de
utilizar as bactérias lacticas isoladas de abelhas sociais como probidtico, uma vez que podem reduzir o risco de doencas
infecciosas.

Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - CAPES
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Ocorréncia do gene stx2 em cepas de Escherichia coli isoladas de preparagao puré de batatas destinada a
pacientes internados em um hospital universitario na cidade do Rio de Janeiro, Brasil

Chaves Carolina Relvas’?, Gomes Ohana Cardoso?, Andrade Jodo Ramos C?, Queiroz Mara Lucia Penna®. ¥ Departamento
de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, BR. @ Campus Campos Guarus, Instituto Federal de Educacg3o, Ciéncia e Tecnologia Fluminense, Campos
dos Goytacazes, BR.

Alimentos prontos para consumo estdo implicados na veiculacdo de microrganismos com potencial patogénico. A
Escherichia coli, pertence a microbiota intestinal dos seres humanos e animais é importante indicador de contaminacao
fecal recente e de condicbes insatisfatdrias de higiene no preparo dos alimentos. O subgrupo das E. coli diarreiogénicas,
possui atributos de viruléncia que possibilitam o envolvimento na etiologia de doencas gastrointestinais causadas por
agua e alimentos. As E. coli produtoras de toxina Shiga (STEC) merecem destaque por serem importantes patégenos
alimentares emergentes, associados a surtos e a casos isolados, que podem compreender desde diarrérias ndo
complicadas a colite hemorragica e sindrome urémico-hemolitica (HUS). O objetivo deste estudo foi investigar a
ocorréncia de genes de viruléncia relacionados a STEC e determinar o grupo filogenético em cepas de E. coli previamente
isoladas da preparacdo de puré de batatas da dieta elaborada na cozinha de um hospital universitario no Rio de Janeiro.
A escolha desta guarnicdo se deveu ao fato de ter boa aceitacao pelos pacientes e por ser geralmente prescrita aqueles
acometidos por patologias mais severas, bem como aos idosos e as criancas, devido a sua consisténcia pastosa. A
presenca dos genes relacionados a STEC, stx1, stx2 e eae, e a pesquisa do grupo filogenético, chuA, yjaA e do fragmento
TspE4C2, foi determinada por ensaios de PCR (reacdo em cadeia da polimerase). Os resultados obtidos mostraram que
88,9% (n=8) das cepas isoladas eram STEC pois apresentaram o gene stx2 isoladamente. Os genes stx1 e eae ndo foram
encontrados. Todas as cepas de E. coli (n=9) foram pertencentes ao grupo filogenético A. Estes resultados implicam a
preparacao de puré de batatas como veiculo de disseminac¢do de STEC aos pacientes internados no hospital e o grupo
filogentético A, relacionado a cepas comensais, sugere possivel contaminacdo proveniente de condi¢des inadequadas
de higiene na manipulagao do alimento.

Fundacdo Carlos Chagas Filho de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ)
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Potencial antagonista de bactérias acido laticas isoladas no leite de bufalas

Ribeiro Jaqueline Lamounier!, Poggiani Sabrina Santos?, Morais Dannyele Landuyt?, Lima Filho Elidio Barbosa?,
Fernandes Paulo Vinicius Neves?, Ferreira Marcia De Aguiar®. ¥ Laboratdrio de Analises de Leite e Derivados, Faculdade
de Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade de Brasilia, Brasilia, BR. ® Laboratério Analises de Leite e Derivados,
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterindria, Universidade de Brasilia, Brasilia, BR.

O grupo das bactérias acido laticas (BAL) desempenha um importante papel na producdo de laticinios, devido a sua
capacidade em agregar caracteristicas organolépticas aos derivados lacteos, prolongar o tempo de prateleira e promover
beneficios a saide humana. Diversas pesquisas comprovam o potencial antimicrobiano de BAL contra microrganismos
patogénicos. Considerando tais aspectos, o objetivo da pesquisa foi avaliar a atividade antimicrobiana da microbiota
l[atica de leite de bufalas frente aos principais microrganismos patogénicos em leite e derivados. 154 microrganismos,
provenientes de amostras de leite de bufalas coletadas em duas propriedades localizadas na regido Centro-Oeste, do
Brasil, foram caracterizados, quanto ao fendtipo, como BAL a partir de desenvolvimento em anaerobiose, em dgar Man
Rogosa & Sharpe (MRS) e, por meio dos testes de catalase e coloracdo de Gram. Para avaliar o potencial antagonista,
esses isolados foram submetidos a técnica spot-on-the-lawn, frente as cepas alvo Listeria monocytogenes (“Scott A”
ATCC 49594), Listeria monocytogenes (ATCC 7644), Staphylococcus aureus (ATCC 25293) e Salmonella Enteritidis (ATCC
13076). A formacdo de halos de inibicdo bem definidos (a partir 1mm) foram registrados como atividade antimicrobiana.
Dos 154 isolados, observou-se na microscopia 102 (66,2%) cocos; 49 (31,8%) cocobacilos e trés (1,9%) bacilos. A partir
da formacdo de halos de inibicdo, verificou-se que 117 (75,9%) isolados foram efetivos contra S. aureus; 112 (72,7%)
contra L. monocytogenes “Scott A”; 108 (70,1%) contra L. monocytogenes ATCC 7644 e103 (68,6%) contra S. Enteritidis.
Deve ser destacado que, 59 (38,3%) isolados manifestaram atividade antagonista contra todos os patdgenos. De
acordo com os resultados obtidos, constatou-se que esses isolados apresentaram expressivo papel na inibicdo dos
principais patégenos associados ao leite e seus derivados e que, por tanto, o uso dessas BAL poderao ser difundidas
no processamento de produtos ldcteos com o intuito de tornd-los mais seguros ao consumidor e livres de aditivos
guimicos. Para tanto, deverao ser melhores avaliadas com a realizagao de andlises genotipicas.
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Avaliagao da qualidade microbiolégica de magas (Malus domestica) cultivadas sob manejo convencional e
organicas comercializadas na cidade de Goiania - Goias, Brasil

Morais Gabrielly Gonzaga?, Luciana Casaletti’, Maitan Valéria Ribeiro*. Y Escola de Engenharia, Engenharia de Alimentos,
Pontificia Universidade Catdlica de Goias, Goiania, BR.

A maca é uma fruta muito apreciada em qualquer faixa etdria, possuindo diversos beneficios a saide como acdo
antioxidante e funcional, além de possuir uma série de nutrientes benéficos ao organismo. E cultivada, principalmente,
de forma convencional, mas também ocorre na forma organica. Devido a preocupacdao com os riscos a saude, além dos
efeitos indesejaveis ao meio ambiente, a utilizacdo dos organicos tem crescido entre os consumidores, e, portanto,
também é crescente o numero de fruticultores que estdo interessados na producdo organica de maca. Embora existam
varias pesquisas comparativas entre alimentos organicos e convencionais, no que tange a sua qualidade nutricional,
sdo escassos os trabalhos relacionados a seguranca microbioldgica, razdo pela qual foi realizada a presente pesquisa.
Utilizando técnicas triviais de laboratérios de microbiologia, 10 amostras de macd, sendo 5 cultivadas sob manejo
convencional e 5 organicas foram pesquisadas quanto a coliformes (totais e termotolerantes), pesquisa de Salmonella
sp/25g e contagem de bolores e leveduras. Os dados foram verificados quanto a sua conformidade de acordo com a
legislagao vigente. Os resultados mostraram uma variagdo na contagem de coliformes totais e termotolerantes variando
de <3,0 a 1,1 x 103 (NMP/g), como auséncia de Salmonella sp/25 g tanto para o cultivo convencional como para o
cultivo organico, apresentando uma amostra, em cada tipo de cultivo, fora do padrdo da legislacdo vigente. Embora a
legislagao ndao contemple para a contagem de bolores e leveduras esta foi realizada, visto que os fungos sdo considerados
potencialmente deteriorantes de frutas. Neste caso, observou-se que as contagens variaram entre 2,0 x 102 a 2,9 x 103
(UFC/g) para as amostras de cultivo convencional e 1,5 x 103 a 3,3 x 104 (UFC/g) nas amostras organicas. Neste ultimo
caso, ja esperado, visto que a adubacao é realizada com matéria organica que contém uma quantidade muito grande de
micro-organismos, comparada aos fertilizantes quimicos. Portanto, sugere-se um maior rigor na sanitizacdo de frutas,
visto que os fungos sdo 0s micro-organismos que mais contribuem na deterioragao, diminuindo o shelf-life do produto.

FAPEG - Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Goias
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Bacteriéfagos de Salmonella con amplio rango hospedero ¢Son una mejor herramienta para el biocontrol?

Dacil Rivera?, Maria Jesus Serrano®, Fernando Duefias3, Rodolfo Tardone3, Aziz Ramy K.* Christopher
Hamilton-West>, Andrea Moreno-Switt>.  Escuela de Medicina Veterinaria, Facultad de Ciencias de la
Vida, Andres Bello. ® Microbiologia de alimentos, Quimica y Farmacias, Universidad de Chile, Santiago, CL
® Escuela de Medicina Veterinaria, Facultad de Ciencias de la Vida, Universidad Andres Bello, Santiago, CL
® Department of Microbiology and Immunology, Faculty of Pharmacy, Cairo University, Cairo, EG. ©' Departamento de
Medicina Preventiva, Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile, Santiago, CL.

Los bacteriéfagos (fagos) han sido muy utilizados como agentes de biocontrol en diferentes alimentos. La principal
limitante de su uso para el biocontrol es la aparicién de resistencia bacteriana contra ellos. Los fagos de amplio
rango de hospedero podrian retrasar la apariciéon de mutantes resistentes (MR) a su accidon, ya que seleccionan una
frecuencia mas baja de MR o porque pueden superar facilmente la resistencia bacteriana. El propdsito de este estudio
fue comparar la frecuencia de MR de Salmonella Infantis (Sl) y sus cambios fenotipicos en respuesta a dos fagos del
género Felixovirus, uno de amplio rango-hospedero (vb_SI_SF20-2) y otro de estrecho rango-hospedero (vb_SI_QUI-
1). Ambos fueron secuenciados previamente y se caracterizaron por rango-hospedero y TEM. Se llevaron a cabo dos
ensayos independientes a 37°C con agitacion y MOI de 0,01. El ensayo A (EA) contenia SI (OD600 =1) y el fago vb_SI-
SF20-2, y el ensayo B (EB) SI (OD600 = 1) y el fago vb_SI-QUI-1. Se utilizaron tres controles 3 (TSB, TSB-fago, SI-TSB). Se
disefiaron partidores especificos para controlar los ensayos. Se tomaron dos muestras de 100 uL cada hora, durante 12
horas. La primera fue inoculada sobre agar semi-sélido (ASS)+TSA y la otra muestra se diluyo 10 veces, y se inocularon
sobre ASS+TSA, las diluciones 10-5 y 10-10. Para ambos ensayos se realizaron dos réplicas independientes. La eficiencia
de la formacion de placas (EOP) se calculd utilizando Sl después de 12 horas de incubacidon y fagos de tipo silvestre. En
ambos ensayos, se observo una frecuencia similar de MR desde la primera hora en las diluciones 5y 10. La EOP mostré
una reduccidn de 20-50% MR comparada con Sl silvestre, en EA y EB, y se presentd un cambio de rango-hospedero del
fago tipo silvestre a tiempo inicial y final en EA y EB. La morfologia de los fagos en el ensayo EA cambid, se observé un
aumento en el tamafo de la placa y disminucion de MR a diferencia del EB. Este es un estudio pionero que muestra
cambios fenotipicos en fagos con amplio rango-hospedero, lo que es informacion crucial para disefios racionales de
biocontrol.

FONDECYT Regular 1181167
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Bioencapsulacion de probioticos: una herramienta para la creacion de nuevos alimentos funcionales

Jorge Rocha?, Claudio Ahumada?, Apolinaria Garcia®. ¥ Microbiologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad de
Concepcién, Concepciodn, CL.

El mercado global de alimentos funcionales esta creciendo. Reporto ventas por USS 259 billones en el afio 2014 y se
espera ingresos por USS 378 billones en el afio 2020. El crecimiento de la investigacion probidtica se refleja en el nimero
de publicaciones, 147 en el 2000 y 1476 en el 2014. El uso de bacterias probidticas que proporcionan un beneficio a la
salud de las personas, incrementa el interés por parte de la industria de alimentos para integrarlos en su propuesta de
valor. Lactobacillus fermentum UCO 979-C es una bacteria probidtica anti Helicobacter pylori, esta ultima es el agente
causal de diversas patologias gastricas y el principal factor de riesgo para el desarrollo de cdncer gdstrico, Esta técnica de
bioencapsulado de una bacteria probidtica se define como un probidtico de tercera generacion y permite vehiculizar el
tratamiento al 6rgano diana y dosificar su liberacidn. En esta investigacidn se evalud la viabilidad de la cepa probidtica
Lactobacillus fermentum UCO-979C encapsulada en una matriz de alginato y carragenina %p/p (datos no mostrados)
al 2% peso volumen, encapsulado mediante tecnologia de boquillas de vibracién en el encapsulador Buchi b-395 pro.
Las capsulas con la cepa probidtica fueron expuestas a 5 tratamientos diferentes 5ml de: agua destilada, NaCl 0,9%p/v,
CaCl2 0,5M, jugo liquido de naranja comercial y gelatina de naranja comercial, estos fueron almacenados a 4°C y se
evalué la viabilidad de las células de Lactobacillus fermentum UCO 979-C los dias 0, 5, 15, 30 y 60. Mediante recuento
por micro-gota en placas con medio Man Rogosa Sharpe (MRS). Esta investigacién ha determinado un alimento en
el cual administrar un probidtico de tercera generacién para el tratamiento de Helicobacter pylori. De acuerdo al
consenso de Maastritcht 2016 toda persona que sea detectada con Helicobacter pylori debe recibir tratamiento. Las
posibilidades para la innovacién y desarrollo al bioencapsular probiéticos sienta nuevas bases en la creacidon de nuevos
alimentos funcionales que sobre su aporte nutricional posean la capacidad de inhibir microorganismos patégenos como
Helicobacter pylori. El mercado mundial de probidticos crece un 7% anual y se pronostica que alcanzara ventas de
USS50 billones el 2018.
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Pathotype and phylogroup characterization of diarrheiogenic Escherichia coli from pigs slaughtered in the
Minas Gerais States, Brazil

Natalia Romanholi?, Strolow Igor Martins?, Mello Bruno Gaspar?, De Araujo Jodo Paulo Andrade?, De Azevedo Everton
Cruz?, Martins Bruna Torres?, Nero Luis Augusto?, Yamatogi Ricardo Seiti2. ¥ Medicina Veterinaria, Mestrado - medicina
veterinaria, Universidade Federal de Vigosa. ® Medicina Veterinaria, Medicina Veterinaria, Universidade Federal de
Vigosa, Vigosa, BR.

The pork production chain generates more than one million Reais each year to the Brazilian economy, ranking the
country as one of the main exporters worldwide. Pork products are widely consumed worldwide, but it can carry
different biological hazards, like pathogenic strains of Escherichia coli, responsible for a variety of symptoms in humans,
such as by bloody diarrhea and renal failure. E. coli is characterized through different pathotypes based on a variety of
virulence factors, being eae and stx the main virulence related genes in strains isolated from foods. This study aimed the
identification of diarrheagenic E. coli, specifically Shiga-toxin producer E. coli (STEC), Enteropathogenic E. coli (EPEC),
Enteroaggregative E. coli (EAEC) and Enteroinvasive E. coli (EAEC) from pig feces. Feces from 120 pigs from a facility
in Minas Gerais State, Brazil, were collected using the swab technique. The samples were sown in agar MacConkey,
incubated at 37°C for 24h and 5 typical colonies were subjected to biochemical tests to identify. E. coli.The confirmed
isolates in the bacteria were subjected to a multiplex PCR targeting stx1/stx2, eae, ipaH and aggR for pathotype
identification. The positive isolates of the pathotypes were characterized to Clermont phylogroup identification (B1,
B2, A and D) based on a second multiplex PCR targeting chuA, yjaA, TspE4C2 and gadA. The Diarrheagenic E. coli was
identified in 12 (10.3%) pigs, and 17 isolates were confirmed by the multiplex PCR, representing 70.6% EPEC (12/17)
and 29.4% STEC (5/17). Based on the phylogroup characterization, EPEC isolates were categorized as B1 (3), B2 (6) and
A (3) and STEC isolates as B1 (1), B2 (3) and A (1). The study demonstrated the presence of diarrheagenic E. coli in the
pig feces, and EPEC as the predominant pathotype. Pathogenic strains of E. coli belonging to phylogroup B1 and B2 are
highly virulent, being a concern in any food chain. The presence of pathogenic E. coli in pig feces is worrisome, once it
can determine a cross contamination in the slaughtering, resulting in contamination of pork products meant for human
consumption.

Fundacdo de Amparo a Pesquisa de Minas Gerais - FAPEMIG, CAPES, CNPg and FUNARBE
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Prospeccgao de bactérias do acido lactico potencialmente probidticas isoladas a partir de leite e queijo
artesanal

Rotta Isabela Sguillal, Paiva Aline Dias?, Alves Bianca Aguiar?, Barbosa Celso Tadeu?, Pereira Fernanda Moreira?, Silva
Estela Ribeiro?, Basilio Amanda Queiroz?, Machado Alessandra Barbosa F*. ¥ Departamento de Microbiologia, Imunologia
e Parasitologia. UFTM, Universidade Federal do Tridngulo Mineiro, Universidade Federal do Triangulo Mineiro, Uberaba,
BR.

Introducao: Probidticos sdo micro-organismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, exercem
efeitos benéficos ao hospedeiro. As linhagens probidticas devem ser capazes de sobreviver as condicdes adversas
do trato gastrointestinal, como pH acido do estbmago e presenca de sais biliares no intestino. Objetivos: Isolar,
caracterizar e selecionar bactérias do Acido Lactico potencialmente probidticas de leite ndo pasteurizado e queijos
artesanais. Métodos: Foi realizado o isolamento de bactérias de amostras de leite e queijo artesanal em meio MRS
seguida da caracterizacdo morfotintorial e teste de catalase. Resisténcia ao pH d4cido e a presenca de sais biliares,
capacidade de inibicdo do crescimento de bactérias deterioradoras e patogénicas in vitro e o perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos amicacina, oxacilina, clindamicina, gentamicina e tetraciclina foram avaliados. Resultados: Quatorze
bactérias cocos Gram positivos e catalase negativos foram isoladas a partir do leite.Dentre os 22 isolados do queijo,
dois isolados cocos Gram positivos e catalase negativos foram selecionados para os testes subsequentes. No teste de
inibicdo do crescimento bacteriano, todos isolados apresentaram forte inibicao sobre os micro-organismos indicadores
Enterococcus faecalis, Enterococcus gallinarum, Enterococcus faecium, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Staphylococcus saprophyticus e Staphylococcus epidermidis. No perfil de sensibilidade aos antimicrobianos, todos os
isolados de leite e queijo apresentaram resisténcia a amicacina. Para os outros antimicrobianos, o perfil de sensibilidade
dos isolados variou entre sensivel, moderadamente resistente e resistente. No que se refere a resisténcia ao pH
acido, apds 120 minutos de exposicdo em MRS pH 3,5, todos os isolados do leite e queijo apresentaram aumento da
populacdo. Em relacdo a presenca de sais biliares, treze isolados do leite e dois do queijo apresentaram resisténcia apds
120 minutos de exposi¢ado em MRS contendo 0,3% de sais biliares. Conclusao: Os resultados sugerem que as bactérias
isoladas do leite e do queijo resistem in vitro as condi¢des adversas do trato gastrointestinal, no que se refere ao baixo
pH do estémago e a presenca de sais biliares no intestino, e sdo capazes de inibir micro-organismos potencialmente
patogénicos, caracteristicas essenciais a todas as linhagens utilizadas como probidticos. Experimentos adicionais estdo
sendo realizados visando melhor caracterizacao fisioldgica e genética desses isolados.
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Caracterizacion microbiolégica y metabolomica de compuestos volatiles asociados con aroma en
fermentaciones espontaneas de Theobroma cacao en el departamento Santander, Colombia

Claudia Sandoval-Lozano?, Luis Lépez-Giraldo'. ¥ Centro de Investigacion en Ciencia y Tecnologia de Alimentos,
Ingenieria Quimica, Universidad Industrial de Santander, Bucaramanga, CO.

La fermentacion de los granos de cacao es un proceso esencial para el desarrollo de compuestos asociados con el aroma
y sabor en el chocolate. No obstante, son pocos los reportes en los que se identifica la microbiota y los compuestos
volatiles que ella produce. Por lo tanto, es importante conocer la poblacién microbiana presente en la fermentacién
del cacao en los municipios con tradicién cacaotera del departamento de Santander, Colombia. El objetivo del presente
trabajo fue seleccionar cepas de levaduras autdctonas, con capacidad para metabolizar compuestos volatiles que le
confieran a los granos de cacao, caracteristicas sensoriales asociadas a percepciones frutales y florales. Para ello se
evaluod la dinamica de la poblacién microbiana (levaduras, bacterias lacticas y acéticas) presente en la fermentacion
espontanea de granos de cacao y se aislaron levaduras autéctonas para determinar su uso como cultivos iniciadores
en procesos de fermentacién dirigidos. El seguimiento de la fermentacién se realiz6 tomando muestras de grano
de cacao a una profundidad de 30 cm siguiendo un patron de diagonales cruzadas durante 6 dias. Para el recuento
de los microrganismos se realizaron diluciones seriadas hasta 10-6 por extensiéon en superficie y se cultivaron en
agar sabouraud, MRS y GYC. La identificacién de las levaduras se realizé por su morfologia y kits bioquimicos. Los
compuestos volatiles fueron identificados por microextraccion en fase sdélida con espacio de cabeza (HS-SPME)
acoplada a cromatografia gaseosa con detector de masas. Se encontraron poblaciones de levaduras entre 105 — 106
UFC/g, seguidas por la poblacion de bacterias lacticas y acéticas (103 — 104 UFC/g). Los principales géneros de levaduras
encontrados fueron Saccharomyces cerevisiae, Candida krusei, Candida apicola, Hanseniaspora sp y Rhodotorula sp. Se
identificaron hasta el 95% de los compuestos volatiles producidos por las levaduras, los cuales fueron asociados con la
aparicion de percepciones florales y frutales. Estos resultados muestran una sucesion de la microbiota presente en el
proceso de fermentacidn tradicional del cacao de la regidon de Santander, influenciada por las condiciones ambientales
y climatolégicas propias de la regidn e indican que las levaduras aisladas tienen potencial para ser usadas en procesos
de fermentacion dirigida.
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Alteracidon morfoldgica de hifas de Fusarium como indicativo del efecto de tratamientos antifuingicos

Scaglioni Priscila Tessmer?, Sibaja Karen Marimdn?, Freitas Cristina Hallal?, Garcia Sabrina Oliveira?, Eliana Badiale-
Furlong?. W Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos, Programa de Pds-Graduagdo em Bioquimica e
Bioprospeccdo, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, BR. 2 Escola de Quimica e Alimentos, Universidade Federal do
Rio Grande, Rio Grande, BR. ® Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, BR.

Los complejos de Fusarium son compuestos por distintos linajes/especies filogenéticas, que apenas la morfologia no es
capaz de distinguir. Sin embargo, el efecto de compuestos con actividad antifingica en la morfologia puede ser indicativo
de alteraciones en el metabolismo del hongo, pudiendo desencadenar la produccidon de sus compuestos tdxicos, las
micotoxinas. En este estudio se utilizaron extractos fendlicos de las microalgas Nannochloropsis sp. y Spirulina sp., asi
como el fungicida comercial tebuconazol, a fin de inhibir el desarrollo de la cepa CML 3607 perteneciente al complejo
Fusarium graminearum. Los diferentes principios activos fueron incubados en cajas de Petri con disco de micelio
fungico (diametro de 0,5 cm) en medio agar papa dextrosa, a 25°C con foto periodo de 12 h, totalizando 168 h. En el
tratamiento control se utilizd agua estéril en lugar de los principios activos. La alteracién morfoldgica del hongo al final
del periodo de incubacién fue analizada macro y microscépicamente. Fue utilizado un microscopio confocal Leica SP8. La
concentracion de ergosterol (componente de membrana celular fungica) fue determinada a fin de correlacionarse con
los efectos observados en la morfologia de las hifas. Comparando las caracteristicas microscépicas de las hifas formadas
en la biomasa con los diferentes tratamientos, las formadas en el tratamiento control fueron mds anchas y turgentes,
demostrando el desarrollo natural del hongo, siendo la concentracién de ergosterol igual a 295 pg g-1. Los tratamientos
con los extractos fendlicos de Nannochloropsis sp. y Spirulina sp. presentaron hifas mas finas, poco turgentes, con
paredes celulares mds espesas y septos mads definidos. Para estos tratamientos la concentracién de ergosterol fue igual
a 57y 30 ugg-1, respectivamente. La biomasa tratada con tebuconazol presento hifas finas y cortas, asi como también
mas compactadas, resultando en aproximadamente 4 pug g-1 de ergosterol. Estos hechos reflejan los efectos de los
fungicidas naturales y sintéticos en el intercambio de materia con el medio. Ademas, la mayor alteracion verificada en
el aspecto visual del hongo causada por el tebuconazol puede llevar al hongo a condiciones de estrés, resultando en la
produccion de sus metabolitos téxicos como forma de defensa.

Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (472633/2012).
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Resisténcia a colistina e beta lactamicos em enterobactérias isoladas na cadeia produtiva de frango de
corte

Cardozo Marita Vedovellil, Schocken-Iturrino Ruben Pablo? Borzi Mariana Monezi®, Natélia Pereira3, Avila Fernando
Antonio3. @ Veterinary Pathology-microbiology, Faculty of Agrarian and Veterinary Sciences-Jaboticabal Campus /
SP-Brazil, UNESP, Jaboticabal, BR. ¥ Veterinary Pathology-microbiology, Faculty of Agrarian and Veterinary Sciences-
Jaboticabal Campus / SP-Brazil, UNESP-Universidade Estadual Paulista-, Jaboticabal/SP, BR. ¥ Veterinary Pathology-
microbiology, Faculty of Agrarian and Veterinary Sciences, UNESP, Jaboticabal, BR.

A importancia da avicultura no Brasil é notéria, entretanto, a utilizacdo de antibiéticos como promotores de crescimento
neste setor pode ser o principal responsavel pelo crescente nimero de enterobactérias resistentes a uma grande
diversidade de antimicrobianos. E o maior problema deste fato é que o surgimento de novos recursos terapéuticos ndo
acompanha a evolucdo dos mecanismos de resisténcia bacterianas, tornando as infec¢des causadas por estas estirpes
um grave problema de saude publica. Baseado nisso, o presente trabalho teve como objetivo detectar a presenca dos
principais e mais atuais fatores de resisténcia, sendo eles: resisténcia a betalactdmicos, carpabenémico e colistina,
em enterobactérias isoladas em toda a cadeia produtiva de aves de corte. Foram realizadas as triagens fenotipicas
através da utilizacdo de antimicrobianos das 210 amostras analisadas (fezes e carne de frango), e entéo, realizadas as
PCRs para detecgao dos genes que conferem as diversas caracteristicas de resisténcia a antimicrobianos propostos.
Nenhuma das amostras analisadas apresentaram o gene que confere resisténcia a carbapenémicos (KPC), entretanto,
60 isolados foram positivos para os outros antimicrobianos testados, sendo 4 positivos para resisténcia a colistina
através do gene blaMCR-1; e em relacdo a resisténcia aos betalactamicos foram 15 positivos para os genes blaLAT-1 a
blaLAT-4, blaCMY-2 a blaCMY-7 e blaBIL-1; 46 positivos para blaDHA1 e blaDHA2; 2 positivos para blaFOX1 a blaFOX5b e
5 positivos para blaMIR-1T e blaACT-1. Sendo que esses positivos sdo amostras de fezes de frango e carne de frango.
A proxima etapa desse estudo serd avaliar amostras dos humanos que consomem e tém contato com esses animais e
entdo realizar analise de similaridade genética. Os nossos resultados contribuem para o conhecimento dos perfis de
genes de resisténcia mais frequentes desde a producdo do frango de corte do estado de S3ao Paulo até o seu consumo, e
mostrar a correlacao da existéncia de genes de resisténcia entre animais e humanos. Tais dados serdo fundamentais para
aumentar a consciéncia do risco potencial que essas bactérias representam para a salide humana, trazendo medidas
para reducdo do uso de antibidticos na producao avicola do pais.

CAPES-Coordination of Improvement of Higher Level Personnel
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Caracterizacion gendmica y fenotipica del Salmonella phage_sal3-like, indica que podrian utilizarse en el
biocontrol en carne de pollo

Maria Jesuts Serrano!, Dacil Rivera !, Fernando Duefias!, Andrea Moreno-Switt*. ™ Laboratorio de enfermedades
transmisibles, Ciencias para la vida, Universidad Andrés Bello, Santiago, CL.

Los bacteriéfagos (fagos) son virus que lisan especificamente bacterias, por lo que son utilizados para controlar bacterias
en alimentos. La carne pollo es uno de los alimentos de mayor consumo por lo que asegurar su inocuidad, resulta de
gran importancia. Fagos del tipo sal3 han sido secuenciados, pero no han sido aun clasificados taxonémicamente. El
objetivo de este trabajo fue identificar y caracterizar la resistencia de un fago sal3, para su uso como biocontrol en
carne de pollo. Se secuencié un fago aislado desde Salmonella Enteritidis. Se evalud la ausencia de genes de virulencia
y resistencia. Su estructura fue identificada por medio de microscopia electrénica de transmisiéon (TEM), a un aumento
de 105.000X y 80 kV. Se caracterizo la resistencia de este fago a condiciones ambientales (CA): i) temperatura (602C,
709C y -209C), ii) radiacién UV, iii) pH (2,5 y 10) y iv) NaCl (0,1M, 1M, 1,5M). El titulo inicial del fago fue de 108 UFP/mL.
Se expuso durante 20 minutos (min) a las CA mensionadas y se tomaron muestras cada 5 (min), en duplicado. Mediante
spot-test se observé el cambio del titulo. Finalmente, se realizé un desafio de vitalidad en matriz pollo (25g de pollo,
225 de buffer SM y 1% del fago) mantenido a 42C, se evalud el titulo durante 7 dias. Este fago tiene un genoma de 47
kb y % GC 46,11. No presenta genes de virulencia y de resistencia. La imagen TEM indica que perteneciente al orden
Caudoviral, con un tamafio de 100nm de largo y su morfologia corresponde a la familia Siphoviridae. La exposicidn a las
distintas temperaturas, tolerancia a NaCl y pH 2,5 no mostraron cambios de titulo. La exposicién a pH 10 aumento el
titulo a 1010 UFP/mL entre los 15 y 20 (min). La exposicion a UV generd disminucion del titulo a 106 UFP/mL entre los 15
y 20 (min) de exposicidn. En el ensayo en la matriz, el titulo disminuyd a 106 UFP/mL hasta el dia 4 en que se mantuvo
estable hasta el dia 7. Estas caracteristicas genédmicas y fenotipicas estables observadas indican sal3-like seria un buen
candidato como agente de biocontrol en carne de aves.

FONDECYT Regular 1181167
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Qualidade microbioldgica e pesquisa de Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC) na cadeia
produtiva do leite de vaca

Silva Cintia Borges?, Lopes Patricia Kraschinsk1, Gonzalez Alice Gongalves®. ¥ Departamento de Bromatologia, Faculdade
de Farmacia, Universidade Federal Fluminense, Niterdi, BR.

O objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade microbioldgica do leite de vaca na cadeia produtiva de uma cooperativa
do Estado do Rio de Janeiro, Brasil, através da contagem de bactérias aerdbias totais (CBT), contagem de coliformes e
contagem de estafilococos coagulase positivo (CoPS). Além disso, investigar a presenca de STEC e STEC O157:H7 nas
amostras de leite e nas fezes do gado bovino. Foram coletadas 100 amostras de leite cru, 10 amostras de leite pasteurizado
e 63 amostras de fezes, através de swab retal, do animal ordenhado. Para avaliar a eficiéncia da pasteurizagao foram
realizados os testes de peroxidase e fosfatase alcalina. A maioria das amostras (68%) de leite cru apresentou CBT
maior que 5 log UFC/mL, sendo classificadas, de acordo com a legislacdo brasileira, com condi¢cdes microbioldgicas
insatisfatorias. Das amostras de leite cru, 10% apresentaram contagem de CoPS acima de 5 log UFC/mL, indicando risco
potencial de intoxicacdo estafilocdcica, mesmo no leite pasteurizado, pois a enterotoxina uma vez formada no leite cru,
nao é inativada através do processo térmico de pasteurizacdo. Todas as amostras de leite pasteurizado apresentaram CBT
de acordo com a legislacdo brasileira, no entanto, 80% foram classificadas com condi¢des microbioldgicas insatisfatérias
por apresentarem coliformes totais e E. coli acima dos padrdes estabelecidos pela legislacdo. CoPS esteve presente em
20 % das amostras de leite pasteurizado. Considerando a eficiéncia do processo de pasteurizacao, devido a presenca
da enzina peroxidase ativa e da enzima fosfatase alcalina inativa, os resultados indicam contaminacdo do leite apds
pasteurizacdo. O gene stx foi detectado em 65% das amostras de leite cru e em 88,9% das amostras fecais. Nenhuma
amostra de leite pasteurizado apresentou o gene stx. STEC 0157:H7 foi isolada de 11,9% das amostras de fezes bovinas
stx-positivas. Todas as STEC 0157:H7 isoladas apresentaram os genes de viruléncia stx2c, eaey, tiry, espAy, espBy, ler,
iha, astA, E-hlyA e espP. A qualidade microbioldgica dos produtos lacteos estd diretamente relacionada a qualidade da
matéria-prima, com isso, é necessario a adequacao dos produtores rurais quanto a implementacdo de Boas Praticas
Agropecuarias, além da implementacdo das Boas Praticas de Fabricacdo pela industria de laticinios.

Fundagdo CAPES e FAPERJ.
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Cultivo de Shimeji aproveitando residuos domiciliares

Trasmonte Pedro A?, Ponte Amelia CE%, Machado Katia MG. ) Ciéncias Bioldgicas, UNISANTOS, Universidade Catdlica
de Santos, Santos, BR.

No Brasil, o consumo de cogumelos in natura é uma pratica pouco difundida na sociedade. O cultivo de cogumelos em
escala doméstica pode se revelar uma estratégia interessante para difundir a importancia nutricional dos cogumelos,
ao mesmo tempo que constitui um recurso terapéutico e contribui para a reciclagem de residuos produzidos
cotidianamente nas residéncias. Este trabalho teve como objetivos formular sistema de cultivo para Shimeji reutilizando
residuos domésticos e verificar a viabilidade de realizagdo das etapas de crescimento e frutificagdo do fungo na prépria
residéncia. O substrato de cultivo foi composto por mistura de 75% de borra de café e 25% de celulose obtida a partir
de filtro de café usado e caixas de ovos, enriquecida com gesso (2%), cal (1%) e farelo de trigo (5%), ajustada a umidade
para 60% e pH 8, fracionada em 10 porcdes iguais, acondicionada em sacos plasticos e autoclavada. As amostras foram
inoculadas com micélio de Pleurotus (spawn) previamente desenvolvido em grdos de trigo e arroz (5 amostras cada)
e, ha sequéncia, guardados ao abrigo da luz até sua total colonizagdo. Duas amostras controle foram montadas sob as
mesmas condicdes, inoculadas com spawn de trigo obtido de produtor licenciado. A inducdo da frutificacdo foi feita
por choque térmico (24 h em geladeira a 50C), aumento de ventilacdo e iluminacdo (12 h). A umidade foi controlada
diariamente. Observou-se influéncia do spawn no desenvolvimento micelial. No 140 e 280 dias de incubagao, foi
observada total colonizacdo dos sistemas inoculados com spawn de trigo e de arroz, respectivamente. A frutificacdo
foi obtida apenas no sistema inoculado com spawn de trigo: a partir do 520 dia na amostra controle e, nas amostras
domeésticas, a partir do 63 dia. Ambas com pouquissimos primodrdios. Os resultados evidenciam a possibilidade da
reutilizacdo de residuos domésticos para o cultivo em pequena escala, contudo novos estudos serdo realizados visando
avaliar a viabilidade do cultivo de Shimeji com outras alternativas de esterilizacdo sem autoclave e melhores formulacdes
de substrato em busca de maior produtividade. A producdo e o cuidado caseiro mostram-se importantes ferramentas
para o fortalecimento da conexao do homem urbano com a natureza.

UNISANTOS - Universidade Catdlica de Santos
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Vitamina B12: Un posible mecanismo de defensa utilizado por Listeria monocytogenes frente a estrés por
cobre y bajas temperaturas

Leonardo Vasquez-Camus?, Ana Maria Quesille-Villalobos?, Particia Gallardo?, Patricia Madrid®, Angélica Reyes-Jara. ¥
INTA, Universidad de Chile, Santiago, CL.

Listeria monocytogenes (Lm) es un patogeno transmitido por alimentos causante de Listeriosis en humanos. Esta
bacteria es capaz de proliferar a temperaturas de refrigeracion y resistir altas concentraciones de sal y dcidos orgdnicos,
estrategias usadas por la industria para controlar la proliferacion de microorganismos. Las propiedades antibacterianas
del cobre son reconocidas y tienen un potencial para ser aplicadas en el control de patégenos. En nuestra investigacion,
hemos observado que la capacidad anti-Lm del cobre se ve potenciada a bajas temperaturas (8°C). Previamente,
mediante ensayos de microarreglos fue posible identificar que algunos genes relacionados a la sintesis de vitamina-B12
se sobreexpresan en Lm expuesta a Cu/8°C. Se ha descrito que la vitamina-B12 actia como co-factor enzimatico y posee
un rol antioxidante en otras especies bacterianas. Nuestro objetivo fue evaluar el efecto del cobre sobre la expresion de
los genes relacionados a la sintesis de vitamina-B12 en Lm expuesta a 8°C. Mediante analisis in sillico se identificaron
los genes que participan en la biosintesis de vitamina-B12 en Lm cepa List 2-2 y, por qPCR, se cuantificé la expresién de
genes seleccionados después de la exposicidn a Cu/8°C (control 8°C) durante 1, 6 y 24 horas. En List2-2 se identificaron
19 genes correspondientes a la biosintesis de vitamina-B12 que conforman el operén-Cob. Entre los genes identificados
cobA, cobQ y cobsS, codifican para proteinas claves del proceso de la sintesis de vitamina-B12. Ademas, rio arriba del
operén-Cob, se identificd eutV un activador transcripcional de los genes del metabolismo de etanolamina, molecula
cuya utilizacion es dependiente de vitamina-B12. A las 6 y 24 horas de exposicién a Cu/8°C se observd un aumento
significativo en la expresion de los genes cobA, cobQ, cobS y eutV, no obstante la mayor expresion de los genes se
detectd a las 6 horas. En conclusion, es posible que la vitamina-B12 posea un rol en la proteccién de Lm cuando es
expuesta a la combinacion de frio y cobre, lo cual permitiria al patdgeno persistir bajo esta condicidn de estrés. La
siguiente etapa serd comprobar el rol de estos genes en la persistencia de Lm a través del disefio de mutantes.

FONDECYT Regular 1171575
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Efectos de la temperatura, rayos ultravioleta y tiempo de exposicion sobre la carga microbiana en hojas
de coca (Erythroxilum coca)

Milenka Velasco!, Maribel Lopez®. ¥ Santa Cruz, Ciencias Agricolas, Universidad Auténoma Gabriel René Moreno, BO.

El uso de hoja de coca (Erythroxilum coca) supera los 3 millones de habitantes en Bolivia, siendo que tres de cada
diez personas utilizan esta hoja considerada milenaria en los paises andinos para el acullico tradicional. Estas suelen
presentar microorganismos del suelo, de heces de animales provenientes del manipuleo en la cosecha, la elaboracidn,
transporte y almacenamiento hasta su comercializacién. Es de esta forma un sustrato favorable para la contaminacién
por bacterias y hongos. El objetivo del estudio fue la deteccién e identificacion de microorganismos indicadores de las
condiciones higiénicas sanitarias y patdgenos importantes a nivel alimentario para verificar de qué manera los diferentes
tratamientos fisicos (temperatura y radiacion ultravioleta) reducen la carga microbiana sin afectar la estructura de la
hoja, para reducir los posibles riesgos en la transmisidn de bacterias patdgenas durante su utilizacién. El muestreo
se realizé en dos puestos de mercado (La Ramada y Alto San Pedro) de la ciudad de Santa Cruz. La metodologia es la
recomendada por I.C.M.S.F. (Comisién Internacional de Especificaciones Microbiolégicas para los Alimentos), aplicando
agentes fisicos en diferentes tiempos de exposicion (diferentes temperaturas T1:40°C, T2: 50°C y T3: 60°C; tiempos de
radiacion 15’y 20°). Se lograron identificar diversas bacterias (Serratia rubidaea, Ewingella americana, Proteus mirabilis,
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus) y hongos (Penicillium notatun, Asperigillus niger, Fusarium
sp., Rhizopus sp. y Saccharomyces sp.) en cantidades que superan las normas de referencia de IBNORCA (NB 32003,
NB 32004, NB 32005). En ambos ensayos los tratamientos de temperatura y radiacién ultravioleta en combinacién
con diferentes tiempos de exposicién, redujeron la carga inicial de microorganismos entre 96 a 99%. Se evidencié que
los tratamientos con UV con 20 minutos de exposicién son mas dptimos y apropiados para reducir la carga bacteriana
preservando el aspecto y la calidad sensorial de la hoja de coca.
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Epidemiologia molecular aplicada a la vigilancia de patégenos transmitidos por alimentos en SEREMI
Salud de Santiago, Chile

Maricel Vidal*, Marcelo Ulloa?, Karina Rojas?, Cristina Mufioz?, Victor Riquelme?, Guillermina Riveros?, Daniel Aguirre®.
Laboratorio de Salud Publica Ambiental y Laboral, Seremi de Salud Regién Metropolitana, Santiago, CL. ¥ Departamento
de Nutricion, Division de Politicas Publicas, Ministerio de Salud, Santiago, CL.

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs), representan un importante problema de salud publica a nivel
mundial. En nuestro pais, la vigilancia ambiental de los agentes de ETAs se realiza de acuerdo a lo establecido en el
Reglamento Sanitario de los Alimentos. En este sentido, desde hace algunos afios el Ministerio de Salud (MINSAL), ha
impulsado una vigilancia de alimentos a nivel nacional dirigida a patégenos de importancia. El objetivo de este trabajo
fue verificar e implementar metodologias de confirmacién a través de reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) para
los patdgenos Listeria monocytogenes y Salmonella spp aislados desde alimentos. En el caso de L. monocytogenes se
considerd un protocolo de PCR multiple (PCRm) dirigido a la deteccion de genes de virulencia especificos (hly, prfA, inlA,
inIB), incluyendo el gen prs, comun atodas las especies del género Listeria. Para Salmonella spp. se considerd un protocolo
de PCRm para la deteccién del gen invA, comun para las especies del género y el gen spvA, especifico para el serotipo
Enteritidis. Los parametros considerados en la verificacion de ambas metodologias de PCR fueron reproducibilidad y
especificidad (inclusividad y exclusividad). La inclusividad se verificé a través de cepas de L. monocytogenes y Salmonella
spp. de referencia ATCC y aislamientos positivos de nuestro Laboratorio. La exclusividad fue analizada a través de cepas
de especies relacionadasy no relacionadas, de referencia ATCCy aislamientos negativos a L. monocytogenes y Salmonella
spp de nuestro Laboratorio. Para la reproducibilidad de los métodos, se realizaron 3 repeticiones independientes con
las mismas cepas (25 para L. monocytogenes y 30 para Salmonella spp), desarrolladas por 2 analistas distintos. Como
resultado se obtuvo para ambas metodologias un 100% de especificidad y reproducibilidad. Durante el desarrollo del
Programa Nacional de Vigilancia de patdgenos de los ainos 2016 y 2017, hemos realizado la confirmacién de 98 cepas de
Salmonella spp y 34 de L. monocytogenes. La implementacion de ambas metodologias nos permitid mejorar nuestros
tiempos de respuesta y especificidad y procesar un mayor nimero de muestras simultdneamente.

Ministerio de Salud, Secretaria Regional Ministerial de Salud RM
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Staphylococcus coagulase negativa presentes em queijo colonial: perfil enterotoxigénico e de resisténcia a
penicilina e meticilina

Vieira Tatiana Regina?, Caroline Pissetti?, Kroning Isabela Schneid®, Ausani Thais De Campos?, Lopes Graciela Volz?,
Marisa Cardoso?. Y Laboratdrio de Microbiologia e Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
BR. @ Medicina Veterinaria Preventiva, Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, BR.

Staphylococcus spp. coagulase negativa (CNS) tem emergido como patégeno oportunista e seu potencial como
carreador de genes que codificam enterotoxinas e/ou resisténcia a antimicrobianos ja foi documentado. Apesar disso,
sua pesquisa como causador de Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA) tem sido negligenciada. Sabendo que o
gueijo é o principal derivado lacteo associado a intoxicacdes alimentares, que a presenca de cepas enterotoxigénicas
do género Staphylococcus representa um perigo ao consumidor e, que poucos sao os estudos relacionados ao risco do
consumo de queijo colonial (produto tipico do Sul do Brasil), os objetivos deste estudo foram: identificar as espécies
de CNS, presentes em queijo colonial inspecionado; pesquisar a presenca de genes codificadores de enterotoxinas
classicas (SE), e de resisténcia a penicilina e a meticilina nas cepas isoladas. Foram analisadas 205 amostras de queijos,
adquiridas em Feiras e no Mercado Publico de Porto Alegre (Brasil). O isolamento inicial de Staphylococcus spp. seguiu
o protocolo ISO 6888-1:1999, adicionado da triagem fenotipica para CNS e identificagcdao genotipica. A pesquisa de SEs
foi realizada por amplificacdo dos genes sea, seb, sec, sed e see. Enquanto a resisténcia a penicilina foi avaliada a partir
da amplificacdo do gene blaZ e a resisténcia a meticilina confirmada pela pesquisa do gene mecA. Dentre as 59 colbénias
fenotipicamente compativeis com CNS foram identificadas treze espécies, sendo Macrococcus caseolyticus (40%) a
mais frequente. Das 35 cepas confirmadas genotipicamente como CNS, S. equorum e S. vitulinus foram predominantes.
O gene blaZ foi detectado em cinco cepas de CNS e em uma de M. caseolyticus, sendo relativamente mais frequente em
S. hyicus e S. epidermidis. O gene mecA nao foi detectado. Oito cepas de CNS amplificaram um ou mais genes para SE,
sendo seb o mais frequente (63,6%). Onze cepas apresentaram pelo menos um dos genes investigados tendo como mais
frequentes os perfis seb/blaZ (n=4) e blaZ (n=3). Sendo assim, foi possivel confirmar a diversidade de CNS nas amostras
analisadas, bem como a presenca de genes codificadores de enterotoxinas classicas e de resisténcia a penicilina. Tais
resultados chamam atencao para o possivel papel dos CNSs como reservatdrio desses genes em alimentos.
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Estandarizacion de método para la deteccion de bacterias termo-acidofilas (BAT) Alicyclobacillus spp.
productoras de guayacol en muestras de azucar

Katherine Viera. ¥ Santa Cruz, Ciencias Agricolas, Universidad Autonoma Gabriel Rene Moreno, BO.

Las bacterias termo-aciddfilas (BAT), presentan esporas y se desarrollan en medios acidos, producen un compuesto
llamado Guayacol; el cual es causante de alteracidn de las caracteristicas sensoriales (olor y sabor) de jugos. El género
Alicyiclobacillus spp, ha sido sujeto a estudio, debido al daio econdmico que causa a las empresas exportadoras de zumos
y otro tipo de bebidas. En Bolivia aun no se encuentra normado el analisis microbioldgico de este grupo bacteriano;
pero a nivel internacional esta presente dentro de los parametros de analisis de laboratorio, es mas; muchas empresas
realizan el andlisis a la materia prima (azucar) antes de utilizarla y evitar incurrir en grandes pérdidas econdmicas. El
objetivo del estudio es estandarizar una técnica para identificar Alicyclobacillus spp. BAT y bacterias productoras de
guayacol en el laboratorio de Microbiologia de la U.A.G.R.M. a partir de muestras de azlcar comercializadas en Santa
Cruz de la Sierra. Se realizaron tres muestreos con un total de 15 muestras, utilizando aislamiento en medio selectivo
YSG (PH 3.5), con metodologia de referencia AJFJA (Japan Fruit Juice Association, 2003). Se identificaron bacterias
termo-acidofilas y bacterias productoras de guayacol en dos de los tres muestreos de las especies (A. acidoterrestis y
A. acidocalcarius) mediante Test confirmacion por el método de temperatura diferencial de crecimiento (45 y 65° C).Se
obtuvieron valores entre 6 a 39 UFC/g en el primer muestreo y 1 UFC/g durante el segundo muestreo con un total de
40 % de muestras positivas al crecimiento de bacterias termoaciddfilas.

Laboratorio de Microbiologia Ambiental de la U.A.G.R.M.
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Qualidade microbioldgica da carne de jacaré-acu (Melanosuchus niger Spix, 1825) e jacaretinga (Caiman
crocodilus Linnaeus, 1758), oriundos da Reserva Extrativista Lago do Cunia, Rondonia, Brasil

Nogueira Wesclen Vilar!, Vervloet Alex Junior?, Pontuschka Rute Bianchini2. ¥ Laboratério de Micotoxinas e Ciéncia
de Alimentos - LAMCA, Programa de Pds-graduacdao em Engenharia e Ciéncia de Alimentos, Universidade Federal do
Rio Grande - FURG, Rio Grande - RS, BR. @ Laboratdrio de Analises Fisico-quimicas - LAFQM, Engenharia de Pesca,
Universidade Federal de Ronddnia - UNIR, Presidente Médici - RO, BR.

A criacdo e manejo de crocodilianos, tanto em criadouros quanto em unidades de conservacdo, é uma realidade em
diversas regides do Brasil, sendo a atividade estabelecida dentro dos padrdes legais e regulamentada pelo Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA). A obtencdo de informacbes relativas a
gualidade da carne de crocodilianos dentro da cadeia produtiva é necessaria, uma vez que o uso dessa fonte alimentar
de forma legal tem crescido no Brasil. Assim, o presente trabalho objetivou verificar a qualidade sanitaria de cinco
cortes (cauda, costela, isca, lombo e sobrecoxa) de jacaré-acu e jacaretinga capturados na Resex Lago do Cunig,
sendo avaliados os teores de bactérias psicrotroéficas, bolores e leveduras. As amostras foram obtidas no frigorifico da
prépria Resex. Foi empregado o método de plagueamento em superficie com os meios Nutrient Agar (psicrotroficos)
e Potate Dextrose Agar acidificado (bolores e leveduras). As analises foram feitas em quintuplicata. Como no Brasil
ndo ha padrbes microbioldgicos para bactérias psicrotroficas, considerou-se como referéncia os limites estabelecidos
pela Comissdo Internacional de Especificagdes Microbioldgicas para Alimentos (ICMSF). Ja para bolores e leveduras,
os padrdes utilizados foram o do Cédigo Sanitdrio do Estado de Sdo Paulo. A populacdo de bactérias psicrotréficas
variou de <1,0 a 2,82 log UFC/g e de <1,0 a 3,0 log UFC/g para jacaré-acu e jacaretinga, respectivamente. Para bolores
e leveduras, de <1,0 a 1,90 log UFC/g e de < 1,0 a 2,21 log UFC/g, respectivamente para jacaré-acu e jacaretinga. A
ICMSF recomenda que os psicrotréficos ndo ultrapassem 7 log UFC/g, de forma que todas as amostras analisadas
estiveram dentro desse padrao. Igualmente para bolores e leveduras todas as amostras apresentaram valores abaixo do
limite tolerado (3 log UFC/g). Conclui-se, portanto, que os baixos indices de contaminac¢do observados nos cortes estdo
relacionados a aplicacdo das Boas Praticas no frigorifico da Cooperativa da Reserva Extrativista Lago do Cunia.
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Virulence and antibiotic resistance profile of Salmonella spp. isolated from mesenteric lymph nodes of
pigs slaughtered in Minas Gerais, Brazil

De Azevedo Everton Cruz!, Romanholi Natalia Lourengo?, De Araujo Jodo Paulo Andrade!, Martins Bruna T. Furtado?,
Nero Luis Augusto?, Yamatogi Ricardo Seiti'. ¥ Departamento de Veterinaria, Medicina Veterinaria, Universidade Federal
de Vigosa, Vigosa, BR.

The widespread of antibiotic resistance in bacteria is considered a worldwide challenge for Public Health, being the
indiscriminate use of these substances in animal production one of the main reasons for this problem. Salmonella is
an important foodborne pathogen in the pork production chain, and it is highly susceptible to the development of
resistance to different classes of antibiotics, mainly due to the high use of antibiotics in different steps of pig production.
This study aimed the characterization of the virulence and antibiotic resistance profiles of Salmonella spp. obtained
from mesenteric lymph nodes from pigs. Lymph nodes samples from 100 pigs slaughtered in a facility located in Minas
Gerais state, Brazil, were obtained and tested for the presence of Salmonella spp. according FDA protocol. Suspect
isolates were identified by PCR (invA and ompC); Salmonella confirmed isolates were subjected to further PCRs targeting
virulence related genes (pefA, spvC, sipA, sopB, sefA, spaN, pagC, rpoS, spvB) and to disk diffusion assay to check
the resistance profiles against 12 antibiotics (Amoxicillin 20pg, Ampicillin 10ug, Azithromycin 15ug, Cefaclor 30ug,
Cefepime 30pg, Ciprofloxacin 5ug, Cotrimoxazole 25ug, Enrofloxacin 5ug, Florfenicol 30ug, Imipenem 10ug, Neomycin
30ug, Norfloxacin 10ug. Salmonella spp. were identified in 14 lymph nodes samples, and 30 isolates were confirmed
as Salmonella spp. and presented amplification products to pefA, sipA, sopB, spaN and pagC. Also, isolates presented
resistance to amoxicillin (15/30), ampicillin (16/30), azithromycin (2/30), ciprofloxacin (2/30), enrofloxacin (14/30) and
florfenicol (13/30); 12 isolates presented resistance to four classes of antibiotics, being characterized as multidrug
resistant. The study demonstrated the presence of Salmonella spp. in the pork production chain, as well as the virulence
and multidrug profiles of the isolates.

Acknowledgment: Funda¢do de Amparo a Pesquisa de Minas Gerais - FAPEMIG, CAPES, Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico — Cnpg and FUNARBE
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Virulence profile of multidrug resistance strains of Salmonella 1.4,5,12:i, S. Panama, S. Typhimurium and S.
Bovismorbificans

Strelow Igor Martins?, Possebon Fabio Sossai?, Furtado Bruna Torres M?, Nero Luis Augusto?, Yamatogi Ricardo Seiti®.
) Departamento de Higiene Veterinaria e Saude Publica, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia - FMVZ,
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho - UNESP, Botucatu, BR. ¥ Departamento de Veterinaria, Medicina
Veterinaria, Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, BR.

Salmonellaisimportantin foodborne diseases outbreaks around the world and the presence of multidrug resistant (MDR)
strains is a challenge to Public Health. Different food can disseminate the pathogen, like pork, poultry and vegetables,
and infection in humans occur by ingestion of contaminated food and treatment, when necessary, can be difficult due to
antibiotics resistance. Characterization of virulence factors helps to understand the disease pathogeny when an infection
is established. The aim of this study was to characterize the pathogenic profile of MDR Salmonella. A total of 31 strains
(resistant to at least 4 classes of antibiotics), serovars S.1.4,5,12:1 (n=10), S. Panama (n=6), S. Typhimurium (n=11) and
S. Bovismorbificans (n=4), isolated from Botucatu, Sdo Paulo, and previously tested against 15 antibiotics (ampicillin,
cefepime, cefotaxime, cefoxitin, ceftazidime, ceftriaxone, meropenem, aztreonam, amikacin, gentamicin, streptomycin,
nalidixic acid, sulfonamides, trimethoprim-sulfamethoxazole, chloramphenicol, and tetracycline). The strains were
subject to PCRs targeting virulence genes (pefA, spvC, sipA, sopB, sefA, spaN, pagC, rpoS, spvB). The virulence genes
found in MDR Salmonella were pefA (74,19% of the strains), spvC (32.25%), sipA; (100%), sopB (100%); rpoS (61.29%),
spaN (96.77%), spvB (19.35%) and pagC (100%). Associating the virulence profile, the isolates were divided in group
1 - those that presented up to 5 virulence genes and group 2 — those that presented 6 or more virulence genes. Group
1 corresponded to 38.70% of the isolates being of the serovars S. Typhimurium and S. 1.4,5,12: i. Group 2 corresponded
to 61,30% of the isolates belonging to S. Panama, S. 1.4,5,12:i and S. Bovismorbificans. The study demonstrated that
MDR Salmonella presented important virulence factors that provides the ability to infect a host. Besides, the serovars
S.Panama, S. |, 4,5,12: i and S. Bovismorbificans are the group that presented the highest number of virulence genes.

Acknowledgment: Fundag¢do de Amparo a Pesquisa de Minas Gerais - FAPEMIG, CAPES, CNPq and FUNARBE
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Deteccion de protozoos a partir de ADN en restaurantes escolares de la ciudad de Armenia

Hernandez Natalia M. Arango?, Mufioz Gloria D. Sdnchez!, Lora Fabiana Maria Suarez?, Alejandro Zamora?, Gdmez Jorge
E. Marin®. ™ Grupo de Estudio en Parasitologia Molecular, Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad del Quindio,
Armenia, CO. @ Grupo de Estudio en Parasitologia Molecular, Programa de Biologia, Facultad de Ciencias Basicas y
Tecnologias, Universidad del Quindio, Armenia, CO.

En el 2014, la FAO y la OMS, listan los principales parasitos transmitidos por los alimentos y que causan mayor
preocupacién en el mundo. Hasta la fecha no se ha reportado para Colombia un estudio sistematico de los pardsitos de
mayor importancia en salud publica que son transmitidos por alimentos que afectan la poblacion escolar. Se estudiaron
cinco protozoos considerados de mayor pertinencia para nuestro pais por su frecuencia e impacto en salud en poblacién
infantil: Toxoplasma, Giardia, Cryptosporidium, Cyclospora y Blastocystis. Se evaluaron diez restaurantes escolares
seleccionados al azar. Se diligenciaron encuestas y se tomaron muestras por triplicado de carne, vegetales, agua hervida,
jugo, agua de grifo, superficies vivas (palma de mano) e inertes, para un total de 213 muestras. Se realizaron procesos
de concentracion y extraccién de ADN. La identificacion de cada parasito se realizé por PCR convencional. La presencia/
ausencia se correlaciond con variables epidemiolégicas usando Ji cuadrado (P<0,05). Se reporté la presencia de ADN
de Toxoplasma en carnes (30,7%), Toxoplasma (15,3%), Blastocystis (10,8%) y Cryptosporidium (3,8%) en jugos, agua de
grifo, superficies, manipuladores. Este es el primer estudio que se realiza en Colombia donde se encuentra protozoos
en jugos, vegetales y superficies vivas.

Agradecimiento: Secretaria de Educacién y de Salud Municipal, COLCIENCIAS Contrato 41155
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Desarrollo de herramientas de aseguramiento metroldégico para la identificacion y cuantificacion de
Salmonella spp. por métodos basados en PCR

Carolina Villamil*, Martha Nancy Calderon?, John Emerson Leguizamon2.Y) Bogota D.C, Quimica, Universidad Nacional
de Colombia, Bogota D.C, CO. @ Grupo de Metrologia en Bioanalisis, Subdireccion de Metrologia Quimica y Biomedicina,
Instituto Nacional de Metrologia, Bogota, CO.

Salmonella spp. es uno los principales microorganismos causantes de enfermedades transmitidas por alimentos. Se ha
reportado que en Estados Unidos, la salmonelosis causa 400 muertes por afio. La deteccidon temprana de este patdgeno
es muy util en la industria para evaluar la calidad y la seguridad de los productos alimenticios, evitando que se generen
enfermedades transmitidas por alimentos. Las nuevas tecnologias moleculares de deteccién de microrganismos por
medios moleculares como la PCR en tiempo real y digital, permiten una deteccidén especifica basada en genes de
virulencia, disminuyendo los tiempos de respuesta y garantizando la calidad de los resultados. En el presente trabajo, se
han desarrollado dos herramientas metrolégicas para la deteccién de Salmonella spp. Por un lado la validacién de una
metodologia por PCR digital para la deteccidn y cuantificacion de este patdgeno en un intervalo entre 8 - 8000 copias/
uL, amplificando en modo duplex para los genes invA (requerido para la invasion de la bacteria a células epiteliales) y
locus ttr (implicado en la respiracion de tetrationato) y en modo simplex para el gen hilA (regulador transcripcional de
la familia OmpR / ToxR que activa la expresidn de genes del sistema de secrecidn tipo Il necesarios para la invasion). Se
evaluaron parametros como precisién, selectividad, limite de deteccidn y cuantificacidn. Por otra parte, se optimizd una
metodologia de cultivo con Salmonella Enteritidis ATCC® 13076 y extraccién de ADN a gran escala, para la produccion
de un piloto, candidato a material de referencia a nivel de ADN gendémico. Se obtuvo un ADN puro e integro, libre de
ARN y contaminacion con proteinas o sales y con rendimientos de 1330 ng/uL el cual ha sido caracterizado a nivel de
los estudios de homogeneidad y estabilidad a corto plazo con el método de medicién validado en la primera etapa
del proyecto. Los resultados de este trabajé permiten que se pueda mejorar la calidad de las mediciones en el drea
de inocuidad de alimentos en Colombia. Esto generard medidas trazables y mas sensibles, permitiendo disminuir los
limites y el tiempo de deteccidn de este patdgeno y asi poder cumplir con los estdandares internacionales.

Financiado por Division de Investigacion de la sede Bogota Universidad Nacional de Colombia (cédigo 37670),
COLCIENCIAS contrato 018-2017 UNAL-Instituto Nacional de Metrologia. Agradecimientos al Instituto Nacional de Salud
por su asesoria.
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Mycobiota in Chilean traditional chilli used for Merkén production
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Chemical Sciences and Natural Resources, Universidad de La Frontera, Temuco, CL.? Micoteca da Universidade do
Minho, Biological Engineering Centre, Universidade do Minho, Braga, PT. ® Facolta di Scienze Agrarie, Alimentari ed
Ambientali, Universita Cattolica del Sacro Cuore, Milano, IT.

In Chile, Capsicum annuum L. cv. “Cacho de Cabra” berry fruits are used for the manufacture of a traditional chilli
powder known as Merkén. The agricultural practices used by Merkén local producers are empirical and do not consider
the mycotoxigenic fungi prevention. Therefore, the main goal of this study was to identify the mycobiota and the
possible mycotoxigenic contaminations at different points in the Merkén production chain. Samples of C. annuum
were obtained from local farmers of the South Zone of Chile. Samples were collected: 1) just at the day of ripe fruits
harvest; 2) drying process; and 3) at the smoking process. Mycobiota were isolated on Petri plates of Malt Extract
Agar (MEA), Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar (DRBC) and Dichloran Glycerol Agar 18% (DG18). Isolated
fungal strains were identified using classical morphology and molecular biology techniques. For the classical taxonomy,
macro and micro morphology traits where assessed. For molecular identification, BLAST used B-tubulin (benA) and
Internal Transcribed Spacer (ITS) sequence were performed for all fungal strains. All sequences were compared with
the GenBank database. A total of 192 fungal strains belonging to 9 genera distributed among 206 different species
were identified. From these, 61 fungal strains were isolated from the chilli samples at the day of ripe fruits harvest (25
Penicillium, 14 Fusarium, 9 Alternaria, 7 Aspergillus and 6 others species). In addition, 46 fungal strains were found
after 1 month of harvest (24 Penicillium, 12 Aspergillus, 7 Alternaria and 3 others species), and 85 fungal strains were
found at the smoking process (63 Penicillium, 18 Aspergillus and 4 others species). Overall, these results show that the
mycobiota present in C. annuum berry fruits during its production process for the Merkén is increasingly selective for
occurrence of Aspergillus and Penicillium species. In order to establish critical control points for a safe and high-quality
product, these results demonstrate the importance of knowing even more the mycobiota and potential mycotoxigenic
fungi present in each stage of C. annuum berry fruits production, which is used for the Merkén production.

The authors thank CONICYT Chile for PhD Grant. This study was partially funded by the Universidad de La Frontera
(Temuco, Chile) and Portuguese Foundation for Science and Technology (FCT).
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Staphylococcus aureus en el queso de Poro Balancan, México
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Tabasco, Tenosique, Tabasco, MX. ¥ Biotecnologia, Facultad de Ingenieria Quimica, Universidad Auténoma de Yucatan,
Mérida, MX.

El queso de Poro Balancdn es originario de Emiliano Zapata, Balancan y Tenosique Tabasco, México. Se elabora de
forma artesanal y es un queso fresco ligeramente acidificado, debido a un breve periodo de maduracién (tres a nueve
dias). Presenta espacios llamados ojos o poros a causa de la liberaciéon de acido propidnico, acido acético, diacetilo,
CO2, entre otros; estos compuestos son los responsables del aroma y sabor. Es un queso muy consumido a pesar
de ser elaborado con leche sin pasteurizar; citan que el tratamiento degrada las caracteristicas organolépticas del
queso artesanal, por lo cual, el objetivo de este trabajo fue valuar la presencia de microorganismos patégenos en el
queso de Poro Balancan, utilizando el BAX® System Real-Time PCR. Durante la temporada de seca (abril-mayo, 2015)
se colectaron 16 muestras de queso (n=3), elaborados en queserias de la regidén de los Rios, Tabasco. Las muestras
fueron identificadas mediante cédigos: MQ1, MQ2, MQ3 hasta MQ16. La deteccién de Salmonella sp, Staphylococcus
aureus y Listeria monosytogenesse llevd a cabo por sistema Bax® Dupont, siguiendo las recomendaciones del Manual
del Sistema BAX Q7 (OXOID). En el 100 % de las muestras analizadas fueron negativas a presencia de Salmonella sp y
L. monocytogenes. La deteccion de S. aureus fue positiva en un rango de 100 a 180+72(UFC/g); donde las muestras
MQ7, MQ12, MQ13 y MQ16 fueron las menos contaminadas (100+00 UFC/g) y MQ9 fue la mas contaminada (160+103
UFC/g). No obstante, estos valores estuvieron por debajo del limite maximo permitido por la NOM-243-SSA1-2010
(1,000 UFC/g). La presencia de S. aureus puede evidenciar fallas en la manipulacidn e higiene posterior a la elaboracion
del producto. Aunque la acidez del queso inhibe en gran medida la proliferacién de flora microbiana patégena, es
necesario la pasteurizacién de la leche para eliminar el total de estos microorganismos contaminantes. Ademas, es
recomendable que en la elaboracidn de quesos artesanales se implemente las buenas practicas de manipulacién de
alimentos, asi como socializar a los productores sobre la importancia de la pasteurizacién de la leche para asegurar la
calidad microbiolégica del queso de Poro de Balancéan.
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Caracterizacion genotipica y fenotipica de cepas colicinogénicas de Escherichia coli

Mauro Daniel Garcia®, Nora Lia Padola?, Maria Julia Ruiz?, Inés Analia Etcheverria®. ) Centro de Investigacion Veterinaria
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Escherichia coli forma parte de la biota normal del tracto intestinal en animales y humanos. Aunque algunas cepas
producen enfermedades severas como colitis hemorragica y sindrome urémico hemolitico; otras sintetizan péptidos
antimicrobianos llamados colicinas. Estas, son capaces de inhibir el crecimiento de cepas relacionadas filogenéticamente
con ellas, codificadas por plasmidos denominados pCol, se clasifican en tres grupos en funcién de su tamafio: colicinas
(25-80 KDa); microcinas (<10 KDa) y colicinas tipo fago. En el presente trabajo se realiz6 la caracterizacidn fenotipica
y genotipica de cepas colicinogénicas aisladas de muestras de colon bovino con capacidad inhibitoria sobre E. coli
0157:H7. Se realizd la extraccidon de ADN plasmidico con un kit comercial (Inbio-Highway®) y fue revelados en geles de
agarosa al 1% teiiidos con Bromuro de Etidio. Se obtuvieron dos perfiles distintos de plasmidos compartidos por las
cepas en estudio. Se caracterizé fenotipicamente la produccién de las colicinas mediante cultivo en medio Luria Bertani
(LB) inoculado con 105 UFC/ml con cada una de las cepas en estudio, se incubd a 37°C en agitacion y se tomaron alicoutas
de 1,5 ml cada hora, se centrifugaron en dos instancias (a 3500 rpm y a 12000 rpm), se recolectd el sobrenadante y
se filtré con filtros millipore de 0,20 um. De esta forma se obtuvo el sobrenadante libre de células (SLC). Se probé su
actividad inhibitoria realizando ensayos de inhibicién en placa, sembrando 5 pl del SLC en placas de agar LB y vertiendo
sobre ellas 5 ml de LB agar al 0,7% conteniendo 105 UFC/ml de una cepa 0157:H7. Se observo que en dos de las cepas
colicinogénicas, la inhibicidn se produjo en el tiempo correspondiente a la fase estacionaria, mientras que, en otra de
ellas, la inhibicion se produjo en la fase exponencial. Estos resultados deben tenerse en cuenta para el potencial uso de
bacterias colicinogénicas o de sus colicinas, como agentes de control biolégico contra cepas patdgenas de E. coli.
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Development and estimation of diagnostic accuracy of a real-time Multiplex RT-PCR assay for the
detection of Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome and Influenza virus in swine
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The porcine respiratory disease complex (PRDC) is a multifactorial disease characterized by respiratory syndrome and
poor growth in fattening swine, which has a negative impact on the swine industry. It has been reported that infections
or coinfections with the virus of the Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome (PRRSV) and Influenza A virus (IAV)
play an important role in the development of PRDC. Despite the relevance of PRRS and IAV in the disease, there are no
commercial kits that allow the simultaneous detection of both pathogens. Here, we developed a Multiplex real-time
RT-PCR assay by designing primers and probes for the simultaneous detection of PRRSV and IAV in swine samples. This
Multiplex assay demonstrated a high analytical specificity and sensitivity in the diagnosis of these viruses, detecting
10 - 100 plagque forming units/ml (PFU/ml) of IAV and 1 PFU/ml of PRRSV. To validate the assay with clinical samples,
the assay was performed using 803 swine field samples obtained from different farms of Chile. Of the clinical samples,
680 were used to form a 2x2 table to compare the results with a gold standard test used to detect IAV and estimated
its diagnostic accuracy. The diagnostic sensitivity was 70.59% (Cl 59.02 - 82.15%); whereas the diagnostic specificity
was 94.12% (Cl 92.17- 96.06%), which validated the discriminative property of the test. The Youden’s index, which
was 0.65 (Cl 0.54 - 0.76), with positive and negative predicted values of 57.14% (Cl 45.96 - 68.32%) and 96.64% (ClI
95.11 - 98.17%), respectively, indicating a robust performance of the assay. This was confirmed when we analyzed the
likelihood ratios, which resulted in an LR+ of 12.00 (CI 8.44 - 17.06) and an LR- of 0.31 (Cl 0.22 - 0.45), demonstrating
the test’s strong predictive capacity. The Multiplex assay developed detects simultaneously both pathogens in clinical
samples, and was validated to have a high capacity to make an accurate diagnosis when it gives a positive 1AV result.
This study confirms the clinical value of having an assay that provides a differential and timely diagnosis of two relevant
pathogens for the porcine industry in Chile.

Acknowledgments: CEIRS program HHSN266200700010C, HHSN272201400008C from NIH-NIAID, FONDEF IDeA Grant
ID14110201 and Proyecto ANILLO de Investigacion en Ciencia y Tecnologia - PIA ACT1408, both from CONICYT Chile.
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Transcriptional differences of T3SS1 between strains of V. parahaemolyticus that differ significantly in
their cytotoxic capacity
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The Type Ill Secretion System 1 (T3SS1) correspond to one of the major virulence factors that contribute to host cell
death by Vibrio parahaemolyticus. T35S1 gene expression is controlled by the master regulator ExsA, whose expression is
itself regulated by the DNA-binding HlyU and H-NS to its promoter. Analysis of the cytotoxicity (assessed by LDH release)
of a set of environmental strains isolated in Southern Chile (Puerto Montt) against Caco-2 cells led to the identification
of a non-cytotoxic isolate (PMA11.14). In this work, we further characterized strain PMA11.14 in order to determine
the genetic basis of this differential cytotoxicity. Whole genome sequencing analysis showed that the overall genetic
structure of the T3SS1 gene cluster was not different from the cytotoxic pandemic strain (RIMD2210633) suggesting
that the differences in cytotoxicity were not due to mutations in the ORFs encoding essential T35S1 components. To test
if differences in T3SS1 gene expression could be responsible for the differences in cytotoxicity, we performed RNASeq
gene expression analysis of PMA11.14 during infection of Caco-2 cells. Cells were infected with either the RIMD2210633
pandemic strain or PMA11.14 at an MOI of 10 and 3 hours post-infection total RNA was obtained for subsequent
sequencing through the Illlumina platform. The transcriptomic analysis was carried out using the BWA aligner together
with the HTSeq-count read counter and with the subsequent differential expression analysis by DESeq2. As expected,
the analysis showed that there was an overexpression of 24 genes from the T3SS1 gene cluster of strain RIMD2210633,
including ExsA (2.68 log2foldchange). Notably, no such change was observed in strain PMA11.14 suggesting that its
cytotoxicity defect is due to a defect on exsA expression. In addition, none of the regulatory genes, hlyU and h-ns, was
found differentially expressed but sequence analysis identified a mutation within the 56 bp of the binding region of
HIyU. We are currently testing if this SNP, in the regulatory region of the master regulator ExsA, is responsible for the
differencesin T3SS1 gene expression and if this is a widespread phenomenon among environmental V. parahaemolyticus
strains from Chile.

FONDECYT 11140257, 11160901 and REDI170269
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Rol de la proteina de union a N-acetilglucosamina en Vibrio parahaemolyticus

Sebastian Ramirez!, Diliana Pérez-Reytor?, Nicolds Plaza?, Victor Jafia®, Roberto Bastias*, Marcela Ledn*, Katherine
Garcia®. Y Ciencias Basicas, Ciencias, Universidad Santo Tomas, Santiago, CL. ¥ Centro de Investigacion Biomédica,
Ciencias de la Salud, Universidad Autdonoma de Chile, Santiago, CL. ® Medicina Veterinaria y Agronomia, Universidad
de Las Américas, Santiago, CL. ¥ Laboratorio de Microbiologia, Instituto de Biologia, Pontificia Universidad Catdlica de
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La unidn de la bacteria a la célula es el paso inicial para que los enteropatégenos establezcan la infeccidn en el hospedero.
En diversas especies de Vibrio el gen gbpA codifica para una proteina de unidn a N-acetilglucosamina (GbpA), una
adhesina que es un reconocido factor de virulencia en V. cholerae y cumple un papel crucial en la colonizacién del
epitelio intestinal humano durante las etapas iniciales de la infeccidn. Para dilucidar el rol que cumpliria esta adhesina en
V. parahaemolyticus se muté el gen gbpA por delecién del ORF codificante en la cepa pandémica de V. parahaemolyticus
RIMD2210633 mediante el uso de un vector suicida y transconjugacién con la cepa de Escherichia coli S17-1 A pir,
tra conteniendo el pldasmido pDM4AgbpA. Posteriormente se realizaron ensayos de adhesion a mucina en placas de
agar-mucina y de formacién de biopeliculas en placas de poliestireno, ademas de pruebas de liberacidon de lactato
deshidrogenasa, para evaluar citotoxicidad en cultivos de células HT29, comparando la capacidad de la cepa mutante
VpAgbpA1l.3 y la cepa salvaje en cada uno de estos procesos. Se observé que la cepa mutante redujo en un 49% la
capacidad de unién a mucina. Sin embargo, a pesar de mostrar una tendencia hacia producir menor citotoxicidad en
cultivo celular (reduccién de 15%) ésta no fue estadisticamente significativa. De igual forma, no hubo diferencias en la
capacidad de formacidén de biopeliculas a 37°C. En conclusidn, la ausencia del gen gbpA en V. parahaemolyticus produce
una disminucidn significativa en la capacidad de adhesidn, lo cual es fundamental para la entrega de toxinas hacia el
interior de la célula. En consecuencia, nuestros resultados sugieren preliminarmente que GbpA podria tener un impacto
en la virulencia de esta bacteria, tal como se ha descrito en V. vulnificus y V. cholerae.
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Acompanhamento da invasao tecidual e sinais patoldgicos externos de Vibrio parahaemolyticus em
camarao Litopenaeus vannamei

Reboucas Rosa Helena?, Carvalho Fatima FT?, Menezes Francisca Gleire Rodrigues?, Abreu Jade Oliveira?, Vieira Regine
Helena Silva Dos?, Sousa Oscarina Viana De2. @ Ciencias do Mar, Engenharia de Pesca, Universidade Federal do Piaui,
Parnaiba, BR. ? Instituto de Ciéncias do Mar, Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, BR. ®' Engenharia de Pesca,
Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, BR.

Para o estabelecimento de um sistema de producdo de organismos aqudticos mais sustentavel é imprescindivel a
compreensdo das rotas de invasdo de patégenos e respostas imunes dos animais cultivados. Essa abordagem passa
pela compreensdao da microbiota e suas inter-relacdes com os animais e ambiente. Entre os patdgenos bacterianos,
os vibrios sdo destaque incluindo a mais recente estirpe de Vibrio parahaemolyticus que carreia o plasmidio de
patogenicidade sendo responsavel por perdas significativas em paises produtores. Nosso objetivo foi monitorar o
surgimento de sinais patolédgicos externos em animais infectados com uma cepa ambiental de V. parahaemolyticus
fazendo um acompanhamento quantitativo de Vibrio spp. na hemolinfa, hepatopancreas e intestino médio de camardes
juvenis Litopenaeus vannamei. Foi realizado bioensaio com 20 espécimes expostos a um indculo de V. parahaemolyticus
(107UFC/mL), por imersdo. A avaliagdo dos animais para os sinais clinicos externos e coletas dos animais para dissecagdo
ocorreram nos tempos 0, 24, 48 e 72h. O controle negativo caracterizou-se pela andlise dos animais sem exposicao ao
patédgeno. Os animais expostos a bactéria apresentaram sinais de letargia apds as 24h. Contagens de Vibrio spp. foram
detectadas a partir do instante t = Oh no hepatopancreas e intestino dos animais oriundos dos tanques controle e
experimental. A presenca do Vibrio spp. parece ser diferenciada entre os 6rgaos sendo persistente no hepatopancreas
e apresentando redugdao no intestino, evidenciando atuag¢do do sistema imunoldgico no combate ao patégeno. O
surgimento dos sinais patoldgicos apds as 24h e a persisténcia da infeccdo apds as 48h apontam para um sistema
patoldgico duradouro e um reduzido potencial do hospedeiro para se recuperar ap6és a eliminacdo do patégeno.
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Deteccion de Piscirickettsia salmonis en el ectoparasito de salménidos, Caligus rogercresseyi

Claudia Rioseco!, Esteban Arenillas!, Jonathan Morales?, Julio Cartagena?, Eugenio Spencer'?, Deborah Vargas'.
) Consorcio Tecnoldgico de Sanidad Acuicola ICTIO Biotechnologies S.A. Centro de Biotecnologia Acuicola (CBA),
Universidad de Santiago de Chile, Santiago, CL. ¥ Laboratorio de Virologia, Facultad de Quimica y Biologia, Universidad
de Santiago de Chile, Santiago, CL.

El exitoso desarrollo de la industria salmonicultora en Chile se debe al cultivo intensivo de las especies de salmdnidos, lo
gue incrementa el riesgo de contagio de enfermedades provocadas por patégenos. Actualmente, la industria salmonera
se ha visto afectada por dos importantes patégenos: el ectopardsito Caligus rogercresseyi y la bacteria Piscirickettsia
salmonis, los cuales, tan solo el afio 2015, ocasionaron la pérdida de US $1.000 millones. C. rogercresseyi se alimenta
del mucus y la piel del pez, generando lesiones, estrés e inmunosupresion, lo que vuelve vulnerable al pez a contraer
infecciones secundarias. Recientes estudios de co-infeccidn en salmdnidos mostraron que C. rogercresseyi puede anular
los efectos protectores de una vacuna contra P. salmonis, bacteria que produce el Sindrome Rickettsial del Salmdn (SRS),
y, por otra parte, se ha demostrado que este parasito es vector del virus de la Anemia Infecciosa del Salmoén (ISAv).
En base a estos antecedentes, en este trabajo se realizaron experimentos para demostrar que C. rogercresseyi puede
portar P. salmonis. Para esto se realizd qPCR, usando partidores especificos para el gen rRNA 16S de P. salmonis, a
partir de ADN gendmico extraido de C. rogercresseyi adultos, recolectados desde salmdnidos en cultivo en la zona sur
de Chile. Se logré detectar la presencia de P. salmonis en dos grupos de C. rogercresseyi provenientes de Hornopiren y
Chinquihue. La bacteria fue aislada desde macerados de C. rogercresseyi y para su identificacidn los productos de PCR
fueron secuenciados, resultando alrededor de un 94% de identidad con la cepa LF89 de P. salmonis. Ademds, mediante
inmunofluorescencia en cortes histolégicos del parasito, usando un anticuerpo especifico contra P. salmonis, se observé
la presencia de la bacteria al interior de C. rogercresseyi. Nuestros resultados muestran que C. rogercresseyi es portador
de P. salmonis y sugieren que este ectoparasito podria ser vector en la transmisidn del Sindrome Rickettsial del Salmon
(SRS).

Proyecto CORFO 13CTI-21527
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In vitro and in vivo activity of hydrolyzed Saccharomyces cerevisiae against goat nematodes

Silva Naylene CS?, Lima Aldilene S?, Silva Carolina R?, Brito Danilo RB?, Cutrim Junior Jose Antonio A?, Costa-Junior Livio
M?. @ Laboratorio de Parasitologia Animal, Universidade Federal do Maranhao - UFMA, S3o Luis, BR. ? Laboratorio de
Sanidade Animal, Campus Maracana, Instituto Federal do Maranhao, S3o Luis, BR.

Haemonchus contortus is the most prevalent nematode in tropical and subtropical regions and is responsible for
significant losses in small ruminant production systems. Control of this parasite is based on the use of synthetic
anthelmintics; although effective, prolonged and indiscriminate use can select for populations of resistant nematodes.
Hydrolyzed yeast can help prevent populations of nematodes and is low in cost. The present study aimed to evaluate
the preventive effect of hydrolyzed yeast on H. contortus through in vitro and in vivo assays. In in vitro experiments,
the yeast preparation was tested at different stages of the H. contortus life cycle via tests of egg hatchability, larval
development, larval exsheathment and larval migration. Both eggs and L3 larvae were obtained from sheep artificially
infected with a monospecific strain of H. contortus. In in vivo experiments, animals were treated with hydrolyzed yeast
(53.4 mg/kg/BW), and fecal egg counts (FECs), feces culture and Famacha were performed. The yeast preparation
inhibited larval exsheathment in a dose-dependent manner (IC95 of 0.46 mg/mL), though no activity at the other
stages of the H. contortus life cycle was observed. The hydrolyzed yeast preparation was able to reduce FECs in treated
animals from D40 to D54 (p<0.05), showing an average efficiency of 60%. The yeast exhibited preventive properties, and
the 1C95 value suggests that H. contortus is highly susceptible. Our results indicate that administration of hydrolyzed
yeast, which is already used commercially in ruminant nutrition, is an alternative method for the control of nematodes,
mainly H. contortus.

This research was financially supported through grants from FAPEMA (Maranhdo State Research Foundation,
Brazil) and CAPES (Coordination for the Improvement of Higher Education Personnel, Brazil)
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Mudang¢as na comunidade microbiana ruminal complementada com destilado de dleo de palma

Giovanni Rodrigues?, Gragas Diego A?, Eziquiel Morais?, Lima Alyne S* Souza Shirley M?®, Silva Artur C*, Silva André G°.
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de Ciéncia e Tecnologia do Para, Castanhal, BR. ¥ Centro de Genémica e Biologia de Sistemas, Universidade Federal do
Pard, Belém, BR. ® Instituto de Medicina Veterinaria, Universidade Federal do Para, Castanhal, BR.

O processo digestivo de fermentacdo entérica de ruminantes é conhecido como importante fonte de emissao de metano
(CHA4), sendo que essa emissdo também resulta em uma perda consideravel de energia na alimentacdo. A suplementacao
lipidica atua negativamente sobre a metanogénese, devido a reducao populacional de micro-organismos, e aumento no
consumo de H2 pelo processo de biohidrogenacdo. O 6leo de palma possui cerca de 44% de cadeias saturadas, agindo
como agente mitigador de metano sem prejuizo ao rimen. Este trabalho objetivou avaliar o uso de d6leo de palma
destilado (DDOP) sobre a diversidade de microrganismos no rimen. Os tratamentos foram realizados em 5 grupos
de DDOP em percentuais de 0; 2,5; 5; 7 e 10% na alimentacdo de ovelhas fistuladas (4 por grupo). A determinacdo da
comunidade microbiana total foi realizada em amostras de liquido ruminal coletado trés horas apds a alimentacdo dos
animais, mantidas em solucao RNA holder, e congeladas até as andlises. Estas foram centrifugadase o DNA foi extraido
do pellet usando um kit comercial. Posteriormente, foi eluido em dgua para utilizagdo como molde para amplificacdo
do gene 16S de arqueias e bactérias, usando os primers 515F e 806R, com insercao de barcodes para diferenciacao.
As amostras foram sequenciadas em lon PGM, e os dados processados usando os programas QIIME e USEARCH, com
remocao de leituras de baixa qualidade e inferiores a 200pb. Posteriormente, demultiplexadas de acordo com o cddigo
de barras para agrupamento de OTUs.Andlises dos indices de diversidade alfa e beta foram calculadas com QIIME. A
diversidade observada das amostras teve baixa variacdo, tendo a mais rica no grupo sem suplementacdo (1,578) e a
menos rica no grupo com maior teor lipidico (1,271). Na anélise taxonémica, observamos que os filos mais abundantes
foram Firmicutes e Bacteroidetes, representando 66% do total das leituras, sendo 90% das leituras que puderam ser
classificadas. As ordens abundantes foram Bacteroidales e Clostridiales, relacionadas ao processo de biohidrogenacao de
compostos insaturados oriundos da dieta. A ordem Methanobacterialles foi a Unica representante das metanogénicas.
Concluimos que a diversidade microbiana é pouco modificada no rimen com suplementacao do éleo, tendo apenas
breve reducdo da mesma.
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Identificaciéon microbioldgica y molecular de Mycobacterium bovis en biopsias de bovinos tuberculina
positiva

Johana Rueda Florez?, Catalina Mufoz Vahos?, Gloria Isabel Mejia Mesa?, Luz Elena Botero Palacio*®, Martha Leticia
Silva Peréz®, Héctor Ledn Porras Restrepo®, Jaime Robledo Restrepo?. (' Antioquia, Bacteriologia y Micobacterias,
Corporacidn para Investigaciones Bioldgicas, Medellin, CO. @ Antioquia, Bacteriologia y Micobacterias - Ciencias de
la Salud, Corporacién para Investigaciones Bioldgicas - Universidad Pontificia Bolivariana, Medellin, CO. ® Antioquia,
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Introduccidn: La tuberculosis bovina, es una de las enfermedades mds importantes que afecta al ganado. Ademas,
tiene importantes repercusiones econdmicas y constituye un problema de salud publica cuando se transmite a los
humanos. Objetivo: Identificar a través de pruebas microbioldgicas y moleculares la presencia de Mycobacterium bovis
en biopsias de bovinos tuberculina positiva. Métodos: Se selecciond un hato lechero del departamento de Antioquia,
Colombia considerado en saneamiento por el Programa del Instituto Colombiano Agropecuario: “Hatos Libres de
Tuberculosis Bovina”. En una planta de beneficio se obtuvieron, biopsias de ganglios linfaticos de bovinos tuberculina
positiva, y se determind la presencia de Mycobacterium bovis, mediante analisis histopatoldgico, prueba molecular
rapida Xpert MTB/RIF®, baciloscopia (Auramina Rodamina) y cultivo liquido BACTEC MGIT 960; los cultivos positivos
se subcultivaron en agar capa delgada Middlebrook 7H11 y se les realizé pruebas de identificacién. Resultados: De un
hato de 53 bovinos, 34 reaccionaron a la prueba de la tuberculina y fueron sacrificados. En el estudio histopatoldgico
de los linfonodos se encontraron lesiones tipicas de un proceso inflamatorio crénico de tipo granulomatoso en el
79% de los animales analizados con evidencia de bacilos acido alcohol resistentes (BAAR) en el 15% por la coloracion
de Ziehl-Neelsen. La prueba Xpert MTB/RIF® detecté micobacterias del complejo Mycobacterium tuberculosis en el
91% de los bovinos estudiados, por la coloracién de Auramina Rodamina se evidencid la presencia de BAAR en el
41% de las biopsias evaluadas. El aislamiento e identificacién de Mycobacterium bovis a partir del cultivo se logré
en el 44% de los animales; el 32% de los cultivos se contaminaron, impidiendo recuperar los bacilos. Conclusion: Se
demostro la presencia de Mycobacterium bovis a través de métodos microbiolégicos en biopsias de bovinos tuberculina
positiva. Los resultados obtenidos sugieren la necesidad de reforzar los Programas de Tuberculosis a nivel nacional con
el propdsito de incrementar el control de la enfermedad durante la inspeccidon del ganado en plantas de beneficio.
Asimismo, se destaca la importancia de incorporar en forma complementaria métodos histopatolégicos y moleculares,
para incrementar la deteccidn e identificacidon de bacterias del complejo Mycobacterium tuberculosis en el diagnéstico
post mortem de la enfermedad.
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Analysis of miRNA expression in plasma during a Piscirickettsia Salmonis infection

Carolina Salazar!, Fernando Gomez?, Sergio Marshall®. ™ Laboratorio de Genética e Inmunologia molecular, Ciencias,
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miRNAs are small non-coding RNA which play key roles in pre and post-transcriptional cell regulation processes in most
living cells, including the modulation of host- pathogen interactions. miRNAs have been found in different body fluids,
like plasma, serum, urine and others, and their expression pattern can be altered in a variety of pathophysiological
conditions, like viral and bacterial infection. Piscirickettsia salmonis is a facultative intracellular bacterial pathogen,
etiological agent of Piscirickettsiosis, an infectious disease that challenges the sustainability of the salmon production
in Chile. The diseases produce economic loses around US$700-800 millions per year, all salmonids species cultivated in
Chile (Coho salmon, Atlantic salmon and rainbow trout). The bacteria is characterized as non-motile, non encapsulated,
pleomorphic but generally cocoid with a variable size between 0.5 and 1.5 pum in diameter, and is able to survive and
grow inside fish macrophages. Taxonomically, P. salmonis has been placed within the group Gamma-proteobacteria and
is one of the few species belonging to the family Piscirickettsiaceae. In the present work, we studied the expression
pattern of miRNA on plasma samples during a P. salmonis infection on S. salar fishes. Briefly, fishes were intraperitoneally
infected with P. salmonis, and at 7 days post-infection plasma samples were obtained from a duplicate of infected fishes
and controls, after small RNA extraction then small-RNA Seq was performed. The obtained data was analyzed using
bioinformatic tools aiming to identify different expression of miRNA in plasma between control versus infected samples.
An in silico analysis of expression was performed and showed that at least ten miRNAs are differentially expressed
on infected plasma samples, eight of them (ssa-let-7f, ssa-let-7g, ssa-let-7h, ssa-miR-128, ssa-miR-92a, ssa-miR-188,
ssa-miR-196a and ssa-miR-196b) show a decrease their expression and two (ssa-miR-103 and ssa-miR101a) show an
increase of expression. As conclusion S. salar present miRNA on plasma and their pattern of expression can change by
a bacterial infection.

FIE-2015-V014. “Estudio integral de las bases bioldgicas y moleculares del ciclo de vida de Piscirickettsia salmonis en el
contexto de una aproximacién epidemioldgica para desarrollar estrategias que permitan su control” (N2201708070182)
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Piscirickettsia salmonis is the etiological agent of Piscirickettsiosis, a severe disease that has caused major economic
losses in Chilean salmon farm since its appearance in 1989. This pathogen is Gram negative, facultative intracellular,
non-capsulated, non-motile, and pleomorphic. P. salmonis produce biofilm, related with persistence and survival
strategies. However, characterization of culture conditions inducing the biofilm production in this pathogen has not
yet been describe. The aim of this study is identify the culture conditions needed for induction of biofilm formation in
P. salmonis isolates belonging to genogroups LF and EM. The bacterium was grown under different culture conditions
of sodium chloride (0.1, 7.1, 24.6 and 32.1 g/L), ferric citrate (0.01, 0.08 and 0.16 mM) and pH (4.80, 7.02 and 8.40) for
twelve days. Planktonic growth was measure by determining optical density at 620 nm at 2, 4, 8 and 12 days and biofilm
formation was quantified using the crystal violet assay and measured at 595 nm. Additionally, at day 8 the bacteria were
classified as weak, moderate or strong biofilm producer, using the Stepanovic scale. It was observed that LF-89 strain
was a moderate biofilm producer in medium with 0.16 mM ferric citrate and was strong producer when grown at 24.6
g/L (estuary-like) and 32.1 g/L (seawater-like) NaCl. The IBM-004 (EM) isolate was classified strong for all the studied
media, except at 0.1 g/L NaCl and pH 8.4, where behave as weak biofilm producer. AUS-111 (EM) isolate was moderate
biofilm producer when grown in the medium containing 24.6 g/L NaCl. These findings showed that all the bacteria
evaluated were able to produce biofilm in vitro, which was depending on the isolates and the medium conditions used
to grow them.
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Mycoplasma hyopneumoniae isolation of samples from slaughterhouse
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Mycoplasma hyopneumoniae (Mhyo) causes enzootic pneumonia (EP) in pigs. The infection cause severe respiratory
disease in pig’s production. Bacteriological culture have been considered the gold standard to diagnostic technique.
Another them, it is not used in routine because Mhyo culture is laborious. However, the bacteria isolation to genomic
analysis have a significant importance for a better understanding of the field strains and for further approaches to
control and treatment. This work aimed Mhyoisolation from lung samples from slaughterhouse in Zona da Mata de
Minas Gerais, Brazil. Swine lung samples (30) with lung lesions suggestive of EP were collected in slaughterhouse.
Samples were processed and homogenized with beads. After then, was added in modified Friis culture medium.
Bacterial growth was observed by color change of the medium (red to yellow). After this step, the samples were added
in four dilutions on solid medium with noble agar. The bacterial growth in plates were daily observed using stereoscope.
The isolate colonies were added again in liquid medium to DNA extraction. Mhyo identification PCR was performed of
23 samples. 95.7% samples were PCR positive to Mhyo identification. Partial sequencing of 13 positive samples were
performed. The isolates showed 100% of homology with different Mhyo strains from GenBank. Positive samples were
tested for 13 genes that encoding proteins involved with the mechanism of pathogenesis. Our results showed the
isolates have differences in the gene frequency. Bioinformatics analyzes were performed using BioNumerics Program
6.6. A dendogram was created and the samples were arranged in 4 clusters, suggesting genetic variability in Mhyo field
samples. Our results showed an efficient method to isolation of field Mhyo strains. Also, the field Mhyo strains have a
variability of genes related to Mhyo pathogenesis.
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Avaliagao de estirpes bacterianas e constru¢ao de consdrcios probidticos para uso em carcinicultura
marinha
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Uma das alternativas para uma aquicultura econémica e ambientalmente sustentdvel é o uso de probidticos que
protegem a salde dos organismos de criacdo contra patégenos e podem impactar positivamente no crescimento, estatus
nutricional e qualidade do ambiente. A utilizagdo e isolamento de bactérias do trato intestinal de organismos aquaticos
constitui o primeiro passo para obter, com éxito, um produto biotecnolégico eficiente. O objetivo deste trabalho
foi avaliar estirpes bacterianas quanto ao potencial probidtico para uso em cultivos de camardo. As bactérias foram
isoladas do intestino médio de camardes marinhos (Litopenaeus vannamei) juvenis cultivados. Cento e noventa e uma
(191) estirpes foram avaliadas baseado em testes fenotipicos e genotipicos incluindo: fatores de viruléncia (elastase,
gelatinase, caseinase, lipase e fosfolipase), tolerancia a diferentes temperaturas (4°C e 40°C) e pHs (5 e 9), teste de
susceptibilidade antimicrobiana, testes de agregacao, testes de antagonismo. A identificacdo das estirpes foi feita por
sequenciamento do gene 16S rRNA. A maioria das estirpes identificadas foi agrupada em trés géneros principais: Bacillus,
Vibrios, Staphylococcus e um grupo com representantes de diferentes géneros bacterianos. Foram formados trés grupos
bacterianos prioritarios segundo resposta frente aos fatores de viruléncia, teste de agregacao, crescimento a diferentes
temperaturas e pHs. A maioria das estirpes (66,45%) apresentou resisténcia frente a oxitetraciclina. Todas as estirpes
apresentaram susceptibilidade frente ao cloranfenicol e tetraciclina. Nenhuma estirpe apresentou efeito antagénico
frente ao Vibrio parahaemolyticus. Das 70 estirpes bacterianas que formaram parte dos trés grupos prioritarios, 16
estirpes (22,85%) resultaram antagonicas frente ao Vibrio harveyi. Doze estirpes bacterianas mostraram interrela¢des
positivas entre elas. Na etapa de construcdo dos consércios foram avaliadas as respostas nos testes fenotipicos que
indicavam marcos caracteristicos de acao benéfica para os animais aquadticos cultivados. Foram formados trés consdrcios
bacterianos capazes de colonizar o trato intestinal dos camardes e manter interrelagdes positivas para a melhoria da
resposta imunoldgica e parametros zootécnicos dos animais aquaticos cultivados. E importante o estabelecimento de
um protocolo para selegao de bactérias com finalidade de uso como probidticos em organismos aquaticos cultivados
principalmente considerando o desempenho dessas bactérias como colonizadores do trato intestinal dos animais alvo,
o que determina sua eficiéncia.

Integral Mix/ Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES)
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Correlagao do perfil genotipico de Mycoplasma pulmonis isolados de ratos de biotérios do Estado do Rio
de Janeiro com as les6es microscépicas de pulmao

Souza Jenif Braga?, Alvez Ana Beatriz Pinheiro?, Barbosa André Victor?, Nascimento Elmiro Rosendo?, Demarque Kelly
Cristina*, Cerqueira Aloysio Mello F°, Vericimo Mauricio Afonso®, Barreto Maria Lucia’. ¥ RJ, Faculdade de Ciéncias
Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, BR. ¥ Medicina Veterinaria
Preventiva e Saude Publica, Veterinaria, Universidade Federal Fluminense, Niteroi, BR. ® Microbiologia, Universidade
Federal Fluminense, Niteroi, BR. ¥ Instituto Oswaldo cruz, Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, BR. ® Microbiologia,
Instituto Biomédico, Universidade Federal Fluminense, Niteroi, BR. ©® Imunobiologia, Universidade Federal Fluminense,
Niteroi, BR. ”? Nucleo de Animais de Laboratério, Universidade Federal Fluminense, Niteroi, BR.

O Mycoplasma pulmonis é o agente da micoplasmose respiratoria murina (MRM) e causa problemas respiratorios
e reprodutivos graves em roedores de laboratério, comprometendo a criacdo e interferindo nos resultados
experimentais. O controle desse microrganismo ainda é dificil, sendo necessario, o emprego de técnicas moleculares
para o monitoramento desse agente. Para estabelecer novas estratégias de controle é necessario conhecer o perfil
gendmico e antigénico das cepas de M. pulmonis circulantes, nas dreas de criacdo e experimentacdo em nosso Pais. O
objetivo deste estudo foi correlacionar os gendtipos das cepas de M. pulmonis, isoladas em ratos de biotérios do Rio de
Janeiro, com as lesdes microscdpicas verificadas nesses animais. Dezoito cepas de M. pulmonis isoladas de ratos foram
submetidas a digestdo enzimdatica com a enzima Sall e a PFGE para avaliagao das diferengas genotipicas. Os gendtipos
verificados foram correlacionados com as lesGes microscépicas observadas no pulmao dos animais, classificadas quanto
a intensidade do infiltrado inflamatério peribronquial e infiltrado inflamatdrio peri vascular em grau 1, 2 e 3. A PFGE
realizada nas cepas de M. pulmonis gerou dois grupos genotipicos ndo relacionados, A e B. As lesGes microscépicas foram
frequentemente relacionadas aos graus 2 e 3em ambos os grupos genotipicos. Também foram observados espessamento
de septo alveolar, congestdao pulmonar, edema pulmonar, edema perivascular, exudato bronquiolar, bronquiectasia e
consolidacdo do parénquima pulmonar, leses somente encontradas nos ratos com isolados pertencentes ao grupo B.
Com os dados obtidos neste estudo concluimos que existem diferencas genotipicas entre as amostras de M. pulmonis
isoladas de ratos obtidos em biotérios do Rio de Janeiro, e que possivelmente contribuiram para a gravidade da MRM.
Acreditamos que estes resultados podem auxiliar ao maior entendimento da relagdo parasita hospedeiro. Até onde se
conhece, este é o primeiro estudo a respeito da associacdo entre o gendtipo de cepas de M. pulmonis obtidas em ratos
de biotérios com lesées da MRM, uma vez que trabalhos semelhantes ndo foram encontrados na literatura.

Fundacdo de Amaparo a Pesquisa do Rio de Janeiro (FAPERJ)
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Presencia de cepas de Staphylococcus coagulasa negativo resistentes a meticilina portadoras de gen mecA
y mecC aisladas de muestras de equinos hospitalizados por causas distintas de infeccién

Paula Soza?, Dacil Rivera?, Rodolfo Tardone!, Andrea Moreno-Switt®. ¥ Escuela de Medicina Veterinaria, Facultad de
Ciencias de la Vida, Universidad Andrés Bello, Santiago, CL.

Staphylococcus coagulasa negativo (SCoN) son un grupo de bacterias que forman parte del microbioma normal de
la piel. No obstante, en medicina humana existen reportes de infecciones adquiridas en hospitales en pacientes
inmunocomprometidos por causa de este microorganismo, sobre todo en aquellos asociados a prétesis. En medicina
veterinaria, los equinos actian como reservorios de Staphylococcus aureus y también de Staphylococcus CoN, lo que
los hace potenciales reservorios de genes de resistencia antimicrobiana. Este estudio tuvo como objetivo identificar
la presencia de Staphylococcus CoN resistente a meticilina (CONRM), en equinos hospitalizados por causas distintas
de infeccidon. En una oportunidad, se muestrearon 5 pacientes de un hospital veterinario de equinos de la regién
metropolitana. Se tomaron muestras de ollares y axilas mediante el uso de térulas estériles y fueron trasladadas en
forma inmediata al Laboratorio de Enfermedades Transmisibles de la Facultad de Ciencias de la Vida de la Universidad
Andres Bello. Una vez ahi, las muestras fueron sembradas en agar ORSA® (oxacilin resistance screening agar) e
incubadas a 37°C durante la noche. Aquellas colonias sugerentes de ser Staphylococcus spp. resistente a meticilina,
fueron sembradas simultdneamente en agar Baird Parker + RPF para conocer su actividad coagulasa, y agar manitol
sal para ver actividad fermentadora, e incubadas a 37°C durante 48 horas. Posteriormente, las colonias sugerentes del
microorganismo en estudio fueron sometidas a pruebas de PCR para mecA y mecC para constatar la presencia del gen
de resistencia a meticilina. Se confirmé la presencia de Staphylococcus CONRM en 2 de los 5 caballos muestreados,
tanto en ollares como en axilas. Asi mismo, los aislados dieron positivo a la prueba de PCR tanto para el gen mecA
como para el gen mecC. Si bien los caballos en estudio se encontraban hospitalizados por causas distintas de infeccién,
la presencia de Staphylococcus CONRM debe ser un motivo de preocupacion ya que podrian estar haciendo el rol de
reservorio de genes de resistencia antimicrobiana para otras bacterias clinicamente significativas. Esto concierne no
solo a otros pacientes, si no también a personas en contacto directo con estos caballos (veterinarios, personal de la
clinica, propietarios, peticeros, etc).

FONDECYT 11140108
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Deteccion de fenotipos de resistencia a antimicrobianos en cepas de Salmonella enterica aisladas desde
aves silvestres de la region central de Chile

Rodolfo Tardone!, Diego Pefialoza?, Dacil Rivera?, Fernando Duefias?, Nicole Sallaberry!, Andrea Pincheira?, Andrea
Switt?, Claudio Verdugo?, Consuelo Foerster®. ¥ Ecologia y Biodiversidad, Facultad de Ecologia y Recursos Naturales,
Universidad Andrés Bello. ? Instituto de patologia animal, Facultad de ciencias veterinarias, Universidad Austral de
Chile, Valdivia, CL. ® Clinica zooldgico, Zooldgico Nacional, Santiago, CL.

Laresistenciaalosantimicrobianos de bacterias patégenasy comensales es un problema creciente a nivel mundial. Dentro
de este grupo, Salmonella enterica se caracteriza por ser una de las principales causantes de enfermedad gastrointestinal.
Dentro de su amplia gama de hospederos, las aves silvestres juegan un rol importante en su epidemiologia, pudiendo
participar en la diseminacién de cepas resistentes a multiples antimicrobianos. El objetivo de este estudio fue detectar
la presencia de salmonella entérica en aves silvestres y evaluar su perfil de resistencia frente a distintos antimicrobianos.
Se analizaron 392 hisopos cloacales de aves silvestres que ingresaron al Zooldgico Metropolitano de Santiago (ZM), el
Parque Zafari de Rancagua, el Centro de Rehabilitacion de Fauna Silvestre de la Universidad Andrés Bello (UFAS) y de
aves en vida silvestre de la zona sur del pais. También fueron analizadas 161 muestras de deposiciones ambientales
del borde costero de Concdn. El aislamiento de Salmonella se realiz6 mediante procedimientos microbioldgicos
convencionales. Las colonias presuntivas se confirmaron mediante PCR del gen invA. Para la prueba de susceptibilidad
antimicrobiana, se utilizé el método de Kirby-Bauer para evaluar un panel de 15 antimicrobianos. Salmonella fue
identificada en el 1,6% (2/124) de las aves del ZM, en el 2,1% (4/182) de las aves del UFAS y en el 3,7% (6/161) de las
muestras de Concdn. De las 19 cepas aisladas 3 mostraron resistencia y 16 fueron sensibles. De las 3 cepas resistentes,
2 fueron resistentes a Ampicilina, Ceftriaxona, Ciprofloxacina, Cloranfenicol, Estreptomicina, Gentamicina, Kanamicina,
Sulfonamida / Trimetoprima, Tetraciclina y 1 mostro resistencia a Gentamicina. Nuestros resultados indican que los
fenotipos de resistencia antimicrobiana en Salmonella estan presentes en las aves silvestres de nuestro pais, por lo
que la posible participacion en la transmisidn a otras especies debe analizarse con mayor detalle. Es necesario estudiar
en mayor profundidad la transmisidn de Salmonella entre animales silvestres, domésticos y humanos para una mejor
comprension de la epidemiologia de este patdgeno zoonético.
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Estudo da prevaléncia de anticorpos anti-Brucella abortus em caprinos no estado da Paraiba, Brasil

Almeida Meila Bastos De!, Valente Jessica Damiana Marinho?!, Mongruel Anna Claudia Baumel?, Santos Pedro Henrique
Da Silva!, Gravinatti Mara Lucia?, Vieira Rafael Felipe Da Costa?, Vieira Thallitha Samih Wischral Jayme?, Pedro Irineu
Teider Junior?!, Felipetto Lais Giuliani?, Barros Filho Ivan Roque De?, Biondo Alexander Welker!. ¥ Departamento de
Medicina Veterinaria, Setor de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do Parana, Curitiba, BR.

A brucelose é uma zoonose de distribuicdo mundial que acomete varias espécies de animais, incluindo o homem, que
se comporta como hospedeiro acidental. A doenca, de cardter infeccioso, é causada pela bactéria do género Brucella,
coco-bacilo gram-negativo. Dentre os géneros de Brucella, quatro podem ser transmitidos para os humanos, sendo a B.
melitensis aprincipal e a B. abortus a mais comum no Brasil. Esse género possui a membrana lisa, causa grandes prejuizos
econOmicos, sanitarios e na saude publica. Mesmo com menor prevaléncia quando comparada a Brucella ovis, alguns
estudos relataram a presenca de anti-Brucella abortus em ovinos e caprinos. Com isso, o presente estudo teve como
objetivo identificar a prevaléncia de anticorpos anti-Brucellas abortus no estado da Paraiba, com intuito de auxiliar os
programas sanitdrios de controle e erradicacdo implementados no estado. Foram coletadas 407 amostras soroldgicas
de caprinos na regido da Paraiba, em oito fazendas distintas. O diagndstico sorolégico para B. abortus foi realizado com
o teste de triagem Antigeno Acidificado Tamponado (AAT), rosa bengala, as amostras que obtiveram resultado positivo
foram submetidas ao teste confirmatdrio 2-Mercaptoetanol (2-ME). A escolha da metodologia para o diagnéstico seguiu
o padrao dos testes oficiais determinados pelo Programa Nacional de Controle e Erradicacdo de Brucelose e Tuberculose
(PNCEBT). Os antigenos utilizados foram produzidos no Laboratério de Produgdo de Kits Diagnoésticos do Instituto de
Tecnologia do Parana (TECPAR). Durante as coletas, foi aplicado questionario epidemioldgico contendo perguntas sobre
historico de problemas reprodutivos, idade dos animais, sexo e propdsito da criacdo. Do total de amostras testadas com
AAT, 6 (1,47%) obtiveram resultados positivos, porém quando submetidos ao teste confirmatdrio de 2-ME os mesmos
foram negativos. Estudos anteriores encontraram diferentes porcentagens de soroprevaléncia anti-B. abortus em
caprinos em estados do nordeste brasileiro. Muitos deles atribuindo sorologia positiva apds a realizacao do diagnéstico
por AAT. O presente estudo mostra a necessidade de se confirmar o diagndstico com outras metodologias indicadas
como 2-ME. Sugere-se ainda diagndstico diferencial, quando possivel, com outras espécies de brucellas uma vez que
nao é possivel distinguir as reacbes de aglutinacdo entre B. abortus e B. melitensis por exemplo.
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Avaliagao da atividade antimicrobiana in vitro do éleo essencial de lavanda (Lavandula dentata l.) e
manjericdo (Ocimum basilicum l.) sobre a Escherichia coli isolada de leite mastitico bovino

Bruna Carolina Ulsenheimer?, Luciana Mori Viero?, Cristiane Beck? Denize Da Rosa Fraga?, Luciane Ribeiro Viana Martins3.
@ Graduanda, Medicina Veterindria, Universidade Regional do Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul - UNIJUI, ljui, BR.
@ Doutora, Medicina Veterindria, Universidade Regional do Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul- UNIJUI, ljui, BR.
3) Mestre, Medicina Veterinaria, Universidade Regional do Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul- UNIJUI, ljui, BR.

A Escherichia coli é uma enterobactérica gram negativa, presente no trato gastrointestinal dos animais, com grande
prevaléncia em mastites em bovinos. A mastite por este agente é considerada uma ameaca a saiude humana e animal,
sendo responsavel por elevadas taxas de morbidade. Por este motivo o uso de produtos naturais de plantas bioativas,
tem sido cada vez mais empregado com fins preventivos e curativos em doencas infecciosas, sendo uma estratégia
promissora, para o controle destas enfermidades. Neste trabalho, buscou-se testar, dois tipos de éleos essenciais, a
lavanda (Lavandula dentata L.) e 0 manjericdo (Ocimum basilicum L.), quanto sua a¢do antimicrobiana a Escherichia coli,
a qual possui elevada resisténcia a muitos antibiéticos. Primeiramente realizou-se a extracdo dos éleos essenciais da
flor e da folha do manjericao e da lavanda pelo método de arraste 4 vapor. Posteriormente foram realizadas as analises
em triplicata, no Laboratério de Microbiologia Veterinaria da Unijui, pelo cultivo bacteriano em placas confrontados a
20 ul de 6leo essencial. .0 éleo essencial da flor de lavanda apresentou halos de inibicdo de 7 mm nos trés testes, ja
da sua folha, apresentou valores um pouco maiores com 10 mm em duas amostras e 11 mm noutra. Jd com relacdo a
atividade antimicrobiana do d6leo essencial do manjericao, o dleo da folha desta planta apresentou halos de inibicdo
do crescimento bacteriano expressivos, com 15 mm nos trés testes. A flor do manjericdo apresentou valores ainda
maiores, apresentando halo de inibicdo de 15 mm, 16 mm e 19 mm, nas amostras avaliadas. A partir destes testes, é
possivel constatar que a acdo antimicrobiana do éleo essencial obtido do manjericdo apresentou 6timos resultados,
com atividade antimicrobiana superior do dleo da flor com relacdo ao éleo da folha. Ja o 6leo essencial da lavanda, tanto
da sua flor quanto da folha, ndo apresentaram significativa acdo antimicrobiana sobre a Eschericia coli. Constatando-
se que o 6leo essencial do manjericdo apresentou acdo antimicrobiana in vitro consideravel, inibindo o crescimento
bacteriano.
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Etiologia e avaliagdo de antibiodticos fitoterapicos e convencionais contra Staphylococcus coagulase
positiva, isolados de mastite caprina e ovina no agreste e na Zona da Mata do Estado de Alagoas, Brasil

Artur Vasconcelos?!, Maria De Nazaré Ferreira’l, Agnelo Douglas Junior?, Jobson Nascimento?, Luiz Henrique Lima?,
Thiago Silval, Karla Patricia Silval. ¥ Laboratério de doengas infecciosas do curso de medicina veterinaria UFAL, UFAL,
Universidade Federal de Alagoas, Vigosa, BR.

Objetivou-se avaliar a sanidade da glandula mamaria em cabras e ovelhas no periodo de lactacdo e definir o perfil
de resisténcia e sensibilidade do género Staphylococcus sp.coagulase positiva frente aos antibidticos fitoterapicos e
convencionais. Estudou-se 42 cabras e 36 ovelhas procedentes do Agreste e Zona da Mata de Alagoas. Realizou-se
o exame clinico da glandula mamaria e em seguida detectou-se as mastites por meio dos testes da caneca telada
e California Mastitis Test (CMT). Observou-se nos tetos das cabras a mastite clinica em 15,48 % (13/84) e mastite
subclinica 65,48 % (55/84), e nos tetos das ovelhas, mastite clinica em 19,44 % (14/72) e mastite subclinica 27,78 %
(20/72). As amostras positivas para mastite subclinica e que confirmaram no microbiolégico foram 83,63 % (46/55) para
caprinos e 90 % (18/20) para ovinos. Identificou-se 60 microrganismos na mastite clinica e subclinica caprina, sendo
Staphylococcus sp. a bactéria mais frequente 41,66 % (25/60) e na mastite ovina foram identificadas 45 microrganismos,
prevalecendo Staphylococcus sp. 60% (27/45).As bactérias isoladas do género Staphylococcus sp. foram submetidas
ao teste de coagulase e as amostras positivas foram submetidas ao teste de sensibilidade a antibidticos fitoterapicos
e convencionais. Observou-se nas amostras de mastite caprina, sensibilidade de 25 % aos fitoterapicos Cupania
impressinervia Acev. - Rodr e Mabea piriri Aubl. e de 16,67 % aos fitoterapicos I[pomoea purga e Zanthxylum rhoifolium
Lam. - Rutaceae, nos antimicrobianos convencionais o de maior efeito foi Gentamicina (91,67 %), a maior resisténcia
foi ao antimicrobiano Penicilina (70,83 %). Detectou-se nas amostras de mastite ovina 100 % de sensibilidade ao
fitoterapico Cupania impressinervia Acev - Rodr, seguido de Mabea piriri Aubl. com 70%, os fitoterdpicos Zanthxylum
rhoifolium Lam. - Rutaceae e Ipomoea purga foram eficazes in vitro contra 65 % e 60 %, respectivamente. Dentre os
antimicrobianos convencionais os de maior eficacia foram Gentamicina (95 %) e Sulfa+Trimetoprim (90 %). Conclui-se
gue a mastite subclinica é a forma mais comum da mastite, sendo de etiologia contagiosa e que a bactéria responsavel
pela maioria dos casos é Staphylococcus sp. produzindo diversos tipos de doencas infectocontagiosas em animais e
humanos.
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Clostridium septicum and Clostridium chauvoei induce different TLRs expression

Maria Cecilia Villa*, Rodrigo Alberto Guerra®, Adriana Soledad Vega Orozco?, José Soria®, Walter Berdn?. (Y Departamento
de Ciencias Basicas, Escuela de Salud, Universidad Nacional de Villa Mercedes, Villa Mercedes, San Luis, AR. @ IHEM
CONICET, Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Cuyo, Mendoza, AR.

Toll-like receptors (TLRs) are the best characterized innate immune receptors. Upon ligand binding, TLRs activate
a signaling pathway that enhance expression of immune factors such as cytokines, provoking inflammation and
communication with the adaptive branch of immunity. Clostridium chauvoei and Clostridium septicum are Gram positive
anaerobic flagellated pathogens, with 99% genetic similarity but different immunity. Both pathogens are causative
agents of myonecrosis, which is a deadly disease affecting cattle, man and many warm-blooded animals. The aim of
this work was determine TLRs expression induced by C. chauvoie and C. septicumin peritoneal mouse macrophage.
Macrophage (1 x 106 cell/well) were co-cultured with C. chauvoei and C. septicum cells obtained in log phase culture
at different multiplicity of infection (MOI) for 4, 12 and 24h. RNA was reverse transcribed into cDNA and used for
RNA amplification with specific primers, using RT-PCR. The bands were analyzed by Scion image software. The results
showed that C. chauvoei cells induces 1.4-2 times increase of TLR 5 expression early in time, even at low MOI ; while C.
septicum induced TLR2 expression, 2 times higher than that of control at 4 h post-infection. In conclusion, specific TLR2
would be singled out as a dominant receptor for C. septicum and TLR5 as a dominant receptor for C. chauvoei.
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Novel immunosuppressive mechanism during Bovine Viral Diarrhea Virus-1 infection

Melina Villalba?, Fernanda Fredericksen?, Nicolas Maldonado?, Gardenia Payne?, Juan K Romero?, Valentina Arriagada?,
Victor H Olavarrial. @ Instituto de Bioquimica y Microbiologia, Facultad de Ciencias, Universidad Austral de Chile,
Valdivia, CL.

Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) is the causative agent of multiple diseases: mucosal disease, reproductive failure,
infections persistent and bovine immunosuppression; causing several economic losses in the livestock industry. BVDV
in vitro induces decrease of important molecules for antiviral defense mechanism, such as proinflammatory cytokines
(IL-8, IL-1B, among others). Cytokine production for immunological process is tightly regulated at transcriptional and
posttranscriptional levels. Particularly, the transcription factor NF-kB controls the expression of immune and anti-
apoptotic genes important for maintain immune homeostasis in the cell through the participation of molecules such as
immediate early response 3 (IER3) and A20 (TNFAIP3), both key negative regulators of the immune response. Although
IER3 and A20 has been identified in mammals, relatively little is known about the composition of these regulators in
other classes of vertebrates, particularly for bovines. We report the first evidence of A20 and IER3 effective negative
regulators of NF-kB activity in bovine cells. In addition, our results prompt to bovine A20 and IER3 expression is mediated
by BVDV-1. In this context, A20 evidenced the strongest fold increase in expression with virus exposure, a phenomenon
blocked by a pharmacological NF-kB inhibitor. Also, it was found that BVDV infection can modify the NF-kB — related
early immunity gene expression through IER3 and A20 modulation. This is the first report to find BVDV-1 modulating
the activation of A20 and IER3 factors, being possible mechanisms of NF-KB pathway regulation that contributes to
immunosuppression induced by BVDV and elucidate potential signaling mechanisms related to pathogen infection in
cattle.
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Evaluacion de la actividad anti-oomicete de metabolitos secundarios presentes en extractos de
Streptomyces marinas de las costas chilenas

Nicoldas Zamorano!, Andrés Cumsille!, Valentina Gonzélez!, Fernanda Claverias!, Agustina Undabarrena?, Ivan
Montenegro?, Beatriz Cadmara’. ¥ Departamento de Quimica, Laboratorio de Microbiologia Molecular y Biotecnologia
Ambiental & Centro de Biotecnologia Daniel Alkalay Lowitt, Universidad Técnica Federico Santa Maria, Valparaiso, CL.
@ Escuela de Obstetricia y Puericultura, Facultad de Medicina, Universidad de Valparaiso, Vifia del Mar, CL.

Chile es el segundo productor de salmones a nivel mundial, con exportaciones que bordean los USS$ 4.000 millones. Por
este motivo, preservar la salud de estos peces se considera de gran importancia para industria salmonera nacional. Estos
peces son propensos a sufrir infecciones por diversos patdgenos, entre ellos Saprolegnia parasitica, un Oomycetes que
genera pérdidas de hasta un 10% de la producciéon anual. Anteriormente, una serie de compuestos han sido empleados
para el control de este patdgeno, sin embargo, ninguno de ellos ha dado una solucién al problema. Encontrar nuevos
compuestos para su tratamiento se vuelve de gran importancia para la industria salmonera. En este contexto, bacterias
del género Streptomyces han sido estudiadas por producir diversos compuestos con propiedades antimicrobianas.
En este trabajo, la capacidad anti-oomicete en contra de Saprolegnia parasitica de extractos provenientes de tres
Streptomyces marinas aisladas de costas chilenas fue evaluada. Se utilizé la metodologia OSMAC (One strain-many
compounds) para realizar fermentaciones con las cepas de Streptomyces marinas cultivadas en 5 medios para la
obtencién de sus metabolitos secundarios, utilizando varios solventes. Posteriormente, se evalud el potencial efecto
de estos extractos contra Saprolegnia parasitica. Los resultados obtenidos sugieren que la actividad de los extractos
contra este patégeno varia dependiendo de la cepa y del medio de cultivo utilizado. Mayoritariamente, se obtuvo
actividad en el medio de cultivo ISP-2/ASW utilizando una mezcla de acetato de etilo con acido férmico al 1% como
solvente. Ademas, la actividad anti-oomicete fue mayor cuando la extraccién se realizé al dia 7 de las fermentaciones.
En conclusién, los metabolitos producidos por las Streptomyces marinas se presentan como potenciales candidatos
para generar nuevas alternativas para el control del patédgeno Saprolegnia parasitica.
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Andlise do perfil clonal de cepas de Corynebacterium pseudotuberculosis biovar ovis oriundas de
pequenos ruminantes diagnosticados com Linfadenite Caseosa no estado do Para
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Corynebacterium pseudotuberculosis € um patdgeno intracelular facultativo, ndo formador de esporos, pleomérfico,
de grande interesse veterindrio, pois é o agente etioldgico da linfadenite caseosa (LC) principalmente em pequenos
ruminantes. Esta doenca caracteriza-se por inflamacdo e aumento dos ganglios linfaticos superficiais ou internos, que
compromete a carne e a pelagem, em casos graves pode levar o animal a morte, trazendo assim inumeras perdas
econOmicas. O estado do Pard se destaca pelo grande nimero de rebanhos de pequenos ruminantes em relacdo ao
norte do pais, consequentemente as perdas econdmicas relacionadas a esse microrganismo tornaram-se um problema
notorio. Assim, objetivou-se analisar o perfil clonal das estirpes de C. pseudotuberculosis circulantes no estado do
Para. Amostras de material caseoso de animais diagnosticados com LC foram coletadas e analisadas por técnicas
microbioldgicas de cultura e isolamento e, apds extracdo, o material genético das estirpes foi submetido a uma reacao
em cadeia da polimerase usando genes especificos: rrs, rpoB e pld (multiplex-PCR), seguido de eletroforese em gel de
agarose. Visando estudo de filogenia, trés linhagens foram sequenciadas (PAO5, PA06 e PAQ7) para constru¢do de uma
arvore filogenética pelo software MEGA7, utilizando o gene rrs das cepas do Para e de outras espécies (outgroup),
recuperadas do NCBI, pertencentes ao género Corynebacterium. Concomitante ao estudo filogenético, as cepas
isoladas foram submetidas a trés técnicas de fingerprint: DGGE, ARDRA e Box-PCR, juntamente com outras cepas
previamente coletadas. Dez amostras de material caseoso foram coletados no total, sendo quatro deles confirmadas
como pertencentes a C. pseudotuberculosis por apresentarem perfil morfolégico e resultados em testes de identificacdo
condizentes para espécie. Na filogenia, as cepas isoladas neste trabalho foram separadas de cepas bacterianas do
mesmo género, mas de diferentes espécies, e alinhadas com outras espécies de C. pseudotuberculosis. Assim, foi
possivel diferenciar o agrupamento de diferentes biovares (ovis e equi). Em todas os ensaios de fingerprint foi possivel
observar perfis de bandas sugerindo apenas um gendtipo entre as linhagens. Dessa forma, infere-se a presenca de um
comportamento clonal entre as estirpes de C. pseudotuberculosis circulantes no estado do Par3, corroborando assim,
resultados ja descritos na literatura em outras partes do pais.

Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior (CAPES) e Centro de Genomica e Biologia de Sistemas (CGBS)
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Rol de E. coli y Salmonella spp sobre el crecimiento y mortalidad de crias de alpacas (Vicugna pacos)

Victor D Carhuapoma?, Nicasio Valencia M2, Alcides Anccasi C!, Epifanio Lizana H?, Nicasio M Valencia2 ) Centro de
Investigacion Cientifica Multidisciplinario, Centro de Investigacién Cientifica Multidisciplinario, Universidad Nacional de
Huancavelica, Huancavelica Peru, PE. @ Laboratorio de Salud Animal, Laboratorio de Salud Animal, Universidad Nacional
de Huancavelica, Huancavelica, PE.

Las patologias entéricas bacterianas son de importancia clinica en la produccion de alpacas, debido a que ocasionan
elevadas tasas de mortalidades de crias de alpacas en los primeros cuatro meses de vida. Por ello surge la necesidad
de estudiar el rol de Escherichia coli y Salmonella spp. como causales de diarrea y su efecto sobre el crecimiento
y mortalidad de crias de alpacas (Vicugna pacos). Se seleccionaron 131 alpacas Huacaya con procesos diarreicos y
con edad promedio de 10.0 + 2 dias, peso de 9.6 £0.5 kg y altura a la cruz de 85.0 £ 0.5 cm. Se tomaron muestras
de hisopados rectales y se cultivaron en medios de cultivo selectivos de agares MacConkey, EMB, SS, XHD y BIH, y
se hicieron pruebas bioquimicas. Con base a los resultados positivos a E. coli, Salmonella spp. y E. coli-Salmonella
spp. (ambas bacterias presentes), los animales fueron distribuidos en cuatro grupos: G1, E. coli (n=27); G2, Salmonella
spp. (n=25); G3, E. coli-Salmonella spp. (n=22); G4, testigo (n=30). El incremento de peso vivo, la talla corporal y la
mortalidad fueron registrados semanalmente por ocho semanas. Del total de 131 crias de alpacas estudiadas se
encontraron altos porcentajes positivos a E. coli, Salmonella spp., y E. coli-Salmonella spp. en ambos sexos. El peso de
las crias fue afectado en el G3 (hembras: 12.6+1.4c; machos: 12.4+1.3b) y G2 (hembras: 13. 4+1.5a; machos: 14. 6+1.2a)
mas que en el G1 (hembras 14.3+1.4b; machos: 16.2+1.3b) y G4 (hembras: 16.7+1.4d; machos: 18.4+1.4d). De igual
forma la talla corporal fue afectada en G3 (hembras: 67.0+1.4c; machos: 68.0+1.1c) y G2 (hembras: 68.0+1.5a; machos:
69.0+1.2a) mas que en G1 (hembras: 70.0+1.1b; machos: 71.0+1.3b) y G4 (hembras: 85.0+1.1d; machos: 84.0+1.1d)
(p<0.01). Asimismo, la tasa de mortalidad fue mayor en G3 (45.5% ambos sexos) y G2 (hembras: 23.1%; machos: 33.3),
siendo menor mortalidad en el G1 (hembras: 14.3 %; machos: 23.1%) y G4 (6.7% para ambos sexos). Salmonella spp.
y E. coli se evidenciaron como agentes patégenos negativos para el crecimiento y mortalidad en crias de alpacas con
diarrea.
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Monitoreo microbioldgico para controlar los principales agentes infecciosos en animales criados en
condiciones convencionales

Layna Riera?, Zenilda Zamora?, Sonia Lugo?, Romy Orphee?!, Maria Caridad Acevedo?, Sahilis Sdnchez!, Magalys Viera?,
Arlena Kaiser?. ) Direccion de Calidad, Direccion Calidad, Centro Nacional para la Produccién Animales de Laboratorio
(CENPALAB), La Habana, CU.

El control microbiolégico a los animales es de gran importancia, ya que se disminuye el riesgo de infecciones zoondticas
y se incrementa la confiabilidad y reproducibilidad de los datos de las investigaciones cuando son utilizados con fines
experimentales. Los animales mantenidos sin ningln proceso especial, en instalaciones abiertas, son llamados animales
convencionales, deben estar libres de toda evidencia de enfermedades infecciosas especialmente las trasmisibles al
hombre, y son frecuentemente usados como animales de laboratorio en el desarrollo y liberacidn de biolédgicos y
farmacos y en investigaciones cientificas y médicas. Exponer el programa de control microbiolégico empleado para las
diferentes especies de animales de experimentacién producidos y mantenidos en condiciones convencionales en el
Centro Nacional para la Produccidn de Animales de Laboratorio (CENPALAB), fue el objetivo de este trabajo. Se realizd
el estudio de regulaciones existentes, las condiciones de cria y el uso del animal. Fueron procesadas mds de 11 100
muestras (sueros, heces fecales y exudados) de cuatro especies de animales durante mas de 10 afios. El programa es
aplicable para las especies de conejos, perros, ovinos y primates no humanos. Se definieron las consideraciones para
el monitoreo, frecuencia de muestreo, entidades microbianas a controlar, tanto las infecciosas como las zoondticas,
entre otros. Con los resultados del control microbioldgico se hizo un analisis de la incidencia y tendencia de entidades
microbianas mediante un Andlisis de Regresion, permitiendo asi certificar la calidad microbioldgica de estos animales.
El trabajo permite contar con un documento normativo en el control de la calidad microbioldgica de estas especies de
animales, armonizando los criterios microbiolégicos en el sistema nacional de animales de experimentacién en Cuba.
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Resistencia microbiana y produccion de biofilms en cepas de Pasteurella multocida

Sonia Lugo?, Ivette Espinosa?, Zenilda Zamora?, Layna Riera?, Evelyn Lobo3, lliana Sosa®. ¥ Direccién de Calidad, Direccién
Calidad, Centro Nacional para la Produccién Animales de Laboratorio (CENPALAB), La Habana, CU.  Direccion Salud
Animal, Laboratorio Bacteriologia, Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria (CENSA), Mayabeque, CU. ® Direccion
Salud Animal, Laboratorio Mycolab, Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria (CENSA), Mayabeque, CU.

La pasteurelosis se considera una enfermedad zoondtica cuyo principal reservorio se encuentra en los animales
domésticos vy silvestres, se conocen diferentes sinonimias: célera aviar, neumonia porcina, septicemia hemorragica
bovina, coriza del conejo; en humanos se adquiere por via aérea o a través de arafnazos o mordeduras de mascotas
infectadas. Es una enfermedad de facil contagio por via aérea y resistente a diversidad de antibidticos, una de las
causas que se le atribuye a su resistencia, ademds de sus factores de virulencia, como la capsula, fimbrias, LPS,
neuroaminidasas y proteinas de membrana externa, es la capacidad de produccién de biofilms. El objetivo del presente
trabajo es mostrar los resultados obtenidos en el estudio de la produccién de biofilms en cepas de Pasteurella multocida
aisladas de conejos sanos y con procesos respiratorios en un periodo de 10 ainos y su comparacién con el estudio de
resistencia antimicrobiana ante un panel de 12 antibidticos. Para la evaluacién de produccién de biofilms se empled el
método de Olson, 2002; la actividad antimicrobiana se realizd por el Método de difusién en disco de Kirby- Bauer. Los
resultados obtenidos mostraron que las cepas mostraron un patrén de resistencia elevado, el 100% fueron resistentes
a la Kanamicina, Amoxicilina, Ceftriazona, Carbenicilina, Eritromicina, Sulfametoxazol y Estreptomicina, el 90,9% resulté
resistente a la Tetraciclina, Ciprofloxacina y Penicilina, el 81,8 % al Cloranfenicol y el 72,7 % a la Gentamicina, las cepas
productoras de biofilms mostraron un patrén de resistencia del 100 % y corresponden a aislados de animales sanos, lo
que explicaria el estado de portador que le garantiza a la bacteria, perdurar en el tiempo y las infecciones recidivantes.
Existe relacidn entre la produccién de biofilms en P. multocida y la resistencia microbiana, lo que le podria conferir el
cardacter recidivante de sus infecciones.
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Utilizacion del gen ELF-1 Alpha para evaluar la calidad del diagndstico del virus de la necrosis pancreatica
infecciosa (IPNV) a través de RT-PCR en tiempo real

Yoanna Eissler®, David Tapia?, Javiera Garcia, Juan Carlos Espinoza?, Juan Kuznart. ™ Centro de Investigacion y Gestion
de Recursos Naturales, Instituto de Quimica y Bioquimica, Facultad de Ciencias, Universidad de Valparaiso, Valparaiso,
CL. @ Doctorado en Acuicultura, Programa Cooperativo Universidad de Chile, Universidad Catdlica del Norte, Pontificia
Universidad Catdlica de Valparaiso, Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso, Valparaiso, CL. ® Instituto de Quimica,
Carrera de Bioquimica, Pontifica Universidad Catélica de Valparaiso, Valparaiso, CL.

El virus de la necrosis pancredtica infecciosa (IPNV) afecta principalmente a salmones en etapas tempranas de su
desarrollo, causando la enfermedad conocida como IPN, una patologia sistémica aguda y contagiosa. El IPNV en Chile
es prevalente, infecta a todas las especies de salmones cultivados y se encuentra entre las causas de mortalidad por
enfermedad mas frecuentes reportadas anualmente por el Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura. La principal técnica
utilizada para su diagndstico corresponde a la RT-PCR en tiempo real (RT-gPCR), la cual requiere del uso de genes de
referencia conocidos con expresion constitutiva, como controles enddgenos para la normalizacién de los resultados. En
el presente estudio se analizé un total de 53 muestras, colectadas de peces adultos y alevines de salmén Atlantico, Salmo
salar, trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss y salmén coho Oncorhynchus kisutch, obtenidas de sitios de agua dulce y
agua de mar en el sur de Chile durante los afios 2015 y 2016. Se determind la presencia del IPNV en las muestras a través
de dos protocolos de RT-qPCR dirigidos a la proteina VP2 y VP1 del virus. En paralelo, se disefidé un protocolo de RT-gPCR
para determinar la expresion del gen de referencia ELF-1 alpha en las muestras y se compard con dos protocolos de
RT-qPCR obtenidos de literatura, con el objetivo de evaluar la calidad del diagndstico. A partir de los resultados de Ct se
realizaron pruebas estadisticas no paramétricas de comparacién con el programa STATISTICA versidn 7.0, como Kruskal-
Wallis ANOVA, entre otras. Los mejores resultados se obtuvieron con el protocolo disefiado en nuestro laboratorio,
denominado protocolo ELF4. Este método demostrd ser mas estable que los demds examinados, al presentar un rango
de valores de Ct menor entre las muestras, y exhibié un mejor desempefio en la amplificacién del gen. En conclusion, el
protocolo disefiado en el l[aboratorio de referencia de IPN demostrd ser el mas adecuado para determinar la expresion
del gen de referencia ELF-1 alpha en la evaluacién de la calidad del diagndstico del virus IPN a partir de muestras de los
distintos salmdnidos cultivados en Chile.

FIPA N2 2014-60: “Determinacion de factores epidemioldgicos de riesgo en la presentacion clinica de la enfermedad
Necrosis Pancreatica Infecciosa”.
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La cria confinada de ganado como agente de riesgo sanitario en la provincia de Buenos Aires Argentina

Marta Paz?, Julian Mantovano?, Carina Tornello?, Celio Chagas?, Oscar Santanatoglia?, Filiipe Kraemer?, Lidia Nufiez?,
Juan Moretton®. @ Salud Publica e Higiene Ambiental, Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos Aires, Buenos
Aires, AR. ¥ Manejo y Conservacién de Suelos, Facultad de Agronomia, Universidad de Buenos Aires, Buenos Aires, AR.

Las aguas contaminadas en las zonas agricola- ganaderas pueden contener una amplia gama de agentes infecciosos
causantes de enfermedades. La ganaderia contribuye a la contaminacién hidrica a través de la descarga a cursos de
agua de sedimentos que aportan excrementos con la consecuente diseminacidn de patégenos. La produccion bovina
en la Region Pampeana ha experimentado cambios con el incremento de la cria intensiva de ganado que constituye
una fuente de contaminacion localizada. El objetivo de este trabajo fue determinar la contaminacién bioldgica y evaluar
el riesgo sanitario de exposicidon consecuente, que se produce en el sistema de vaguadas naturales que conecta un
feedlot de la Pampa Ondulada con el Arroyo Burgos. Se tomaron muestras estacionales durante el 2012 a 2017 desde
la salida del feedlot y en un sistema de vaguadas de 5,45 Km. En las muestras de agua y de agua con sedimentos
se determiné el numero de Escherichia coli, enterococos y Salmonella spp. Con los datos obtenidos, se realizé una
evaluacion cuantitativa de riesgo, especialmente para los trabajadores agropecuarios, de infecciéon por Salmonella spp
asociado con la exposicidn al agua contaminada bajo condiciones inalteradas y bajo condiciones de resuspensién. En
el punto de muestreo, a la salida del feedlot, y en el Gltimo sitio de muestreo en las muestras con agua y sedimento se
observaron que los valores medios de E. coliaumentaron 1 orden logaritmico con respecto a los valores obtenidos en las
muestras de agua. Con relacidn a los enterococos observamos un aumento de 0,5 érdenes logaritmicos en las muestras
de agua con sedimento. En todas las muestras se detecté Salmonella spp, lo que permitié estimar un riesgo sanitario
anual de 8,1 x10-3 en agua con sedimento y de 2,1 x 10-3 en el agua. Se detecta un alto grado de contaminacién en el
punto de descarga del feedlot, y en el resto de los sitios estudiados se observa una importante contaminacién difusa
originada presumiblemente por cria de animales a campo. Las actividades que causan resuspension de los sedimentos
conducirian a un riesgo elevado de infeccidn para las personas expuestas.
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Direct red congo dye discoloration by Shewanella sp. G5-03

Lopes Viviane Cristina P!, Da Silva Evanleide Rodrigues?, De Morais Eduardo Beraldo!. ¥ Sanitary and Environmental
Engineering, Architecture, Engineering and Tecnology Faculty, Federal University of Mato Grosso, Cuiabd, BR.

The pollution provided to the usage of textile dyes in the textile sector has been causing a series of concerns, since the
synthetic dyes that are used may cause severe damages for both water bodies and human health due to its recalcitrant,
mutagenic and carcinogenic characteristics. The biological treatments have been broadly used in the treatment of
such effluents due to the acknowledged ability of microorganisms in degrading textile dyes, as well as other chemical
compounds whose degradation is slow. Therefore, this study aims to test the capacity of the Shewanella sp. G5-03
bacterial isolated strain in degrading the Congo red dye (C.I Direct Red 28) in a synthetic effluent under several pH
(5, 7 and 10), temperature (25°C, 30°C, 35°C e 40°C) and aeration conditions (static and agitation). As results, it was
observed that there was 97.5% of discoloration at 30°C and pH 10 under static conditions after 10h incubation. The
spectrophotometric analyzes in the infrared region showed that there was degradation of the dye, with changes in its
structure, observed by the disappearance of the band 1,589.34 cm -1, which corresponds to the azo bond (-N = N-).
These results indicate that the Shewanella sp. represents a good alternative in the treatment of effluents containing
textile dyes.

We acknowledge for financial support to CAPES and UFMT.
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Atividade antimicrobiana do residuo de extra¢cdo de manjericdao (Ocimum basilicum var. minimum L) sobre
Aspergillus niger

Souza Joseane Do Carmo?, Brito SARA SS?, Silva Maria Aparecida P Da?, Silva Franceli Da?, Cintia Armond?.  CCAAB,
Universidade Federal do Recéncavo da Bahia, Cruz das Almas, BR @ Nutricdo, FAMAM, Faculdade Maria Milza, Cruz das
Almas, BR.

Algumas plantas produzem compostos secundarios, que podem ser utilizados no desenvolvimento de novos produtos.
O residuo da extracdo é um subproduto da extracao do dleo essencial. De forma geral, o residuo mantém tracos de dleo
essencial, como é o caso do manjericdo, que muitas vezes se emulsifica apds a extracdo. Visando o aproveitamento do
residuo da extracao, este trabalho teve por objetivo avaliar o potencial antifingico do residuo da extracdo de manjericao,
por meio de sua extracdo em meio metandlico e sua aplicacdo sob o A. niger, causador da podridao vermelha do sisal.
Os extratos foram obtidos a partir dos residuos sélidos provenientes da hidrodestilacdo do déleo essencial, que apds
seco em estufa, foram submetidos a extracdo com solvente metanol. O isolado de A. niger foi proveniente da colecdo
de cultura do Laboratério de Microbiologia Agricola da UFRB. A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi pelos métodos
de concentragdo inibitéria minima (CIM), exposicdo aos volateis e o método de difusdo de agar. Os tratamentos foram
compostos por cinco dosagens de extrato, nas concentra¢des de 30, 25, 20, 15, 10 pL. mL-1. A concentracdo de 20
puL.mL-1, demostrou atividade fungistatica. Os resultados mostram que o residuo do processo de extracdo de dleo
essencial, ainda mantem agdo antimicrobiana, podendo ser utilizado no controle de A. niger.

Capes, CNPq, UFRB, FAMAM
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O crescimento de Pseudomonas putida, isolada do intestino médio de Aedes aegypti, é fortemente
estimulado por altas concentra¢des de heme

Mota Gabriela Petroceli', Machado Sadmella Da Hora?, Lemos Francisco José Alves?, Berbert De Molina Marilia Amorim?2.
W L aboratério de Biotecnologia, Doutoranda em Biociéncias e Biotecnologia, Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, Campos dos Goytacazes, BR. ¥ Laboratdrio de Biotecnologia, Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, Campos dos Goytacazes, BR.

Em fémeas do mosquito Aedes aegypti, vetor de severas doencas para humanos, uma grande quantidade de heme é
liberada no intestino durante a digestdo de sangue. A molécula é altamente proé-oxidante e para diminuir os efeitos
téxicos para o inseto, parte do heme livre é imobilizada na matriz peritréfica. Porém, conforme verificado por nosso
grupo, bactérias intestinais também resistem as condicdes oxidativas geradas, verificando-se aumento expressivo da
populacdo ao longo do processo. Nossa hipdtese é que a microbiota desempenha papel auxiliar na detoxificacdo de
heme e pode contribuir para diferentes aspectos da fisiologia do mosquito. Neste trabalho foi avaliado o crescimento
de uma das espécies bacterianas isoladas do intestino de A. aegypti, identificada como Pseudomonas putida, utilizando-
se cultivo em frascos agitados (30 °C e 110 min-1) e meio MC (controle) suplementado com 100, 150 ou 200 uM
dehemina (MCHe100, MCHe150 e MCHe200) ou 100 uM de sulfato ferroso (MCSF) ou cloreto férrico (MCCF). Verificaram-
se perfis cinéticos de crescimento semelhantes em MCSF e MCCF, com aumento médio de 71% na concentracdo
celular (Xm~4,0 g.L-1), em relacdo a de MC (Xm=2,3 g.L-1), indicando a necessidade de ferro para o crescimento. Da
mesma forma, todos os meios formulados com hemina estimularam a producdo de biomassa. Em MCHe100, que tem a
mesma concentracao de ferro que MC, Xm foi apenas 17,4% maior que o obtido no controle. No entanto, ao duplicar a
concentracdo de hemina (MCHe200), o aumento na producdo de células foi de quase 87% (Xm=4,3 g.L-1), embora com
produtividade volumétrica (Qx=0,20 g.L-1.h-1) analoga. Por outro lado, apesar de variagdes na cinética de crescimento,
0s meios MCHe150 e MCHe200 permitiram alcancar valores de Xm e QX similares aos dos meios MCSF e MCCF. Assim,
ainda que o ambiente artificial aqui testado seja distinto daquele do intestino do mosquito e que P. putidaseja apenas
uma representante de uma comunidade microbiana diversificada e dinamica, os resultados sugerem que a microbiota
intestinal pode atenuar os efeitos téxicos do heme durante a digestdo sanguinea. As concentra¢cdes de heme aqui
empregadas sdo equivalentes as utilizadas por bactérias patogénicas, que apresentam mecanismos eficientes para esta
finalidade.
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Cyclovirus isolation in MRC-5, Vero, HEp-2 and Caco-2 cell lines

Y Prades’, C Esteban?, K Bravo?, D Silva?, C Moreno?, V Luchsinger®. ¥ Programa de Virologia, ICBM, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile, Santiago, CL.

Introduction: Cyclovirus (CyCV) is a genus of non-enveloped viruses with circular ssDNA from the Circoviridae family.
CyCV has been detected in different organisms, such as dragonflies, foxes, dogs, bats and poultry. For the first time,
in 2010, CyCV genome was detected in human samples (feces). Although, CyCV detection resulted positive in other
types of samples, only its detection in patients has been studied and not its pathogenic role. Viral isolation will be
useful to confirm these detections and to study CyCV pathogenicity. Objective: To test CyCV replication in four cell
lines. Methodology: MRC-5, Vero, Hep-2 y Caco-2 cells were inoculated with CyCV-ChileNPA positive nasopharyngeal
aspirates from adults with community-acquired pneumonia (CAP), obtained between 2012 and 2014 and tested with
a real time PCR that amplifies a 149 bp fragment of the Rep gene (1267-1415). The cell lines were cultured using ATCC
specifications; 200.000 cells were seeded in flat-sided culture tubes (NUNC®) and grew to 70% confluence for the
experiments. Two tubes for each cell line was tested, one was: exposed to 300 ul of CyCV (+) sample, incubated at 37°C
for 30 min, centrifuged for 10 min at 2500 rpm and then filled with 1.2 ml of fresh medium with 1% of fetal bovine
serum (FBS), and the other one was tested in parallel but without the sample exposure. The experiment was followed
from 5 - 15 days by assessing morphological changes through microscope observation and testing the supernatant
medium for CyCV detection using the real time PCR described earlier. Results: Vero, Hep-2 and Caco-2 cell lines showed
significant morphologic changes such as: cytoplasmic enlargement, inclusion bodies and monolayer destruction, but
none of these cell lines were detected positive for CyCV detection. The MRC-5 did not showed significant morphologic
changes and the PCR also resulted negative for CyCV. Conclusion: In conclusion, these four cell lines could not allow
CyCV replication in vitro. So, it is necessary to assay CyCV isolation in another cell lines in vitro.
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Probiotic effect of Bifidobacterium longum 51A on the development and severity of mucositis induced by
chemotherapy in a murine model
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Martins Flaviano S2. ¥ Farmdcia, Farmacia, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, BR. @ Microbiologia,
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The antineoplastic-induced mucositis is a limiting factor in cancer therapy, affecting significantly the quality of life
of patients, increasing morbidity and health costs. It is a huge problem caused by radiotherapy and chemotherapy
predominantly affecting the mucosal surfaces of the gastrointestinal tract. Mucositis is a clinical term used to characterize
mucosal ulcerations of the entire digestive tract and relevant symptoms. In recent years, although many studies on the
pathophysiology of mucositis have been performed, there are still no curative methods, and there are only palliative
measures for the treatment. Regarding to chemotherapy-induced mucositis of irinotecan hydrochloride, CPT-11, the
main side effects include diarrhea and myelosuppression which are considered more frequent limiting toxicities and
may affect the efficacy of the treatment since it is usually necessary to reduce the doses or interrupt it. Recently,
probiotics have been shown to be a promising source as adjuvants for the treatment of mucositis. Therefore, the
purpose of this study is to evaluate the probiotic effect of Bifidobacterium longum 51A in an in vivo model of intestinal
mucositis induced by irinotecan, analyzing clinical and immunological parameters. For this, female Balb/c mice received
(1x109 CFU) of B. longum 51A until the end of the experiment (day 15). Throughout the experiment, lost weight and
food intake were evaluated daily. For the immunological parameters, the enzymes myeloperoxidase and eosinophil
peroxidase were evaluated in the ileum and jejunum. The oral administration of B. longum 51A led to a significant
(p <0.05) and discrete reduction in recruitment of neutrophils and eosinophils, respectively, in mice with mucositis
attenuating the inflammatory response in the treated mice. The intestinal permeability was also evaluated and, in
comparison with the pre-treatment control, its alterations were significant (p <0.05). These results may be related to
the immunomodulatory properties of B. longum 51A that may alter the excreted cytokine profile. The immunological
profile related to irinotecan-induced mucositis is being investigated and further studies are needed to understand the
effects of this probiotic in a murine model of intestinal mucositis.
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Nanoparticulas biogénicas: Sintesis y estabilidad mediada por proteinas de Pseudomonas aeruginosa
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El desarrollo de nuevos procedimientos, amigables con el medio ambiente, para la sintesis de nanoparticulas metdlicas
es uno de los principales objetivos de la Nanotecnologia. Esto se debe a que los métodos quimicos, ampliamente
utilizados, poseen algunas desventajas como el uso de solventes tdxicos, la generacién de subproductos peligrosos y
el alto consumo de energia. La utilizacion de plantas, algas, hongos y bacterias para la produccién de nanomateriales
son algunas de las alternativas viables debido a su bajo costo, la ausencia de residuos téxicos y porque son altamente
eficientes desde el punto de vista energético. Asimismo, se ha observado que las nanoparticulas de plata biosintetizadas
(NPsAg) son mas aceptables para aplicaciones médicas debido a una biocompatibilidad superior que las sintetizadas
guimicamente. Esta biocompatibilidad estaria mediada por las biomoléculas que actian como estabilizantes naturales
delas NPsAg, impidiendo no sélo la agregacion a lo largo del tiempo sino también otorgandoles una estabilidad adicional.
En resultados previos, se obtuvieron NPsAg biosintetizadas a partir del sobrenadante de la bacteria Pseudomonas
aeruginosa, las cuales presentaron actividad antimicrobiana frente a diferentes especies bacterianas. El objetivo de
este trabajo es analizar la cobertura o capping que presentan estas NPsAg biosintetizadas utilizando técnicas como
microscopia electrénica de transmision (TEM), espectroscopia infrarroja (IR), SDS Page y Espectrometria de Masas
(MS), de manera tal de identificar los compuestos responsables de la estabilidad y biocompatibilidad de las mismas. A
partir de las imagenes TEM obtenidas se observd que las NPs se encontraban rodeadas por una especie de envoltura.
El espectro IR arrojo que la misma estaba compuesta por carbohidratos y/o proteinas. Por Gltimo, mediante MS se
pudieron identificar 3 proteinas provenientes del sobrenadante de P. aeruginosa. Los resultados obtenidos en este
trabajo con respecto a la caracterizacidén de la composicidn del capping de NPsAg son pioneros en el drea y permiten
avanzar en la identificacién de aquellas moléculas que le otorgan el cardcter diferencial a las NPs biosintetizadas con
respecto a aquellas sintetizadas por otros métodos.
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Una aproximacion protedmica al didlogo molecular de la interaccion simbiotica
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Pasteur de Montevideo, UY, Montevideo, UY. ¥ Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica, Montevideo, UY,
Montevideo, UY.

Los rizobios son bacterias del suelo clasificadas dentro de los grupos alfa y beta de proteobacterias que poseen la
particularidad de asociarse simbidéticamente con leguminosas. El establecimiento de la simbiosis se encuentra
finamente regulado mediante un didlogo molecular que comienza cuando los organismos se reconocen mutuamente
en la rizésfera y culmina con la formacién de érganos especializados, llamados nédulos, donde las bacterias llevan a
cabo el proceso de fijacidn biolégica de nitrégeno. Hasta el momento, la mayor parte de la informacién disponible sobre
los mecanismos moleculares implicados en el reconocimiento mutuo y establecimeinto de la simbiosis, se basa en el
estudio de modelos que involucran rizobios pertenecientes a las alfa proteobacterias. En nuestro pais hemos detectado
la presencia de rizobios pertenecientes a la familia Burkholderiaceae asociados a diversas leguminosas nativas. Por esta
razdn nos preguntamos ¢ Poseen estos rizobios bases moleculares similares a las ya estudiadas? O al contrario ¢Tienen
su propio camino a la simbiosis? En el presente trabajo realizamos un abordaje protedmico para identificar las proteinas
y principales vias metabdlicas implicadas en el establecimiento de la simbiosis entre la cepa de rizobio UYMMAOQ2A,
perteneciente al género Cupriavidus y uno de sus hospederos, la leguminosa Mimosa pudica. Para esto comparamos
los perfiles proteicos bacterianos obtenidos a partir de bacterias crecidas en vida libre versus bacterias crecidas en
presencia de su hospedero. Mediante el empleo de la técnica Differential In Gel Expression (DIGE) se logré detectar
la expresion diferencial de 37 proteinas de las cuales 22 fueron identificadas mediante MALDI-TOF. Se identificaron
proteinas implicadas en diversos metabolismos, se seleccionaron una quinasa y una decarboxilasa para profundizar
estos estudios mediante la construccion de cepas mutantes knock out en los genes que codifican para estas proteinas.

Posteriormente seran caracterizadas fenotipicamente realizando ensayos de interaccion con su hospedero. Conocer el
rol de estas proteinas en la colonizacion e infeccidn de plantas, nos ayudara a entender el didlogo entre los simbiontes.
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Interagcdo do complexo enzimatico produzido por Aspergillus fumigatus na descolora¢ao de efluente téxtil
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As industrias téxteis necessitam de grande volume de dgua nas etapas de tingimento e lavagem de tecidos, gerando
efluente com elementos quimicos de altas complexidades. Dentre os elementos quimicos, podemos destacar os corantes
por se tratar de moléculas com efeitos mutagénicos aos organismos vivos. Na bioconversao, os fungos filamentosos
sdo usados na producdo de enzimas intracelulares e extracelulares capazem de converter moléculas complexas em
substancias diferentes da originalmente produzida. Diante disso, este trabalho teve o objetivo determinar o potencial
enzimatico do Aspergillus fumigatuspara tratamento de efluente produzido pela industria téxtil. Foram realizados dois
experimentos para identificar as melhores condicdes para tratamento desse efluente. No primeiro foram utilizadas as
seguintes condicbes: Trés blocos de gelose com crescimento micelial; 50 mL de efluente téxtil e 0,02% de extrato de
levedura. Ja no segundo, apds otimizacgdo, foi inoculados nas seguintes condicdes: 0,35 g/L de extrato de levedura, 0,06
g/L de MnS04, 0,015g/L de CuSO4, 0,04 g/L de FeSO4 e 1,0 g/L de KH2PO4. Todos os experimentos foram realizados
em triplicata e incubados por sete dias a 30°C em condig¢des estacionarias. Estabelecidas as condi¢des, foram realizadas
atividades dos complexos enzimaticos lacases (Lac), lignina peroxidases (LiP) e manganés peroxidases (MnP) e os
percentuais de descoloracdo do efluente através de reducbes de absorbancias espectrofotométricas. No primeiro
experimento, as condicdes de tratamento obtidos foram 34,24 UL-1 de Lac, 2,5 UL-1 de LiP e 40,83 UL-1 de MnP e um
percentual de descoloracdo de 67,91 %. Ja na segunda condicado, foram 399,88 UL-1 de Lac, 0,18 UL-1 de LiP e 11,27 UL-
1 de MnP com percentual de descoloracdo de 80,13%. Diante deste resultado, podemos concluir que a suplementacao
de nutriente ao meio de cultura aumentou, significantemente, a producao da lacase, levando a um maior percentual de
descoloragdo do efluente téxtil. Estas enzima, produzidas pelo fungo Aspergillus fumigatus, tem possuem um grande
potencial para descoloracdo de efluente gerado pela industria textil.
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Azospirillum brasilense: A eficiéncia da multiplicagao caseira
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O Azospirillum brasilense é uma bactéria que realiza o processo de fixacdo biolégica do nitrogénio, sendo utilizada
nas lavouras de milho por promover o crescimento e o incremento na produtividade por meio da disponibilizacao
de nitrogénio. Alguns produtores rurais acreditam que realizar a multiplicacdo da bactéria na propriedade rural sem
as condicdes minimas de higiene é vantajoso e a fazem sem respeitar a legislacdo. Este trabalho tem como objetivo
verificar a eficiéncia da multiplicacdo caseira de A. brasilense durante 14 horas em um tanque de inox com 5000 L
de meio de cultura sob agitacdo e sem controle de temperatura e pH. Como meio de cultura utilizou-se o padrdo
da fazenda e que leva nutrientes essenciais para o desenvolvimento da bactéria e dgua de torneira em quantidade
suficiente para os 5000 L. O tanque era aberto, possuia a injecdo de ar, por meio de uma bomba, mas tinha a presenca
de insetos e ndo passou por um processo de esterilizacdo. As amostras foram coletadas de hora em hora, tendo o pH
aferido no momento da coleta e o material acondicionado tubo plastico esterilizado e colocado em caixa de isopor com
gelo. As amostras foram levadas para o laboratério para a diluicdo seriada e a contagem do numero de A. brasilense
presentes nas amostras. Para a diluicdo seriada utilizou-se soluc¢do salina (0,85%) e para a enumeracgdo do A. brasilense
utilizou-se o meio de cultura NFb descrito na IN2 30/2010 do MAPA e a técnica do nimero mais provavel e os fracos de
vidro foram incubados a 30 eC por 5 dias. O pH das amostras variou de 6,5 a 4,8 (com 14 horas de agita¢do). O nimero
de unidades formadoras de col6nias de A. brasilense nio foi superior a 104 UFC/mL, bem inferior ao que preconiza a
legislacdo brasileira que diz que o inoculante para ser utilizado na lavoura e ser eficiente tem que ter no minimo 109
UFC/mL. Conclui-se que a multiplicagdo caseira de A. brasilense nao é eficaz, além de trazer outros problemas que é a
multiplicagdo de microrganismos indesejaveis e sérios problemas aos trabalhadores envolvidos no processo.
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Virulent Salmonella enterica serovar Typhimurium modulates the production of neutrophils extracellular
traps
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Introduction: Salmonella is an important cause of gastrointestinal and systemic diseases worldwide. During Salmonella
infection, the initial innate immune response triggered is the migration of neutrophils to the site of infection to clear
the infecting microorganisms through different mechanisms, such as neutrophils extracellular traps (NETs). However,
this innate immune response is not enough to avoid Salmonella infection and dissemination. It has been described
that Salmonella enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium) has several virulence factors located in chromosomal
cluster, known as Salmonella Pathogenicity Islands (SPI), which triggers the production of anti-inflammatory cytokines
to promote a tolerogenic environment. For this reason, we evaluated whether S. Typhimurium modulate the production
of NETs by neutrophils to facilitate dissemination from the site of infection. Hypothesis: S. Typhimurium modulates
the production of NETs by neutrophils. Methods: Bone marrow derived neutrophils were isolated from C57BL/6 mice
and infected with 1x105 cells for 10 or 180 min with S. Typhimurium WT and a mutant strain lacking a functional Type
three secretion system encoded in SPI-2 (TTSS-2). NETs production by the early or classical ways was evaluated by
extracellular DNA quantification and confocal microscopy analyses. Results: We observed induction of NETs production
by the classical way (180 min post-infection) in bone marrow derived neutrophils infected with S. Typhimurium WT
and TTSS-2 strain, in a MOI dependent manner. However, neutrophils infected with TTSS-2 strain showed increased
NETs production, as compared to neutrophils infected with S. Typhimurium WT. Conclusions: Our results suggest that
infection of neutrophils by S. Typhimurium induce NETs production, however a functional TTSS-2 could modulates this
phenomenon. It is possible that the virulence proteins secreted by S. Typhimurium alters the capacity of neutrophils to
prevent S. Typhimurium dissemination.

Barbara M. Schultz is supported by CONICYT 21171014
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Introduccién Las lesiones apicales (LA) se originan a partir de la respuesta inmune frente a la infeccidon endodéntica.
Histologicamente pueden corresponder a un granuloma apical o quiste apical, este ultimo presenta revestimiento
epitelial y deriva de un granuloma preexistente. La interleuquina (IL)-6 es una citoquina pleiotrépica expresada en altos
niveles en lesiones periapicales, con efectos locales y potencialmente sistémicos. Actla a través de un completo receptor
compuesto por IL-6R y la glicoproteina (gp) 130. Hasta ahora se desconoce su participacion en lesiones periapicales
y en la patogénesis de la evoluciéon de un granuloma a quiste apical. Objetivos Determinar la inmunolocalizacién
del complejo de sefializacién de IL-6 en lesiones apicales de origen endodéntico epitelizadas y no epitelizadas de
pacientes con periodontitis apical sintomatica y asintomatica. Materiales y métodos Se incluyeron LA de pacientes con
diagnéstico clinico de periodontitis apical (n=15) sintomaticas y asintomaticas, a las cuales se les realizé diagndstico
anatomopatolégico. Las muestras se procesaron por inmunohistoquimica para determinar la presencia y localizacién de
IL-6, IL-6R y gp-130. Resultados IL-6, IL-6R y gp-130 se inmunolocalizaron en células endoteliales, néutrofilos y leucocitos
mononucleares de lesiones no epitelizadas y epitelizadas. En las lesiones epitelizadas el complejo de seializacion de
IL-6 ademas se identificd en el epitelio proliferante y en el estrato basal del revestimiento epitelial de manera intensa.
En el estrato granuloso la intensidad disminuyd y en el superficial no hubo inmunolocalizacién. Conclusiones IL-6, su
receptor y gp-130 se encuentran en lesiones periapicales de origen endoddntico, especificamente leucocitos, células
endoteliales y queratinocitos de lesiones epitelizadas, contribuyendo a explicar los efectos mediados por IL-6 durante
la formacion del revestimiento epitelial de quistes apicales.
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Effect of Hemoxigenase 1 modulation in the severity of Salmonella enterica serovar Typhimurium acute
and persistent infection in mice
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Introduction. The main virulence trait of Salmonella enterica serovar Typhimurium (S. Typhimuium) is the ability to
avoid the immune response of the host, generating systemic and, in severe cases, persistent infections. One of the
immunomodulatory molecules expressed by the host that has a role in bacterial clearance is Heme oxygenase 1 (HO-1).
HO-1 is an enzyme that catalyzes heme degradation reaction releasing Fe3+, biliverdin and carbon monoxide (CO). The
role of HO-1 production during S. Typhimurium infection is not clear and previous studies show contradictory results.
Aim. In this study, we proposed to evaluate the role of HO-1 in a mouse model of acute and persistent S. Typhimurium
infection. Methods. To achieve this, we induced HO-1 expression and inhibit HO-1 enzymatic activity in mice by
treatment with Cobalt Protoporphyrin (CoPP) and Tin Protoporphyrin (SnPP), respectively, in mice prior to infection
with S. Typhimurium. Weight change, clinical score, bacterial loads and survival were measured daily, and mice were
euthanized at day 5 post-infection (pi) for acute infection. For persistent infection, mice were treated with antibiotic
at day 3 pi for 3 weeks, and then euthanized at day 42 pi. Results. Our results show that infected and CoPP-treated
mice (S. Typhimurium CoPP) and SnPP-treated (S. Typhimurium -CoPP) have a tendency to survive more and present a
reduced clinical score, as compared to infected-untreated mice (S. Typhimurium-Veh). However, S. Typhimurium-CoPP
mice decrease bacterial load at 5 days post- infection in spleen, liver and feces, in contrast to S. Typhimurium-SnPP mice
that have similar bacterial load than S. Typhimurium-Veh mice. In persistence experiment, S. Typhimurium-CoPP mice
have less bacterial load compared with S. Typhimurium-Veh and S. Typhimurium-SnPP mice. Conclusions. Our results
suggest that HO-1 induction have an effect in bacterial clearance, survival, and persistence in mice infected with S.
Typhimurium, indicating that HO-1 plays an important role in S. Typhimurium infection. Further analysis must be made
to evaluate the mechanisms by which HO-1 is affecting S. Typhimurium infective cycle.

Founding by “Fondo Nacional de Ciencia y Tecnologia de Chile” (FONDECYT) 1170964; Millennium Institute on
Immunology and Immunotherapy P09/016-F from the Iniciativa Cientifica Milenio, Ministry of Economy, Chileand
Government
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A biological firewall: The protective rol of the outer membrane vesicles against external agents
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Outer membrane vesicles (OMVs) are nano-sized proteo-liposomes (20-500 nm) discharged from the cell envelope
of Gram-negative bacteria (GNB) in a process that does not involve cell lysis or death. Diverse analyses reveal that
native OMVs exhibit component mainly derived from the outer membrane (OM) and periplasm. In pathogenic bacteria,
OMVs act as vehicles carrying virulence factors during infection. Nevertheless, due to their nature, OMVs could also act
as decoys for bacteriophages or lipophilic antibiotics, plausible increasing the bacterial fitness against these harmful
agents. In addition, OMVs have been extensively used as delivery systems in diverse biotechnological application,
thereby an understanding of their properties will surely contribute to develop new and improved uses. Recently, we
identified nine genes involved in OMVs production in S. enterica: ompA, nlpl, tolR, rfak, waaC, yibP, mrcB, degS and
hns. By means of Dynamic Light Scattering of the supernatants, we observed that the corresponding S. Typhimurium
deletion mutants produced distinct OMVs regarding their size and abundance. In this context, we speculated that the
OMVs produced by these mutants will in turn exhibit distinct properties. Thus, we mixed S. Typhimurium WT with the
supernatant of each mutant prior a challenge with bacteriophages (P22) or antibiotics (polymyxin, chloramphenicol and
kanamycin). We observed that some of the supernatants improved, at different levels, the fitness of S. Typhimurium
against the harmful agents tested. We conclude that the genes identified are involved in the production of distinct
protective agents to the supernatants, plausibly OMVs. This research opens new windows regarding the OMVs study
and future biotechnological applications.

This work was funded by FONDECYT 1181638 and Proyecto Nucleo UNAB DI-1419-16/N.
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Serum gastrin levels in Helicobacter pylori infected patients: the role of cagA, vacA and babA genes
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Helicobacter pylori (HP) is a common cause of chronic gastritis in humans and the bacterium infection has been
associated with the level increased of gastrin, a hormone produced in the stomach. Moreover, severe gastritis has been
reported to be associated with more virulent HP strains and with high serum gastrin levels as well. Thus, the aim of this
study was to determine the association between basal serum gastrin levels (BSGL) with HP infection and with bacterium
virulence factors (cagA, vacA and babA) in patients submitted to upper gastrointestinal endoscopy in a Brazilian tertiary
hospital. Blood samples were obtained from each patient under fasting conditions. Serum gastrin concentrations were
performed using a chemiluminescent immunoassay. HP infection was assessed by histology, detection of 16S rRNA
gene in gastric tissue, serology and 13C-urea breath test. PCR assay was performed to detect the 16S rRNA, cagA, babA
genes and the genotypes of vacA gene. A total of 62 patients were studied being 33 (53. 2%) HP positive (HP+) and 29
(46.8%) HP negative (HP-). The age of HP+ and HP- patients ranged from 22-73 years and from 29-73 years, respectively.
The mean of BSGL of HP+ patients (45.55 + 28.97 pg/mL) was significantly higher than that of HP- ones (29.75 + 22.47
pg/mL) (P=0.02). The gene cagA was positive in 23 patients. HP+/cagA+ patients showed BSGL higher than those HP+/
cagA- (49.83 + 33.14 pg/mL and 35.32 + 12.05 pg/mL, respectively) (P=0.2). No significant difference was observed in
the mean BSGL comparing vacS1 and vacS2 (50.62 + 33.90 pg/mL and 33.74 + 10.89 pg/mL, respectively) patient groups
(P=0.36) nor comparing vacM1 and vacM2 (45.16 £ 27.92 pg/mL and 47.37 + 34.31 pg/mL, respectively) patients groups
(P=0.92). In patients HP+/babA+ (n=13) the BSGL were of 48.55 + 30.00 pg/mL and in HP+/babA- (n=20) of 43.60 + 28.89
pg/mL (P=0.64). In conclusion, the findings of the present study confirm the high level of basal serum gastrin in HP+
patients. However, although a higher level of serum gastrin was observed among the cagA and babA positive patients
and among that showing vacS1 genotype, the difference was not significant in the population evaluated.
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Tomazeli Emilia C*, Valladdo Denia M De S?, Andrighetti Carla R®, Morales Rafael L3, Ferreira Vinicius De S3, Cibele
Bonacorsit. M Laboratério de Andlises Clinicas, Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Federal de Mato Grosso,
SINOP, BR . @ Laboratério de Controle de Qualidade, Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Federal de Mato
Grosso, SINOP, BR. © Laboratério de Farmacognosia, Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Federal de Mato
Grosso, SINOP, BR.

O género Fusaea (familia Annonaceae) é relativamente pequeno, sendo a sua fitoquimica ainda pouco explorada. A
Fusaea longifolia (Aubl.) Saff. é conhecida popularmente como “envira”, “envireira” e “araticum” e esta distribuida
em diferentes estados brasileiros, incluindo o Mato Grosso. Apesar de ndo haver muitos relatos sobre o uso popular
desta planta, muitos géneros e espécies da familia Annonaceae apresentam potencial farmacolédgico promissor e
podem reforcar o estudo de plantas integrantes desta familia. Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar o perfil
fitoquimico e a atividade antibacteriana, para cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Salmonella Typhimurium ATCC 14028, de extratos obtidos de folhas e ramos
de Fusaea longifolia. As folhas e os ramos da planta foram coletados no municipio de Sinop-MT (exsicata no. 6118
depositada no herbario Centro Norte Mato-Grossense) e, em seguida, secos, triturados e submetidos a extracdo por
maceracdo com hexano, acetato de etila e metanol, sucessivamente (relacdo droga:solvente de 1:5/massa:volume,
por 7 dias). Os extratos brutos, obtidos apds evaporacgdo dos solventes, foram submetidos a analise fitoquimica por
cromatografia de camada delgada — CCD. A avaliacdo da atividade antibacteriana dos extratos e determinacdo da
concentracdo inibitdria minima - CIM, foi realizada por técnica de microdiluicdo em caldo, seguindo recomendacdes
do Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI. Todos os extratos avaliados frente as cepas Gram negativas (E.
coli, P. aeruginosa e S. Typhimurium) apresentaram CIM entre 1000 pg/mL e 4000 pg/mL. Os extratos acetato de etila
e metanol dos ramos demonstraram melhor potencial antibacteriano para cepa de S. aureus com valores de CIM = 125
ug/mL e 250 pg/mL, respectivamente, e na analise fitoquimica revelaram a presenca de flavondides, taninos, terpenos,
acetogeninas e/ou alcaloides. Os demais extratos, para esta mesma cepa, revelaram valores de CIM de 500 pug/mL
a 1000 pg/mL. Através da analise dos resultados é possivel inferir que os ramos de F. longifolia podem apresentar
metabdlitos com atividade, especialmente, para bactérias Gram positivas.

Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Mato Grosso (FAPEMAT) e Universidade Federal do Mato Grosso (UFMT).
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Identification and characterization of genes associated to the biofilm production in Piscirickettsia salmonis

Rodrigo Fabian Vargas'? Matias Vega Neira'?, Nourdin Guillermo Galindo??, Tatiana Perez'?, Natacha Santibariez'?,
Cristian Oliver3, Johana Spies'?, Jaime Figueroa??, Alejandro Yafiez??, Alex Romero®3. M Biotecnologia y Patologia
Acuatica, Ciencias Veterinarias, Universidad Austral De Chile, Valdivia, CL. ® Bioquimica y Microbiologia, Ciencias,
Universidad Austral de Chile, Valdivia, CL. ® Centro FONDAP, Interdisciplinary Center for Aquaculture Research (INCAR),
Universidad Austral de Chile, Valdivia, CL.

Piscirickettsia salmonis is the etiological agent of Piscirickettsiosis, disease that generates great losses in the Chilean
salmon industry. P. salmonis produce biofilm, related with persistence and survival strategies. However, genes related
to the biofilm formation have not been extensively describe for this bacterium. Therefore, the aim of this study will be
first identify in silico the genes associated with biofilm formation in P. salmonis, and later characterize the expression
of these genes in planktonic and biofilm embedded bacteria. For the identification of putative genes associated to
biofilm production, genomic information of strains type LF-89 (ATCC VR-1361) and EM-90 (RefSeq: NZ_JRHP0O0000000),
was used from GenBank. In order to predict and identify the coding sequences in the genome, Glimmer 3.04 and
Transdecoder softwares tools were used and their functional annotations were carried out through KAAS server (KEGG
Automatic Anotation Server). The KAAS research showed genes related to biofim formation for 3 taxonomically close
bacterial species; Vibrio cholerae, Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa. In addition, 6 genes were identified in
the genome of P. salmonis; luxR, barA, sigma-54 and cheY-cheZ-cheA operon, associated with biofilm production and
distributed in different locations within the genome of each bacterial strain. From these identified genes, specific primers
for PCR were designed by means of Primer designing tool (Primer-Blast, NCBI) and tested using genomic bacterial DNA.
Recently, using the new genomic data available from 19 isolates of P. salmonis, allowed the identification of genes
related to biofilm and microcolony formation, adhesion, Quorum Sensing and polysaccharide synthesis. Now we are
currently focused in determinate the gene structure and genomic distribution of those new genes, and the expression
analysis profiles under different culture conditions that induce biofilm formation in P. salmonis.

FONDECYT 1171357, FONDAP 15110027
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Caracterizacion de una nueva especie de hongo procedente de la Antartica

Ghislaine Vasquez!, Francisca Farias, Inmaculada Vaca®, Federico Laich?, Eduardo Alvarez?, Renato Chavez*.
Departamento de Quimica, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile. ¥ Instituto Canario de Investigaciones Agrarias,
Instituto Canario de Investigaciones Agrarias, Tenerife, ES. ©® Programa de Microbiologia y Micologia, ICBM, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile, Santiago, CL. ) Departamento de Biologia, Facultad de Quimica y Biologia, Universidad
de Santiago de Chile, Santiago, CL.

Actualmente, existen cuatro especies tipo descritas de hongos filamentosos del género Pseudogymnoascus. Por otro
lado, los hongos de esta especie son prevalentes en la mayoria de los ambientes antarticos. Sin embargo, andlisis
moleculares previos realizados a estas cepas aisladas en la Antdrtica indican que la mayoria de ellas no pertenecen
a ninguna de las cuatro especies tipo conocidas, por lo que se postula la existencia de especies nuevas del género
Pseudogymnoascus en el territorio antartico. En este estudio, se caracterizd una cepa de Pseudogymnoascus aislada
de una esponja marina antartica. Para el estudio macro-morfolégico del hongo, se realizaron cultivos axénicos en tres
medios de cultivo sélidos (SBA, OA, CMA) a cinco temperaturas distintas (5, 15, 20, 25 y 37°C). Los resultados muestran
que al igual que las especies previamente conocidas, la temperatura dptima de crecimiento del hongo es de 152C en
todos los medios. Sin embargo, las caracteristicas macro-morfoldgicas observadas (tamafio, color, forma y textura de
la colonia) son muy distintas a las especies descritas. El tamafio de la colonia fue de 4,5 cm o superior en todos los
medios utilizados, lo cual es mayor que lo reportado para las otras especies. Ademas, la colonia presenta coloracidn
grisacea y textura algodonosa, caracteristica distintiva respecto a las especies conocidas. Por otro lado, la observacién
microscépica mostré esporas pequefias de forma piriforme, comunes en todas las especies de Pseudogymnoascus.
Sin embargo, y a diferencia de las otras especies, las esporas de nuestra cepa muestran una coloracion gris oscura,
caracteristica no reportada previamente. Finalmente, el andlisis filogenético de las secuencias concatenadas de cinco
marcadores moleculares revelé que este aislado se agrupa en un clado distinto a los de las especies tipo conocidas. En
conjunto, todos estos resultados sugieren fuertemente que la cepa Pseudogymnoascus sp. analizada en este trabajo
corresponde a una nueva especie no descrita dentro del género Pseudogymnoascus.

Este trabajo fue financiado por los proyectos INACH RG_15-14 y FONDECYT 1150894
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Actividad tripanocida de extractos microalgales sobre formas infectivas para humanos de Trypanosoma
cruzi

Rhonda Veas'?, Ana Liempi?, Christian Castillo?, Lisvaneth Medina?, Michel Lapier?, Juan Diego Maya3, Veronica
Rojas1, Ulrike Kemmerling?. ™ Instituto de Biologia, Facultad de Ciencias, Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso,
Valparaiso, CL. ¥ Programa de Anatomia y Biologia del Desarrollo, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile, CL.
) Programa de Farmacologia Molecular y Clinica, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile, Santiago, CL.

Introduccion: La enfermedad de Chagas, causada por el parasito protozoario Trypanosoma cruzi (T. cruzi), es un problema
de salud publica relevante en Latinoamérica, que afecta a aproximadamente 10 millones de personas. T. cruzi presenta
un ciclo de vida complejo y tres formas celulares que se diferencian en cuanto a su morfologia, funciones bioldgicas
y capacidad infectiva. En el hombre se describe las formas amastigote (intracelular y replicativa) y tripomastigote
(extracelular circulante, infectiva, no replicativa). Existen sélo dos drogas disponibles para el tratamiento de esta
enfermedad, Nifurtimox y Benznidazol las cuales presentan baja eficacia en la fase crdnica de la enfermedad y causan
efectos adversos relevantes. Actualmente, existe un interés creciente por la busqueda de compuestos anti-chagdsicos
de origen natural tales como compuestos bioactivos presentes en microalgas, organismos unicelulares eucariontes
fotosintéticos. El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad tripanocida de distintos extractos microalgales sobre
las formas celulares parasitarias infectivas presentes en humanos. Metodologia: Se obtuvo extractos etanélicos,
metandlicos y acuosos de Tetraselmis suecica, Nannochloropsis oculata, Scenedesmus obliquus, Chlamydomonas
reinhardtii y Arthrospira platensis.Se evalué su efecto tripanocida sobre la forma infectiva tripomastigote y la
citotoxicidad en células VERO®, mediante ensayo de viabilidad celular utilizando compuesto MTT. Adicionalmente, se
determind la citotoxicidad de los extractos sobre la forma replicativa intracelular amastigote, mediante determinacién
de carga de DNA parasitario por gPCR, asi como el porcentaje de células infectadas mediante analisis morfolégico.
Resultados: Los extractos etandlicos de C. reinhardtii y T. suecica, asi como los extractos metandlicos de T. suecica y
S. obliquus: 1) Presentaron actividad tripanocida con un IC50 menor a 100 pg/ml sobre tripomastigotes, 2) No fueron
citotdxicos para células de mamifero y 3) Disminuyeron el porcentaje de células infectadas por T. cruzi. A su vez, los
extractos etandlico de C. reinhardtii y el metandlico de S. obliquus disminuyeron el nimero de amastigotes por célula.
Discusién y Conclusion: Los extractos etandlicos de C. reinhardtii, y metandélicos de S. obliquus contienen compuestos
con potencial como drogas tripanocidas naturales.

FONDECYT 1170379 (VR) y 1130189 (JM); DIE-PUCV 037698-36 (VR, UK), ERANETLAC ELAC2014/HID-0328 (UK),
UREDES URC-024/16 (UK/JM).
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G3BP1 post-translational modifications impairs HIV-1 Gag protein expression

Felipe Velasquez', Marcela Cayazzo?, Josefina Marin?, Fernado Valiente-Echeverriat. ¥ Laboratory of molecular and
celular virology, Medicina, Universidad de Chile, Santiago, CL.

Stress granules (SGs) are translationally silent ribonucleoprotein complexes (RNPs) that assemble during various types of
cellular stresses including viral infection. These SGs can be triggered by the phosphorylation of the translation initiation
factor elF2, which prevents formation of the elF2—GTP—Met-tRNAi complex. This inhibits protein synthesis and leads
to the accumulation of heterogeneous mRNAs, translation initiation factors and other RNA- binding proteins as Ras-
GAP SH3 domain-binding protein (G3BP1). Nevertheless, the G3BP1-mediated stress granules assembly is regulated
by post-translational modifications over G3BP1, as serine phosphorylation. Overexpressed wild type G3BP1 induce
the spontaneous assembly of SGs likewise non-phosphorilable mutant (S149A), as long as, phospho-mimetic mutant
of phosphorylation at serine 149 (Ser 149E) do not induce SGs assembly. Human immunodeficiency virus type 1 (HIV-
1) is the etiologic agent of acquired immunodeficiency syndrome (AIDS). A feature of this viral infection is that HIV-1
blocks SG assembly in an elF2a phosphorylation (elF2a-P) independent manner, and even when the SGs assembly
is forced by overexpression G3BP1. The Hiv-1 protein Gag, interact with the translation elongation factor eEF2 and
impair SGs assemble. Moreover, Gag disassembles preformed SGs by recruiting G3BP1. In this work, we focus on G3BP1
modifications and its effects on viral proteins expression. We evaluated the ability of different G3BP1-serine mutant
to promote SGs assembly and inhibit HIV-1 Gag expression, in a HIV-1 proviral plasmid-expressing cells. Surprisingly
we found that in Gag-expressing Hela cells, transfected with phospho-mimetic G3BP1-S149E mutant (SGs assembly
blocker), Gag expression is diminished. This work opens new questions, about how HIV-1 could manipulate not only
proteins, but the modifications on these to take advantage of the cellular machinery. Understanding how Gag from HIV-
1 manipulates host stress responses will lay the groundwork for new therapeutic strategies to bolster host cell immune
defenses against the virus.

This work is supported by FONDECYT 11140502 and FONDECYT 1180798
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Caracteristicas promotoras del crecimiento vegetal de hongos de origen antartico

Camila Fernandez!, Isabel Méndez !, Valentina Fritz!, Milko Jorquera?, Daniela Tapia?, Paola Duran?. @ Estudiante
Bioquimica, Universidad de La Frontera Temuco, Temuco, CL ¥ Laboratorio de Investigacién en Biocontrol, Nucleo
Cientifico y Tecnoldgico en Biorecursos (BIOREN), Universidad de La Frontera, Temuco, CL.

La Antdrtica es el continente mads austral de la tierra, se caracteriza por ser el mas frio, seco y con vientos mas intensos,
donde logran sobrevivir los organismos mas adaptados a estas condiciones. En este continente existe una gran diversidad
microbiana como bacterias, hongos y protistas. Las asociaciones entre plantas y hongos promotores del crecimiento
(PGPF) han demostrado ser muy beneficiosas, debido a que estos hongos potencian el crecimiento de las plantas,
mejoran la disponibilidad o la absorciéon de minerales, ayudan a la produccion de hormonas y las protegen de patégenos.
Los PGPF son cada vez mads estudiados, por lo que el objetivo fue determinar caracteristicas promotoras del crecimiento
vegetal de 14 géneros de hongos de origen antdartico perteneciente a las siguientes especies: Penicillium commune,
Pseudogymnoascus pannorum, Lambertella viburni, Cadophora malorum, Mortierella sp., Onygenales sp., Geomyces
sp., Vishniacozyma victorie, Rhizopus microsporus, Uncultured fungus, Tetracladium sp., Leptosphaeria veronicae,
Lecanicillium attenuatum, Thelebolus sp. Los que fueron aislados en la Expedicién Cientifica Antartica ECA-53. Los
hongos fueron replicados en agar PDA y se cultivaron a 4°C. La capacidad cualitativa de solubilizar fosforo se determiné
en medio NBRIP. La produccién de sideréforos se analizd cuantitativamente, los hongos fueron cultivados en medio
succinato libre de hierro para posteriormente agregar la solucién CAS y medir la absorbancia a 630 nm. La capacidad
de producir acido indol acético (AIA) se evalué mediante el ensayo de Salkowski luego de una semana de incubacion
en PDA con triptéfano. Tras una semana de incubacién en el medio NBRIP los hongos Lecanicillium attenuatum,
Tetracladium sp., Rhizopus microsporus, y Thelebolus sp. fueron los que presentaron capacidad para solubilizar fésforo.
Los hongos Thelebolus sp. y Vishniacozyma victorie, produjeron un 75,24% y 60,82% respectivamente de unidades de
sideréforos. En el caso de la produccion de AIA Cadophora malorum, presentd mayor produccién de esta hormona con
una concentracién de 16 pg mL-1. De acuerdo a lo anterior, un 43% de los hongos demostraron tener caracteristicas
PGPF, demostrando tener un potencial uso como bioproductos en agricultura. Sin embargo, es necesario evaluar su
potencialidad en plantas.

Financiado (parcialmente) por la Direccién de Investigacion, Universidad de La Frontera y el proyecto INACH RT_02-16
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Peliculas hibridas de nanoparticulas de cobre cero y biopolimeros obtenidas por spray pirdlisis, con actividad
biocida

Valezka Del Pilar Alcayaga®, Sandra Fuentes?, Martha Hengst. ¥ Doctorado en Ciencias Bioldgicas, Ciencias de la salud,
Universidad De Antofagasta, Antofagasta, CL. ¥ Ciencias Farmacéuticas, Ciencias, Universidad Catdlica del Norte,
Antofagasta, CL.

Las bacterias son un grupo microorganismos ubicuo que habitan practicamente cualquier ecosistema, e inclusive forman
parte de la microbiota normal en el ser humano. Una fraccidon minoritaria de las bacterias son patégenasy pueden causar
enfermedades infecciosas. La sobreexposicion de estas bacterias a agentes antimicrobianos como los antibidticos, ha
generado la aparicién de cepas resistentes (BR) y/o multirresistentes (BMR), lo que constituye un problema de salud
publica. Las BR y BMR adquieren especial relevancia en instituciones de salud, donde la presencia de enfermedades de
base en los pacientes puede favorecer el contagio y comprometer gravemente el bienestar de las personas. El Cu posee
amplias propiedades como biocida para eliminar bacterias, hongos y virus. Chile es potencia mundial en la produccion
de Cu y abarca cerca del 35% del mercado mundial; sin embargo, aun la inversiéon en productos con valor agregado
basado en el uso de Cu es baja. El uso de tecnologias basadas en Cu para el control de patdgenos en Chile, esta en
una etapa de desarrollo primario. Considerando que i) la ocurrencia de microorganismos patdégenos multi-resistentes
a antibidticos estd en aumento y que, ii) el Cu posee propiedades como biocida; en esta investigacidon se realizé la
sintesis, caracterizacion, encapsulacion y evaluacién de propiedades quimicas y fisicas de nanoparticulas de cobre (NPs-
Cu(0)) como estrategia antimicrobiana. Para ello, las NPs fueron sintetizadas con el método de poliol y su posterior
encapsulacién fue realizada por spray pirdlisis, que consiste en atomizar una solucién precursora por medio de un gas
neutro de modo que llege al sustrato en forma de pequenas gotitas. Los polimeros quitosano y gelatina, son utilizados
como recubrimiento de las NPs para formar una pelicula con actividad antimicrobiana. Las NPs son caracterizadas por
técnicas fisicas y quimicas y la actividad antimicrobiana se evalué por medio del recuento UFC. Se confirmé que el
mayor porcentaje de NPS obtenidas fueron de Cu en estado de oxidacidn (0). Se realizé la encapsulacion de las NPs en
una matriz hibrida demostrando una estabilidad a la oxidacion en el tiempo y que esta presentd actividad inhbitoria
frente a la cepa S.aureus ATCC 25923.

Proyectos Basal CeBiB FBO0O1 y CEDENNA FB0807.
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Aplicagao de Fomitopsis cupreorosea URM 6830 no biotratamento de efluente Téxtil

LIRA Diana Duarte?, De Araujo Eduardo Marques?, Galindo Hugo Marques!, De Santana Raphael Carlos Ferrer?, De
Oliveira Thales Henrique Barbosa3, Silva Pérsio Alexandre®, Da Conceigdo Emanuella Maria?, De Melo Erik Jonne Vieira?,
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Efluentes provenientes de lavanderias industriais téxteis apresentam um potencial poluidor de ecossistemas aquaticos.
Estes além de modificarem a coloracdo das dguas, prejudicam os processos fotossintéticos e causam nos organismos
efeitos carcinogénicas e mutagénicas. O tratamento por fungos sdo eficientes na remocao da cor destes efluentes, visto
gue sdao produtores de enzimas capazes mineralizar corantes presentes em efluentes. O objetivo deste trabalho foi
determinar a melhor condicdo nutricional para biotratamento de efluente téxtil, pelo fungo Fomitopsis cupreorosea
URM 6830. Desta forma, o experimento foi realizado em duas etapas, a primeira com as seguintes condi¢des: frascos
Erlenmeyers (250 mL) contendo 50 mL de efluente téxtil + 0,02% de extrato de levedura + trés blocos de gelose de F.
cupreorosea URM 6830 (meio agar Sabouraud, 30°C, 7 dias de crescimento); a segunda, apds o primeiro ensaio ao
efluente téxtil foi adicionado 0,35 g/L de extrato de levedura; 0,06 g/L de MnSO4; 0,015g/L de CuSO4; 0,04 g/L de
FeSO4 e 1,0 g/L de KH2PO4 + trés blocos de gelose de F. cupreorosea URM 6830(meio agar Sabouraud, 30°C, 7 dias
de crescimento). Todos os experimentos foram realizados em triplicata e incubados por sete dias a 30°C em condi¢des
estacionarias. Ao final do processo foram analisados as atividades dos complexos enzimaticos lacases (Lac), lignina
peroxidases (LiP) e manganés peroxidases (MnP) e os percentuais de descoloracdo do efluente através de reducdes
de absorbancias espectrofotométricas. Na primeira condicdo do tratamento obtivemos 150,88 UL-1 de Lac; 3,58 UL-1
de LiP e 0,86 UL-1 de MnP e um percentual de descoloracdo de 67,49%. Na segunda condicdo, os resultados mostram
aumento da producdo lacase com 417,47 UL-1, mas uma diminuicdo de lignina peroxidase para 0,11 UL-1, nao foi
detectada atividade de MnP e um percentual de descoloracao de 86,38%. Diante dos resultados pode-se afirmar que a
adicdo de nutrientes ao meio de cultivo aumentou 170% a producao da enzima lacase consequentemente a descoloracado
do efluente téxtil. Esta enzima apresenta grande potencial para tratamento de corantes e efluentes téxteis. Concluimos
gue Fomitopsis cupreorosea é promissor para descoloracdo de efluentes téxteis.

Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq)
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Transformacion de 2,4-DNT y TNT individualmente y en mezcla por bacterias aisladas a partir de cultivos de
enriquecimiento con TNT
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El 2,4-DNT y el TNT son compuestos nitroaromaticos tdxicos utilizados en la industria y que suelen encontrarse
simultdneamente en sitios contaminados con explosivos. La biorremediacion es utilizada para tratar estos sitios debido
a la habilidad de algunas bacterias para degradar 2,4-DNT o TNT. Sin embargo, muchas de las bacterias utilizadas han
sido aisladas de cultivos de enriquecimiento especificos (p.e., degradadores de 2,4-DNT son aislados con 2,4-DNT como
presidn de seleccion). El objetivo de este estudio fue evaluar la degradacion de 2,4-DNTy TNT individualmente y en mezcla
por las cepas Raoultella planticola M30b y Rhizobium radiobacter M109c¢ aisladas de cultivos de enriquecimiento con
TNT a partir de suelos contaminados con explosivos. R. planticola M30b y R. radiobacter M109c fueron cultivadas bajo
diferentes condiciones: a) 2,4-DNT como Unica fuente de carbono y nitrégeno, b) TNT como Unica fuente de nitrégeno,
c) mezcla de 2,4-DNTy TNT y d) mezcla de 2,4-DNT y TNT con adicion de FC (glucosa, citrato de sodio, acetato de sodio y
glicerol) al dia 7. Se monitored la concentracion de 2,4-DNT y TNT. Se generaron bibliotecas genémica de M30b y M109c
en E. coli y se evalud la degradacion de 2,4-DNT de los clones. En presencia del compuesto individual, M30b y M109c
degradaron 2,4-DNT y TNT. En presencia de ambos compuestos, M109c degradd 2,4-DNT y TNT. En contraste, M30b
perdié la capacidad para degradar 2,4-DNT y TNT cuando fue cultivada en presencia de ambos sin adicion de FC. Con
la adicién al dia 7, M30b degradd TNT pero no 2,4-DNT. Estos resultados sugieren que la presencia de TNT, en M30b,
inhibe la transformacion del 2,4-DNT. Se obtuvo un clon de cada libreria capaz de degradar 2,4-DNT. Nuestros hallazgos
indican que los cultivos de enriquecimiento con TNT pueden ser usados para aislar degradadores de 2,4-DNT. La cepa
R. radiobacter M109c puede ser usada para remediar sitios contaminados con mezclas de 2,4-DNT y TNT debido a su
capacidad para degradar ambos compuestos simultdneamente sin adicion de otras fuentes de carbono ni nitrégeno.
Este es el primer reporte de bacterias degradadoras de 2,4-DNT aisladas de cultivos de enriquecimiento con TNT.

Este trabajo fue financiado por INDUMIL, COLCIENCIAS y la Pontificia Universidad Javeriana. Los autores agradecen a los
Drs. Johanna Husserl y Howar Junca por contribuir con su conocimiento al desarrollo de este proyecto.
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Evaluacion inmunoldgica de una vacuna quimérica de ADN basada en los marcos de lectura abiertos
BAB1_0270, BAB1_0267 y el gen sodC de Brucella abortus 2308

Manuel Flores?, Raul Molina?, Angel Ofiate!. ® Microbiologia, Facultad de Ciencias Biolégicas, Universidad de Concep-
ciéon, Concepcién, CL.

Las bacterias de la especie Brucella abortus, patdégenos intracelulares de bovinos y humanos, han adquirido a lo largo de
su evolucién una serie de herramientas que le permiten colonizar a su hospedero y establecer una relacién parasitaria
con las células de éste. Durante esta interaccién se manifiestan una serie de sintomas negativos en el hospedero
denominados en su conjunto como brucelosis, una zoonosis por excelencia. Por décadas, la vacunacién ha sido una
exitosa estrategia de prevencién y control de esta enfermedad, sin embargo, las vacunas licenciadas se basan en
cepas vivas atenuadas que son patdgenas para los humanos. Por lo tanto, en la busqueda de una vacuna efectiva y
segura para prevenir la brucelosis, se ha implementado la inmunizacidén con ADN. Estas vacunas permiten expresar
diversos antigenos en el hospedero e inducir fuertes respuestas inmunes del tipo Th1, inmunidad efectiva contra este
tipo de patdgeno. En este contexto, estudios previos han reportado que los marcos de lectura abiertos BAB1 0267,
BAB1_0270 y el gen sodC, codificados en el genoma de B. abortus son claves en la virulencia de la bacteria, siendo
también inmunogénicos. Debido a estas caracteristicas se procedié a disefar una vacuna quimérica de ADN basada
en estos tres genes (denominada pV-s22) y evaluar su eficacia inmunogénica y protectora en un modelo murino. Los
resultados mostraron que en ratones BALB/c inmunizados con la vacuna pV-s22, se indujo una elevada produccion de
IgG2a, un isotipo secretado durante la respuesta inmune de tipo Thl. Ademas, se registré un aumento significativo en
la linfoproliferacion de los esplenocitos procedentes de ratones vacunados con pV-s22. No obstante a la proliferacion
de esplenocitos, éstos no produjeron un perfil definido de las citoquinas interferon gama (INF-y) y factor de necrosis
tumoral alfa (FNT-a). Finalmente, los ratones inmunizados fueron desafiados con la cepa patégena B. abortus 2308,
registrandose niveles de proteccidn significativos. Por lo tanto, de acuerdo a los resultados descritos, la vacuna quimérica
pV-s22 es una potencial alternativa para prevenir la brucelosis, la cual carece de los inconvenientes asociados a las
vacunas comerciales.

Proyecto FONDECYT 1180122
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Bacterias en nuestro colegio
Maria Isidora Villablanca y Florencia Romero. Colegio El Bosque, Provincia Cordillera de Puente Alto.

Las bacterias son organismos unicelulares microscopicos, sin nucleo ni clorofila, que pueden presentarse desnudas o
con una cdpsula gelatinosa, aisladas o en grupos y que pueden tener cilios o flagelos. Aunque el término de bacteria
proviene de bastdn, las bacterias pueden tener forma de barra, esfera o hélice. Las bacterias pueden vivir en cualquier
habitat; incluso algunas especies sobreviven en el espacio exterior. Estas caracteristicas convierten a las bacterias en el
organismo mas abundante del mundo: pueden convivir 40 millones de células bacterianas en apenas un gramo de tierra.
La mayoria de las bacterias son inofensivas o, incluso, beneficiosas (ayudan a la digestidn, por ejemplo). Sin embargo,
ciertas bacterias pueden causar enfermedades de gravedad como la tuberculosis, la lepra y el cdlera. De acuerdo a
los antecedentes anteriormente expuestos es que nos propusimos como objetivo identificar en qué lugar de nuestro
colegio existe una mayor cantidad de bacterias. Ante esto nos preguntamos ¢En qué lugar del colegio hay un mayor
numero de bacterias? Resultados: No se comprobd una directa relacidn entre la frecuencia en que son transitados los
lugares del establecimiento y el desarrollo de las bacterias, esto debido que es importante considerar factores como el
horario en el que fueron tomadas las muestras y la frecuencia en que estos lugares fueron desinfectados.

Profesora: Maria Jesus Avila Tobar

Asesoras Cientificas: Maria José Gallardo Nelson (mjgn23@gmail.com) y Verdnica Garcia (vagarcial977 @gmail.com)
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La luz UV un agente antimicrobial en aguas contaminadas
Osvaldo Jerez y Benjamin Ramirez. Colegio El Bosque, Provincia Cordillera de Puente Alto.

El propdsito de este trabajo de investigacion es desarrollar un sistema tecnolégico eficiente y de bajo costo que permita
disminuir el crecimiento microbiano en las aguas contaminadas, principalmente en zonas rurales, con escasez de agua
y de recursos econdmicos. Es preocupante el alto nivel de contaminacién presente en los rios y lagos de Chile, situacion
gue nos lleva a formularnos la siguiente pregunta éEs posible eliminar o disminuir el desarrollo bacteriano en las aguas
contaminadas de nuestro pais a un bajo costo? Pregunta que nos lleva a formularnos la siguiente hipdtesis: “La luz
ultravioleta permite una eliminacién o disminucidn del desarrollo bacteriano en aguas contaminadas”, siendo el objetivo
principal de este trabajo de investigacion la disminucidn del desarrollo bacteriano en aguas contaminadas a través de la
luz ultravioleta. La metodologia utilizada en el desarrollo de este trabajo de investigacion es la siguiente: Se analizaron
dos muestras de agua contaminada, utilizando un “analizador de agua”, el cual fue elaborado utilizando placas de
Arduino. Estas muestras de agua, fueron expuestas a los efectos de la luz UVC, durante intervalos de tiempo de 2, 4, 6
y 8 horas. Se realizaron cultivos de colonias de bacterias en placas Petri, utilizando las muestras de agua seleccionadas,
con y sin exposicion a la luz UVC. Como resultado, observamos que al cabo de 2 horas la Luz UVC disminuye el desarrollo
bacteriano en aquellas aguas contaminadas con un indice de turbidez bajo, en aguas con un alto nivel de particulas en
suspension, es necesario un mayor tiempo de exposicidén a la luz UVC.

Profesora: Maria Jesus Avila Tobar

Asesoras Cientificas: Maria José Gallardo Nelson (mjgn23@gmail.com) y Verdnica Garcia (vagarcial977 @gmail.com)
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Efecto antimicrobiano de extractos obtenidos desde cilantro, ajo y perejil sobre bacterias Escherichia coli y
Staphylococcus aureus

Anahi Antonella Ulloa Cabello y Margarita Belén Miranda Molina. Colegio Salesiano Domingo Savio, San Ramén, San-
tiago, Chile, CL

El uso de productos naturales con fines medicinales y/o terapéuticos es hoy por hoy cada vez mas comun, entre
ellos se destacan algunas hortalizas como el ajo, el perejil y el cilantro. Es en este contexto que surgid la pregunta
de investigacion que fue el eje del estudio, la cual tuvo la intencidn de conocer ¢Cual es el efecto del cilantro, ajo y
perejil sobre las bacterias E. coli y S. aureus?, microorganismos presentes en el cuerpo humano que pueden provocar
grandes enfermedades. El objetivo del estudio era determinar la capacidad antimicrobiana de las plantas frente a
estas bacterias, teniendo como hipdtesis que los extractos de las hortalizas afectaban el crecimiento normal de los
microorganismos ya mencionados. Para ello, se escogié una metodologia cuantitativa experimental, de la cual se
desplegaron diversos objetivos que apuntaban en un primer momento en obtener extractos acuosos de cada una de las
hortalizas participantes, para luego determinar a través de ensayos la concentracién inhibitoria minima de cada plantay
su zona de inhibicidn del crecimiento; a su vez fueron comparadas con productos de comercializacién tradicional como
lo es Clorinda ® y Lysoform®. Los resultados obtenidos de la parte experimental del estudio arrojaron que las hortalizas
cilantro y perejil no tenian un efecto inhibitorio significativo en ambas bacterias; pero quien si obtuvo un efecto en el
crecimiento de la bacteria S. aureus fue el ajo.

Profesora: Victoria Jaramillo (vjaramillo@domingosavio.cl)

Asesor Cientifico: Nelson Caro (ncaro@australbiotech.cl)
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Microorganismos en nuestra comunidad escolar ¢En qué etapa escolar habra mas abundancia y
diversidad de microorganismos?

Antonia Osorio Roa, Isaac Donoso Guerrero, Camila Serrano Donoso, Kamila Mufioz Paez, Catalina Oyarce Lecaros,
Javiera Riffo Villarroel, Anays Caceres Pavez. Colegio los Pensamientos de La Granja, La Granja, Santiago, Chile, CL.

En el colegio conviven nifios de distintas etapas escolares (1°, 2% y 3¢ ciclo) y vemos a diario que los nifios mas
pequenos juegan y se ensucian mas con tierra en comparacion con los estudiantes de niveles superiores. Es por esto
que quisimos saber ¢en qué etapa de la vida escolar se pueden encontrar mas microorganismos en el cuerpo humano?
Nuestra hipotesis es: los adolescentes (3* ciclo) presentan menos microorganismos en comparacion a los estudiantes
de las etapas de la nifiez (1° ciclo) y la preadolescencia (2% ciclo). Nuestra estrategia experimental consistié en tomar
muestras de la superficie de manos y del interior de la boca a dos estudiantes de distinto sexo, de cursos representativos
de cada etapa escolar: kinder (1° ciclo), 6% basico (2% ciclo) y 4* medio (3° ciclo). Las muestras se sembraron en placas
de agar triptona de soya (TSA) con sangre de cordero y se dejaron a temperatura ambiente durante una semana en
el laboratorio del colegio. Luego analizamos la presencia de colonias y registramos en tablas la cantidad y diversidad
de microorganismos. Observamos el crecimiento de diversas colonias en cuanto a color, tamafo y morfologia, asi
como también el crecimiento de algunos hongos. No hubo grandes diferencias entre la abundancia y diversidad de
microorganismos que encontramos entre los distintos niveles. Sin embargo, hay una tendencia a encontrar masy diversos
microorganismos en los alumnos del 2% ciclo (principalmente en manos). También encontramos mas abundancia en
las muestras de boca en comparacion a las de manos. En conclusidn, nuestra hipdtesis no se aprobé ya que fueron los
nifios del 2% ciclo los que presentaron mayor nimero de microorganismos y no asi los mas pequefios (kinder, 1° ciclo).
Creemos que esto se debe a que a los nifios de kinder estan constantemente recibiendo estimulos/6rdenes para que
mantengan una buena higiene personal y estan constantemente lavandose las manos. En cambio ya mas grandes estos
estudiantes tienden a olvidarse de estos habitos de higiene basicos del dia a dia.

Profesora: Karla Riquelme Contreras (karlariquelmec@gmail.com)

Asesora Cientifica: Paula Bustamante (paulac_ba@yahoo.com)
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Evaluation of the influence of temperature and agitation on the production of prodigiosin by Serratia
marcescens UCP 1549 using corn meal

Lucas Rosendo Silva !, Antonio Pinho S&?, Rosileide F.S Andrade?, Dayana Montero Rodrigues?, Davi Lima Cavalcanti?,
Daylin Rubio Ribeuax?, Adriana Ferreira Souza*, Galba Maria Campos-Tak®. ¥ Graduation in Chemical Engineering,
Catholic University of Pernambuco, 500.50-900, Recife, PE, Brazil. ® National Postdoctoral Program (PNPD-CAPES), Post-
Graduate Program in Environmental Process Development, Catholic University of Pernambuco, 50050-900, Recife, PE,
Brazil. ® Post-graduation Program in Biological Sciences, Federal University of Pernambuco, 50670-901, Recife, PE, Brazil.
@ Northeast Network for Biotechnology Post -graduation Program, Federal Rural University of Pernambuco, 52171-
900, Recife, PE, Brazil. (5) Nucleus of Research and Environmental Sciences and Biotechnology (NPCIAMB), Catholic
University of Pernambuco, 50050-900, Recife, PE, Brazil.

The prodigiosin is a red natural pigment produced by Serratia marcescens that has potential in therapeutic area due
its immunosuppressive, antimicrobial and antitumor characteristics. The industrial production of prodigiosin is limited
by the high process cost. The aim of this study was produce prodigiosin by S. marcescens UCP 1549 from corn bran. In
addition, the influence of temperature and agitation in the process was investigated. The production was performed in
Erlenmeyers flasks containing 100 mL of salt solution and corn bran (1%) during 72h. The temperature and agitation was
investigated according with factorial design 22. Then, the metabolic liquid was centrifuged and the biomass obtained
was washed, lyophilized and quantified. The prodigiosin extraction was performed from the biomass using chloroform
and methanol (2:1, 1:1 and 1:2, v/v). According to the results, the growth of S. marcescens UCP 1549 was verified in
all conditions tested with maximum yield in condition 4 (312C and 200 rpm) of the factorial design (8.14 g/L). Pigment
production was observed in all conditions of the factorial design with maximum yield (232 mg/g of biomass) in condition
2 (319C and 100 rpm). The Pareto diagram showed that the temperature and agitation variables were statistically
significant for the pigment production. The present study showed that the temperature and agitation are the variables
that more influence on the increase of pigment production by Serratia marcescens, which makes the process more
economical and competitive for the industry.
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Characterization of a new thermostable amine-transaminase from the Antarctic moderately-thermophilic
bacterium Albidovulum sp. SLM16

Marquez Sebastian L. !, Blamey Jenny M.2. ¥ Departamento de Biologia, Facultad de Quimica y Biologia, Universidad de
Santiago de Chile, Santiago, CL. ? Fundacién Cientifica y Cultural Biociencia, Santiago, CL.

Amine-transaminases (ATAs) are enzymes that catalyze the reversible transfer of an amino group between primary
amines and carbonyl compounds (generally ketones) that have been widely studied in the last decades for their
application in stereoselective synthesis of chiral amines, one of the most valuable building blocks for the production of
pharmaceuticals. Advantageous properties such as excellent enantioselectivity, high catalytic constants, the use of low-
cost substrates and no need for cofactor recycling has turned these enzymes into an excellent biocatalytic alternative
to the conventional methods of chemical synthesis for obtaining chiral amines. Nevertheless, the number of these
enzymes that can be applied directly in industrial processes remains limited because most currently available ATAs are
scarcely tolerant to harsh reaction conditions such as high temperatures and presence of organic solvents and also
suffer from unfavorable equilibrium.A novel (S)-amine-transaminase was discovered in a thermophilic microorganism
screened and isolated from an Antarctic environmental sample (Albidovulum sp. SLM16). The gene encoding the
transaminase was identified in the genome of the microorganism, cloned and overexpressed in Escherichia coli for
biochemical characterization. The optimum temperature and pH for the recombinant ATA activity were 65 °C and 9.5,
respectively. The enzymatic activity under optimal conditions was 33 U/mg and the catalytic efficiency (kcat/KM) for
the transamination of (S)-a-methylbenzylamine and pyruvate as substrates was 55.8 s-ImM-1. Purified ATA_SLM16
eluted with an apparent molecular of 75 kDa on size exclusion chromatography. Its subunits were estimated to be ~37
kDa by SDS-PAGE, suggesting a homodimeric structure. The enzyme showed low substrate/product inhibition and good
tolerance to organic solvents. Additionally, substrate specificity was in good agreement with the expected theoretical
behavior for (S)-amine-TAs. Finally, the enzyme turned out to be exceptionally thermostable, keeping 80 % of its activity
after 5 days of incubation at 50 °C. The obtained results indicate that ATA_SLM16 is an excellent candidate for potential
applications in biocatalytic synthesis of chiral amines at high temperatures.

Comisidn Nacional de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica (CONICYT), Programa Doctorado Nacional 2012




Viernes 16 de Noviembre 2018

CONFERENCIAS




PLE10 - Auspiciada por ASOCHIN

Endogenous glucocorticoids suppress spontaneous gastric inflammation and spasmolytic polypeptide
expressing metaplasia in mice

Jon Busada, PHD. ) Senior Investigator, Signal Transduction Laboratory / Molecular Endocrinology Group. NIEHS
(National Institute of Environmental Health Sciences). NIH Intramural Research Program, NC, USA. Chief of the Signal
Transduction Laboratory and head of the Molecular Endocrinology Group.

Web site: https://irp.nih.gov/pi/john-cidlowski

Gastric cancer is the third leading cause of cancer deaths world-wide. Chronic inflammation causes mucosal damage
and metaplasia and creates a favorable environment for the evolution of gastric cancer. Despite the established
role inflammation plays in the development of metaplasia and gastric cancer, the mechanisms that regulate gastric
inflammation remain unclear. Glucocorticoids are steroid hormones that are synthesized by the adrenal glands and exert
potent anti-inflammatory effects. Synthetic glucocorticoids are a clinical mainstay for treating inflammatory diseases
of the gastrointestinal tract, however, almost nothing is known concerning the actions of endogenous glucocorticoids
in the stomach. In this study, we tested the hypothesis that endogenous glucocorticoids are required to suppress
gastric inflammation and prevent metaplasia development. Removal of endogenous glucocorticoids by adrenalectomy
resulted in rapid infiltration of the gastric corpus by macrophages and eosinophils. Inflammation was followed by the
development of spasmolytic polypeptide expressing metaplasia (SPEM) which is a common precursor of gastric cancer
in humans. RNA sequencing of the gastric corpus 3-days post-adrenalectomy, which precedes leukocyte infiltration and
histological changes of the gastric mucosa, revealed massive upregulation of proinflammatory genes. To determine
how discrete leukocyte populations contribute to SPEM development, we adrenalectomized Ragl knockout mice that
lack B and T cells, Gatal mutant mice that lack eosinophils, and wild type mice treated with clodronate to deplete
macrophages. SPEM development in B and T cell deficient and eosinophil deficient mice was indistinguishable from wild
type mice. In contrast, macrophage depletion prevented SPEM development. Our results indicate that the stomach is
highly reliant on the action of endogenous glucocorticoids to suppress the expression of proinflammatory gene products
and the recruitment of macrophages. Disruption of glucocorticoid signaling results in SPEM that may increase the risk
of gastric cancer. Furthermore, this study is the first to explain the age-old clinical finding that gastric inflammation is
associated with adrenal insufficiency.
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Evolution of Salmonella: Adaptation to different environmental niches CRISPR-Cas systems: fascinating
biology and limitless applications

Eugene V Koonin'. ™ National Center for Biotechnology Information, National Library of Medicine, National Institutes
of Health, Bethesda, MD 20894, USA.

CRISPR-Cas systems represent the new generation of genome editing and regulation tools that have rapidly revolutionized
the practice of genome engineering. However, CRISPR-Cas is much more than that. It is a system of microbial adaptive
immunity the existence of which has not been suspected until recently and that embodies the Lamarckian principle
of evolution by inheritance of acquired characters. The evolutionary history of CRISPR-Cas systems themselves is also
remarkable, revealing surprising, multiple connections between parasitic genetic elements and host defense. | will
discuss the biology and evolution of CRISPR-Cas and the molecular features that make these microbial defense systems
uniquely efficient as genome editing tools.
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The adaptation pathway of CRISPR-Cas

Francisco JM Mojica!, Noemi M Guzman!?, Enrique Viguera?, Cristdbal Almendros®, Rafael Maldonado?, Jesus Garcia-
Martinez!. ¥ Universidad de Alicante. ¥ Universidad de Malaga. ® Delft University of Technology.

Email: fmojica@ua.es
Web: https://imem.ua.es/en/about-us/francisco-juan-martinez-mojica.html

Many prokaryotes utilize Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR) and CRISPR associated
(Cas) proteins to interfere with the propagation of foreign nucleic acids through an adaptive mechanism. In summary,
fragments of mobile DNA incorporated as spacers between the repeats in a CRISPR locus during the adaptation stage,
serve as guides to Cas proteins for recognition and cleavage of spacer-matching sequences in the interference stage.
Hence, the selection of spacers will determine the identity of the targets to be destroyed. At present, the mechanism
by which spacer precursors are selected is not fully understood and fundamental differences among the diverse
CRISPR-Cas classes and types are envisaged at this respect. However, the process invariably involves the Casl and
Cas2 proteins and, at least in Escherichia coli, genome replication appears to generate DNA fragments that Cas1-Cas2
adaptation complexes bind and integrate into the CRISPR array. Moreover, it has been proposed that copy number of
potential donor DNA dictates how often spacers are acquired from that molecule. To address these issues, we have
recently performed in vivo acquisition assays with two CRISPR-Cas systems in E. coli strains. Even though both systems
belong to the same subtype (referred to as I-E), they differ significantly in the sequence of the associated cas1 and cas2
genes, being recognized as distinct CRISPR-Cas variants. Our data clearly demonstrate that each variant has a different
preference for particular molecules as spacer-donors, and that this predilection does not correlate with the abundance
of the potential donor DNA. These results offer a novel perspective on the adaptation process, and show that CRISPR-
Cas variants pertaining to the same subtype may contribute in a different way to the immunity of the carrier strain.

The authors are supported by grants BI02014-53029-P (Ministerio de Economia y Competitividad, Spain), 291815 Era-
Net ANIHWA (7th Framework Programme, European Commission) and PROMETEO/2017/129 (Conselleria d’Educacid,
Investigacid, Cultura i Esport, Generalitat Valenciana, Spain).
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Phylogenetic and Metabolic Diversity of the Prokaryotic Community in Saline Soils versus Aquatic
Hypersaline Habitats

Antonio Ventosa?, Blanca Vera-Gargallo!, Maria José Leon?, Rafael R. De La Haba?, Cristina Sdnchez-Porro®. ¥ Department
of Microbiology and Parasitology, University of Sevilla, 41012 Sevilla, Spain.

Hypersaline environments are examples of extreme habitats that are characterized by their high salt concentrations,
which combined with other environmental factors limit the life to a reduced biota. They include aquatic and terrestrial
habitats. While hypersaline lakes and salterns have been thoroughly studied, limited information is currently available
about the microbiota and ecology of saline soils. This scarce information makes difficult to predict the changes in
microbial communities associated to soil salinization, an increasing problem linked to the climate change and the
extensive agricultural practices. In order to improve our understanding of the microbial communities in saline soils,
we have assessed the phylogenetic diversity and metabolic potential of the prokaryotic microbial community in
hypersaline soils located in the Odiel saltmarshes area in Southwest Spain by means of shotgun metagenomics. On the
other hand, since we have previous extensive metagenomic data from hypersaline aquatic systems, mainly from marine
salterns, obtained using the same methodologies, we have compared the results in order to determine the factors
influencing the microbial biota of terrestrial versus aquatic hypersaline habitats. The comparison of these data shows
that saline soils harbour a more diverse microbial community, comprising at least 29 different phyla, in contrast to the
8-9 phyla represented in the ponds of the salterns previously studied. While the majority of phyla and more abundant
inhabitants of these saline soils include well recognized halophilic bacteria and archaea, belonging to the Euryarchaeota,
Bacteroidetes, Rhodothermaeota and the non-yet-cultivated Nanohaloarchaea, our data support that some microbial
taxa might be highly adapted to aquatic habitats, as is the case of the square haloarchaeon Haloquadratum and the
gammaproteobacterium Spiribacter. In contrast, the soil structure may provide an environment to microbes having
a wider tolerance to the salinity. In addition, we have reconstructed some genomes from saline soil metagenomics
databases, which are affiliated to Balneolaeota and Bacteriodetes, permitting us to determine their phylogenetic
relationships, metabolic abilities and abundance in hypersaline habitats. The metabolic capabilities of prokaryotes
present in saline soils are also associated to the properties and structure of this habitat, in contrast to those found for
aquatic archaea and bacteria abundant in ponds of solar salterns.

This study was supported by the Spanish Ministry of Economy and Competitiveness (MINECO) (project CGL2017-
83385-P) and the Junta de Andalucia (Spain), both included European (FEDER) funds.
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Microbiology of oilfield ecosystems

Bernard Ollivier!. @ Aix-Marseille Université, Université du Sud Toulon-Var, CNRS/INSU, IRD, Mediterranean Institute of
Oceanography (MIO), UM 110, 13288, Marseille, Cedex 09, France.

Large and diverse populations of microbes possessing a range of different metabolic activities inhabit oilfield reservoirs
(Magot et al., 2000; Ollivier et al., 2014). Because the redox potential of the production waters is low and oxygen
is generally absent, anaerobes are considered as the main inhabitants of these subterrestrial ecosystems. Among
them, methanogenic archaea (MA) and sulphate-reducing Prokaryotes (SRP) are considered of high ecological
significance in these environments where extreme physico-chemical conditions (high salinity, high temperature)
may prevail. This is particular true for hydrogenotrophic methanogens as they have been demonstrated to actively
participate to methanogenesis from crude oil in petroleum reservoirs. Beside MA and SRB, there is a wide range of
fermentative bacteria including members of the phyla Firmicutes and Bacteroidetes, and order Thermotogales within
which thermophilic Geotoga and Petrotoga spp. have been isolated only from oil reservoirs. A wide distribution of
Proteobacteria has been also observed in some cases. All these microorganisms are believed to participate in the
overall complex biogeochemistry of oil reservoirs as they possess different metabolic features ranging from autotrophy
to heterotrophy (Magot et al., 2000; Ollivier et al., 2014). Here, we will give a clear picture of what has been obtained
to date regarding petroleum microbiology whether it is by cultural and molecular approaches and will discuss on the
possible indigenous nature of some of these subterrestrial microbial inhabitants.

Magot, M., B. Ollivier, and B. K. C. Patel. 2000. Microbiology of petroleum reservoirs. Antonie van Leeuwenhoek 77:103-
116.

Ollivier, B., J. Borgomano, and P. Oger. 2014. Petroleum: from formation to microbiology. In Microbial life of the deep
biosphere, Life in extreme environments. J. Kallmeyer, D. Wagner, Eds. Volume 1, pp. 161-185. De Gruyter, Berlin
Germany.
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Jellyfish life stages shape associated microbial communities, while a core microbiome is maintained
across all

Lee Michael D, Kling Joshua D*, Ruben Araya?, Janja Ceh?. Y Department of Biological Sciences, University of Southern
California, Los Angeles, US. @ Facimar, Instituto de Ciencias Naturales Alexander von Humboldt, Universidad de
Antofagasta, Antofagasta, CL.

The key to 650 million years of evolutionary success in jellyfish is adaptability: with alternating benthic and pelagic
generations, sexual and asexual reproductive modes, multitudes of body forms and a cosmopolitan distribution,
jellyfish are likely to have established a plenitude of microbial associations. Here we explored bacterial assemblages in
the scyphozoan jellyfish Chrysaora plocamia (Lesson 1832). Life stages involved in propagation through cyst formation,
i.e., the mother polyp, its dormant cysts (podocysts), and polyps recently excysted (excysts) from podocysts — were
investigated. Associated bacterial assemblages were assessed using MiSeq Illlumina paired-end tag sequencing of the
V1V2 region of the 16S rRNA gene. A microbial core-community was identified as present through all investigated
life stages, including bacteria with closest relatives known to be key drivers of carbon, nitrogen, phosphorus, and
sulfur cycling. Moreover, the fact that half of C. plocamia’s core bacteria were also present in life stages of the jellyfish
Aurelia aurita, suggests that this bacterial community might represent an intrinsic characteristic of scyphozoan jellyfish,
contributing to their evolutionary success.

This work was funded by the FONDECYT Iniciaciéon 11140353 (CONICYT Chile), to JC
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Interplay between viral infections and tobacco smoke in cancer

Juan Pablo Mufioz!, Diego Carrillo?, Victor Aedo?, Nahir Guerrero?, Francisco Renan Aguayo?. ¥ Universidad de Chile,
CL. @ Universidad de Chile, CL. ® Departamento de Oncologia Basico Clinica, Facultad de Medicina, Universidad de
Chile, Santiago, CL.

Background: High-risk human papillomavirus (HR-HPV) and Epstein-Barr virus (EBV) are highly prevalent DNA viruses
involved in the development of different epithelial tumors. Specifically, HR-HPV infection is etiologically related to
cervical, anogenital and head and neck carcinogenesis. HPV16 is the most frequent HR-HPV genotype found in genital
or extragenital tumors. On the other hand, EBV infection is found in 10% gastric cancer (EBVaGC) worldwide. However,
HPV or EBV infection are not a sufficient condition for carcinogenesis.The viral proteins E6/E7 and EBNA1 are expressed
in HPV and EBV-mediated oncogenesis, respectively. Epidemiological evidence suggests that HR-HPV positive smoker
women have a higher susceptibility to cervical cancer when compared with those non-smokers. On the other hand, it
has been previously reported an overrepresentation of EBV positive cases in smoker patients with gastric carcinomas
when compared with controls. Objectives: We addressed a cooperation between HR-HPV or EBV and tobacco smoke
for epithelial carcinogenesis. The first goal was to evaluate a crosstalk between HPV16 E6/E7 oncoproteins and tobacco
smoke in cervical and oral carcinogenesis. The second goal was to evaluate a cooperation between EBNA1 protein and
tobacco smoke in gastric cancer progression. Methods: Human tumor and non-tumor epithelial cells (cervical, oral)
endogenously or ectopically expressing HPV16 E6/E7 oncoproteins were exposed to different non-toxic concentrations
of cigarette smoke condensate (CSC). Phosphoproteomic and transcriptomic approaches were used to characterize
activation of signaling pathways. In addition, gastric cancer cells ectopically expressing EBNA1 were acutely exposed to
CSC. Alterations in cell proliferation and migration were evaluated. Results: Tobacco smoke is able to interact with the
HPV genome leading to an increased E6/E7 expression. Phosphoproteomic analysis revealed that PI3K7Akt signaling
pathway is critical for E6/E7 overexpression. Gastric cancer cells expressing EBNA1 and exposed to CSC significantly
increase its tumor properties such as proliferation and migration. Conclusions: Tobacco smoke components interact
with HR-HPV leading to overexpression of viral oncogenes which involves activation of PI3K/Akt pathway and increasing
the oncogenic properties of associated epithelial tumors. On the other hand, tobacco smoke cooperates con EBV EBNA1
for gastric cancer progression.

Supported by FONDECYT Grant 1161219 and CONICYT-FONDAP (ACCDiS) 15130011
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Viral and cellular biomarkers in cervical cancer

Lara Terminit. ™ Instituto do Cancer do Estado de S&o Paulo Octavio Frias de Oliveira, Centro de Investigacdo Translacional
em Oncologia, Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, BR.

Persistent infection with oncogenic human papillomaviruses is the main risk factor for the development of high-grade
cervical intraepithelial neoplasia, the precursor lesion of cervical cancer. Infection by these viruses is a necessary but not
sufficient cause of cervical cancer. In fact, the majority of the precursor lesions regress spontaneously without treatment.
Cytological screening programs using the Pap test have led to a substantial reduction in the incidence of cervical cancer
despite its limitation in detecting minor atypias and adenocarcinomas. Nowadays, HPV DNA detection as a primary
screening parameter has been controversially discussed due to its very low predictive value. On the other hand, the
development of new technologies for the determination of high risk HPV activity by detecting E6 and E7 transcripts has
the potential to more accurately evaluate tumor progression. The products of the E6 and E7 genes are the main HPV
transforming proteins. These are the only HPV proteins consistently expressed in HPV-positive cervical cancers and
derived cell lines. Importantly, their continuous expression is required for maintaining the transformed phenotype. The
activity of HPV oncoproteins affects cell homeostasis. E6 and E7 proteins from high-risk affect important cell processes
such as cell cycle regulation, cell differentiation, apoptosis resistance and are directly involved in virus persistence and
immune evasion. Therefore, the expression of these viral proteins has a deep impact on the expression levels and
stability of several cellular factors that can be directly monitored. One of the best examples is the up-regulation of the
cyclin dependent kinase inhibitor pl6ink4a expression by E7. Several studies use pl6ink4a overexpression to identify
dysplastic cells in histological samples and cytological smears. The identification of novel biomarkers that allow the
monitoring of molecular events associated to tumor progression in histological or cytological specimens may improve
the detection and the prediction of lesions with higher risk of progression. Advances in understanding HPV biology and
the natural history of HPV-related precursor lesions and cancers have led to the discovery of novel biomarkers in the
past decade. This presentation focuses on studies of biomarkers and their possible role in screening cervical cancer and
precursor lesions.

This research was supported by FAPESP (2015/26573-2)
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A glimpse at the role of human polyomaviruses in cancer
Enrique Boccardo!. ¥ Microbiologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, BR.

Studies conducted during the last sixty years have shown that many members of the Polyomaviridae family have the ability
to induce cell transformation and tumorigenesis in different experimental settings. The process of cell transformation is
mainly mediated by the expression of pleiotropic viral oncoproteins called T (tumor) antigens. These viral proteins target
cellular regulatory factors to promote cell proliferation, immune evasion and downregulation of apoptosis. Two human
polyomaviruses were isolated over 45 years ago. However, technological advances in DNA sequencing approaches
in the last decade led to the characterization of twelve new human polyomaviruses in tissue samples from different
anaomic sites. Many of these viruses experiment reactivation in the context of immunosuppression driven by HIV
infection or as a consequence of therapies applied to organ transplant recipients. Four polyomaviruses namely, Merkel
cell polyomavirus (MCPyV), Trichodysplasia spinulosa polyomavirus (TSPyV), John Cunningham Polyomavirus (JCPyV)
and BK polyomavirus (BKPyV) have been associated with the development of specific malignant tumors. However,
present evidence only supports the role of MCPyV as a carcinogen to humans. Infection with Merkel cell polyomavirus
(MCPyV) is associated with the development of Merkel cell carcinoma (MCC) a rare type of skin cancer. This virus DNA is
detected in up to 80% of MCC samples from different geographic locations. We have studied the MCPyV prevalence and
characterized viral molecular variants in samples from MCC patients attending the AC Camargo Cancer Center at Sao
Paulo, Brazil. Besides, we analyzed the expression pattern of proteins involved in epithelial mesenchymal transition and
cell polarity regulation. In the present work we will present these results and a summarized discussion on the current
knowledge concerning the role of MCPyV, TSPyV, JCPyV and BKPyV in human cancers.

This research was supported by grants from FAPESP (2008/57889-1) and (CNPq 573799/2008-3).
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Microbial metabolites and colonic inflammation

Martin Gotteland?, Daniel Garrido?. ¥ Dpt. of Nutrition, Fac. of Medicine, University of Chile, Santiago, CL. ¥ Department
of Chemical and Bioprocess Engineering, School of Engineering, Pontificia Universidad Catolica de Chile, Santiago, CL.

A close relationship exists between gut microbiota, the local immunity and the epithelial barrier, which determines the
homeostasis of the digestive ecosystem. Alterations in the composition and/or diversity of the microbiota (dysbiosis)
can disrupt this homeostasis, favoring the long-term development of inflammatory, tumoral and metabolic diseases.
A wide variety of bacterial metabolites are continuously produced by the gut microbiota from undigested dietary
macronutrients and non-nutrients as well as from endogenous compounds, which contribute to the attenuation or
the exacerbation of inflammatory processes, not only in the intestine but also in extra-intestinal organs including liver,
kidney and brain. In addition to the well-known microbial-associated molecular patterns (LPS, flagellin, peptidoglycan,
etc.), other microbiota—derived molecules, mainly derived from protein metabolism, also exhibit potentially pro-
inflammatory activities. They include compounds as H2S, phenol, indol, p-cresol and their conjugates p-cresyl-sulfate
and indoxyl-sulfate. The best described anti-inflammatory metabolites are the short chain fatty acids (SCFAs) acetate,
propionate and more particularly butyrate. SCFAs can regulate the innate and adaptive immune responses and anti-
inflammatory activities, the later by reducing inflammatory mediator production and leucocyte adhesion and recruitment,
while stimulating IL-10-producing Treg cells. Most of these effects would occur through histone deacetylase inhibition,
metabolism regulation and by stimulating GPR41 and GPR43 receptors present on colonocytes, adipocytes and immune
cells. Other bacterial metabolites such as equol, urolithins, enterolactone and some aromatic acids produced in the
colon from dietary polyphenol metabolisms also exhibit anti-inflammatories activities. Accordingly, the microbiota is
currently considered as an important target for the dietary or clinical management of inflammatory disorders. Indeed,
it is possible to normalize the composition of the microbiota and the homeostasis of the digestive system by stimulating
the growth of the bacterial populations producing anti-inflammatory compounds, for example the butyrate-producing
bacteria, at the expanse of these generating pro-inflammatory molecules. This can be done through the administration
of non-digested carbohydrates, dietary polyphenols or probiotic strains or, in the extreme cases, by transplantation of
healthy fecal microbiota or synthetic bacterial consortia.

Supported by CONICYT -FONDEF ID16110045
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Immune dysregulation of the gut and microbial handling

Parada Daniela’, Marjorie De La Fuente?!, Mauricio Olivares?, David Dlaz!, Marcela Hermoso®. ¥ ICBM, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile, Santiago, Chile, CL.

Immunologic dysregulation causes many non-infectious human diseases such as autoimmunity, allergy and cancer, with
gastrointestinal mucosa being the primary site of interaction between the host immune system and microorganisms
(symbiotic and pathogenic). Maintaining a subtle equilibrium in the immune system is important for wellbeing through
elimination of invading pathogens, whilst still conserving self-tolerance to avoid autoimmunity. The gut microbiota
that resides in the gastrointestinal tract offers critical health benefits in this respect, particularly by controlling immune
homeostasis. In this study, we examined findings which indicate that components of the innate immune system are
influenced by bacterial infection and corticoid therapy. We also emphasize how the gut microbiota components (such as
the SCFA butyrate) impact on inflammatory and intestinal homeostasis mediator’s in an in vitro macrophage model and
colonic organoid model. In summation, an anti-inflammatory strategy exerts crucial effects on gene expression with data
suggesting that the activation of pathways in monocyte/macrophages and epithelial cells could control inflammatory
processes and the progress of intestinal diseases, such as IBD.

FONDECYT 1170648
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Crosstalk between local and systemic host’s inflammatory response in endodontic infection

Marcela Hernandez'. ¥ Department of Oral Pathology and Medicine & Laboratory of Periodontal Biology, Faculty of
Dentistry, Universidad de Chile, Santiago, CL.

Chronic periodontitis are group of highly frequent diseases that involve a chronic immune-inflammatory response to
Gram-negative anaerobic bacterial infection and their hallmark is the destruction of periodontal tissues, particularly
of alveolar bone. The research focus of the Laboratory of Periodontal Biology is to elucidate the physiopathological
phenomenathat affect periodontal, periapical, peri-implant tissuesin response to infection with the aim of understanding
and proposing strategies to prevent, diagnose, predict and treat periodontal diseases. Apical lesions of endodontic
origin are localized bone lesions that originate during chronic apical periodontitis as a consequence of endodontic
infection. The current focus of our group is to provide mechanistic basis to understand the host’s response to bacteria
in apical lesions at both local and systemic levels, to assess its potential contribution to the atherogenic phenotype or
other inflammatory systemic diseases, and how it might be modified by conservative endodontic therapy.
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Epidemiologia, filogeniay genes de virulencia de Escherichia coli diarreogénicas aisladas de nifios Mexicanos

Samantha Maldonado-Puga®, Mario Meza-Segura®, Mussaret B Zaidi*?, Teresa Estrada-Garcia*. ) Departamento
de Biomedicina Molecular, CINVESTAV-IPN, Ciudad de México, México, MX. ? Laboratorio de investigacion en
Microbiologia Hospital General O’Horan, Mérida Yucatan, México, MX. ¥ Department of Epidemiology and
Biostatistics, Michigan State University, Lansing, Michigan, Estados Unidos, US.

Las diarreas contintan siendo un problema de salud publica en nifios menores de 5 afios en México. Se realizé un
estudio de busqueda intencionada de agentes causales de diarrea durante 4 afos (2010-2014) en nifios con cuadros
de diarrea aguda que acudieron al hospital O’Horan de Mérida, Yucatan. En los 890 nifios < 5 afios con diarrea los
patotipos de Escherichia coli diarreogénicos (30.9%) fueron los principales agentes causales de diarrea aguda por arriba
de Rotavirus (22.6%), Salmonella (11,4%), Shigella spp (10,8%), Campylobacter spp (5,6%), Parasitos (4,2%) y Vibrio
cholerae (1,1%). Los patotipos se identificaron en 101 nifios E. coli enterodifusa fue el mds prevalente (36,7%), seguido
de E. coli enteroagregativa (20,4%), E. coli enteropatdgena atipica (16%) y E. coli enterotoxigénica (12.4%). Se realizé la
secuenciacién masiva de 10 cepas de DAEC, 9 de EAEC de estos nifios y una EAEC de un adulto todas provenientes de
casos severos de diarrea aguda. El arbol del pangenoma de estos 20 genomas (enraizado con E. fergusonii y comparado
con genomas de otras E. coli de referencia patégenas, comensales y de campo, mostrd una distribucidn en seis clados
diferentes mientras y que del core una distribucién de 4 clados. En ambos estudios, varios de los clados contienen
ambas grupos de cepas, sugiriendo que los genomas de DAEC e EAEC estan relacionados. El analisis filogenético basado
en las Islas LEE E del genoma de 20 EPECs provenientes de estos nifios con diarrea revelé un cluster de cepas cuyos nifios
tienen una edad y una carga de EPEC en heces, similar y estas cepas contienen significativamente un mayor nimero de
genes que codifican para efectores que se translocan por el sistema de secrecién tipo lll y un menor nimero de genes
de toxinas, comparadas con las cepas aisladas de nifios mayores.
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Reciprocal genetic regulation between iron and riboflavin in Vibrio cholerae

Victor Antonio Garcia?, Ignacio Sepulveda-Cisternas?. ™ Programa de Microbiologia y Micologia, Instituto de Ciencias
Biomédicas, Medicina, Universidad de Chile, CL. @ Universidad de Chile, CL.

Redox reactions are in the center of many major biological processes. Many of such reactions use enzymes that require
electron-transfer cofactors, among wich riboflavin (vitamin B2) and iron are by far the most common. Bacteria may
obtain riboflavin by de novo biosynthesis through the riboflavin biosynthetic pathway (RBP) and/or using riboflavin
uptake proteins. Iron is obtained by transport systems specialized in the uptake of different iron sources. Vibrio cholerae,
a diarrheagenic waterborne pathogen, conserves the RBP and a RibN riboflavin importer. This species has been used by
our group as a model to study the relationships between riboflavin biosynthesis and uptake in riboflavin opportunistic
bacteria. A transcriptomic approach unveiled that the riboflavin and the iron regulon highly overlap in this pathogen.
Roughly two thirds of the genes regulated by external riboflavin are known to be regulated by iron, including iron
uptake systems. Reciprocally, iron regulates RBP and RibN genes depending on environmental riboflavin. Further, an
integral transcriptomics assay showed that in Shigella flexneri, the iron and riboflavin regulons are highly altered by
the presence of riboflavin and iron, respectively. Our findings sum up to previous reports highlighthing the metabolic
interplay between the two most important redox cofactors in bacteria.

FONDECYT 1150818
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The LEE pathogenicity island of enteropathogenic E. coli: a toolbox for virulence gene regulation

Jose Luis Puente!. V' Departamento de Microbiologia Molecular, Instituto de Biotecnologia, Universidad Nacional
Auténoma de México, Av. Universidad 2001, Col. Chamilpa, Cuernavaca, Mor., 62210. México Tel. 777-329-1621; Fax.
777-313-8679; puente@ibt.unam.mx.

The human pathogens enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) and enterohemorrhagic E. coli (EHEC), together with the
natural mouse pathogen Citrobacter rodentium, represent a family of enteric pathogenic bacteria that adhere to the host
intestinal epithelial cells and inject effector proteins through a specialized type Il secretion system (T3SS), subverting
or hijacking several cell functions leading to the formation of a distinctive histopathology known as the “attaching and
effacing” (A/E) lesion. The genes required for the formation of the A/E lesion are located within a pathogenicity island
known as the locus of enterocyte effacement (LEE). Expression of these genes is controlled in response to environmental
cues by a myriad of transcriptional regulatory proteins and posttranscriptional events. The LEE encodes three specific
regulators, Ler, which activates the expression of the LEE operons by disrupting the repression mediated by the global
regulator H-NS; GrlA, which is required for the specific activation of ler; and GrIR, which represses the expression of LEE
operons. These proteins also regulate genes located outside the LEE allowing the LEE-encoded virulence factors to be
coordinately expressed with other functions. Ler plays a central role in LEE gene regulation and expression of its gene
is modulated by a myriad of positive and negative conserved global regulatory proteins, as well as by non-LEE encoded
specific regulators that vary between A/E pathogens, such as PerC, an EPEC plasmid-encoded regulator that coordinates
the expression of pEAF and LEE-encoded virulence factors by overlapping with GrlA on the control of ler expression. The
mechanisms controlling LEE gene expression reflect the integration of pre-existing (prior to the acquisition of the LEE)
and horizontally acquired regulatory elements that allowed its appropriate spatiotemporal regulation. We will discuss
the approaches that are expanding our understanding of the influence they have on the pathogenesis and physiology
of A/E pathogens.

This work was supported by DGAPA IN213516 and CONACyYT CB-239659 and FC-2015-2/950.
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TALLER: Actualizaciones en estrategias innovadoras de ensefianza en Microbiologia para el aprendizaje de
nuevas generaciones de estudiantes

Diana Vullo®. ¥ Area Quimica, Instituto de Ciencias, Universidad Nacional de General Sarmiento.

En cada uno de nuestros paises muchos de nosotros estamos dedicados a la ensefianza de grado y de posgrado en
cursos de Microbiologia de diferentes universidades. Estamos abocados a diario a preparar clases utilizando gran
parte de nuestro tiempo, ya que se requiere una constante actualizacién e implementacién de estrategias didacticas
innovadoras para poder cumplir con nuestras expectativas de aprendizaje de las nuevas generaciones de estudiantes.
Cada dia nos encontramos con serias dificultades en la seleccién adecuada tanto de la forma de dictado de la clase
en si como de la metodologia de evaluacién que refleje exactamente lo que se pretende que el estudiante termine
manejando, no sélo en comprensidn sino también en la aplicacion de los conceptos dados. El objetivo de este taller es
generar un espacio de discusién en donde se intercambien opiniones, estrategias de ensefianza, materiales didacticos y
cualquier otra inquietud que surja como para aportar ideas nuevas que faciliten y ayuden a mejorar nuestro desempefio
como docentes y el de los estudiantes. Esperamos la participacion de todos para compartir sus experiencias didacticas
en Microbiologia.
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Removal of As(lll) and As(V) by arsenic resistant ureolytic-calcifying bacterial strain isolated from natural
environments, Atacama Desert

VL Campos!, CG Leon?, JF Ravanal’, R Moraga?, C Valenzuela!, CT Smith?, J Yafiez}, MA Modaca!. ¥ Department of
Microbiology, Faculty of Biological Sciences, University of Concepcion, Concepcion, Chile, CL. @ Microbiology Laboratory,
Faculty of Renewable Natural Resources, Arturo Pratt University, Iquique, Chile, CL. ® Department of Analytical and
Inorganic Chemistry, Faculty of Chemical Sciences, University of Concepcion, Concepcion, Chile, CL.

Arsenic (As) is a toxic element for humans and it is commonly associated with serious health disruptions. The most
common form of massive and chronic exposure is by consumption of contaminated drinking water. Bangladesh, India,
Mongolia, China, Taiwan, Mexico, Argentina and Chile are countries where arsenic poisoning appears as a public health
problem resulting mainly from consumption of As-contaminated water. Conventional treatment processes for As
removal are effective and may remove about 80-95% As from solutions, however, operating costs are high. An effective
treatment for water contaminated with arsenic should be directed to the removal of both As(V) and As(lll). An alternative
technique is Biomineralization based on microbially induced calcite precipitation (MICP). In this context, to objective
was isolated and characterize bacterial strain able to mineralize calcium carbonate, and oxidase As(lll) to As(V). Bacterial
strain resistant to arsenic were isolated from sediment samples from a highly contaminated natural system (Loa River)
and ureolytic bacteria (calcifying) able both to oxidase As(Il) and resistant to As(V) were selected and characterized
microbiologically and molecularly. Once characterized, bacteria were used to batch bioreactor in which the As(lll) and
As(V) depurative capacity was evaluated using HPLC/Hg/AAS while the elimination of toxicity and genotoxicity was
evaluated by the human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) assay. A total of 9 bacterial, As(l1l) and As(V) resistant
strains were isolated. Based on their characteristics, 1 ureolytic strain was selected and identified, by 16S rRNA gene
sequence, as P. marginalis.Strain possessed arsenite-oxidase chromosomal resistance gen. Scanning and transmission
electron microscopy analysis showed biomineralization of Arsenic induced by biogenic calcite in the cultures, evidenced
by calcite crystals in the presence of Arsenic. HPLC/Hg/AAS analysis demonstrated that as calcite crystals increased
along time, the concentration of arsenate in the culture medium decreased to 89% after 72 h of incubation. On the
other hand, toxicological analysis using HUVEC cells showed that toxicity decreased in 99,8%. The implementation of
water treatment systems contaminated with arsenic, using ureolithic-calcifying bacteria capable of oxidizing as As (lll)
and resistant to As (V), is a biotechnological process, economic and environmentally friendly.
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FEMS & ALAM - building a trans-Atlantic bridge to strengthen the global microbiology community

Corrado Nai', The FEMS Team The FEMS Team?. ™ Academic publishing, Project managing/Editing, FEMS Federation of
European Microbiological Societies. @ FEMS Federation of European Microbiological Societies, NL.

At FEMS - the Federation of European Microbiological Societies - we connect a network of over 30,000 researchers,
educators, campaigners and industry professionals to work together to advance microbiology. We achieve this ambitious
goal among others by publishing influential articles in our five renowned life-science journals in partnership with Oxford
University Press, by bestowing grants to conference organizers and early career researchers as well as by being a strong
advocate for microbiology research. Even though we are highly active in Europe, we realize that good science knows no
borders. Hereby, we highlight what activities and collaborations together with ALAM and other like-minded societies
and associations will make possible to increase the global impact of high-quality microbiology research even further,
and in particular focus on our Letters Incubator project to develop new publishing ideas, whilst mentoring the future
talent of the microbiology community. It doesn’t matter which stage of your career you are currently at - if you are a
student willing to be involved in our volunteering program, an early career researcher willing to take over first editorial
roles for an academic journal, or an established scientists willing to give back to the community by mentoring young
talents - if you have a passion for advancing microbiology, let’s build a bridge together. https://fems-microbiology.org/
https://academic.oup.com/fems-journals https://academic.oup.com/femsle/pages/incubator_project https://fems-
microbiology.org/network/ https://academic.oup.com/fems-journals/pages/alam_spanish https://academic.oup.com/
fems-journals/pages/alam_portuguese




RS04

Arsenic-oxidizing bacteria Ensifer sp. M14 — from genome characterization to application in pilot plant
installation

A Sklodowska!?, L Drewniak*. ¥ Laboratory of Environmental Pollution Analysis, Faculty of Biology, University of Warsaw.
Miecznikowa 1, 02-096 Warsaw, Poland.

Ensifer (Sinorhizobium) sp. M14 is an efficient arsenic-oxidizing bacterium (AOB) that displays high resistance to
numerous metals and various stressors. Genome analyses showed that nearly all unique genes that are associated
with metal resistance and arsenic oxidation are localized within the pSinA and pSinB megaplasmids. The loss of the
pSinA plasmid from Ensifer sp. M14 cells eliminated the ability to oxidize As(lll), and caused deficiencies in resistance to
arsenic and heavy metals (Cd, Co, Zn, and Hg). In turn, the introduction of this plasmid into other representatives of the
Alphaproteobacteria showed that cells with pSinA acquired the ability to oxidize arsenite and exhibited higher tolerance
to arsenite than their parental, pSinA-less, wild-type strains. Structural and functional analysis of pSinB megaplasmid
showed that it carries gene clusters involved in heavy metals resistance. Among these are genes encoding efflux pumps,
permeases, transporters, and copper oxidases, which are responsible for resistance to arsenic, cobalt, zinc, cadmium,
iron, mercury, nickel, copper, and silver. Genome and antibiotic sensitivity analyses suggested that the use of Ensifer sp.
M14 in biotechnology does not pose serious biosafety risks. Therefore, a novel two-stage installation for remediation of
arsenic-contaminated waters was developed. It consists of a microbiological module, where M14 oxidizes As(ll1) to As(V)
ion, followed by an adsorption module for As(V) removal using granulated bog iron ores. During a 40-day pilot-scale
test in an abandoned gold mine in Zloty Stok (Poland), water leaving the microbiological module generally contained
trace amounts of As(lll), and dramatic decreases in total arsenic concentrations were observed after passage through
the adsorption module. These results demonstrate the usefulness of Ensifer sp. M14 in arsenic removal performed in
environmental settings.
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Simultaneous biological oxidation of ferric iron and chemical oxidation of arsenite to produce scorodite

Jan Weijma?, Silvia Vega Hernandez!, Cees Buisman®. ™ Sub-department of Environmental Technology, Wageningen
University & Research.

The immobilization of arsenic as scorodite (FeAsO,.2H,0) is a suitable method for arsenic disposal. In metallurgical
aqueous process streams, arsenite is often the dominant arsenic species, and in order to fixate it as scorodite, the
oxidation of arsenite (As(lll)) to arsenate (As(V)) is required. In this presentation it is shown that scorodite can be
precipitated from a ferrous iron and arsenite containing growth medium inoculated with an ferrous iron oxidizing mixed
microbial culture (pH 1.3 and 70°C) in the presence of air and granular activated carbon (GAC) as catalyst for arsenite
oxidation. The concept was demonstrated in batch and a laboratory-scale continuous gas-lift reactor. The mixed culture,
enriched in the reactor under highly selective conditions, was analysed for phylogenetic diversity. The potential of GAC
as catalyst for the oxidation process and the potential of the thermophilic mixed culture explored in this study sets a
basis of a novel approach for the treatment of As(lll) contaminated streams.
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Microbial ecosystems in Atacama puna extreme environments: biofilms, microbial mats microbialites and
endoevaporites Science as the basis for the preservation of the oldest environments on the planet

Maria Eugenia Farias!, Manuel Contreras?. ¥ Laboratorio de Investigaciones Microbioldgicas de Lagunas Andinas
(LIMLA), Planta Piloto de Procesos Industriales Microbioldgicos (PROIMI), CCT, CONICET, Tucuman, Argentina. @ Centro
de Ecologia Aplicada (CEA) Suecia 3304, Nufioa, Santiago, F: 56-2-2741872 Chile

Wetlands and salars of the Central Andes regionare unique extreme environments since they are located in high
altitude saline deserts, largely influenced by volcanic activity. UV radiation, arsenic content, high salinity, and low
dissolved oxygen content, together with extreme daily temperature fluctuations and oligotrophic conditions comprise
an environment that recreates the early Earth and even extraterrestrial conditions. The discovery of living microbialites
and microbial mats during last decade has increased the interest in this area as an early Earth counterpart. We have,
since then, started a search for these kinds of environments in Argentina, Chile and Bolivia wetlands, Salars lakes and
Volcanoes. We have prospected around 80 lakes and salt flats, out of which about 30% harbor some kind of Andean
Microbial Ecosystem (AME) including microbialites, microbial mats and endoevaporitic domes. In this presentation we
review the knowledge of AME microbiology acquired during the last ten years. In that way, environments like Laguna La
Brava, Tebenquiche, Chaxas, Barros Negros in the Salar de Atacama, Aguas Calientes, Coposa, Tara, Ollague salars in the
chilean side and Antofalla, Laguna Verde, salars together with Laguna Socompa andGalan volcano in the Argentinean
side, are valued and studied under many points of view that include geology, geochemistry, eukaryotic diversity and
microbial ecology studies. In that way, through studies of diversity, mategenomic, physiology and molecular biology we
were able to establish the main functional characteristics of these microbial ecosystems like: As respiration, alternative
to Calvin Carbon fixation pathways, and production of ATP mainly drived by rhodopsin systems. All this knowledge is
being the basis for establishing environmental indicators that allow monitoring and preservation of these ecosystems in
the context of mining projects that are carried out in the north Andean highlands of Argentina and Chile.
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Cave glacier microbiome and its response to climate change and anthropogenic pollution

Julia Endresen Storesund?, Lauritsen Stein-Erik?, Lise @vreast. ™ Department of Biological Sciences, University of
Bergen, Norway. @ Department of Earth Sciences, University of Bergen, Norway.

Ice caves consists of perennial ice accumulations and are considered the most enigmatic and least well-known part of the
global cryosphere. They occur in places were the combination of cave morphology and climate conditions make favorable
habitats for the formation of ice and allows it to persist. Ice caves have proven to be sensitive to today’s increasing
global temperatures and climatic changes. In fact, many of present-day ice caves are threatened by these factors, which
are jeopardizing their existence in the future. We have analyzed750 year old glacier ice from Svarthamarhola ice cave
(N67.13'E15.31' at 295 m a.s.l.) located near Fauske, north of the Arctic circle, in Norway. This is the largest ice cave in
Fennoscandia and contains the largest cave chamber (300x90x40 m/Iwh) in this region, possibly also in Northern Europe.
The ice mass was divided into 7 different layers and sample sites, based on prior knowledge about the stratification and
dating of the ice, with the oldest ice samples near the cave floor, and the youngest at the top of the ice mass. We found
a high microbial diversity, and novelty in the 7 ice layers, however an obvious trend in community composition and
structure along the chronosequences regarding age and biochemistry were not found. A high degree of culturability was
observed and many actinobacteria (spore formers known for high producing secondary metabolites) were recovered.
Surprisingly high degrees of Planctomycetes sequences were found in all layers along the chronosequence. Thawed
ice was thus used as inoculum in enrichments for isolation of Planctomycetes strains. Four Planctomycetes strains
were obtained in axenic culture, and all strains showed both morphological and physiological differences. Phylogenetic
analyses of the strains’ 16S rRNA gene revealed two novel genera, within the phylum Planctomycetes.In a screening
assay we found that these strains were able to produce compounds with intermediate cytotoxicity towards two human
cancer cell lines and also high antibiotic resistance. These results suggest that organisms retrieved from old cave ice are
able to produce bioactive molecules that provide advantages towards other organisms competing for resources in their
indigenous environment.

This project was funded by the Norwegian Research council (NRC).




RSO8

Microbiome from late glacial perennial ice of Scarisoara ice cave

Victoria | Paun?, Corina ltcus?, Constantin Marin?, Aurel Persoiu3, Paris Lavin®, Traian Brad? Gonzalo lcaza*, Cristina
Dorador?, Antonio Mondini?, Johanna Donhauser®, Beat Frey®, Cristina Purcarea®. @ Institute of Biology, Bucharest,
Romania. @ Emil Racovita Institute of Speleology, Bucharest, Romania. ® Emil Racovita Institute of Speleology, Cluj-
Napoca, Romania. ¥ Laboratorio de Complejidad Microbiana y Ecologia Funcional, Instituto Antofagasta, Universidad
de Antofagasta, Antofagasta, Chile. ' Swiss Federal Research Group WSL, Birmensdorf, Switzerland.

Ice caves are highly preserved secluded glacial habitats harboring perennial ice deposits that constitute palaoclimate
archives. The distribution of total and active bacterialand fungal communities in 13,000 years BP ice core of Scarisoara Ice
Cave (Romania) was assessed by lllumina sequencing of 165 rRNA and ITS2 genes. Culturable bacteria and fungi were also
isolated from various ice layers and identified by 16S rDNA and 18S rDNA gene sequencing, respectively. Geochemical
parameters of the ice core samples selected at 1000 years interval showed large variations in the last 1500 years BP ice
layers, and high contents of major and minor elements for the 4.5-5,000 years BP ice sample. High concentrations of
TOC, calcium and sulphate were found in ice deposits formed during MWP, while low values corresponded to LIA periods.
Bacterial community from the ice core was dominated by Proteobacteria and Actinobacteria, with taxa variations based
on age and geochemistry of ice deposits.Active bacterial community was mainly represented by Bacteroidetes in older
strata. Fungal community revealed both cultured and uncultured species of Ascomycota, Basidiomycota, Cryptomycota,
Zygomycota phyla, with the dominance of Basidiomycota in LIA, and Ascomycota in MWP formed ice strata. Archaeal
communities identified across the ice block were dominated by distinct phyla for each of the LIA and MWP ice formed
period. TOC-dependence of the microbial abundance and taxa distribution throughout the cave ice coresustain the
effect of climate variations and depositional and post-depositional processes on modeling the microbiome composition.
This first investigation of cave ice microbiome from Late Glacial through Holocene perennial ice core revealed a complex
bacterial, fungal and archaeal community and a specific active bacterial distribution related to the geochemical signature
and past climatic events during the last 13,000 years.

This study was financially supported by H2020 EraNet-LAC ELAC2014/DCC0178 Joint Program.
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Mycobacteria efflux, from supporting to best actor

Almeida Da Silva Pedro E!, Andrea Von Groll:, Daniela Ramos?, lvy Ramis®. ¥’ Nucleo de pesquisa em Microbiologia
Médica, Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Rio Grande, Rio Grande, BR.

The emergence of MDR and XDR Mycobacterium tuberculosis increased the necessity of strengthening the knowledge
about drug resistance mechanisms in this microorganism. In recent years, it has become clear that drug resistance
in mycobacteria is more than the result of specific SNPs. Since the nineties, when the first efflux pumps were
described in mycobacteria, there has been significant advances on the comprehension about the efflux mechanism
in this microorganism and, particularly, about its role in drug resistance. In this sense, several efflux pumps have been
described, and their association with drug resistance has been largely showed. The drugs that are efflux targets, range
from first choice drugs as isoniazid, rifampicin, streptomycin to those used in MDR and XDR treatment as clofazimine
and bedaquiline. Also, in other mycobacterial species, like M. abscessus, efflux has been shown to participate actively
in drug resistance. With the rising of the knowledge on the contribution of efflux in drug resistance, increased attention
has been given to the use of compounds that act as efflux inhibitors. These drugs could be adjuvants to TB therapy, thus
providing the possibility of new therapeutic strategies.

CNPq, CAPES
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Metilacion en el ADN y su relacidén con la resistencia a levofloxacina en Mycobacterium tuberculosis

Nataly Alvarez'?, Jaime Robledo'?, Francois Rouzaud?®3, ) Facultad de Medicina, Universidad Pontificia Bolivariana,
Medellin, CO. @ Bacteriologia y Micobacterias, Corporacidn para Investigaciones Bioldgicas. ' Equal, Equal Opportunity
Life Sciences, Saint-Etienne, FR.

Introduccién: Las metilaciones en el ADN son eventos epigenéticos que modifican la plasticidad fenotipica sin modificar
la secuencia de ADN. En E.coli se ha descrito que la herencia epigenética genera resistencia a bajos niveles antibidticos
y, aunque este fendmeno es reversible, facilita la seleccion de mutantes espontdneos los cuales, posteriormente, serdn
resistentes a altos niveles de antibidticos. En procariotas, la metilacidon es el principal mecanismo epigenético; las
ADN metiltransferasas son las encargadas de adicionar el grupo metilo a la cadena de ADN. Actualmente, se disponen
de pocos datos acerca de este fendmeno epigenético en MTB. Objetivo: Determinar si los eventos epigenéticos en
Mycobacterium tuberculosis (MTB) estan asociados con la resistencia a la levofloxacina. Métodos: Se estudiaron seis
aislamientos clinicos de MTB (3-MDR y 3-XDR). Los aislamientos se cultivaron en medio liquido Middlebrook 7H9
con y sin levofloxacina. Las concentraciones de levofloxacina utilizadas durante 5 dias de exposicion fueron de 1ug/
mLy 2ug/mL para los aislamientos MDR y XDR respectivamente. A continuacidn, se extrajo ADN para secuenciacion
utilizando Illunina y Maxi-metil seq y ARN para microarreglos de expresidén génica y RT-PCR. Resultados: Se encontré
un gen hipermetilado (p-valor 0.03272), Rv2488c, que pertenece al regulador transcripcional familiar LuxR y un gen
hipometilado (p-valor 0.001127), Rv3482c, que es una proteina de membrana. No hubo diferencias estadisticas en
los niveles de metilacidon entre los aislamientos expuestos y no expuestos a levofloxacina, sin embargo, existe una
tendencia de metilacidn entre los aislamientos expuestos al antibiético. En el analisis de expresién, mamA (Rv3263) que
codifica una adenina-metiltransferasa y otras tres metiltransferasas (Rv1316c, Rv3204, Rv2756c) se sobre-expresaron.
mamA FC 4.49 y Rv1316c, Rv3204, Rv2756¢ con FC de 1.92, 8.42, 4.13 respectivamente, indicando un aumento en la
metilacién. Conclusion: Estos datos sugieren que la metilacién puede estar implicada en la resistencia de MTB a la
levofloxacina, porque la sobreexpresion de los genes Rv1316c¢, Rv3204, Rv2756¢ y Rv3263 sugiere que hay metilacion
tras la exposicién de MTB a LVX. Sin embargo es necesario ampliar los conocimientos en este campo con mas muestras
y otras técnicas de deteccidon de metilacidn, ya que hasta la fecha ha sido poco explorado en MTB.

Colciencias cod: 2213-40820408
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Evaluacion de productos naturales como inhibidores del crecimiento micobacteriano

Aranaga Carlos A!, Aura Falco?, Howard Takiff2. ¥’ Programa de Microbiologia, Facultad de Ciencias Basicas, Universidad
Santiago de Cali, Cali, CO. ® Laboratorio de Genética Molecular, Centro de Microbiologia y Biologia Celular, Instituto
Venezolano de Investigaciones Cientificas, Caracas, VE.

Las micobacterias se adscriben taxondmicamente al género Mycobacterium, Unico de la familia Mycobacteriaceae.
En la actualidad, mas de 120 especies pertenecientes a este género causan enfermedades en el humano. El principal
patdégeno es Mycobacterium tuberculosis, el agente causal de la tuberculosis, una enfermedad que causa mas que un
milléon y medio de muertes cada afio. Otras micobacterias de importancia clinica son las llamadas micobacterias no
tuberculosas, las cuales en su mayoria son patégenos oportunistas, cuya enfermedad depende del grado de exposicion
a la misma y del estado inmunitario del huésped. Debido a las caracteristicas de impermeabilidad de su pared celular,
las micobacterias tienen una resistencia innata a muchos antibiéticos y desinfectantes, y ademds acumulan mutaciones
gue también les confieren resistencia. Es por esto que es imprescindible la bisqueda de nuevos farmacos para el
tratamiento y control de estos microorganismos patdégenos. En este trabajo se evaluaron 125 extractos de plantas
venezolanas contra el crecimiento de M. smegmatis, dando como resultado que 14 de ellos lograron inhibir en mas
de un 50% el crecimiento de esta bacteria a una concentracion de 200 ug/ml. Estos extractos seleccionados seran
evaluados contra el crecimiento de M. bovis BCG, M. tuberculosis mc26020, M. abscesus y M. chelonie para determinar
su potencial como agentes antimicobacterianos y posteriormente aislar e identificar sus componentes activos.
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¢Qué hay de nuevo sobre la infeccidn inicial por Mycobacterium tuberculosis?

Maria Elvira Balcellst. ¥ Enfermedades Infecciosas del Adulto, Facultad de Medicina, Pontificia Universidad Catdlica de
Chile, CL.

La tuberculosis (TB) constituye una enorme carga de salud a nivel global, sin embargo poco conocemos aln sobre
los determinantes iniciales y marcadores de susceptibilidad o proteccién para adquirir esta infeccidon. Se piensa que
existen individuos que pese a exposicidn sostenida a Mycobacterium tuberculosis no adquieren o lograrian eliminar
espontaneamente esta bacteria, sin embargo la evidencia cientifica al respecto es muy escasa. En esta sesidn se revisara
evidencia reciente sobre posibles factores protectores poco explorados, incluyendo el rol de inmunidad de mucosas y
rol de anticuerpos en las etapas iniciales de adquisicién de M. tuberculosis.

CONICYT, FONDECYT Regular 1171570
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Whole genome sequencing of the monomorphic pathogen Mycobacterium bovis reveals local differentiation
of cattle clinical isolates

Moira Lasserre?, Pablo Fresia’, Gonzalo Greif?, Miguel Castro-Ramos?, Arturo Juambeltz?, Alvaro Nufiez2, Hugo Naya!,
Carlos Robello?, Luisa Berna3. ¥ Montevideo, Unidad de Bioinformatica, Institut Pasteur de Montevdieo, Montevideo,
UY. @ Departamento de Bacteriologia, Division de Laboratorios Veterinarios (DI.LA.VE.) Miguel C. Rubino, Montevideo,
UY. ® Montevideo, Unidad de Biologia Molecular, Institut Pasteur de Montevdieo, Montevideo, UY

Background: Bovine tuberculosis (bTB) poses serious risks to animal welfare and economy, as well as to public health as
a zoonosis. Its etiological agent, Mycobacterium bovis, belongs to the Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC), a
group of genetically monomorphic organisms featured by a remarkably high overall nucleotide identity (99.9%). Indeed,
this characteristic is of major concern for correct typing and determination of strain-specific traits based on sequence
diversity. Due to its historical economic dependence on cattle production, Uruguay is deeply affected by the prevailing
incidence of M. bovis. With the worlds highest number of cattle per human, and its intensive cattle production, Uruguay
represents a particularly suited setting to evaluate genomic variability among isolates, and the diversity traits associated
to this pathogen. Results: We compared 186 genomes from MTBC strains isolated worldwide, and found a highly
structured population in M. bovis. The analysis of 23 new M. bovis genomes, belonging to strains isolated in Uruguay
evidenced three groups present in the country. Despite presenting an expected highly conserved genomic structure
and sequence, these strains segregate into a clustered manner within the worldwide phylogeny. Analysis of the non-pe/
ppe differential areas against a reference genome defined four main sources of variability, namely: regions of difference
(RD), variable genes, duplications and novel genes. RDs and variant analysis segregated the strains into clusters that
are concordant with their spoligotype identities. Due to its high homoplasy rate, spoligotyping failed to reflect the true
genomic diversity among worldwide representative strains, however, it remains a good indicator for closely related
populations. Conclusions: This study introduces a comprehensive population structure analysis of worldwide M. bovis
isolates. The incorporation and analysis of 23 novel Uruguayan M. bovis genomes, sheds light onto the genomic diversity
of this pathogen, evidencing the existence of greater genetic variability among strains than previously contemplated.

Fondo de Promocién de Tecnologia Agropecuaria (FPTA): grant 328. Agencia Nacional de Investigacién e Innovacién
(UY): grants POS_NAC_2015_1 109466, DCI-ALA/2011/023-502. Fondo Caldeyro Barcia. FOCEM: grant COF 03/11.
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Caracterizacion del rol en la virulencia de Mycobacterium bovis del sistema de dos componentes PhoPR

Elizabeth Garcia? Luciana Villafafie?, Federico Blanco?, Maria M Bigi', Cristina Vazquez?, Fabiana Bigi% ¥ Facultad de
Agronomia UBA, AR. @ Instituto de Biotecnologia, CICVyA, INTA.

En numerosos estudios se ha demostrado que el sistema de dos componentes PhoPR regula la expresion de genes
implicados enlavirulenciade Mycobacterium tuberculosis. En Mycobacterium bovis, el agente causante de la tuberculosis
bovina, el gen que codifica para PhoR presenta una mutaciéon puntual no sinénima que afecta la funcionalidad del
sistema PhoPR en M. bovis. En este estudio investigamos el papel de PhoPR en la virulencia de dos aislamientos de
M. bovis. Encontramos que la eliminacién de phoP reduce la capacidad de M. bovis de modular el trafico intracelular
en macrofagos bovinos y por lo tanto su persistencia intracelular. En un modelo de infeccién de ratones BALBc, las
mutantes en phoP mostraron menor replicacidon en drganos que las cepas salvajes. Mediante andlisis de expresion
génica, demostramos que PhoP regula la expresidn de una posible lipido desaturasa Mb1404-Mb1405, proteinas
implicadas en el estrés redox (AhpC, AhpD), el transportador de sulfolipidos Mmpl8 y el antigeno secretado ESAT-6.
Ademas, la falta de PhoP aumenta la sensibilidad al estrés acido y altera la formacion de biofilms/ peliculas de M. bovis.
Asimismo, usada como inmunégeno, una de las cepas mutantes en phoP confirid mayor proteccién que BCG frente al
desafio de ratones con M. bovis virulenta. Estos resultados demuestran que el sistema de dos componentes PhoPR, a
pesar de su aparente pérdida de funcionalidad, es requerido para la virulencia de M. bovis y podria jugar un papel en
los mecanismos que despliegan para mantener su balance redox.

PICT-2013 0623, ANPCyT

PNBIO1131034-INTA




RS15

Caracterizacion inmunolaégica y funcional de la proteina recombinante HBHA de Mycobacterium tuberculosis
expresada en Rhodococcus erythropolis

Clara Espitia®. ™ Inmunologia, Instituto de investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma de México, MX .

La glicosilacion y la metilacién son modificaciones pos-traduccionales de las proteinas, de importancia en la interaccidn
patogeno-hospedero. Mycobacterium tuberculosis posee numerosas proteinas modificadas con azlcares que
participan tanto en la respuesta inmune humoral como celular inducida por el bacilo. Contrastando con la abundancia
de proteinas glicosiladas, a la fecha en M. tuberculosis Unicamente se conocen 2 proteinas metiladas, la hemaglutinina
de unidn a heparina (Hbha) y la proteina tipo histona (HIp). Las dos poseen lisinas metiladas en el carboxilo terminal y
han sido involucradas con invasividad. Interesantemente, la metilacién en la Hbha se ha asociado con la induccién de
una respuesta inmune protectora en tuberculosis. Puesto que tanto la glicosilacion como la metilacién se pierden en
las proteinas recombinantes expresadas en Echerichia coli, en nuestro laboratorio, hemos utilizado bacterias sustitutas
pertenecientes al grupo de las actinobacterias, como el Streptomyces lividans y el Rhodococcus erythropolis, para
producir estas moléculas. Es asi como logramos obtener a la proteina Hbha, metilada. Interesantemente, existe un
ortélogo de la Hbha en Rodhococcus, que participa en la biogénesis de los cuerpos lipidicos, y protege a la bacteria de
condiciones de stress. Al igual que esta proteina, la Hbha se encontré formando parte de los cuerpos lipidicos inducidos
cuando las bacteria hospedera se crecié en condiciones de limitacidn de nitrogeno y exceso de carbono, sugiriendo
estos resultados, un papel putativo para la Hbha en la formacién de los cuerpos lipidicos. Las proteinas recombinantes
fueron reconocidas por los sueros de individuos con tuberculosis y/o individuos vacunados con BCG e indujeron una
respuesta inmune humoral y celular en animales de experimentacién. Actualmente se esta evaluando la capacidad de
la Hbha metilida como posible inductora de la respuesta inmune protectora en un modelo murino de infecciéon por
aerosol. Nuestros resultados sefalan a R. erythropolis como bacteria sustituta para expresar antigenos que permitan
estudiar el papel que estas moleculas tienen en la interaccidon bacteria hospedero y asi mismo evaluar el potencial como
posibles como vacunas de subunidades.

Instituto de Investigaciones Biomédicas UNAM Programa de Investigacion “Nuevas Alternativas de Tratamiento para
Enfermedades Infecciosas” (NUATEI)

PAPIIT-UNAM: IN207717.Universidad Nacional Autbnoma de México.
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Concentraciones elevadas de glucosa modulan la expresion de PPARa y PPARy en macrofagos estimulados
con Mtb y adicionados o no con cortisol

Fernandez Rocio Dv !, Ariana Diaz!, Bettina Bongiovannil, Vanesa Pitasny!, Emilia Hails!, Luciano D’Attilio!, Oscar
Bottasso?, Maria Luisa Bay®. @ IDICER CONICET, Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Rosario, Rosario,
AR.

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) constituye un factor de riesgo para el desarrollo de la tuberculosis pulmonar (TB).
Previamente observamos que los pacientes con TB+DM2 presentaban mayor desregulacion inmunoenddcrina respecto
de aquellos con TB Unicamente (concentraciones plasmaticas elevadas de IFN-y, IL-6 y cortisol). Atento a ello y
considerando que el macrofago (Mf) alveolar es la principal célula blanco del Mycobacterium tuberculosis (Mtb), nos
propusimos investigar el efecto de la hiperglicemia (glucosa 10, 20, 40mM) ante situaciones de estrés (cortisol 1uM)
sobre la respuesta de Mf enfrentados a Mtbi (cepa H37rv muerto por radiacion y). Asi los Mf derivados de la linea
celular THP1 se sometieron a los distintos tratamientos. Los cultivos (24h) sélo estimulados con Mtbi presentaron
altos niveles de IL-1B (ELISA), para cada una de las dosis de glucosa utilizadas (p<0,005). Aquellos también expuestos
a cortisol mostraron los niveles mas bajos de este mediador, independientemente de las dosis de glucosa (p<0.008).
En los cultivos estimulados, tratados o no con cortisol, los niveles de esta citocina se correlacionaron negativamente
con las concentraciones de glucosa (p<0,01). La cuantificacidn por RT-gPCR de los receptores activados por factores de
proliferacion peroxisomal, PPARy y PPARa (moduladores de la respuesta inflamatoria y anti-bacteriana, entre otras) en
los cultivos estimulados sin cortisol, evidencié mayor expresidon de PPARa (p=0,007) sin modificar la de PPARy, excepto
frente a la dosis mas alta de glucosa (p=0,008). El tratamiento con cortisol aumentd y disminuyd los niveles de PPARy
(p=0,005) y PPARa (p=0,006), respectivamente. Ambos transcriptos se correlacionaron positivamente con las dosis
suprafisioldgicas de glucosa (p<0,04) mientras que la expresion de PPARy se asocid negativamente con IL-1B (p<0,01), en
los cultivos de Mf estimulados y tratados con cortisol. De los resultados se desprende que, frente al estimulo especifico
concentraciones suprafisioldgicas de glucosa favorecerian la expresidn de ambos PPARs. Sin embargo, en una situacién
de estrés la modulacién negativa de PPARa, (proteina involucrada en la generacion del autofagosoma) junto con un
marcado descenso en los niveles de IL-1 generarian un ambiente desfavorable para la eliminacion de la micobacteria
por parte de los Mf.

Fundacion de Ciencias Médicas de Rosario “Prof.Dr. Rafael M. Pineda”, Rosario, Santa Fe, Argentina
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Antivirulence drugs as an alternative to antibiotics to treat tuberculosis

Paulina Fernandez Soto?, Jennifer Cavet?, Lydia Tabernero?. Y School of Biological Sciences, Faculty of Biology, Medicine
and Health, The University of Manchester, Manchester, GB. ¥ School of Biological Science, Faculty of Biology, Medicine
and Health, The University of Manchester, Manchester, GB.

Tuberculosis (TB) is among the ten top diseases causing death worldwide. An appropriate treatment and early diagnostic
could shorten the number of TB cases. However, TB treatment is constantly threatened by the emergence of new drug
resistance mechanisms. To date, cases of total drug-resistance TB (TDR-TB) have been reported; this is resistance to
all currently available drugs. By 2017, the World Health Organization (WHO) reported that only seven agents for TB
treatment are currently on clinical trials, from which only one is in phase-3. This is critical, as success in treatment
of TB is based on the combination of at least three antibiotics. Therefore, efforts to improve TB treatment should be
directed towards shortening the time of treatment by combining therapeutic regimes with drugs with novel mechanism
of action. Antivirulence drugs are a new strategy to battle antibiotic resistance. The novelty is based on the ability
of neutralizing key virulence factors that allow pathogens to stablish the infection. Mycobacterium tuberculosis, the
causative agent of Tuberculosis (TB), secrets three phosphatases MptpA, MptpB and SapM that are involved at different
stages of the phagosome-lysosome fusion. These phosphatases are attractive targets for new drugs as blocking their
action has been reported to reduce bacterial burden in-vitro and in-vivo. We are currently exploring the development
of small molecules to inhibit theses phosphatases with the aim to overcome important mechanisms of survival of M.
tuberculosis in the host. Combination of our antivirulence agents along with conventional TB drugs is a novel way that
can be adapted to shorten TB treatment and overcome resistance.

SENESCYT - Scholarship granted by the Ecuadorian government
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Transcriptional regulation of fatty acid metabolism in Mycobacterium tuberculosis: identification and
validation of new drug targets

Gabriela Gago®. ™ Laboratorio de Fisiologia y Genética de Actinomycetes, Fac. de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas,
Instituto de Biologia Molecular y Celular de Rosario (IBR).

Besides the relevance of lipid derived molecules in Mtb pathogenicity, little is known about the environmental
signals and regulatory cascades involved in the global regulation of lipid metabolism in this bacterium, and how lipid
homeostasis is maintained for Mtb survival and during infection. Our work is directed to fulfill some of these gaps
by studying in detail the elements and mechanisms that regulate lipid homeostasis in Mtb, how they impact in the
biosynthesis and composition of its cell wall and how the host-pathogen lipid metabolisms interact. Mycobacteria are
unusual in possessing two fatty acid synthase (FAS) systems. To demonstrate that FAS | and FAS Il systems are strictly
co-regulated in order to maintain lipid homeostasis in Mtb, we initiated our research project with the identification and
characterization of the components of the transcriptional network that keeps the two FAS systems tightly regulated.
For this, we identified and characterized a specific regulator that binds above Pfas and named it FasR. FasR is a positive
regulator of the fas-acpS operon genes and is essential in M. smegmatis. We have now constructed a conditional fasR
mutant in M. tuberculosis and found that this strain has severe growth defects in the absence of fatty acids in the
growth medium. A combined transcriptomic, proteomic and lipidomic analysis was performed on the mutant strain.
Altogether, the results indicate that under fatty acid biosynthesis inhibition there is a strong remodeling of the cell
wall components. Moreover, preliminary results indicate that the fasR mutant strain is attenuated in mouse infection
experiments. Our studies provide a wealth of information that will let us evaluate how Mtb responds to the alteration,
or absence, of the de novo FA and MA acid biosynthesis, and how important is to maintain lipid homeostasis in the
context of the macrophage environment and in the progression of the infection. Furthermore, we have now confirmed
the interaction of a C20-CoA with FasR by structural and biochemical studies. Thus, the crystal structure of FasR and
FasR-C20-CoA could help us search and identify structure-based inhibitors that could then be tested as a new category
of antimycobacterial compounds.

NIH (1R01A1095183-01), ANPCyT: PICT- 2015-2022; PICT 2015-0796




RS19

Schwann cells lipid metabolism impairs neuronal physiology after Mycobacterium leprae infection

Karina Girardi!, Bruno Mietto !, Rychelle Medeiros!, Rosa Patricia Sammarco?, Johnjoe McFadden3?, Maria Cristina
Pessolani?, Lara Flavio Alves®. ¥ Departament of Leprosy, Oswaldo Cruz Institute, Oswaldo Cruz Institute, Rio de janeiro,
BR. @® Department of Pathology, Lauro de Souza Lima Institute, Sdo Paulo, BR. ® Faculty of Health and Medical Sciences,
University of Surrey, Guildford, GB.

Leprosy is a dermatoneurological disease, caused by Mycobacterium leprae. Leprosy hallmarks such as Schwann cell
demyelination and axopathy are not fully understood. Our group have demonstrated that M. leprae is able to modulate
Schwann cells metabolism, increasing glucose uptake, glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) activity and impairs
lactate generation and release. Also, we described a mitochondria shutdown and swelling in infected Schwann cells
in unmyelinated and myelinated patients axons. In the present work we used primary neurons from dorsal root
gangliaof postnatal mice and SK-N-SH human neuronal cells treated with supernatant of Schwann cell infected with
M. leprae. We demonstrated that infected Schwann cell supernatant impairs neurite outgrowth in primary neurons.
Conversely,treatment with G6PD inhibitor (6-ANAM) partially restored neurites elongation. In order to characterize the
neurotoxic agent in infected Schwann cell-conditioned medium, we fractioned it into a gel filtration HPLC. We observed
that a 65KDa fraction, rich in albumin, concentrated the neurotoxic activity. Finally, we demonstrated that only the
lipid fraction of M. leprae-infected Schwann cell-conditioned medium presents neurotoxic activity.Interestingly, it
was demonstrated in patients nerve biopsy that M. leprae induce and recruit lipid droplets (LDs), composed of host-
derived oxidized phospholipids, fatty acids, and cholesterol, both in Schwann cells and macrophages. Collectively, our
results indicate that infected-Schwann cells lipid metabolism could be related with early neuronal damage in leprosy
neuropathy.

CNPq, Capes, 10C.
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Interaction between innate immune cells to generate the specificimmune response towards a tuberculosis
recombinant vaccine

Ana Paula Junqueira’, Monalisa Trentini?, Lazaro Neto M?, Kipnis Andre!. ¥ Imunologia, Instituto de Patologia Tropical e
Saude Publica, Universidade Federal de Goias, BR.

One third of the world population is infected with Mycobacterium tuberculosis (Mtb), tuberculosis (TB) causative agent.
The only form of prevention for this disease is the Bacillus Calmette-Guerin (BCG) vaccine, which protects children from
the most aggressive forms of the disease. Nonetheless, the vaccine efficacy among youth and adults is highly variable,
thus there is urgent need of new vaccine development. Our group developed the recombinant M. smegmatis mc2-CMX
vaccine that is capable of inducing higher protection than the BCG vaccine, mediated by Th1 and Th17 specific T cells.
It was to investigate the role of neutrophils and NK cell in the induction of the protective immune response by this
recombinant vaccine. Neutrophils were crucial and participate in the induction of the specificimmune response toward
mc2-CMX. After C57BL/6 mice vaccination, NK cells were activated and present in the site of vaccination, spleen and
draining lymph nodes indicating possible role of these cells. To verify NK cells involvement, NK cells were depleted and
the number of neutrophils and DCs in the different organs evaluated, although similar cell migration were observed,
the DCs were less activated in the absence of NK cells. In conclusion, NK cells are also important for the generation of a
specific immune response towards the mc2-CMX vaccine.

CNPq
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Mycobacterium abscessus iron homeostasis: evolution or adaptation?

Alcantara Nayra A.%, Oliveira Fabio M.}, Ana Paula Junqueira-Kipnis?, Andre Kipnis2. ¥ DEBIOTEC, Universidade Federal
de Goids, Goiania, BR. @ DEBIOTEC, Professor, Universidade Federal de Goias, Goiania, BR.

Mycobacterium abscessus subsp. massiliense (Mycma) is a rapidly growing Mycobacterium that is capable of causing
chronic pulmonary and soft tissue infections in immunocompetent individuals. Since Mycma is resistant to most
antitubercular drugs, the treatment of those infectionsis difficult and sometimes needs invasive approaches toresolve the
infection. Then the development of new drugs against the Mycma is crucial, and requires understanding of the virulence
mechanisms of this pathogen. It was already demonstrated the essentiality of iron as a nutrient for Mycma, and this
bacterium has two ferritin coding genes, instead of one bacterioferritin and one ferritin coding genes observed in other
mycobacteria. However, the meaning of bacterioferritin gene absence in Mycma remains unclear. Could this bacterium
have another mechanism of iron homeostasis besides the two ferritins? The goal of this study was to determine if the
introduction of a bacterioferritin gene in Mycma could provide more resistance to oxidative stress and if this bacterium
has another mechanism for that. We show that the expression of recombinant bacterioferritin improved the growth
rate of recombinant Mycma_BfrA under iron excess, as compared to wild type. Recombinant Mycma_BfrA presented a
significant increase in the resistance to oxidative stress produced by hydrogen peroxide in vitro. Our preliminary results
suggest that the presence of recombinant bacterioferritin confers to Mycma growth advantages only under extremely
stressful in vitro conditions, such as in the presence of high iron and hydrogen peroxide concentrations. Additionally,
we observed the Mycma has the mycma_03135 gene, which codes for the mini-ferritin Dps (DNA-binding proteins
from starved cells). The purified recombinant mycma_03135 protein had the ability to bind DNA and protect it from
damage in vitro, as observed in the others Dps. In conclusion, the expression of recombinant bacterioferritin by Mycma
seems to be important for the resistance to stress conditions, and besides that, this bacterium has another protein
possibly involved in that resistance also. Nevertheless, further studies using in vivo model of infection are necessary
to determine if the observed in vitro improvement conditions could increase the resistance of Mycma_BfrA to host
defense mechanisms.

CNPg, FAPEG
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Mycobacterium tuberculosis promotes HIV replication in macrophages

Isabelle Maridonneau-Parini. ' Phagocyte Migration and Differentiation, Institute of Pharmacology & Structural
Biology, Institute of Pharmacology & Structural Biology

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) and HIV1 are known to act synergistically and impact the progression of one another
in coinfected patients. Yet, the mechanisms by which Mtb exacerbates HIV1 pathogenesis are not well-known. Here,
we show that human M(IL-10) anti-inflammatory macrophages, present in TB-associated microenvironments, produced
high levels of HIV-1. These macrophages form cell-to-cell tunneling nanotubes (TNTs) that we found involved in virus
spread.TNT formation in the TB context required the IL-10/STAT3 signaling pathway and targeted inhibition of TNTs
substantially reduced the enhanced HIV-1 cell-to-cell transfer and overproduction. In vivo, M(IL-10) macrophages
were expanded in the blood of coinfected patients and in the lungs of co-infected non-human primates where their
number correlated with disease severity. In conclusion, our data identify TNTs as key players in the aggravation of HIV1
pathogenesis during coinfection with Mtb.

CNRS
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NGS in clinical diagnosis of tuberculosis (TB) rapid drug susceptibility testing — a progress report

Guilherme Mendes*. * lllumina, Inc

Tuberculosis (TB) continues to be a major public health threat despite being a curable disease. The WHO Global
Tuberculosis Report from 2017 indicates an estimated 10.4 million people had TB, and 1.8 million people died (1.4
million HIV negative and 400 000 HIV positive). Of further concern is that 480,000 cases of multidrug-resistant (MDR)
TB, and a further 100,000 that were estimated to be rifampicin-resistant (RR) TB have occurred in the same period.
The rapid and accurate diagnosis of TB infection and disease is critical for timely initiation of treatment and, ultimately,
control of the disease. This talk aims to describe how NGS is evolving into a routine test in the clinical setting to provide
a comprehensive, scalable and financially feasible method for M. tuberculosis complex (MTBC) diagnostics.
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Micobacteriosis asociadas a procesos invasivos e injurias en piel en un Laboratorio de Referencia Nacional
en el periodo 2010-2017. Agentes causales y su perfil de sensibilidad

RoxanaPaul?, AlexandraSandoval?, GriseldaLafuente?,Ingrid Wainmayer?,JosePaolo?, FranciscoMazzeo!,NorbertoSimboli.
(1) Departamento de Bacteriologia, Servicio Micobacterias, INEI ANLIS “Dr. C. G. Malbran”, Ciudad Auténoma de Buenos
Aires, AR

Introduccién Las micobacterias no tuberculosis (MNT) rara vez causan patologia en individuos inmunocompetentes. En
los ultimos afios se ha observado un incremento de las infecciones por MNT por traumatismos que alteran la barrera
cutanea, procedimientos dermoestéticos e intervenciones médicas invasivas. Materiales y Métodos Se analizaron
los resultados de 222 aislamientos clinicos de pacientes con procedimientos invasivos e injurias en piel causantes
de micobacteriosis durante el periodo 2010-2017. Los aislamientos fueron identificados por PRA y en algunos casos
ademas, por MALDI-TOF y pruebas bioquimicas. Para cada especie se determind la concentracidn inhibitoria minima a
los antibidticos recomendados en las normas de la CLSI. Resultados De los 222 aislamientos, 49 (22,1%) procedian de
pacientes con injurias en piel y 173 (77,9%) de pacientes sometidos a procedimientos invasivos. De estos ultimos, 101
(58,4%) se debieron a procedimientos estéticos y 72 (41,6%) a intervenciones médicas. Las especies mas frecuentes
asociadas ainjurias en piel fueron M. marinum (n=17); seguida por las especies de rapido desarrollo M. chelonae (n=10),
M. fortuitum (n=8) y M. abscessus (n=3). Las especies mas frecuentemente asociadas a pacientes con procedimientos
invasivos fueron las MNT de rapido desarrollo (92%), M. fortuitum (n=67), M. abscessus (n=43), M. chelonae (n=36),
y dentro de las nuevas especies descriptas M. senegalense (n=13) y M. mageritense (n=8). Mas de la mitad de los
aislamientos de M. fortuitum, M. abscessus y M. mageritense resultaron resistentes a claritromicina, mientras que
M. chelonae y M. senegalense fueron sensibles. M. abscessus es la especie que presenta mayor nivel de resistencia
a fluroquinolonas, amikacina, tobramicina, linezolid y doxiciclina, pero muestra sensibilidad variable a cefoxitina.
M. marinum resultd sensible a claritromicina, fluoroquinolonas, amikacina y rifampicina, pero aproximadamente el
50% de los aislamientos fueron resistentes a tetraciclinas. Conclusiones: Si bien todas las especies de MNT pueden
causar infecciones, las micobacterias de rapido crecimiento son los principales agentes causales de las micobacteriosis
asociadas a procesos invasivos y M. marinum a injurias de la piel. Como muestran una gran variabilidad en su respuesta
a los antibidticos, es necesario realizar la identificacion a nivel de especie y determinar su perfil de sensibilidad in vitro.
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Reporter mycobacteriophages for rapid TB-diagnosis in sputum samples and screening of new antitubercular
drugs

Mariana Piurit. ¥ Departamento de Quimica Bioldgica- IQUIBICEN CONICET, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales,
Universidad de Buenos Aires, AR

WHO estimates that 40% of tuberculosis cases go undiagnosed and consequently not treated. In 2016, WHO
recommended the use of rapid molecular tests to speed up tuberculosis drug susceptibility testing (DST) although
due to the cost of equipment and supplies, Ziehl Neelsen staining of Mycobacterium spp. in sputum, with
subsequent culture to determine viable bacilli and DST using the proportion method is often the method of choice.
Fluoromycobacteriophages are reporter mycobacteriophages containing a fluorescent gene. These phages are a simple
and rapid mean of revealing the metabolic state of M.tuberculosis cells, and their response to antibiotics. We constructed
a new Fluoromycobacteriophage, mCherrybombf, with higher sensitivity and less time to detection of signal in M.
tuberculosis. We developed a simple microscopy-based methodology for detection of viable Mycobacterium spp. and
phenotypic determination of rifampicin resistance in 3-5 days from sputum sample collection compatible with regularly
used protocols in clinical laboratories for TB diagnosis. Paraformaldehyde fixation after infection reduces biohazard risks.
We tested mCherrybombf for extended DST of clinical isolates of pre-XDR and XDR-TB strains and we compared the
antibiotic resistance profile with those predicted by whole genome sequencing emphasizing the utility of a phenotypic
test for M. tuberculosis. We had also set up the conditions for infection of pure cultures in a multiwell format in the
presence of increasing concentrations of drugs monitoring the appearance of fluorescence as a function of time using
a fluorimeter. Complete DST of M. tb could be done from pure culture in 6 or 30 hs (when pre-incubation with the drug
was required). Overall, we have developed a simple and inexpensive assay for rapid detection and determination of
rifampicin resistance of M.tb in sputum samples. This new method could facilitate therapy and prevent the spread of
drug-resistant strains in low resource settings. Finally, we had optimized the conditions for an automated phenotypic
assay to test in a short time susceptibility of pure cultures to different drugs used for TB treatment. The implementation
of this standardized methodology will also contribute to the development of a rapid, easy and high sensitive method
for HTS of new anti TB drugs.

ANPCyT PICT2009-009, CONICET PIP 2011-0222 ANPCyT PICT2015-3861
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ATPasas tipo P como dianas para el disefio de compuestos antibuberculosos

Lorena Novoa?, Andrés Ledn !, Paola Santos!, Milena Maya?, Marcela Lopez!, Cristian Rosales?, Laudy Quitian?, Carlos
Ayalal, Fabian Lopez-Vallejo!, Soto Carlos Yesid:. @ Departamento de Quimica, Facultad de Ciencias, Universidad
Nacional de Colombia, Bogota, CO.

Actualmente, se considera a las proteinas de membrana plasmdtica como dianas muy interesantes para el disefio de
antimicrobianos, debido a su implicacidn biolégica, y al ser mas facilmente accesibles a compuestos activos. Nuestro
grupo de investigacion se dedica, entre otros, a evaluar el potencial de las ATPasas tipo P como blancos de viabilidad
y atenuacién en Mycobacterium tuberculosis (Mtb), toda vez que estas enzimas se activan en respuesta de las
concentraciones altas de metales al interior del macréfago. Aproximaciones bioinformaticas, nos permitieron clasificar
las ATPasas tipo P de Mtb de acuerdo a la especificad del posible catiéon transportado. En este sentido, analisis del
comportamiento transcripcional y otros analisis funcionales al someter las micobacterias, y algunos mutantes de estos
trasportadores, a concentraciones téxicas de metales, estrés nitrosativo, estrés oxidativo e hipoxia, condiciones similares
al interior del macrofago infectado, sugieren que las ATPasas tipo P CtpF/CtpH y CtpE de Mtb estarian implicadas con el
eflujo y la tolerancia a concentraciones tdxicas de Ca*" y Na*, respectivamente. Ademas CtpE se activaria en respuesta al
choque osmatico. Respecto al transporte de metales pesados, establecimos una estrecha relacién entre la actividad de
CtpA/CtpBy CtpG de Mtb y la tolerancia de las micobacterias a concentraciones toxicas de Cu?* y Cd%, respectivamente.
Especificamente CtpA/CtpB estarian relacionadas con la metalacidon de proteinas extracitoplasmaticas. Finalmente,
estudios de espacio quimico y cribado virtual, basado en un modelo de farmacdéforo, comprobaria que las ATPasas tipo
P son dianas drogables, que nos han permitido postular algunos compuestos que interaccionan con alta afinidad al sitio
de union al catién, como posibles compuestos antituberculosos.

Este trabajo ha sido financiado por la Division de Investigacion Bogota, Universidad Nacional de Colombia (Proyectos
15835, 26754, 40816, 35885, 27754, 23667, 18726 y 18534) y Colciencias (Proyecto 110171250419)




RS27

Disefio y optimizacion de una poliproteina de fusidn para el diagnoéstico diferencial de Tuberculosis y Para-
tuberculosis bovina, y su potencial uso como vacuna.

Moyano RD?, Alonso N, Mon ML?, Griffa N?, Cuerda X!, Colombatti A!, Santangelo MP?, Romano MI*. * IABIMO, Instituto
Instituto de Agrobiotecnologia y Biologia Molecular del CICVyA INTA, Buenos Aires, Argentina.

El control de la paratuberculosis (PTB) requiere desarrollar nuevas soluciones para el diagndstico y vacunas. Actual-
mente, la técnica del estandar de oro es el cultivo bacteriano; sin embargo, es una estrategia compleja dado el lento cre-
cimiento de Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis (Map). En este contexto, el objetivo del presente traba-
jo es desarrollar una herramienta de diagnéstico basada en un ELISA y una inmunocromatografia de flujo lateral (LFIC)
que permita el diagndstico especifico de paratuberculosis. Para ese propdsito, antigenos previamente identificados y
caracterizados por nuestro grupo se sintetizaron como poliproteinas y expresaron en E. coli BL21. Para el desarrollo del
ELISA, se utilizaron 100 ul de la poliproteina (0,25 mg / ml) y se evaluaron sueros correspondientes a animales sanos,
bovinos infectados con Map y bovinos infectados con M. bovis. Paralelamente, se analizé los mismos sueros con otro
ELISA utilizando un antigeno comercial (PPA-3). Nuestros hallazgos mostraron que ELISA-PPA-3 reacciona con sueros de
animales infectados con M. bovis, mientras que la poliproteina es sensible y especifica para el diagndstico de PTB. Para
el desarrollo del LFIC, la proteina G se conjugo con oro coloidal, se usaron inmunoglobulinas bovinas purificadas (0,05
ug / ul) en la linea de control y la poliproteina (0,5 pg / pl) se usé como linea de prueba. Se evaluaron los mismos sueros
y se logrd una correlacidn con los resultados del ELISA utilizando la poliproteina.

En cuanto a las vacunas comerciales contra la PTB, como Silirum, reducen la enfermedad clinica y la excrecion fecal de
(MAP). Sin embargo, existen restricciones reglamentarias sobre el uso de esta vacuna porque interfieren con la prueba
cutdnea de tuberculina. En este trabajo evaluamos en el modelo de ratén: 3 grupos de ratones BALB / ¢ hembra A)
control: grupo no vacunado, B) vacunado con la poliproteina, C) vacunados con una cepa local inactivada con un boost-
er con MVAS85A. Un mes después de la ultima dosis de vacuna, los ratones se sometieron a un desafio con 1x108 CFU
de una cepa Map virulenta. Los resultados indican que nuestra vacuna en los ratones induce una respuesta inmune y
proteccion.
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Contribution of molecular tools in cases of recurrent tuberculosis

Andrea Von Groll%, Jaciara Diniz, Neves Yasmin C.l.%, Almeida Da Silva Pedro E. . ™ Nucleo de Pesquisa em Microbiologia
Médica, Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Rio Grande, Rio Grande, BR

Tuberculosis (TB) recurrence in patients who completed the treatment is a challenger to control the disease.Around
8% of the new tuberculosis (TB) cases in Brazil are from patients with recurrence, which is a new case of the disease
in patients who developed TB in the past, and for whom the bacteriological confirmation of cure and / or treatment
was completed. Recurrent TB is a challenge for the control of this disease, since its high rate is associated with a
high prevalence of TB, co-infection with human immunodeficiency virus (HIV) and antimicrobial resistance. Recurrent
episodes of TB can occur through endogenous reactivation of the bacillus Mycobacterium tuberculosis that persisted
in the host even after treatment or by exogenous reinfection through a new bacillary load. Both situations are clinically
indistinguishable, but their definition may indicate the effectiveness of treatment or control of bacillus transmission
in a given population. For the definition of recurrence cases, the Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit (MIRU)
genotyping method is the most used because of its high discriminatory power and ease of comparison of genotypes.
However, it may underestimate the frequency of reinfection by not distinguishing a new infection with a strain that
has the same genotypic profile as the previous episode. The tool that best defines the type of recurrence is the Whole
Genome Sequencing (WGS) and that due to the new technologies for sequencing and bioinformatics for assembly and
genome analysis; it has become more accessible and applied on a large scale. Through WGS, it is possible to discriminate
more accurately reactivation and reinfection, as well as mixed infection by more than one strain and heterogeneity
(microevolution of a strain in the host). In addition, when isogenic isolates are obtained in different infection episodes,
the genetic alterations can be determined due to the selective pressures faced by the microorganism in the host, by
either the consumption of antimicrobial, other drugs, comorbidities or the host immune system. These variations can
lead to the development of resistance and alter the fitness of the bacillus, influencing its capacity for multiplication,
infection and pathogenicity.

CNPg/Universal, process n. 432901/2016-7
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Infeccion de macréfagos con Mycobacterium tuberculosis latente: analisis transcripcional

Samantha Yong-Mendoza', Zaga-Clavellina Claudia V.2, Moisés Ledn-Juarez?, Rodrigo Garcia-Herrera3, Sandra Rivera-
Gutiérrez’, Jorge Cerna-Cortés?, Gonzéalez-y-Merchand Jorge A.}, Cecilia Helguera-Repetto?. ¥ Microbiologia Molecular,
Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas, Instituto Politécnico Nacional, CDMX, MX @ Inmunobioquimica, Torre de
investigacion, Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes, CDMX, MX. ©® Laboratorio Nacional de
Ciencias de la Sostenibilidad, Instituto de Ecologia, Universidad Auténoma de México, CDMX, MX

La tuberculosis, causada por Mycobacterium tuberculosis (Mtb), representa un problema de salud a nivel mundial.
Durante la infeccidén los macréfagos son la primera linea de defensa y, en la mayoria de los casos, la respuesta inmune
controla la infeccién mediante el granuloma, en cuyo interior se encuentran las micobacterias sometidas a condiciones
de estrés que inducen un estado de persistencia. El objetivo de este trabajo fue analizar la expresién global de Mtb y de
un grupo de genes humanos relacionados con la respuesta inmune innata, durante la infeccién de macréfagos cuando
la micobacteria proviene de un estado de latencia in vitro. Para lo cual, se utilizé el modelo de Wayne y Hayes para
inducir la latencia y se infectaron macréfagos THP-1. Se obtuvo el RNA total, tanto de las micobacterias intracelulares
como de los macroéfagos infectados, y se analizd la expresién genética mediante un microarreglo. Se encontrd que los
genes micobacterianos wag31 y kdpC se sobre-expresaron durante la infeccién temprana con ambas fases de latencia
(NRP1 y NRP2) respecto a la infeccidn con la fase Log y que 18 genes se sobre-expresaron durante la infeccion con la
fase NRP1 respecto a la infeccion con la fase NRP2; entre estos genes se resaltan: vapC17, parE2, relG, tgs4 y Rv2484c.
Durante la infeccion con bacilos latentes las categorias funcionales correspondientes a: metabolismo de lipidos, vias de
sefializacidn, sintesis de pared celular y procesos celulares, intermediarios del metabolismo y la respiracién y proteinas
hipotéticas conservadas mostraron un mayor nimero de genes sobre-expresados que durante la infeccién con bacilos
activos. La infeccion con las micobacterias latentes indujo la sobre-expresion de un mayor nimero de genes de los
macrdéfagos que la infeccidn con los bacilos activos. Los mds expresados fueron: HLA-DQB1, PGK1, FTO, CASP7, RAB7A,
HLA-DRBS3, IL23A y VAMP7. En conclusion, proponemos nuevos marcadores moleculares de la infeccion temprana con
micobacterias latentes y se sugiere que la persistencia de Mtb durante la infeccidn estd mediada por sistemas téxina-an-
titdéxina y por los genes tgs4 y Rv2484c. Ademas, confirmamos que Mtb latente puede manipular la respuesta inmune
del macréfago para generar un microambiente adecuado para su persistencia.
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Microbiota, Salud y Tuberculosis Maria Mercedes Zambrano®. ! Departamento de Genética Molecular, Corporacion
CorpoGen, Bogotd, Colombia.

Hoy entendemos que las comunidades microbianas son un componente esencial de cualquier ecosistema. En el humano
estamos apreciando cada vez mas que esta microbiota puede tener un papel importante en el estado de salud de su
hospedero. Un nicho de gran relevancia es el tracto respiratorio, el cual alberga gran cantidad de microorganismos
tanto en individuos sanos como en personas con enfermedades respiratorias. El reto actual es entender el papel que
juegan estas comunidades en enfermedades como la tuberculosis ya que alteraciones en estas comunidades puede
tener efecto sobre el proceso de infeccion y el desenlace de una enfermedad. En esta presentacidon daré una visién
general sobre estas comunidades microbianas y su posible impacto en el estado de salud y de enfermedades como la
tuberculosis.

Este trabajo ha sido financiado en parte por Colciencias (proyectos 639676359556 y 63967255342).
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Comparative genomics of strains used in BCG vaccine production

Leila Mendonga-Lima
Laboratorio de Genomica Funcional e Bioinformatica Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz - Rio de Janeiro, RJ Brazil

Mycobacterium bovis BCG remains the only vaccine available against tuberculosis, and has been in use for over ninety
years. Molecular characterization and genome sequencing shows that the different BCG strains used worldwide for
vaccine production differ genetically, with potential impacts on vaccine efficacy. In Brazil, BCG strain Moreau has been in
use since 1928 - the vaccine is given at birth and is provided freely by the Ministry of Health. Our aim is to understand the
functional impact of selected mutations, mapped through comparative genomic analysis, contributing to the detailed
molecular characterization of the Brazilian vaccine strain.
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