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IN-4. Diversidad microbiana y bioprospeccion
Carolina Diaz-Cdrdenas*

Aunque no se puede predecir con exactitud el nimero de procariotas presentes en la biosfera, se ha aceptado generalmente que a la fecha los microorganismos aislados,
caracterizados y descritos representan menos del 1% de la diversidad presente, lo cual sugiere que existirfa una increible diversidad de enzimas, metabolitos y productos
naturales por descubrir a partir de este reservorio de diversidad.

El reconocimiento del potencial uso de los microorganismos como fuentes de nuevos compuestos bioactivos, incrementé el desarrollo de estrategias de bioprospeccion,
la cual puede definirse como “la bisqueda sistematica, clasificacion e investigacion de nuevas fuentes de compuestos quimicos, genes, proteinas y otros productos que
posean un valor econémico actual o potencial y que se encuentran en los componentes de la diversidad bioldgica”.

La bioprospeccion basada en los recursos genéticos microbianos es una buena opcién teniendo en cuenta: a) La gran cantidad de compuestos bioactivos encontrados en
microorganismos; b) Su alta diversidad genética; ) La habilidad de los microorganismos para colonizar diversos ambientes; y d) La relativa facilidad para manipular los
genotipos y fenotipos en el laboratorio.

Muchos estudios de bioprospeccion se han centrado en el estudio de un grupo particular de microorganismos de los cuales se conoce su capacidad para la produccion
compuestos de interés, tal es el caso de los Adtinomicetes, los cuales han sido ampliamente estudiados debido a su importancia en la produccién de compuestos
antimicrobianos; sin embargo, Bull (2000) ha sugerido que nuevas estrategias de bisqueda para realizar estudios de bioprospeccion, deberfan incluir el estudio de taxones
nuevos y taxones de ecosistemas poco explorados, lo cuales pueden ser un reservorio importante de genes o compuestos de interés comercial.

La Unidad de Saneamiento y Biotecnologia Ambiental (USBA) a través de la linea de investigacion en diversidad biolGgica aplicada a la biotecnologia ambiental, trabaja
desde el afio 2002 en el andlisis de la composicion, estructura y funcién de las comunidades microbianas de ambientes acudticos extremos. Para esto, en la Unidad se
han trabajado técnicas dependientes de cultivo para el aislamiento de microorganismos extremofilos y técnicas de biologia molecular para la exploracion de la diversidad
microbiana.

Las evaluaciones fenotipicas y genotipicas de los microorganismos aislados se complementan con caracterizaciones quimiotaxondmicas y moleculares para la descripcion
de nuevas especies, géneros, 0 ambos. Los proyectos de investigacion estan orientados hacia la evaluacion del potencial de los microorganismos aislados mediante el estudio
de sus metabolitos secundarios y actividades enzimaticas.

Los resultados obtenidos indican que la diversidad microbiana de ambientes extremos en nuestro pais representa un gran reservorio de diversidad genética inexplorado, y
una fuente importante de enzimas y metabolitos.

*Microbiologa Industrial. MSc., Ph.D.(c), Pontificia Universidad Javeriana, Colombia.

IN-5. Identificacion molecular de Listeria monocytogenes en matrices carnicas
Lina M. Lépez-de-Avila*

Listeria monocytogenes es un importante patégeno asociado a enfermedades transmitidas por alimentos (ETA), que produce una infeccién llamada listeriosis, adquirida por el
consumo de alimentos contaminados: carnes, leches, queso, frutas, ensaladas y pescado. Dentro de la poblacion mas susceptible a adquirir esta infeccion estan los ancianos,
recién nacidos, mujeres en embarazo y, en general, pacientes con compromiso de la inmunidad celular.

Este microorganismo posee caracteristicas que lo convierten en un importante contaminante de alimentos; su hébitat es el suelo donde permanece de manera saprofita
y pueden llegar a los alimentos. Los métodos que actualmente se utilizan para la tamizacién se basan en técnicas de ausencia/presencia que involucran varios pasos de
enriquecimiento y confirmacién con pruebas bioquimicas que tardan 15 dias en arrojar resultados. Este método no permite tomar decisiones rapidas en la industria de
alimentos, lo cual causaa incrementos en el tiempo de liberacién de productos. Es por esto que el control microbiolgico de los alimentos exige técnicas que sean altamente
sensibles y especificas, pero que, ademas, sean ripidas y permitan ejercer un seguimiento en la linea de produccion de todo tipo de alimento. Las técnicas moleculares han
cobrado gran fuerza en los dltimos afios como alternativa a los métodos convencionales de deteccién, aportando una mayor sensibilidad y especificidad; una de las técnicas
mis utilizadas es la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). La implementacién de la PCR como herramienta de deteccion elimina las ambigiiedades en los resultados de
un estudio microbioldgico, reportando especificamente el género y especie bacteriana presente en la muestra. La estandarizacion de técnicas moleculares para la deteccion
de microorganismos a partir de matrices alimenticias exige la evaluacion de diferentes métodos de extraccion del ADN bacteriano para determinar el mejor desempefio en
la realizacion de la PCR de acuerdo a cada alimento evaluado.

Para matrices carnicas se han evaluado diferentes métodos de extraccion de ADN que involucran lisis celular por choque térmico, purificacién con solventes organicos y
concentracion del material extraido. Luego de analizar los resultados de la evaluacion de los diferentes protocolos de extraccion de ADN y su influencia sobre la reaccion
de PCR multiple para la identificacion de Listeria spp. y especificamente L. monocytogenes, basada en la identificacion de una region conservada del gen de la subunidad 168
rRNA y el gen hlyA, se determiné que cualquiera de los métodos de extraccion de ADN evaluados puede ser aplicado al protocolo de identificacién molecular, todos los
métodos arrojaron muestras de calidad adecuada para permitir la amplificacion de los dos fragmentos esperados. En direccion a reducir tiempo de procesamiento, uso
de reactivos costosos y potencialmente toxicos, se adoptéd el método de extraccion simple con PBS + Tween 20 como el método de extraccion de ADN 6ptimo para
el desarrollo de un protocolo de identificacion de rutina de alimentos contaminados con Listeria spp. y Listeria monocytogenes. Este método es facilmente aplicable, no se
requiere una disposicion especial del material de descarte, ademas el tiempo de procesamiento de las muestras se reduce considerablemente a solo una hora.

*Microbiologa y Bioanalista, Estudiante de Maestria, Universidad de Antioquia, Colombia.
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