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A. DATOS GENERALES DEL PROYECTO

1. TITULO

CARACTERIZACION GENOTIPIFICA Y FENOTIPICA DE CEPAS DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS QUE
INFECTAN ANIMALES DE GRANJA EN LA PROVINCIA DE CANAR (ECUADOR, 2021)

2. CARRERAS
BIOFARMACIA, MEDICINA VETERINARIA, ODONTOLOGIA,
3. MATRIZ, SEDE O EXTENSION

MATRIZ CUENCA

B. INVESTIGADORES PARTICIPANTES EN EL PROYECTO

4. PERSONAL DEL PROYECTO - DIRECTOR DE L PROYECYO

Funcioén en el proyecto DIRECTOR DEL PROYECTO
Nombre, Cédula; Carrera; Unidad Académica; Sede o Extension

LUIS ANDRES YARZABAL RODRIGUEZ; 0151710431; UNIDAD ACADEMICA DE SALUD y BIENESTAR;
MATRIZ

4.1. Publicaciones con ISSN en los ultimos 5 afios de mas alto nivel y cuartil de la revista:
Titulo del articulo,; revista; ISSN; volumen; nimero; afio; DOI; cuartil

Microbial-Based Technologies for Improving Smallholder Agriculture in the Ecuadorian Andes: Current
Situation, Challenges, and Prospects; Frontiers in Sustainable Food Systems; ISSN 2571-581X; Vol 5; No;
2021; https://www.frontiersin.org/articles/10.3389 /fsufs.2021.617444 /full; Q2.

Fighting plant pathogens with cold-active microorganisms: biopesticide development and agriculture
intensification in cold climates; Appl Microbiol Biotechnol; ISSN: 1432-0614; Vol. 104; No; 2020;
https://doi.org/10.1007 /s00253-020-10812-8; Q1.

Root endophytic fungi promote in vitro seed germination in Pleurothallis coriacardia (Orchidaceae).
Lankesteriana; ISSN: 2215-2067; Vol. 20; No. 1; 2020; DOI1 10.15517 /lank.v20i1.41472; Q2.

Perspectives for using glacial and periglacial microorganisms for plant growth promotion at low
temperatures. Appl Microbiol Biotechnol. ISSN: 1432-0614; Vol. 104; No.; 2020; doi: 10.1007/s00253-
020-10468-4; Q1.
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Eurypsychrophilic Pseudomonas spp. isolated from Venezuelan tropical glaciers as promoters of wheat
growth and biocontrol agents of plant pathogens at low temperatures. Environmental Sustainability;
ISSN: 2523-8922; Vol. 2; No.; 2019; https://doi.org/10.1007 /s42398-019-00072-2; No aplica cuartil.

Técnicas de biologia molecular para la investigaciéon en odontologia y biologia oral (22 parte).
Odontologia Activa; ISSN: 2588-0624; Vol. 4; No. 3; 2019; DOI:
https://doi.org/10.31984 /oactiva.v4i3.395; Latindex 2.0.

Metagenomic survey of the bacterial communities in the rhizosphere of three Andean tuber crops.
Symbiosis; ISSN: 1878-7665; Vol. 79; No.; 2019; https://doi.org/10.1007 /s13199-019-00631-5; Q1.

Bioprospecting cold-adapted plant growth promoting microorganisms from mountain environments.
Applied Microbiology and Biotechnology; ISSN: 1432-0614; Vol. 103; No. 2; 2018; doi: 10.1007 /s00253-
018-9515-2; Q1.

Antarctic Pseudomonas spp. promote wheat germination and growth at low temperatures. Polar Biology;
ISSN: 1432-2056; Vol. 41; No. 11; 2018; DOI https://doi.org/10.1007 /s00300-018-2374-6; Q1.

Técnicas de Biologia Molecular para la investigacion en odontologia y biologia oral. Odontologia Activa
3(1): 29-36.ISSN: 2588-0624; Vol. 3; No. 1; 2018; DOI: https://doi.org/10.31984 /oactiva.v3il.146 ;
Latindex 2.0.

Diversity of culturable bacteria recovered from Pico Bolivar’s glacial and subglacial environments, at
4950 m, in Venezuelan tropical Andes. Can. J. Microbiol; ISSN: 0008-4166; Vol. 62; No. ; 2016; DOI:
10.1139/cjm-2016-0172; Q2.

Bioprospecting glacial ice for plant growth promoting bacteria. Microbiological Research; ISSN: 0944-
5013; Vol. 177; No. 1; 2015; DOI: 10.1016/j.micres.2015.05.001; Q3.

4.2. Libros y capitulos de libro en los tltimos 5 afios.
Titulo del libro o capitulo de libro; editorial; ISBN; nimero; afio; revision de pares (SI-NO)

1) Yarzabal, L.A. (2020) Bioprospecting Extreme Ecosystems Before They Vanish: The (Poorly Studied)
Microbiology of Tropical Glaciers. En: Extreme Environments Unique Ecosystems - Amazing Microbes

(Pandey A & Sharma A, eds.); Editorial CRC Press (Taylor & Francis Group); 9780367350161; Revision
por pares SI

2) Yarzabal, L.A,, Chica, E. 2019. Role of rhizobacterial exometabolites in crop protection against
agricultural pests and diseases. En: New and Future Developments in Microbial Biotechnology and
Bioengineering-Metabolites (Pandey et al editors). Elsevier. https://www.elsevier.com/books/new-and-
future-developments-in-microbial-biotechnology-and-bioengineering/gupta/978-0-444-63504-4;
Editorial Elsevier; 9780444635112; Revision por pares SI

3) Yarzabal, L.A,, Chica, E. 2017. Potential for Developing Low-Input Sustainable Agriculture in the
Tropical Andes by Making Use of Native Microbial Resources. Singh D.P. (ed.) Plant-Microbe Interactions
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in Agro-Ecological Perspectives Vol.2. Microbial Interactions and Agro-ecological Impacts; Springer; ISBN
978-981-10-6593-4; Revision por pares SI

4) Yarzabal L.A,, Chica E.J., Quichimbo P. 2017. Microbial Diversity of Tropical Andean Soils and Low-
Input Sustainable Agriculture Development. En: Meena V., Mishra P., Bisht ]., Pattanayak A. (eds)
Agriculturally Important Microbes for Sustainable Agriculture. Springer, Singapore. pp 207-234;
Editorial: Springer; ISBN 978-981-10-5589-8; Revision por pares SI

5) Yarzabal, L.A. 2016. Antarctic Psychrophilic Microorganisms and Biotechnology: History, Current
Trends, Applications, and Challenges. En: S. Castro-Sowinski (ed.), Microbial Models: From
Environmental to Industrial Sustainability, Microorganisms for Sustainability 1. Springer Science
Business Media Singapore. pp. 83-118. DOI1 10.1007/978-981-10-2555-6_5; Editorial Springer; ISBN
978-981-10-2555-6; Revision por pares SI

4.3. Proyectos de Investigacién desarrolladas en los ultimos cinco afios de mayor relevancia:
Nombre del proyecto; Institucion; Monto financiado; fecha de inicio; fecha de culminacion.

Nombre del Proyecto: Coordinador en Biodeterioro del Complejo Arqueolégico Ingapirca: microbiologia
y liquenologia de sustratos pétreos; Institucién: UNIVERSIDAD CATOLICA DE CUENCA (UCACUE); Monto
financiado: 14.050 USD; fecha de inicio 18-02-2021; Fecha de culminacion: en curso.

Nombre del proyecto: Colaborador en ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD ANTIBIOTICA DE
STAPHYLOCOCUS AUREUS EN DIFERENTES TIPOS DE MUESTRAS CLINICAS DE LA CIUDAD DE CUENCA;

Institucion: UNIVERSIDAD CATOLICA DE CUENCA (UCACUE);
Monto financiado USD 15.000;
fecha de inicio: 21-02-2019;

Fecha de culminacién: En curso.

Nombre del proyecto: Colaborador en VIRULENCIA Y DIVERSIDAD DE CEPAS DE CANDIDA SPP. QUE
CIRCULAN EN LA CIUDAD DE CUENCA (PROVINCIA DE AZUAY), EN PACIENTES PORTADORES DE
PROTESIS TOTALES: UNA EVALUACION FENOTIPICA Y GENETICA MOLECULAR; Institucién:
UNIVERSIDAD CATOLICA DE CUENCA (UCACUE);

Monto financiado USD 27.000;
Fecha de Inicio: 26-07-2018;

Fecha de culminacion: En curso.

Nombre del proyecto: Colaborador de METAGENOMICA DE COMUNIDADES MICROBIANAS EN SUELOS
AGRICOLAS BAJO SISTEMAS DE MANEJO ORGANICO Y CONVENCIONAL;

Institucion: UNIVERSIDAD DE CUENCA;
Monto financiado; USD 35.000;

Fecha de inicio: 05-09-2015;

Fecha de culminacién: 12-02-2019.
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Director de DESARROLLO DE BIOFERTILIZANTES RESISTENTES AL FRIO (FASE1): PROSPECCION DE
AMBIENTES PERMANENTEMENTE FRIOS PARA EL AISLAMIENTO DE BACTERIAS PSICROTOLERANTES
PROMOTORAS DEL CRECIMIENTO VEGETAL;

Institucién: SECRETARIA DE EDUCACION SUPERIOR, CIENCIA, TECNOLOGIA E INNOVACION
(SENESCYT);

Monto financiado: USD 5.000;
Fecha de inicio: 11-08-2014;
Fecha de culminacion: 10-08-2015.

Director de BIOPROSPECCION DE SUELOS DE CULTIVOS AUTOCTONOS EN EL PARAMO ECUATORIANO
PARA LA IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS DE INTERES AGRICOLA UTILES PARA EL
DESARROLLO DE BIOFERTILIZANTES;

Institucién: SECRETARIA DE EDUCACION SUPERIOR, CIENCIA, TECNOLOGIA E INNOVACION
(SENESCYT);

Monto financiado USD 5.000;
Fecha de Inicio: 07-03-2016;
Fecha de culminaciéon: 05-03-2017.

5. PERSONAL DEL PROYECTO - COLABORADORES UNIVERSIDAD CATOLICA DE CUENCA

Funcioén en el proyecto COLABORADORES UCACUE
Nombre, Cédula; Carrera; Unidad Académica; Sede o Extension

LENYS BUELA SALAZAR; 0960197929; BIOQUIMICA Y FARMACIA; UNIDAD ACADEMICA DE SALUD Y
BIENESTAR; MATRIZ.

PAOLA PATRICIA ORELLANA BRAVO; 0102610995; ODONTOLOGIA; SALUD Y BIENESTAR; MATRIZ.

CARLOS FERNANDO ANDRADE TACURI; 0102779923; ODONTOLOGIA; SALUD Y BIENESTAR; MATRIZ.

MERCY DEL CISNE CUENCA CONDOY; 1103459887; MEDICINA VETERINARIA; UNIDAD ACADEMICA DE
CIENCIAS AGROPECUARIAS; MATRIZ

5.1. Publicaciones con ISSN en los tltimos 5 afios de mas alto nivel y cuartil de la revista:
Titulo del articulo,; revista; ISSN; volumen; nimero; afio; DOI; cuartil

Lenys Buela Salazar; Técnicas de biologia molecular para la investigaciéon en odontologia y biologia oral
(22 parte). Odontologia Activa; ISSN: 2588-0624; Vol. 4; No. 3; 2019; DOI:
https://doi.org/10.31984 /oactiva.v4i3.395; Latindex 2.0.
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Lenys Buela Salazar; Metagenomic survey of the bacterial communities in the rhizosphere of three
Andean tuber crops. Symbiosis; ISSN: 1878-7665; Vol. 79; No.; 2019; https://doi.org/10.1007 /s13199-
019-00631-5; Q1.

Lenys Buela Salazar; Antarctic Pseudomonas spp. promote wheat germination and growth at low
temperatures. Polar Biology; ISSN: 1432-2056; Vol. 41; No. 11; 2018; DOI
https://doi.org/10.1007/s00300-018-2374-6; Q1.

Lenys Buela Salazar; Técnicas de Biologia Molecular para la investigacion en odontologia y biologia oral.
Odontologia Activa 3(1): 29-36. ISSN: 2588-0624; Vol. 3; No. 1; 2018; DOI:
https://doi.org/10.31984 /oactiva.v3i1.146 ; Latindex 2.0.

Paola Patricia Orellana Bravo; Deteccién de mutaciones del gen 23S de Helicobacter pylori implicadas en
la resistencia a claritromicina; Revista Vive; ISSN; Vol 3; No 9; 2021;
https://doi.org/10.33996 /revistavive.v3i9.54; Latindex 2.0.

Paola Patricia Orellana Bravo. Frecuencia y susceptibilidad a penicilina y meticilina de aislamientos
ambientales de Staphylococcus aureus en un hospital de Cuenca; Kasmera; Vol. ; No.; DOI: 0075-5222;
10.5281//zenodo.3406805; 2019; Q4.

Carlos Fernando Andrade Tacuri, Paola Patricia Orellana Bravo; DETECCION DE STAPHYLOCOCCUS
AUREUS EN QUIROFANOS Y SALA DE CUIDADOS INTENSIVOS DE UN HOSPITAL DE ECUADOR;
INVESTIGACION CLINICA; ISSN 0535-5133; Vol. ; No. ; 2019; No aplica cuartil.

Paola Patricia Orellana Bravo; STREPTOCOCCUS PYOGENES EN LA OROFARINGE DE NINOS DE UNA
INSTITUCION ESCOLAR DE ECUADOR; INVESTIGACION CLINICA; ISSN 0535-5133; Vol.; No.; 2019; No
aplica cuartil.

Paola Patricia Orellana Bravo; Allele frequencies in Azuay Population in Ecuador; Genetics and Molecular
Research; ISSN 1676-5680; DOI http://dx.doi.org/10.4238/gmr16039797; 27-09-2017; Q3.

Mercy Cuenca Condoy; Performance of Broiler Chickens on Feed Supplemented with Prebiotic Herbs —
Origanum Vulgare and Zingiber Officinale; International Journal of Probiotics & Prebiotics; ISSN 1555-
1431; Vol 14; No. ; DOI: https://www.nchpjournals.com/admin /uploads/article_1304.pdf; 2019; Q4.

Mercy Cuenca Condoy; Addition of brewer's yeast Saccharomyces cerevisiae on the productive behavior
and intestinal quality of guinea pigs; CES Medicina Veterinaria y Zootecnia; ISSN 1900-9607; Vol. 14; No.
2; DOI: http://www.scielo.org.co/pdf/cmvz/v14n2/1900-9607-cmvz-14-02-18.pdf; 2019; Scielo.

Mercy Cuenca Condoy; Saccharomyces cerevisiae sobre los parametros productivos de cabras Saanen;
Revista Electrénica de Veterinaria Redvet; ISSN 1695-7504; Vol. 19; No. 6; DOI:
https://www.researchgate.net/publication/342624077_Saccharomyces_en_cabras; 2018; No aplica
cuartil.
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Mercy Cuenca Condoy; Diluyentes utilizados en inseminacion artificial porcina; Revista Electrénica de
Veterinaria Redvet; ISSN 1695-7504; Vol. 18; No. 9; DOI:
https://www.redalyc.org/pdf/636/63653009012.pdf; 2017; No aplica cuartil.

5.2. Libros y capitulos de libro en los tltimos 5 afios.

Titulo del libro o capitulo de libro; editorial; ISBN; nimero; afio; revision de pares (SI-NO)

5.3. Proyectos de Investigacion desarrolladas en los tltimos cinco afios de mayor relevancia:
Nombre del proyecto; Instituciéon; Monto financiado; fecha de inicio; fecha de culminacion.

Carlos Fernando Andrade Tacuri, Paola Patricia Orellana Bravo, Lenys Margarita Buela Salazar: ESTUDIO
DE LA SENSIBILIDAD ANTIBIOTICA DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS en cajas de instrumental de
estudiantes de noveno y décimo ciclo de Odontologia DE LA CIUDAD DE CUENCA; UCACUE; 8000
doélares; febrero 2019; marzo 2022.

Paola Patricia Orellana Bravo, Carlos Fernando Andrade Tacuri, Prevalencia de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans y Porphyromonas gingivalis en piezas de mano de alta velocidad en la clinica
odontoldgica de la Universidad Catélica; UCACUE, 2000 doélares; marzo 2021; marzo 2022.

Paola Patricia Orellana Bravo, Carlos Fernando Andrade Tacuri, Prevalencia de Staphylococcus aureus
meticilinoresistente en pantallas de teléfonos celulares de estudiantes de octavo y noveno ciclo la carrera
de Odontologia de la Universidad Catélica de Cuenca. UCACUE, 2000 délares; marzo 2021; marzo 2022.

6. PERSONAL DEL PROYECTO - COLABORADORES EXTERNOS

Funcioén en el proyecto COLABORADORES EXTERNOS

Nombre, Institucion

6.1. Publicaciones con ISSN en los tltimos 5 afios de mas alto nivel y cuartil de la revista:

Titulo del articulo,; revista; ISSN; volumen; niimero; afio; DOI; cuartil

6.2. Libros y capitulos de libro en los tltimos 5 afios.

Titulo del libro o capitulo de libro; editorial; ISBN; nimero; afio; revision de pares (SI-NO)
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6.3. Proyectos de Investigacion desarrolladas en los ultimos cinco afios de mayor relevancia:

Nombre del proyecto; Institucion; Monto financiado; fecha de inicio; fecha de culminacion.

C. ESTUDIANTES PARTICIPANTES EN EL PROYECTO

7. PERSONAL DEL PROYECTO - ESTUDIANTES

Funcioén en el proyecto ESTUDIANTES COLABORADORES EN EL PROYECTO
Nombre; Cédula; Carrera; Unidad Académica; Sede o Extension

Arianna Michelle Gonzalez; 1101355414; Carrera de Biofarmacia; Unidad Académica de Salud y
Bienestar; Matriz.

Dayana Escobar; 0401934922; Carrera de Biofarmacia; Unidad Académica de Salud y Bienestar; Matriz.

Ménica Isabel Galarza Galarza; 0105264394; Maestria en Diagndstico de Laboratorio Clinico y Molecular;
Postgrado; Matriz.

D. CENTRO DE INVESTIGACION INVOLUCRADOS Y BENEFICIARIOS

8. CENTRO Y GRUPO DE INVESTIGACION

Centro de Investigacion CIITT

Grupo de Investigacién BIOFARMACIA, MEDICINA VETERINARIA, ODONTOLOGIA,

9. LINEA Y AMBITO DE INVESTIGACION INSTITUCIONAL

Para informacidn sobre las lineas de investigacion dirigirse al enlace Lineasy Ambitos de Investigacién
Institucionales,

Linea de Investigacion: Salud y Bienestar Animal

Ambito de Investigacién: Manejo de la fauna en el control de la salud piiblica y bienestar animal
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10. CAMPO, DISCIPLINA Y SUBDISCIPLINA UNESCO

Codigo del campo y de la disciplina segiin UNESCO en el enlace SKOS

Campo 31 Disciplina 9 Sub disciplina 5

11. PROGRAMA:

En caso de que el proyecto sea parte de un
programa.

12. TIEMPO DE EJECUCION DEL PROYECTO

Duracién del proyecto en meses 12

13. FINANCIAMIENTO DEL PROYECTO

Monto total del financiamiento proyecto $6000

14. REQUIERE AVAL Y/0 PERMISO DEL COMITE DE BIOETICA Y EL MINISTERIO DE SALUD
PUBLICA

NO

Justificacion: No hay participacién de seres humanos

15. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO

DIRECTOS

4 docentes/investigadores: Docentes/investigadores pertenecientes a la Carrera de Bioquimica y
Farmacia y la Carrera de Odontologia de la Unidad de Salud y Bienestar; Carrera de Veterinaria, Unidad
Académica de Ciencias Agropecuarias; Centro de Investigacidn, Innovacién y Transferencia de Tecnologia
(CIITT), quienes participaran de manera directa en las distintas actividades.

2 tesistas de pregrado: colaboradores en las labores de investigacion, quienes también se veran
beneficiados;
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1 tesista de Maestria: colaboradora en la primera etapa de revision sistematica de la literatura

12 duefios de establecimientos agropecuarios: que recibiran la informacion sobre el estado de salud de sus
animales y los cuidados necesarios para evitar cualquier contagio con estas cepas bacterianas,
potencialmente patégenas;

2 instituciones: La Universidad Catdlica de Cuenca se beneficiard con la difusién de los resultados en
publicaciones indexadas que se sumardn a otros productos necesarios para la acreditaciéon de las
respectivas Carreras y la permanencia en la categoria. Igualmente se vera beneficiada a través de la
difusion de esta actividad por los medios de comunicacidn, tomando en cuenta que se trata de un
monumento emblematico, cuyo estudio tendra una difusiéon mediatica de considerable impacto;

4 empresas: proveedores de reactivos y equipos de laboratorio serdn beneficiarios directos del proyecto;

INDIRECTOS

281396 personas: la totalidad de la poblacidon de la zona de Cafiar, que sera la beneficiaria directa de
cualquier iniciativa que permita conocer las caracteristicas de los microorganismos potencialmente
patégenos, y causantes de enfermedades zoonéticas, que infectan a sus animales.

800 estudiantes, aproximadamente: estudiantes de las Carreras implicadas en el proyecto antes
mencionadas, quienes recibiran la informacién sobre las caracteristicas de las cepas patégenas de S. aureus
que infectan a los animales de granja, en sus clases tedricas y en sus practicas;

E. DESCRIPCION DE LA PROPUESTA

16. RESUMEN DEL PROYECTO

Staphylococcus aureus es uno de los patégenos humanos méas importantes, considerando la incidencia y
gravedad de las enfermedades nosocomiales que es capaz de causar. La literatura especializada reporta que
las infecciones por diferentes cepas de esta especie, particularmente aquellas resistentes a multiples
antibidticos, pueden ser adquiridas en la comunidad a través del contacto directo y frecuente con animales
de granja. A nivel mundial, se ha visto que la diseminacién de estas cepas es dificil de controlar debido,
principalmente, a la facilidad con la que adquieren factores de resistencia antimicrobianos.

Esta problematica, de gran relevancia cientifica y epidemioldgica, es el objeto principal de numerosas
investigaciones a nivel global; no obstante, hasta la fecha son escasos los estudios de este tipo realizados, no
s6lo en nuestro pais, sino en el sub-continente Suramericano.

La gran mayoria de estos estudios han sido realizados en Brasil, mientras que en el resto de los paises -
incluido el nuestro- las bases de datos bibliograficos registran de uno a dos trabajos. Pese a que en muchos
de ellos se destaca la presencia de cepas de S. aureus en ganado vacuno, en muy pocos se evalu6 la presencia
de genes asociados con la resistencia antimicrobiana o a la manifestacién de virulencia, mediante el empleo
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de técnicas de biologia molecular. Por tal razén, el principal objetivo del presente estudio es realizar una
genotipificacidon de cepas de S. aureus aisladas a partir de vacas que presenten mastitis clinica o sub-clinica,
mediante el empleo de este tipo de técnicas.

17. PALBARAS CLAVES

Staphylococcus aureus, Resistencia antimicrobiana, SARM, Cafar, Vacas, Cuyes

18. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Hasta el surgimiento de la COVID-19, a principios del afio 2020, el principal problema de salud publica global

era (y sigue siendo) la resistencia microbiana a los antibiéticos (1). La mejor evidencia de esta realidad es el
aumento significativo y sin control aparente de infecciones causadas por bacterias multiresistentes, muchas
de las cuales condenan a la muerte a quienes las padecen. Frente a esta realidad, la Organizacién Mundial de
la Salud presento, en el afio 2001, una iniciativa denominada “Estrategia Global para la contencién de la
Resistencia a los Antimicrobianos”, con el fin de promover el correcto uso de los antibiéticos por parte de los
profesionales de la salud y la poblacién, en general (2).

Entre las bacterias patégenas de mayor relevancia epidemioldgica, destaca Staphylococcus aureus. Se trata
de una especie Gram positiva, causante de infecciones comunitarias e intrahospitalarias, cuya morbilidad y
mortalidad es muy elevada a nivel mundial (3). Esta especie es capaz de adquirir los elementos genéticos que
le confieren la resistencia a los antibiéticos por via horizontal, generalmente como consecuencia de la presiéon
selectiva impuesta por el uso indiscriminado de antibidticos por parte de los productores agropecuarios, con
fines de produccién cérnica o lechera, pero también de la comunidad en general. De alli que se trate de un
problema de salud publica cuyo estudio es fundamental, no solamente para evitar su amplificaciéon mediante
la toma de medidas preventivas, sino ademads para orientar las decisiones de las autoridades sanitarias (4).

Por otra parte, ciertas cepas de S. aureus resistentes a antibidticos beta-lactaimicos de reciente generacion,
como la meticilina y la oxacilina, constituyen un verdadero problema emergente en medicina veterinaria. En
efecto, su ocurrencia ha sido reportada en distintos paises del mundo entero, particularmente en animales de
granja —como los cerdos, las vacas, las cabras, los conejos y las aves de corral-, pero también en animales
domésticos, como los perros y los gatos (5). Es por ello que los profesionales que se dedican a la cria y manejo,
pero también al cuidado de este tipo de animales, se vean expuestos con mucha frecuencia a infecciones
potenciales causadas por estos patégenos (6).

Partiendo de estas premisas, queda clara la relevancia del estudio propuesto. El mismo generara informacion
muy importante acerca de una realidad que tiene consecuencias directas sobre la salud publica de diferentes
grupos humanos. El correcto andlisis de los resultados obtenidos permitird la toma de decisiones que
disminuyan la posibilidad de contagio con este tipo de cepas.

19. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

Las primeras cepas de Staphylococcus aureus causantes de infecciones en humanos y animales fueron
aisladas a mediados y finales del siglo XIX por Louis Pasteur y Alexander Ogston. Al ser inoculadas en animales
de laboratorio, cobayos y ratones, estas cepas produjeron abscesos purulentos (8).

Desde un punto de vista epidemioldgico, las infecciones causadas por cepas de esta especie han adquirido
gran relevancia en las ultimas décadas; esto se debe a que son capaces de adquirir, de manera muy rapida,
factores de resistencia a antibidticos de uso clinico, complicando la evolucién de las infecciones. Se trata de
un fendmeno que no es reciente: de hecho, desde los afios 40 del siglo pasado se reporta la aparicién de cepas
causantes de infecciones letales, una vez que alcanzaban el torrente sanguineo de los pacientes.
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Pocos afios después de haber sido introducida la penicilina -un compuesto de tipo -lactdmico- con fines
terapéuticos, aparecieron las primeras cepas de S. aureus resistentes a este antibidtico. Casi veinte afios
después, a inicios de la década de los 60, mas del 80% de los aislados clinicos de S. aureus eran productores
de B-lactamasas, enzimas capaces de hidrolizar e inactivar a las penicilinas y sus derivados (9). Esto impulsé
el desarrollo de otro tipo de agentes terapéuticos, penicilinas semi-sintéticas (como la meticilina y la
oxacilina, por ejemplo), cuyo anillo B-lactdmico resiste la acciéon de las enzimas inactivantes de origen
bacteriano. Lamentablemente, poco tempo después, se report6 en el Reino Unido la aparicion de las primeras
cepas de S. aureus resistentes a la meticilina (denominadas SARM, por S. aureus Resistentes a la Meticilina)
(10).

Esas nuevas cepas causaron gran preocupacion a nivel mundial pues, mas alla de estas penicilinas semi-
sintéticas, no existen muchas opciones terapéuticas. Entre ellas destaca la vancomicina, como tltima opci6on
de tratamiento. Sin embargo, como era de esperarse, hoy en dia se conocen gran cantidad de cepas resistentes
a este antibidtico, ya sea con sensibilidad intermedia (cepas VISA) o con resistencia (VRSA) al mismo.

Se ha sefialado que el uso indiscriminado de antibidticos, sobre todo en las actividades ganaderas y
pecuarias, estan en el origen de estas cepas resistentes y multi-resistentes, particularmente de las cepas
SARM, asi como en su diseminacién por el mundo entero. Esto también ha ocurrido a nivel de distintos
animales de granja, que son consumidos ampliamente y que estan en permanente contacto con sus criadores
y cuidadores. Los cerdos, por ejemplo, son infectados con mucha frecuencia: mas del 40% presentan
infecciones con cepas SARM. En el caso del ganado, mas del 20% de los animales estan colonizados. Aves y
otros mamiferos también son hospedadores habituales de estas cepas. A causa de ello, casi un tercio de los
criadores de cerdos se han infectado también con cepas SARM, particularmente en granjas localizadas en los
Paises Bajos (11). En Estados Unidos, la prevalencia es inferior, pero ain muy preocupante
(aproximadamente del 20%) (7). Por su parte, en la ciudad de Lima (Perud) se detect6 en 2010 que el 17% de
las cepas de S. aureus que infectaban cerdos en granjas porcinas eran de tipo SARM.

De hecho, muchas de las cepas que colonizan animales pueden pasar a los seres humanos, dando asi origen
a infecciones zoonéticas. Por ejemplo, un estudio llevado a cabo en México permitié detectar una gran
coincidencia genotipica entre cepas de bovinos y cepas humanas (6). De la misma manera, investigadores
colombianos determinaron una relacién directa entre cepas de S. aureus (incluidas cepas SARM) que
infectaban a humanos y animales; esto fue atribuido al uso preventivo e indiscriminado de antimicrobianos
en los animales de granja. En el caso de Ecuador, se detect6 una prevalencia del 6% de infecciones causadas
por SARM en criadores de cerdos en la Provincia de Pichincha (resultados no publicados).

Una revisién sistematica y exhaustiva preliminar de la literatura especializada, claramente sefiala que la
aparicién y diseminacién de cepas SARM en animales de granja ha recibido poca atencién (Galarza M.,
resultados no publicados). Por ejemplo, tan solo 20 articulos al respecto han sido publicados en los ultimos
10 afos; de estos, mas de la mitad se refieren a estudios llevados a cabo en Brasil (12-23), mientras que tan
s6lo uno aborda el problema en Ecuador (24), y los tres restantes en otros paises del subcontinente (25-27).
La gran mayoria de estos trabajos se refieren a estudios realizados en vacas lecheras, mientras que cinco lo
hicieron en cerdos, uno en cuyes y otro en varios animales (incluyendo vacas, ovejas, caballos, cerdos y
cabras).

S. aureus es una especie heterogénea (polimérfica) que generalmente se presenta bajo la forma de
poblaciones clonales (es decir, que se originan a partir de una cepa que se disemina geograficamente) (3). Por
tal razon, se piensa que no sufre procesos de recombinacién extensiva, y mas bien se diversifica a través de
mutaciones puntuales, presentando un alto grado de desequilibrio de ligamiento (asociaciones aleatorias
entre diferentes loci genéticos). Para poder distinguir cepas particulares en una especie tan heterogénea con
fines epidemiolégicos, se hace necesario el empleo de marcadores genéticos que acumulen variaciones de
manera rapida y la aplicacion de técnicas moleculares que permitan detectar dichas variaciones.

Desde el punto de vista genético, los genes responsables de la resistencia a estos antibioticos estan
plenamente identificados. Uno de ellos, el gen mecC (que codifica para adhesinas y algunos superantigenos),
ha sido implicados en casi el 2% de las infecciones causadas por cepas SARM en seres humanos (11).
Lamentablemente, hay una gran escasez de informacién en relacién con los genes asociados a este tipo de
cepas y su potencial de virulencia, en América del Sur.
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20. OBJETIVOS

Caracterizar genotipica y fenotipicamente cepas de S. aureus que infectan vacas y cuyes criados en granjas de
la Provincia de Cafar (Ecuador).

21. ESPECIFICOS

1) Aislar cepas de S. aureus a partir de leche de vacas de granja que presentan mastitis clinica o sub-clinica y
de las fosas nasales de cuyes en granjas localizadas en la Provincia de Cafar;

2) Caracterizar las cepas aisladas de S. aureus a nivel genotipico (presencia de genes de resistencia y de
virulencia) y fenotipico (resistencia a antibi6ticos);

3) Determinar la diversidad genética de las cepas aisladas.

22.MARCO METODOLOGICO

Aislamiento de cepas S aureus de leche de vacas con mastitis

Las cepas de S. aureus seran aisladas a partir de leche de vacas con mastitis clinica o sub-clinica, en granjas
seleccionadas al azar en la provincia de Cafnar (Ecuador). La recoleccidn de leche se realizada sin riesgo ni
sufrimiento para los animales y con el consentimiento de los duefios de las granjas privadas. Las muestras de
leche seran colectadas de madrugada, durante el ordefio de rutina. El diagndstico de la infeccion
Intramamaria sera efectuado por veterinarios profesionales. Las ubres seran sanitizadas con jabén y agua,
secadas con papel absorbente y evaluadas utilizando Tamis para la deteccidn de la mastitis clinica y el Test
de Mastitis de California, en el caso de la mastitis sub-clinica. Luego de realizar la antisepsia del canal con
alcohol al 70%, se recolectard 5 ml de leche en tubos estériles y se transportaran refrigeradas al laboratorio.

Aislamiento de cepas de S. aureus a partir de cuyes

Los hisopados nasales seran empleados en el caso de los cuyes. Con la ayuda de un hisopo de algoddn,
previamente humedecido en caldo BHI (Merck, Darmstadt, Germany), se frotara suavemente el interior de
las fosas nasales de cada animal y el hisopo seran introducido en un tubo de ensayo con tapa de rosca,
conteniendo 4 ml de BHI y transportado refrigerado hasta el laboratorio. El Caldo BHI se empleara para
enriquecer las bacterias de tipo MRSA y CPSA y para evitar el crecimiento del resto de la flora microbiana.

Aislamiento de cepas MRSA y CPSA

El caldo BHI inoculado con los hisopos sera incubado a 37° C por 24 horas. Con la ayuda de un asa de platino,
se inoculara medio manitol salado y agra Baird Parker (Merck). Las placas asi inoculadas se incubaran por 24
horas a 37 °C hasta aparicion de colonias caracteristicas, que se identificaran empleando métodos estandar:
tincién de Gram, actividad catalasa, coagulasa y DNAsa. Ademas, se verificara la morfologia de colonias y
células. Se seleccionaran colonias aisladas para conservar a -20 °C.

Ensayos de susceptibilidad a antibiéticos

La susceptibilidad frente a distintos agentes antimicrobianos sera evaluada empleando el test de difusion
usando discos de papel impregnados con antibiéticos, de acuerdo a lo recomendado por el manual VET01-A4
del Clinical and Laboratory Standards Institute (28). Los antimicrobianos a evaluar seran los siguientes:
ampicilina, oxacilina, penicilina, ceftriaxona, ciprofloxacina, gentamicina, claritromicina, ampicilina,
amoxicilina, dcido nalidixico, azitromicina, cefalexina, ampicilina, entre otros.

Todos los antimicrobianos seran evaluados en agar Mueller-Hinton presencia de una cepa de referencia de S.
aureus, para garantizar que los resultados estan de acuerdo a lo reportado en el documento antes
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mencionado. La susceptibilidad o resistencia serd observada alas 24 0 48 h de incubacién a 37 °C. Los aislados
seran clasificados como resistentes, intermedios o sensibles a los antimicrobianos de acuerdo al manual
VET01-S2 (29). La multiresistencia serd establecida como la resistencia a tres o mas grupos de
antimicrobianos (30, 31). Los grupos de antimicrobianos son los siguientes: penicilinas (ampicilina, oxacilina
y penicilina G); quifemos (cefalotina y ceftiofur); lincosamidas (clindamicina); macrélidos (eritromicina);
quinolonas (enrofloxacina); aminoglicésidos (gentamicina); inhibidores de la via del folato (sulfonamidas y
trimetoprima/sulfamet-oxazol); y tetraciclinas (tetraciclina). Las cepas resistentes a oxacilina seran
clasificadas como MRSA.

Genotipificacion de cepas de S. aureus

La presencia de los genes especificos de la especie S. aureus sera detectada por PCR. Los genes en cuestion
son nuc, nucA y femB. Ademds, se detectara la presencia de los siguientes marcadores moleculares,
implicados en virulencia o resistencia a antimicrobanos:

Enterotoxinas (sea, seb, sec, sed, see), leucocidinas (lukSF-PV), hemolisinas (hla, hlb, hld, hlg, hlgv), toxina del
sindrome de choque téxico (tst), y resistencia a meticilina (mecA), vancomicina (vanA) y a B-lactamicos
(blaZ). Para ello se emplearan los oligonucleétidos cebadores (primers) y los parametros descritos en la
literatura. Diferentes cepas de coleccion de S. aureus seran incluidas como controles positivos. Los
fragmentos amplificados seran visualizados en geles de agarosa al 2%, tefiidos con Sybr Safe y visualizados
en un transiluminador UV.

Formacidn de biopeliculas

La formacion de biopeliculas sera evaluada en placas de microtitulacién de 96 pocillos de acuerdo al método
de Tremblay et al. (32). Para ello, las colonias seran resuspendidas en medio BHI suplementado con glucosa
(0.25%), a una densidad de 0.5 unidades Mc Farland. Un volumen de 200 pl serd depositado en cada pocillo
de placas de microtitulacién, por triplicado. Después de incubar durante 24-h a 37°C, las placas seran lavadas
tres veces con PBS, removiendo el liquido por aspiracién y secando al aire. La biomasa bacteriana sera tefiida
con safranina al 0.1%, lavada una vez con agua destilada y secada nuevamente. Se afiadird entonces la
solucion de decoloracién (etanol 50% en &cido acético glacial), y se medird la absorbancia a 490 nm en un
lector de placas. Se incluirdn controles positivos fuertes y débiles (cepas de coleccién) y control de
contaminacién (medio estéril). La habilidad para formar biofilms serd clasificada como negativa (A490 <
0.110), débil (0.110 < A490 < 0.500), moderada (0.500 < A490 < 1.500) o fuerte (A490 > 1.500).

Diversidad genética y clonalidad

La técnica de tipificacion denominada “spa typing” se basa en el andlisis de la secuencia de un VTNR
polimdrfico (repeticién de secuencias en tandem), situado en la region 3’ del gen que codifica para la proteina
estafilococcica A especifica de S. aureus (spa). Cada nueva secuencia en la regién polimérfica (repetitiva)
corresponde a una nueva variante, y por ello se identifica con un cédigo de repeticién Unico. La sucesion de
repeticiones para una cepa en particular determina el “tipo spa” al cual pertenece. En general, estas
repeticiones son de 24 pares de bases, aunque se presentan algunas excepciones con repeticiones de 21 a 30
pares de bases. Pese a tratarse de una técnica basada en la secuenciacién de un locus individual, ofrece una
resoluciéon comparable a otras técnicas mucho mas laboriosas, como la MLST o la PFGE. La técnica de
tipificacidn spa se usa con frecuencia para tipificar cepas de S. aureus en ambientes hospitalarios o en sucesos
epidémicos.

Métodos estadisticos

Para comparar la formacién de biofilms entre distintas cepas, emplearemos el test de Kruskal-Wallis con un
post-test de comparacién multiple de Dunn.
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F. IMPACTO DEL PROYECTO

23. CONSIDERACIONES ETICAS DE LA PROPUESTA

El proyecto planteado no presenta ningun tipo de conflicto bioético. Sin embargo, los duefios de las granjas
cuyos animales seran evaluados seran invitados a firmar un documento de consentimiento informado, para
formalizar la realizacion del estudio.

24. RESULTADOS ESPERADOS DEL PROYECTO

OE1) Aislar cepas de S. aureus a partir de leche de vacas de granja que presentan mastitis clinica o sub-clinica
y de las fosas nasales de cuyes en granjas localizadas en la Provincia de Cafar;

RESULTADOS: Al menos 50 cepas de S. aureus aisladas a partir de las muestras de animales de granjas. Estas
cepas seran conservadas a -20 °C para posteriores analisis.

OE2) Caracterizar las cepas aisladas de S. aureus a nivel genotipico (presencia de genes de resistencia y de
virulencia) y fenotipico (resistencia a antibi6ticos):

RESULTADOS: Aislados puros de S. aureus caracterizadas desde el punto de vista genotipico y fenotipico,
permitiendo asi conocer las particularidades de las cepas de esta especie bacteriana que circulan entre vacas
y cuyes de la regién estudiada. Esto permitird estimar el riesgo que este tipo de cepas, potencialmente
patdgenas y causantes de enfermedades zoondticas, representan para la salud humana y animal en la region.

OE3) Determinar la diversidad genética de las cepas aisladas.

RESULTADOS: A partir del andlisis de la informacién generada por métodos moleculares, podremos estimar
la diversidad genética de las cepas de S. aureus que circulan en la region.

25. TRANSFERENCIA Y DIFUSION DE RESULTADOS

Como es bien sabido, no se puede garantizar a priori cuantos articulos (o capitulos de libro) se derivaran de
los resultados obtenidos en el curso de un proyecto de investigacion. Esto tiene que ver con las
particularidades inherentes a la actividad de investigacion cientifica, en un contexto regional y mundial
caracterizado por la excelencia y la competencia. Sin embargo, nuestra aspiracion es poder publicar al menos
dos articulos en una revista indexada en Scopus o ISI Web of Science (que pertenezcan, como minimo, al
segundo cuartil, Q2) y otro en una revista indexada en Latindex o Scielo.
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