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A. DATOS GENERALES DEL PROYECTO

1. TITULO

DIVERSIDAD DE CEPAS DEL GENERO CANDIDA QUE COLONIZAN MUCOSAS Y TEJIDOS DE ANIMALES DE
GRANJA EN LA PROVINCIA DE CANAR (ECUADOR, 2021): RESISTENCIA A COMPUESTOS ANTIFUNGICOS
Y FACTORES DE VIRULENCIA

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; DOI 10.15517 /lank.v20i1.41472; Q2.
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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.

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 investigacién 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.

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 ultimos 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
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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
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. D01 10.1007/978-981-10-2555-6_5; Editorial Springer; ISBN
978-981-10-2555-6; Revision por pares SI

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

Nombre del Proyecto: Coordinador en Biodeterioro del Complejo Arqueoldgico 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;

Institucién: 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 culminaciéon: 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.

JESSICA MARIA SARMIENTO ORDONEZ; 0917546137; ODONTOLOGIA; UNIDAD ACADEMICA DE 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 investigacién en odontologia y biologia oral;
Odontologia Activa; ISSN 2588-0624; Vol. 3; No. 1; 2018; DOI:
https://doi.org/10.31984 /oactiva.v3il.146 ; Latindex 2.0.

Jéssica Sarmiento; Técnicas de Biologia Molecular para la investigacién en odontologia y biologia oral (2a
PARTE); Revista Oactiva; ISSN 2588-0624; Vol. 4; No. 3; 2019; DOI:
https://doi.org/10.31984 /oactiva.v4i3.395; Latindex 2.0.

Jéssica Sarmiento; Estudio in vitro: Comparacion de la eficacia antibacteriana entre la Clorhexidina al 2%
y agua ozonificada en preparaciones cavitaria; Revista Electrénica de PortalesMedicos.com; Vol XIII;
Numero 11; DOI; No aplica.

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.

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 ultimos cinco afios de mayor relevancia:

Nombre del proyecto; Instituciéon; Monto financiado; fecha de inicio; fecha de culminacion.
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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 dolares; febrero 2019; marzo 2022.

Jéssica Maria Sarmiento Ordoéfiez, Luis Andrés Yarzabal Rodriguez, Lenys Margarita Buela, Carlos
Fernando Andrade Tacuri, Paola Patricia Orellana Bravo. 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 genética molecular; UCACUE; 44.000 doélares; julio 2018.

Paola Patricia Orellana Bravo, Carlos Fernando Andrade Tacuri, Jéssica Maria Sarmiento Ordoéiiez, Luis
Andrés Yarzabal Rodriguez, Lenys Margarita Buela. Estudio de la sensibilidad antibiética de
STAPHYLOCOCCUS AUREUS en diferentes tipos de muestras clinicas de la ciudad de Cuenca; UCACUE;
2.000 délares; 2019

Pacheco Quito Edisson Mauricio, Sarmiento Ordéfiez Jéssica Maria. Farmacologia y Terapéutica aplicada
ala Odontologia; 2.000 dolares; enero 2021.

6. PERSONAL DEL PROYECTO - COLABORADORES EXTERNOS

Funcioén en el proyecto COLABORADORES EXTERNOS

Nombre, Institucién

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; nimero; 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)

6.3. Proyectos de Investigacion desarrolladas en los ultimos cinco afios de mayor relevancia:

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

Ana Yolanda Mendoza Gonzalez; 1309804050; Carrera de Biofarmacia; Unidad Académica de Salud y
Bienestar; Matriz.

Erika Judith Cabrera Suarez; 0302211560; Carrera de Biofarmacia; Unidad Académica de Salud y
Bienestar; 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 informacion 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

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
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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 $2000

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

NO

Justificacion:

15. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO

DIRECTOS

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

2 tesistas de pregrado: colaboradores en las labores de investigacién, quienes también se veran
beneficiados;

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

2 instituciones: La Universidad Catdlica de Cuenca se beneficiard con la difusiéon de los resultados en
publicaciones indexadas que se sumardn a otros productos necesarios para la acreditacion de las
respectivas Carreras y la permanencia en la categoria. Igualmente se vera beneficiada a través de la
difusiéon 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;

2 empresas: proveedoras de reactivos y servicios de laboratorio también seran 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 hongos levaduriformes 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 Candida
spp. que infectan a los animales de granja, en sus clases teoricas y en sus practicas;

E. DESCRIPCION DE LA PROPUESTA

16. RESUMEN DEL PROYECTO

La candidiasis es una enfermedad no letal, causada por levaduras aerébicas, diploides y dimérficas que
pertenecen al género Candida. Estos hongos, que forman parte de la microbiota normal del cuerpo humano,
son capaces de colonizar la cavidad oral, el tracto digestivo, las fosas nasales, la vagina y la piel cuando las
condiciones les son favorables (por ejemplo, en el caso de personas inmunodeprimidas). Algunos animales
domésticos y de granja también son naturalmente colonizados por diferentes especies de Candida spp. Por lo
tanto, los hongos del género Candida representan un importante problema de salud, tanto en humanos como
en animales, pudiendo ser fuente de infecciones zoonéticas.

En la actualidad, el aumento de infecciones causadas por Candida spp. y la aparicion frecuente de cepas de
resistentes a los antifiingicos de uso terapéutico, es motivo de una gran preocupacion desde el punto de vista
de la salud publica mundial. No obstante, son muy escasos los trabajos que refieren la presencia de cepas de
Candida spp. en animales sanos o asintomaticos, ya sean domésticos, de granja o salvajes, particularmente en
América del Sur.

Por tratarse de una actividad econémica muy importante, la cria de ganado vacuno y de cuyes (Cavia
porcellus) es muy extendida en nuestro pais. Sin embargo, hasta la fecha no se han publicado trabajos que
indaguen en relacidn con la colonizacion de estos animales por parte de cepas de Candida spp.

De alli que el propésito principal del presente proyecto sea detectar la presencia de cepas de diferentes
especies del genero Candida en la mucosa nasal de cuyes sanos, y en el tejido mamario de vacas lecheras con
mastitis clinica o sub-clinica, que son criados habitualmente en granjas de la Provincia de Cafiar.
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17. PALBARAS CLAVES

Candida, Resistencia antimicrobiana, Diversidad, Cafiar, Vacas, Cuyes

18. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Hasta el surgimiento de la COVID-19, a principios del afio 2020, uno de los principales problemas de salud
publica global era (y sigue siendo) la resistencia a los antifungicos (1). Entre los microorganismos patégenos
que han desarrollado mecanismos de resistencia a este tipo de firmacos se encuentran especies de hongos
levaduriformes del género Candida, particularmente C. albicans. Estos hongos, que generalmente se
encuentran como organismos comensales, son causantes de infecciones de todo tipo cuando las personas
infectadas ven deprimido su sistema inmunitario a causa de una enfermedad crénica, de un tratamiento
farmacologico o frente a estados depresivos (2). En ocasiones, estas infecciones pueden llegar a ser fatales.

Se sabe que algunos animales son reservorios naturales de especies del género Candida y que las mismas
pueden pasar a los seres humanos, siendo entonces infecciones de tipo zoonético (3, 4). Algunos animales
domésticos y de granja han sido implicados en este tipo de infecciones (3, 5, 6). Lamentablemente, son escasos
los estudios que han abordado este problema de salud; en el contexto latinoamericano, los trabajos
publicados son atin mas escasos.

Siendo Ecuador un pais con una tradicién agropecuaria muy importante, que emplea a cientos de miles de
personas que estan en contacto permanente con este tipo de animales, sorprende la ausencia de datos que
permitan anticipar medidas de control epidemiolégico de posibles episodios zoonéticos.

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

19. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

La candidiasis, enfermedad causada por hongos levaduriformes pertenecientes al género Candida, es la
tercera o cuarta infecciéon nosocomial mas frecuente en el mundo entero (7). Aunque no es una enfermedad
fatal, el crecimiento descontrolado de las levaduras en las mucosas puede causar molestias, alteraciones del
sentido del gusto, disfagia que resulta en desnutricién, lenta recuperacién y largos periodos de
hospitalizacién. En pacientes inmunocomprometidos, la infeccién puede diseminarse a través del torrente
sanguineo o el tracto intestinal superior, ocasionando infecciones severas con elevados indices de morbilidad
y mortalidad. La candidiasis sistémica origina, de hecho, tasas de mortalidad que oscilan entre 71y 79% (2).

Las levaduras pertenecientes al género Candida son microorganismos aerébicos, diploides y dimérficos, que
pertenece a la clase de hongos ascomicetos. Hasta la fecha se han identificado aproximadamente 150 especies
de Candida, de las cuales 15 especies son las principales causantes de candidemias sistémicas (8). Entre estas
destaca Candida albicans (9), asi como otras especies que también han sido reconocidas como patégenas (C.
glabrata, C. tropicalis y C. krusei) (10). Estos ascomicetos son comensales de los animales domésticos, de
granja y salvajes (3, 5, 6). Como hemos dicho anteriormente, diferentes especies de Candida también forman
parte de la microbiota del cuerpo humano.

En el afio 2000, Hormansdorfer y Bauer (4) informaron que animales domésticos como los caballos, el ganado,
los gatos, los cerdos, las aves y los perros, son susceptibles de sufrir diferentes formas de candidiasis. Por lo
tanto, los hongos del género Candida representan un importante problema de salud, tanto en humanos como
en animales. De hecho, estos animales pueden servir como reservorios naturales y fuente de infeccién para
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humanos, y vice-versa (11). Hallazgos recientes muestran un aumento mundial de la tasa de infecciones
asociadas a especies de Candida (12). Ademas, la aparicidn frecuente de cepas de Candida spp. resistentes a
los farmacos antifungicos, especialmente los azoles, es motivo de una gran preocupacion desde el punto de
vista de la salud publica mundial (13). Estos farmacos son ampliamente utilizados debido a sus escasos
efectos secundarios y su facil biodisponibilidad oral. Aunque algunas especies de Candida presentan una
resistencia natural a este tipo de compuestos, también es muy frecuente que cepas que eran inicialmente
susceptibles desarrollen resistencia.

La infeccion se inicia por la adhesion de las levaduras a las células epiteliales (14). Una vez adheridos, los
hongos son capaces de invadir tejidos mas profundos, evadiendo la fagocitosis, etapa clave en la respuesta
inmunitaria de tipo innato. Ello es posible gracias al despliegue de un verdadero arsenal de factores de
virulencia que les permiten a los patdgenos penetrar activamente los tejidos del hospedador humano y
diseminarse. Entre estos factores destacan enzimas hidroliticas como las proteasas, las fosfolipasas, las
esterasas, y las aspartato-proteasas secretoras (15).

Las proteasas extracelulares sin enzimas capaces de degradar tejidos ricos en proteinas, mientras que las
fosfolipasas actiian sobre los fosfolipidos de las membranas biolégicas, facilitando la lisis de las células
epiteliales y el ingreso a capas mas profundas del tejido (16). Es por ello que la virulencia de muchas cepas
de Candida spp. se asocia a la produccién de estas enzimas. Por otra parte, esto explica por qué se ha
planteado que estas enzimas hidroliticas podrian ser blancos terapéuticos de diferentes compuestos con
actividad farmacoldgica, para reducir de esta manera su actividad y mitigar la virulencia de las levaduras (15,
16). La capacidad de adherirse a las superficies epiteliales, mediante la formacién de biofilms y la produccién
de tubos germinativos son otros de los factores clave que incrementan la virulencia de las levaduras y su
capacidad invasiva (17, 18).

La terapia antifiingica frente a infecciones causadas por levaduras del género Candida se basa en el empleo
de antifingicos topicos; no obstante, para que la misma sea eficaz es necesario que se atenten los factores de
virulencia mencionados anteriormente. De no ser asi, es frecuente observar recidivas de las lesiones, una vez
que se ha interrumpido el tratamiento (19). Cuando esto sucede, y los fArmacos de uso topico no son efectivos,
es necesario acudir a compuestos de accidn sistémica. Este tipo de farmacos generalmente se administran
por via oral en tratamientos ambulatorios; pero en casos de infecciones sistémicas es obligatoria la
administraciéon intravenosa de los mismos, lo cual se debe hacer en centros hospitalarios. Entre los
compuestos farmacolégicos de accién sistémica destacan los azoles (ketoconazol, fluconazol, itraconazol,
miconazol), asf como la anfotericina B, la flucitosina y la griseofulvina (21, 22, 23). Lamentablemente, es cada
vez mas frecuente la aparicion de cepas resistentes a este tipo de compuestos.

La deteccién de la presencia de diferentes especies del género Candida en mucosas o tejidos de mamiferos y
aves se puede hacer de distintas formas. La mas frecuente requiere del aislamiento de las levaduras, su cultivo
en medio agarizado y su posterior caracterizaciéon morfolédgica, fenotipica y fisiologica (24). También puede
detectarse la presencia de estos hongos microscdpicos en base a métodos inmunolégicos (25). En la
actualidad, se emplean métodos moleculares, dependientes del analisis de regiones particulares del genoma
de las levaduras, que permiten una mejor identificacion y facilitan la deteccion de variantes genéticas de una
misma especie (cepas) (26). Entre estos métodos destacan la secuenciacién nucleotidica y la amplificacion al
azar de ADN polimérfico (26, 27, 28).

Como hemos mencionado, muchas de las cepas que colonizan animales pueden pasar a los seres humanos.
Por ejemplo, un estudio que comparé cepas de C. albicans aisladas a partir de pacientes inmunodeprimidos y
animales domésticos, demostrd la gran similitud entre las mismas (29, 30). De alli a que se haya planteado
que estos (y otros) animales sirven como reservorios para infecciones en humanos (5).

Una revisién preliminar de la literatura especializada, muestra que la informacién disponible sobre la
presencia de este tipo de microorganismos en animales de granja es muy escasa, en el contexto
latinoamericano. En el caso de Ecuador, no hemos podido encontrar ningun trabajo publicado al respecto, en
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revistas especializadas. Es por ello que se hace necesario abordar este problema cientifico con el fin de
aportar informacién valiosa.

20. OBJETIVOS

Caracterizar genotipica y fenotipicamente levaduras del género Candida que colonizan mucosa o tejidos de
vacas y cuyes criados en granjas de la Provincia de Cafiar (Ecuador).

21. ESPECIFICOS

1) Aislar cepas de diferentes especies del género Candida a partir de las fosas nasales de cuyes y de leche de
vacas de granja -que presentan mastitis clinica o sub-clinica-, en granjas localizadas en la Provincia de Cafiar;

2) Caracterizar las cepas aisladas de Candida spp. a nivel fenotipico (resistencia a antifiingicos, produccion
de enzimas hidroliticas);

3) Identificar las cepas de Candida spp. mediante métodos moleculares.

22.MARCO METODOLOGICO

Muestras de hisopados nasales de Cavia porcellus (cuyes):

Las cepas de Candida spp. se aislaran a partir de hisopados nasales de cuyes. Con la ayuda de un hisopo de
algodon, previamente humedecido en infusién de cerebro-corazén (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.

Muestras de leche de vacas con mastitis clinica o sub-clinica:

Las cepas de Candida spp. seran aisladas a partir de leche de vacas con mastitis clinica o sub-clinica, en granjas
seleccionadas al azar en la provincia de Cafiar (Ecuador). La recoleccién 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 infecciéon
intramamaria sera efectuado por médicos veterinarios profesionales. Las ubres seran sanitizadas con jabdn
y agua, secadas con papel absorbente y evaluadas utilizando Tamis para la deteccién 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 del género Candida:

El caldo BHI inoculado con los hisopos sera incubado a 37° C por 24 horas. Con la ayuda de un asa de platino,
se inoculard medio manitol salado y agar Baird Parker (Merck). Lo mismo se hard a partir de las muestras de
lecha refrigeradas. Las placas asi inoculadas se incubardn por 24 horas a 37 °C hasta aparicién de colonias
caracteristicas, que se identificardn empleando métodos estandar: tincién de Gram, actividad catalasa,
coagulasa y DNAsa. Ademas, se verificara la morfologia de colonias y células en ChromoAgar Candida. Se
seleccionaran colonias aisladas para conservar a -20 °C.

Identificacion convencional de Candida spp.:

Los aislados de Candida spp. conservados a-202C o -802C seran inoculados en medio CHROMagarTM Candida
(CHROMagar Microbiology, Paris, France), preparado de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Luego de
48h a 37°C se emplearan las colonias puras para la identificacién preliminar. Con el fin de determinar las
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diferencias entre las distintas especies se empleard un método de asimilacién de sustancias carbonadas
(auxonograma), modificado segiin Lobaina Rodriguez y col. (31). Alternativamente, se discriminara entre C.
albicans y C. dubliniensis en base a la capacidad de crecimiento en placas con medio Sabouraud Dextrose Agar
(SDA) (Difco TM) (Becton Dickinson & Co. Sparks, MD, USA), a 42°C luego de 48 h de incubaciéno en medio
caldo Sabouraud hipertdnico a 37°C por 96 h (32).

Identificacion molecular de cepas de Candida spp.:

El ADN gendmico total de las diferentes cepas de Candida spp. sera extraido empleando un kit de extracciéon
comercial (tipo QIA Amp DNA mini kit o similar), siguiendo las instrucciones del fabricante. La secuencia
correspondiente a la region ITS serd amplificada empleando los cebadores (primers) V9G (5'-
TTACGTCCCTGCCCTTTGTA-3") y LS266 (5-GCATTCCCAAACAACTCGACTC-3") (33). Para ello emplearemos
un kit de amplificacién por PCR tipo Promega (conteniendo un buffer de amplificacién, Taq DNA polimerasa,
MgCl2 y los 4 dNTPs) al cual le sera afiadido 40 ng/ml de ADN gendmico u 10 pmol/pl de cada cebador. La
amplificacion se llevara a cabo en un termociclador empleando el siguiente perfil térmico: un ciclo inicial de
desnaturalizacién a 94°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 1 minuto,
hibridizacién a 562C por 30 segundos y extensidén a 722C por 2 minutos. Al finalizar las muestras seran
sometidas a un ciclo final de extension a 722C por 10 minutos. Los productos de PCR seran verificados por
electroforesis en gel de agarosa al 1%. Una vez confirmada la amplificacion, los fragmentos seran purificados
y sometidos a secuenciacion empleando los cebadores directos VG9 e ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-5")
y los cebadores inversos LS266 y ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (33, 34). Para garantizar la
exactitud de las secuencias obtenidas, se secuenciara al menos 2 veces en direccién 5’ y otras dos en direccién
3’. La secuencia consenso de cada cepa sera ensamblada empleando los programas Phred/Phrap y el editor
Consed (35, 36). A partir de estas secuencias, se hara una comparacién con las secuencias depositadas en las
bases de datos publicas (GenBank y CBS database). La asignacién a un determinado taxén (especie) se
realizara tomando como criterio un valor-e menor a 10-5 y una identidad minima del 98% a nivel de la
secuencia nucleotidica.

Determinacién de factores de virulencia:

Entre los factores de virulencia manifestados por distintas cepas de Candida spp. destacan la producciéon de
dos exo-enzimas: las fosfolipasas y las proteasas. La produccién de fosfolipasas se determinara segin una
modificaciéon del método de Price y col. (37). El mismo consiste en cultivar las levaduras en medio SDA por
24ha37°Cyluego transferirlas a medio SDA suplementado con yema de huevo. Al cabo de 48h de crecimiento
a 37°C se determinara visualmente la formacién de un precipitado alrededor de la zona de crecimiento
(resultado positivo). Este ensayo se harad por duplicado. La produccién de proteasas se evaluara segin el
protocolo descrito por Ray y Payne (38). Para ello, los aislados de Candida spp. y cultivados por 48h a 262C
en medio SDA seran transferido por repique a placas de medio agar-albimina de suero bovino (pH 5.0) (39).
Las placas asi inoculadas se incubaran por 4 dias a 262C y seran entonces cubiertas con acido tricloroacético
al 20% y luego lavadas con solucidn salina tamponada (PBS pH 7.4). Las placas se tefiiran con amido black al
0.6% en metanol:acido acético:agua (45:10:45) durante 18 h (con tres cambios durante este periodo de
incubacion). La presencia de una zona clara alrededor de las colonias se interpretara como un resultado
positivo.

Prueba de sensibilidad a antifingicos:

Con el fin de determinar la posible diseminacién de factores de resistencia a antifiingicos entre las
poblaciones de Candida spp. que circulan en los animales de granja de la Provincia de Cafar, emplearemos
un método colorimétrico a partir del estuche comercial SENSITIRE (MCS Diagnostics), segin lo descrito por
Pfaller y col. (40). En este ensayo determinaremos la sensibilidad de las cepas de Candida spp a los siguientes
antifungicos: 5-fluorocitosina, anfotericina B, fluconazol, itraconazol, ketoconazol y miconazol. Los mismos
seran evaluados a dos concentraciones diferentes con el fin de determinar sensibilidad, resistencia o
resistencia-intermedia (dosis-dependiente) de cada una de las cepas estudiadas. El método consiste en
incubar las levaduras en pocillos que contienen medio de cultivo, suplementado con el indicador
colorimétrico de éxido-reduccién. Cada pocillo se inoculara con 100 pl de suspensiones en agua destilada
estéril de células provenientes de colonias de 48 h en medio CHROMagar®. Al cabo de 24 h a 35°C se hara la
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inspeccion visual de cada placa. Un color rosa y crecimiento visible se interpretara como resultado positivo
(cepa resistente), mientras que un color morado se interpretard como negativo (cepa sensible).

F. IMPACTO DEL PROYECTO

23. CONSIDERACIONES ETICAS DE LA PROPUESTA

El proyecto planteado no presenta ningtn 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 diferentes especies del género Candida a partir de las fosas nasales de cuyes y de leche
de vacas de granja -que presentan mastitis clinica o sub-clinica-, en granjas localizadas en la Provincia de
Canar;

RESULTADOS: Al menos 80 cepas de Candida spp. 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 Candida spp. a nivel fenotipico (resistencia a antifiingicos, producciéon
de enzimas hidroliticas);

RESULTADOS: Al menos 80 aislados puros de Candida spp. caracterizadas desde el punto de vista fenotipico,
permitiendo asi conocer las particularidades de las cepas de este género de Ascomicetos que circulan entre
vacas y cuyes de la region estudiada. Esto permitira estimar el riesgo que este tipo de cepas, potencialmente
patégenas y causantes de enfermedades zoonoéticas, representan para la salud humana y animal en la region.

OE3) Identificar las cepas de Candida spp. mediante métodos moleculares.

RESULTADOS: Al menos 50 cepas de Candida spp. que circulan en la region identificadas y distribuidas en un
cladograma que indica sus relaciones filogenéticas a partir del analisis de la informacién generada por
métodos moleculares.

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
un articulo 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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