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A. BATOS GENERALES DEL PROYECTO

THOLOGIA e EE
Investigacidn Basica Investigacién Aplicada O

Desarrollo Tecnoldgice 1

Determinacion de Ia actividad antimicrobiana de extractos de uchava (Physafis peruviana) sobre
bacterias patégenas aisladas de carne ¢ identificadas mediante técnicas moleculares.

_AREA TEMATICA DE'F+D EN L QUE TENDRA IMPACTO EL PROYECTO..
Conservacion, mejoramiento y propagacion de especies
vegetales de interés local, regtonal y nacional
Mejoramiento genético de variedades de interés comercial,
medicinal, artesanal, nutricional y forestal

GENETICA Y Caracterizacidn genética del ganado
BIOTECNOLOGIA Caracterizacién de plantas y principios activos 7
Identificacion de metabolitos secundarios de plantas, hongos y
bacterias

Caracterizacton botanica de especies endémicas y de la region.
Aplicacion de organismos y/o productos penerados, en el 4
mejotamiento de suelos, alimentos y agua.

GESTION EN SALUD Atencidn primaria en salud

Talento humano (formacion del talento humano en salud y

enfermeria)
Calidad del cuidado de enfermeria
Participacién Social

ENFERMEDADES VIH v Tuberculosis
PREVALENTES Alieraciones de la nutricién
TRAMISIBLES Y N

Patologias maternas y neonatales

TRASMISIBLES Enfermedades tropicales
Alteraciones en la salud mental
Enfermedades Endécrinas
SALUD ANEMAL Enfermedades transmisibles y no transmisibles en relacién a
aspectos epidemioldgicos, manejo clinico, diagnostico y
tratamiento.
BIODIVERSIDAD Y Caracterizacion, manejo v conservacion de ecosistemas
PATRIMONIO NATURAL
HIDROLOGIA Hidrologia/ Hidraulica, Distribucion de precipitaciones,

periodos de retorno

RIESGOS Y CATASTROFES | Prevencién de Riesgos/Catastrofes, vulnerabilidad a diferentes
tipos de fendmenos naturales, Meteorologia, Vulcanologia v
sismologia

AGROPECUARIAS Seguridad v Soberania Alimentaria

Mejoramiento genético; pastos y forrajes; incremento de la
produccidn pecuaria.

AGROINDUSTRIA Potenciamiento del desarrollo de técnicas y tecnologias 4
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[ Agromdustriales
BIOMASA Valorizacion de la Biomasa residual - con fines de utilizacidn
energética, industrial y agricola
ACUICULTURA Estudios de sistemas acuicolas
TECNOLOGi'{\S DELA Software para procesos de gestién v administracién publico y
INFORMACION Y privada
COMUNICACION (T¥C 5) Conectividad y telecomunicaciones en Ia sociedad de la
informacién y el conocimiento,
| Aplicaciones de geo informatica

ADMINISTRACION

Economia popular y solidaria: creacion de emprendimientos
sustentables

Meodelos econdmico admimistratives on ] desarrolfo y
crecimiento de las PYMES

GESTION EMPRESARIAL

Modelos de gestion administrativa en ol sector piblico y privada
en el campo turistico y hostelero, en zonas y 4reas de riqueza

paleontoldgica, arqueold gica, antropoldgica

Estrategias administrativas de gestidn social en los GADS
parroquiales.

Mecanismos de desempefio para la preservacién de las
expresiones culturales

EDUCACION Y
CONOCIMIENTO

Diversidad del aprendizaje - ensefianza

Correlaciones educativas en log procesos de generacion de
saberes y técnicas ancestrales,

Ambientes y estrategias de ensefianza - aprendizaje a grupos de
vulnerabilidad social y econémica

Pedagogia y Didactica intercultural en contextos urbanos y
rurales para la educacion altermativa

INTERCULTURALIDAD

Saberes

Aprendizaje intercultural y dialogo de saberes.

Comunicacién intercultural en escenarios de identidad social

Modelos de estudios ancestrales o mterculturales
Tecnologia y practica ancestral en Ia formacion

DERECHOS Y GARANTIAS
DEL BUEN VIVIR

Participacion y organizacién del poder.

Derechos de naturaleza, humanos ¥y biodiversidad

Duracion del proyecto en meses

Monte total del financiamiento del proyecto
Monto Financiamiento Universidad Estatal de

Bolivar

30000 USD
30000 USD

Monto Financiamiento Contraparte 0
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B. LOCALIZACION GEOGRAFICA DEL PROYECTO.

Nacional O

Zona 1 (Carchi, Esmeraldas, mbabura ¥ Sucambios)
Zona 2 (Napo, Orellana ¥ Pichincha)

Zona 3 (Chimborazo, Cotopaxi, Pastaza ¥ Tungurahua)
Zona 4 (Manabi, Sto, Domingo de los Tsachilas)

Plani y
Zonas de Planificacién 1 Zona 5 (Bolivar, Guayas, Los Rios ¥ Santa Elena)

Zona 6 (Azuay, Caiar y Morona Santiage)
Zona 7 (El Ore, Loja y Zamora Chinchipe)
Zona 8 (Cantones Guayaquil, Samborondén, Duvrin)
Zona 9 (Distrito Metropolitano de Quito)}
Provineial [J Boltvar
Local [J Provincia Bolivar Cantén Guaranda

DO0O0D0D®8E000Q

C. DATOS DE LA INSTITUCION EJE CUTORA.

UNIVERSTDAD ESTATAL DE BOLIVAR
Representante Legal Barragin Vinueza Cédula de identidad | 0200563708
Ulices Eduardo
Teléfonos: [ (593) 03 -2206059 Fax [ Correo Elecirdnico T
ubarragan{@ueb. edu.ec
Bireccidn Avenida Ernesto Che Guevara s/a ¥ Gabriel Secaira
kPaigina Web www.ueb.edu.ec
Institucional
L(')rgana Ejecutor Instituto de Investigacion de la Universidad Estatal de Bolivar

D. INVESTIGACION COMPARTIDA

UNIVERSIDAD TECNICA DEL NORTE
Representante Miguel Edmundo Naranjo | Cédula de identidad 1060001070
Legal Toro
Teléfonos: {393 6) 2997300 Fax (593 6) 2997800 gtenea@hotmail.com
ext. 7001
Direccion Calle Principal: Av. 17 de JULIO, Cafle Secundaria: GRAL. JOSE MARIA
[ CORDOVA
Pigina Web l www ninedu eg
Institucional |
Organe Ejecutor ] Lahoratorio de Biotecnologia y Biologia Molecular —f
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GOBIERNQ AUTONOMO DESCENTRALIZADO DE LA PROVINCIA DE BOLIVAR

Representante legal | Dr. Vinicio Coloma Cedula de identidad 0200578797
Teléfonos ! Telef. (593 6) 2082160

Direecion Calle principal: Av. Candido Rada 101 y @ de abril

Pagina web [

Institucional ‘

Organo ejecutor Laboratorio de Analisis y Control de Calidad de Alimentos

E. PERSONAL CIENTIFICO-TECNICO DEL PROYECTO

PERSONAL DEL PROYECTO

Nota: Debe incliirse al personal tanio de la institucion
comparten ki investigacion. 8 es necesario afiads wng

postlante, como de lafs) institucion(es) que
fila por cada miembro del equipo clentifico-fécnico

del proyecto
FUNCION CEDULA NOMERE, | FACULTAD A | TELEFONO FIJO,
BE COMPLETO LA CELULAR Y CORREQ
IDENTIDAD QUE ELECTRONICO
PERTENECE
BDirector del 0701189433 Marta Bernarda Ciencias 2982311
Proyecio Ruilova Cueva Agropecuarias, mruilova@ueb.edu.ec
PhD. En Ciencias | Recursos Naturales bernardaruilova@gmail.com
de los Alimentos. v del Ambiente,
Investigador Humberto Morris | CEBI 119593992595985
Aliado PhD. Centro de Estudios | Morrish@uo.cu
CienciasBiologicas | sobre
Biotecnologia
Industrial
Investigadora Gabuiela Tenea Universidad gteneai@gmail com.
Aliada Phb. Téenica del Nore
Biotecnologia v
Biologia
Molecular
Ayudante de 1104623606 | Rosa Angélica UEB (0992622995
Investigacion Tigre Ledn roan_t@yahoo.es
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F. RESUMEN EJECUTIV(

Actualmente el avance tecnolégico en el campo de la biotecnologia ha venido en aumento, lo que ha
permitido brindar maltiples herramientas para el manejo, uso y mejor aprovechamiento de agentes bioldgicos
de interés humano, como por ejeraplo la utilizacién de microofrganismos para la produccién de alcohol,
vinagre, enzimas comerciales, 4cidos organicos, v con-fa evolucién de.la biotﬁcnologia se ha extendido su
aplicacién a nuevas areas de Ia alimentacion y la medicina, como la produccién y uso de toxinas producidas
por microorganismos capaces de inhibir otro tipo de microorganismo (mecanismo que es utilizado
especialmente por ios Hongos filamentosos como defensa y para poder adaptarse a un medio especifico),
principalmente patégenos que si bien es cierto son controlados con agentes antibidticos de uso clinico ¥ con
agentes quimicos, pero muy poco se han investigado nuevas sustancias de origen vegetal alimentario que
cumplan esta funcién y que a su vez no produzcan efectos colaterales para la salud humana Chew et al,
{2012),

Por lo que en el presente trabajo se propone un método antimicrobiano, que se trata del aprovechamiento de la
wvilla Physalis periviana (en extracto), para determinar el efecto antimicrobiano por medio de [a téenica de
antibiograma de disco-placa Y su accion sobre microorganismos patégenos como; Escherichia coli,
Salmonella, y Listeria spp, altamente contaminantes de los alimentos v que han sido la causa de muerte de
muchas personas. Estas bacterias seran aisladas de cames testadas en centros de expendio de la Ciudad de
Guaranda.

El aislamiento permititd identificar Ja presencia o no de estos patdgenos ¥y sus posibles factores
epidemiolégicos, ETAs, la identificacién de género se realizard mediante la extraccién del ADN bacteriano y
su posterior andlisis mediante la técnica molecular de PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa), para lo
cual se utilizara pares de cebadores especificos para cada género.

Los cultivos seran resembrados y congelados para tener la primera coleccién bacteriana de la Universidad
para posteriores investigaciones, El agente inhibidor (antibacteriano) serd un extracto desarrollado a base de
bayas y hojas de uvilla dicho extracto serd obtenido siguiendo los métodos de Areiza N. et al. (2013) y
Ozgur Cakir et al. (2014) adaptados de acuerdo al disefio de experimentos explicado en el literal G.

Este estudio sera el primero en el pais, en analizar la actividad antibiética del extracto de hoja uvilla Physalis
peruviang sobre la bacteria E-coli, Salmonella spp y Listeria spp, utilizando métodos de extraccion que seran
adaptados a nuestra necesidad y especificidad.

La seleccién de las tres bacterias se debe a que son patdgenos emergentes de origen alimentario v ademas
permitirin saber si el antibidtico a obtener es mhibider de amplio espectro (Antibidticos inhibidores de
bacterias Gram positivas y Gram negativas)

La capacidad de inhibicién del nuevo antibiético obtenido, sera realizada mediante el cultivo y crecimiento en
placa de las bacterias objetivo en medio especifico para cada género previa dilucién en la escala nominal de
McFarland al 0.5. Posteriormente se medira el halo de nhibicion antimicrobiana de cada cepa recuperada de
las cames testadas, los resultados seran comparado con dos Antibidticos testigos de uso farmacéutico
Ampicilina (AMP) y Ciproflozacina (C), antibiéticos recomendados por CLST (2014),
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G. DESCRIPCION DETALLADA DEL PROYECTO

LINEA BASE DEL PROYECTO

A partir de la primera guerra mundial los investigadores han buscado la manera de evitar infecciones en
hetidas por causa de MICLOOTZANISMOS y combatir asi ciertas enfermedades, fue entonces en el afio 1928
cuando el cientifico escocés Alexander Fleming (Premio Nobel 1945) encontré en una de sus placas de
experimento que contenian cultivos de Staphilococus aureus, un hongo crecido a manera de contaminacion
en placa, capaz de inhibir el crecimiento de Staphilococus, fue cuando se pudo dar cuenta que este hongo
le servirfa de ayuda para destruir el patdgeno 'y conociéndose més tarde que dicho hongo era Penicillium
Holamm, que a partir de ese entonces hasta la actualidad se le conoce farmacolégicamente como
{penicilina) Park, B., et al. (2010)  dichos principios permttieron abrir las puertas a la revolucidn
antibidtica.

Los antibidticos son medicamentos potentes que combaten las infecciones bacterianas, Su uso correcto
puede salvar vidas. Actfian matando las bacterias o impidiendo que se reproduzean. Después de tomar los
antibidticos, las defensas naturales del cuerpo son suficientes. Gross, R., et al. (2009). En nuestro estudio
emplearemos la uvilla P, Pperuviana, como agente antibacteriano de amplio espectro, ya que esta planta y
sus frutos se postulan como nutracéutico, por su alto contenido de vitaminas A, C, D, E y del complejo B;
fitoquimicos como polifenoles que pueden actuar como “barredores” de radicales libres, Brusotti., et al.
(2014), otorgandole a la uchuva o uvilla propiedades antioxidantes, que brindan valor agregado con
potencial benéfico para la salud Castro, AM.,, Rodriguez, L., Vargas, EM. (2010).

La biotecnologia no solo se ha encargado de estudiar métodos de fermentacién aerobio ¥ anaerobio parma
producir alimentos fermentados ¥ alcoholes, sino también para la produccién de firmacos de forma
industrial, Nereyda, E. (2011)., pues hoy en dia se obtiene un sintimero de farmacos no solamente de
origen microbianos, sino también de origen vegetal, conocidas como antibidticos naturales, Ayala, Z.
(2009) es el caso de ciertas especies de plantas como ajo albahaca, atfalfa, canela muy usadas en industrias
europeas. Areiza, N. (2013),

La biotecnologia de la salud o también conocida como biotecnologia roja, es la mas visible y se dedica a la
prevencién, diagnéstico y tratamiento de un gran mimero de enfermedades nuevas ¥ conocidas Bauer, M.;
W. (2011).

De acuerdo con EuropaBio (la asociacién europea de bioindustrias) los medicamentos creados a partir de
avances biotecnoldgicos son el 20% de los medicamentos comercializados y el 50% de los que estan en
ensayos clinicos. Por ejemplo el sector de la Biotecnologia en India comprende alrededor de 350
compaiiias que generan ingresos de alrededor de 2 billones de dblares que se estiruan aleanzarin los 7
billones en el 2015, produciendo asi mas del 40% de medicamentos en el mundo, Kumar, N,, et al.
(2014),

Se calcula que mas del 20% de todos los alimentos producidos en el mundo se pierden por accion de los
microorganismos. Nereyda E. (2011). Por otra patte, los alimentos alterados pueden resultar muy
perjudiciales para Ia salud de! consumidor.

Para el anilisis de microotganismos patdgenos en alimentos con métodos ¥ téomicas tradicionales se
requiere un proceso largo para obtener resultados. La aplicacion de técnicas moleculares, como las téenicas
de andlisis del ADN y, concretamente, las basadas en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), son
herramientas cada vez mas extendidas en el andlisis microbiolégico de los alimentos (Hill, 1996) ya que
offecen una enorme rapidez, sensibilidad y especificidad. Carrillo, M, (2010).

En un trabajo realizado en Turquia por Ozgur Cakir ¥ colaboradores en el 2014 obtuyvieron extractos de
hojas v tallo de P, peruwviana los cuales mostraron similares efecto de inhibicidn de crecmmiento en
Iicroorganismos ensayados, Todos extractos inhibieron tanto Gram-positivas y Gram-negativas el
crecimiento de bacterias, a partir de concentraciones superiores a 200 mg /disco. Los resultados de difusién
en disco que los extractos mostraron como actividad antibacteriana en Staphviococcus aureus A950277, |

&
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Staphylococcus epidermidis 14990, Lactococcus lactis ATCC 11454, Escherichia coli DHS-u y Erwinia
herbicola. :

Para todo estudio de sensibilidad bacteriana a antibidticos se emplea hoy en dia la téenica del
antibiograma disco-placa, basado en la norma CLSI, por ser el método mis utilizado y aceptado para el
estudio de la sensibilidad a antimicrobianos y saber la inhibicién segn la norma CLSI que los clasifica en
Resistentes, Intermedios v Sensibles, OMS. (2014).

Bacterias patbégenas

El bacteridlogo alemén Theodor Escherich aislé por primera vez en 1885 en heces de nifios con enteritis
(ICMSF, 1998) la bacteria que conocemos hoy como fscherichia coli (Pascual, 1989). El estudio
clentifico que se ha elaborado desde esa fecha ha sido muy extenso, por lo que, en la acmalidad,
posiblemente sea el microorganismo que mejor se conoce, Connor, D, R, (2012},

La posible contaminacién fecal en las redes de abastecimiento de agua v los manipuladores de alimentos
contaminados, han sido implicados frecuentemente en distintos brotes de enfermedad ICMSF, (1998). La
mayoria de los brotes relacionados con este microorganismo han sido debido al consumo de carne picada
de vacuno poco cocida v brotes relacicnados con alimentos elaborados con teche cruda, La tendencia en
los casos humanos de E. coli productoras de verocitotoxma (VIEC / STEC), ha ido en aumento desde
2008 y se fortaiecié aim mas debido a un brote en el verano de 2011 EFSA, (2014).

Salmonella fue observado por primera vez por los bacteridlogos alemanes Eberth v Koch en 1880 vy,
posteriormente fue cultivado por Daniel Salmon y Smith en 1885 quienes aislaron Bacillus cholerae-suis
en cerdos con peste porcing, enfermedad cuya etiologia virica se desconocia y asimismo fueron aisladas
bacterias tanto en casos de infeccién transmitida per alimentos como en casos de enfermedad animal,
actualmente a esta especie incluye mas de 2.500 serotipos EFSA, (2015),

Los alimentos gue mas suelen estar contaminados por Safmonella son las cames y productos carmicos, los
ovoproductos y otros diversos como es la leche,

La listertoris ha sido una de las principales enfermedades de origen alimentario segiin un estudio realizado
por Doyle ef al,. 1997. Listeria monocyiogenes, por su gran interés para la salud pablica y su mmpacto
econdmico, es uno de los microorganismo mas importantes en las Oltimas décadas Pascual y Calderén,
(2000).

Murray v colaboradores fueron quienes hicieron una descripcion clara en 1926 con el nombre de
Bacterium monocyviogenes (ICMSF, 1998), que causaba enfermedad en conejos y cuves, ya que mfeciaba a
los leucocitos de la sangre Bennett, L. (2011). Desde su aislamiento, se ha nombrado de muchas formas.
Primero se nombrd Bacterinm monocytogenes, por ser la monocitosis. Después pasd a lamarse Listeria
hepatolvtica, en honor a Lister y por su asoclacion con una alteracion del higado de conego. Por dltimo en
1940, se denomind Listeria monocyfogenes, hay evidencia que los bajos niameros de Listeria
monocyfogenes en vn alimento puede cavsar Listeriosis Bennets, L. (2011).
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Problema de Investigacidn:

. Existe la necesidad de trabajar en el desarrollo de agentes antimicrobianos naturales debido a que
el empleo de antibidticos comerciales son wnos de los principales enemigos de todo nuestro
“ecosistema” intestinal. Al igual que acaban con las bacterias responsables de una infeccion también
suelen dafiar nuestra flora intestinal, Aricapa, D. (2010). Esto produce muchas de las veces, diarreas
agudas, infecciones persistentes, estrefiimiento cronico, y graves dafios a ciertos érganos vitales como el
higado y los rifiones. Consecuentemente los antimicrobianos de origen natural alimentario podrian jugar
un rol fundamental, en tratamientos y control de infecciones sufridas por patégenos.

. La investigacion realizada por Ozgiir CAKIR et al., en el 2014 determiné 1a actividad antibiotica
del extracto etilico de hojas v tallo de uvilla, sobre patégenos de coleccion tipo: Escherichia coli Dil5-a,
Chromobacrerium violaceum 12472, Staphylococcus aureus A950277, Staphylococcus epidermidis, y
Lactococcus lactis ATCC 11454, demostrando la efectividad del nueve antibidtico, mientras que en el
estudio de Araiza Natalia y colaboradores en el 2013, obtuvieron un extracto acuoso de bayas de uvila
y estudiaron capacidad antioxidante y antiploriferativa sobre células cancerosas, pero no estudiaron Ia
actividad antibidtica del extracto, por lo tanto evidenciandose la necesidad de realizarlo en nuestro
trabajo, partiendo del uso de métodos adaptados, v a su vez se podra determinar si las bayas de wvilla
tienen la capacidad antibidtica en microorganismos patégenos aistados de alimentos cimicos de Ia
ciudad de Guaranda,

Justificacion de la nvestigacion,

Con ia aplicacién de técnicas thicrobiolégicas de vanguardia, esta investigacion permitira realizar
aislamientos de microorganismos presenios en carnes comercializadas en los principales mercados de la
Cuidad de Guaranda, determinado asi la calidad del alimento, y por ende las posibles rutas de infeccién ¥
patogenicidad.

Para no tener errores en los aislamientos y conservacion de los patégenos mas dificiles de identificar por
técnicas de laboratorio (fenotipicas, morfolégicas y bioquimicas), se amplificard secuencias de genoma
especificos para cada género mediante reacciones en cadena de Iz polimerasa (PCR), Este método nos
proporcionard resultados positivos en un corto periodo de tiempo con los que se estudiara la presencia de
un posible patdgenoc en las muestras analizadas. Bastyns, K. (2069)

Al obtener cepas aisladas de microorganismos, se podrd realizar los estudios de resistenciz o
susceptibilidad al antibidtico experimental, fruto de la aplicacion de los métodes adaptados mencionados,
esto permitira saber la efectividad o no del antibidtico natural y comparalo con antibidticos de uso clinico,
para lo cual se aplicara la técnica de antibiograma disco-placa basado ent la norma CLSI. (2010).

Los resultados obtenidos en esta investigacién seran de gran aporte para las ciencias médicas, industrias
farmacéuticas y de alimentos, y por otra parte contribuira a incentivar el cultivo de la uvilla que en nuestro
pais no se le ha dado importancia.

Por otra parte, Ia uvilly, tiene un afto contenido de propiedades curativas de hojas y fruto por lo gue han
permitido su uso en la industria quimica, farmacéutica y alimenticia, siendo Alemania el pais que mas
importa este fruto para sus industrias. Pardo J ¥ col,, (2010).

Es importante también recordar que en épocas pre colombinas, esta frrta era cultivada y consumida por los
habitantes andinos ya que aparte de alimentarlos, les ayudaba a aliviar y eliminar dolencias estomacales
Brusotti et al., (2014).

L
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METODOLOGIA

Para el desarrollo del proyecto se cumplirén los siguientes objetivos:

Objetivo 1.- Muestrear locales de venta de carnes en los mercados de Guaranda.

El muestreo se desarrollara en los mercados de la Ciudad de Guaranda v sus locales de expendio de carnes
{pollo, cerdo, res) de forma aleatoria por tipo de carne, se considerars la siguiente ecuacion:

Zipg
EQ

Las muestras adquiridas se refrigeraran a 4°C para su posterior preparacion,

o

Objetivo 2.- Aislar patégenos como Salmonella, Escherichia coli, y Listeria presentes en carnes de
consumo de los mercados en la Ciudad de Guaranda,

El tipo de microorganismo ensayados en este estudio serdn bacterias Gram positivas y Gram negativas,
stendo estas Salmonella spp, Escherichia Coli spp v Listeria spp.

Serdn necesarios 25 gr de muestra mezcladas con 225 ml de Agua peptona tamponada (APT), este caldo
nutritivo se colocard en una bolsa de estomacher. Respetando los métodos para cada tipo de
microorganisimo a aislar,

De la boisa de estomacher se tomaran alicuotas y se seguira los métodos correspondientes a los aprobados
para cada microorgatismo de interds:

£.Coli spp: Pascual y Calderén {2000),
Listeria spp: Norma ISO 11290-2 (2010).
Salmonella spp: Norma ISO 6579:2002 (2007}

Se separard alicuotas de 1.5 mi en tubos ependorf por duplicado para conservar Ia alfcucta. Las cepas
aisladas de las muestras serdn re suspendidas en 500ul de Tampén TAE 1X,, esto permitira la extraccidn de
su ADN, Tgualmente se conservara cepas en viales de conservacion a temperatura bajo cero.

Objetivo 3.- Aplicar técnicas moleculares para identificar el género de los microorganismos aislados,

Las cepas re suspendidas en el Tampon seran descongeladas a temperatuta ambiente, luego centrifugadas a
16000xg, posteriormente se procedera a la extraccion de ADN cromosomico siguiendo las instrucciones
del Kit comercial (GenElute Bacterial Genomic DNA kit).

I.a Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) permitird confirmar si el microorganismo aislado
corresponde al deseado, para lo cual se usari cebadores de acuerdo al género y gen a amplificar.

Para detectar Salmonella se utilizarg los iniciadores: ST11- 3-GCC AAC CAT TGC TAA ATT GGC
GCA-3", 8T15: 5-GGT AGA AAT TCC CAG CGG GTA CTG G-3', los cuales amplifican un fragmento
de 429 pares de bases de ADN cromosomico, método desarrollado por: Aabo et al {1993).

Para detectar Listeria se usardn los cebadores List-univ: 1 (3-ATGTCATGGAATAA-3") y List-univ: 2
(5"-GCTTTTCCAAGGTGTTTTT-3 ), método desarrollado por Cocolin, L..et al. (2002),

Estos cebadores formaran parte del mix de reaccién de la PCR junto con (biotaq polimerasa Su/ul,
dNTP’S, MgCl2, Buffer) pasa lo cual se considerars metodologias descritas para cada género.

La reaccién de PCR se colocara en un termociclador Fl prodocto de PCR serd corride en un gel de
electroforesis que contiene Red safe + o Bromuro de etidio se usard Gen Ruler como marcador de Pesos
moleculares, Tampén de carga y se colocarin port pasillo identificados para ¢/u, esto se dejara por 40 min a
90 voltios.

El gel serd observado en un trans-iluminador de luz UV, y su lectura serd grabada. Para detectar
Escherichia Coli, se realizara una prueba de Indol, lectura universal. Las cepas que darén positivas en estos
(_andlisis serdn sometidas a la prueba de resistencia antibiética,
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Objetivo 4.- Obtener extracto de uvilla a parr de Ia adaptacién de métodos,

Para obtener el extracto de uvilla se aplicard una adaptacién a los métodos desarrollados por Areiza, N ¥
col. (2013) y Ozgur Cakir y col. (2014), para lo cual se plantea el disefio de experimentos detaliado a
continuacion;

DBCA con arreglo factorial AxB,
A== Métodos de obtencion del extracto.

A Al Bxtracto Acuoso (méiodo do Areiza, N y col 2013

.. A2 Extracto Bilico (método de Ozgur Cakir y col., 2014)
B=Partes del vegetal, I
. .BI - Yrutas de uviila maduras e
B B2 Frutas de uvilla semi-maduras e
... B3 Hojas tiemas do uyilla

X sus posteriores combinaciones: o o
(AIB1  Extracto acuoso de frutas de willa maduras e
_AIB2  Exracto acuoso de frutes de uville semi-maduras "
LAIB3 . Extracto acuoso de hojas tiemas demvilla
AZBI - Bxtracto etilico de frutas deyvilla madyras
A2B2 - Extracto etilico de frutas de uvilla semi-maduras~ ~
. AZB3 ' Extracto etilico de hqja;;rtie_;mars de uvifla ‘ ) o ,1’

* Método original de Areiza ¥ col., pero no lo utilizé pata inhibir mj croorganismos.
®Método original de Qzgur Cakir y col., usado para inhibir £.Cof,

Todos los extractos obtenidos de este experimento serin suministrados en la prueba de efecto antibiograma
en las siguientes concentraciones:
100pg/disco, 200 pa/disco, 400 nrg/disco, 600 pg/disco y 800 ng/disco

Objetivo 5.- Probar la resistencia antibidtica de los nticroorganismos aislados a los extractes
obtenidos,

Preparacion de discos de antibiograma,

De las colonias crecidas aisladas ¥ resembradas para obtener mas cultivo, se cogerd % de asa ¥ se re
suspenderd las células en una solucién salina hasta una escala de 0.5 MacFarland, Un hisopo estéril servira

Objetivo 6.- Realizar el Andlisis econdmico de costo/ beneficio.
Los costes de operacion seran tomados en cuenta, para analizar si es factible o no Ia produccion del
éxtracto en materia econdmica,

Objetivo 7.- Difundir los resultados obtenidos en el preyecto,

Este objetivo se cumplird mediante la escrifina cientifica para su publicacién en la revista Talentos de I
Universidad Estatal de Bolivar v Revistas Indexadas Especializadas, asi como el disefio de folletos
mformatives, dipticos o tripticos, periédicos, participacién en eventos de cardcter clentifico, charlas, y
casas abiertas.

L |
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s bacterianos, que permita un analisis micro y biotecnolégico
especifico, ya que este serd un estudio muy importante de prueba de resistencia antimicrobiana obtenido
experimentalmente, partiendo desde el aisfamiento inicial de patdgenos presentes en carnes.

Se
antibidticos de uso clinico, ademas que el extracto sea capaz de inhibir con doble espectro o sea que evite
el crecimiento de bacterias Gram positivas y Gram negativas.

La creacién de un banco microbiolégico de 0epas tipo, para posteriores estudios de la universidad en el
campo de la microbiologia ¥ biologia molecular.

Futuros trabajos de investigacion, que tomen ¢omo punto de partida los resultados obtenidos en este
estudio,

Incentivar el cultivo de uvilla con fines industriales en Ia provincia Bolivar.

H. SOSTENIBILIDAD

Como se lo describe en el apartado anterior, la Universidad Estatal de Bolivar contara con un banco inicial de
cepas tipo, esto permitira tener cultivos de coleccién, para estudios posteriores, e incluso para uso en
Taboratorios de practicas de formacién académica.

51 fos patégenos son susceptibles a los antibidticos desarrollados, esto determinarg la importancia de 1a uvilla
para su uso en la industria farmacéutica y alimentaria, dindole relevancia a nuestra Universidad en egte
campo, mediante el desarroilo de investigaciones que abarcan un mueve campo de la Agroindusiria,

En este contexto probablemente resulte interesante egta mvestigactén para peosteriores trabajos en interaccion
con otras instituciones nacionales cémo Hospitales, clinicas industrias alimenticias y por qué no decirlo
instituciones internacionales, que sertan beneficiarias de este conservante natural.

1. EFECTOS MULTIPL] CADORES
Los resaltados del proyecio podrian contribuir a:

La generacién de nuevas investigaciones.

En caso de existir resistencia de los patégenos a los antibidticos testigo (antibidticos de usos clinicos),
deduciriamos que esto se debe a posibles mutaciones del microorganismo, o a fueva especie de los treg
géneros a estudiar, algo que seria de mucho interds en la salud piblica, permitiéndonos estudiar en fiturag
investigaciones, para lo cual se podria aplicar miltiples técnicas moleculares, como podria ser PCR-RFLP
(Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de Restriceion- Reaccién en Cadena de la Polimerasa),

Al nivel celular y molecular, en caso de existir susceptibilidad por parte de los microorganismos en estudio, 3
firturo se podria trabajar para identificar en qué etapa de la divisién celylar el nuevo antibidtico acthia sobre la
bacteria; y por otra patte también, se podra determinar qué regién del genoma bacteriano es afectado por el
agente antibidtico obtenido en el presente estudio.

Bajo pruebas bioquimicas se podria analizar los elementos de los extractos de uvilla, y determinar cual actig
sobre 1a bacteria.

Desarrollo de ngevas metodologias, procesos o técnicas aplicables al campo de investigacién.
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Las pruebas de antibiograma disco-placa, es una técnica que podria ser aplicada para estudios en otros
MICroorganismos.

El nuevo método de extraccign estandarizado obtenido en esta investigacion, podré ser utilizado para otros
procesos de la industria,

De igual maners si e lograra que el efecto antimicrobiano actie sobre bacterias Gram positivas y Gram
negativas, se estaria hablando que el sustrato antimicrobiane obtenido de la Physalis peruviana seria de doble
espectro, posibilitindose asi también su utilizacion en el desarrollo de bio-peliculas para la conservacion de
alimentos,

La formacién de recursos humanos a nivel de pre ¥ post grado

Formar nuevos profesionales en el nivel de pre grado ¥ post grado con conocimientos de biologia molecuylar,
para su buen desenvolvimiento profesional,

J. BENEFICIARIOS DEL PROYE: CTo

BENENICIARIQS DIRECTOS

En el proyecto fortalecers Ia formacién del pasante egresado de ingenierfa Agroindustrial de Ia Facultad de
ciencias Agropecuarias de mestta Universidad, mismo que podra desarrollar su fesis de pre grado, vy
adquirir conocimientos nuevos an el cartpo de Ig microbiologia y biotecnologia en todo el proceso de
ejecucion del proyecto,

También es importante considerar que los investigadores se beneficiaran por medio de Ia adquisicion de
huevos canocimientos y téenicas g aplicar en este estndio.

Adicionalmente los profesionales de fa salud contardn con una nueva alternativa farmacologica de origen
natural, para ast contrarrestar enfermedades ocasionadas Por microorganismos patdgenos.

Esta investigacion sera de gran relevancia en el pais Y 8¢ espera asi mismo un impacto en el contexto
Internactonal, por sy aporte a la investigacidn de un producto natural de facil disponibilidad, como es ¢l
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L. TRANSFERENCIA DE RESUT, TADOS

La transferencia de resultados se pretende realizar a través de la publicacién de articulos en revistas cientificas
especializadas, participacién en congresos, talleres, v seminarios en la Universidad Estatal de Bolivar y fuera
de ella, capacitacion a estudiantes de las Universidades interesadas en conocer sobre esta tecnologia, la
difusién se complementars mediante ol disefio & impresién de folletos técnicos dirigido principalmente a los
habitantes de Guaranda,

M. FACILIDADES DE TRABRAJO

y téenicas a aplicar).

Profesionalmente y administrativamente se cuenta con una amplia experiencia, puesto que nuestro personal va
ha trabajado afics anteriores con proyectos de investigacion, v se ha manejado las cuestiottes financieras con
total éxito.

N. IMPACTO AMBIENTAL

Al medio ambiente se vierten de forma continua residuos de diferentes antibidticos, no incluidos en la
legislacion de regulacion, {Que van a parar a través de las aguas residuales urbanas a ros ¥ come si bien es
cierto estos antibidticos en su mayoria son de origen quimico y microbiolégico lo que hace que su efecto
contimie en accion en otros ambientes produciendo la destruccion de la microbiota acuitica, suelos, alterando
el equilibrio det ecosistema, Se ha encontrado residuos de antibioticos con una fuerte afinidad por la materia
en suspensidn a concentraciones que oscilan desde 1,4 a 2.4 mgrkg peso seco de lodo tratado. Aguayo, S
(2012),

Al obtener una antibiético de origen natural (origen vegetal), este no causaria mayores problemas al ser
desechados de forma incomrecta como sucede con la mayoria de farmacos en el mundo, por ello lo podriamos
considerar como un bio-remediador.

0. ASPECTOS BIOETICOS Y SOCIALES

En este proyecto se actuari con total ética profesional, en el manejo de reactivos, equipos, materiales, y en
especial de los agentes biolégicos en estudio.
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Q. DECLARACION FINAL

El equipo de investigadores, representado por el Director del Proyecto, v la Institucion Posmlanie Principal, a
través de su Representante Legal, de forma libre y voluntaria declaran o signiente:

- Que ef proyecto descrito en este documento es una obra, original, cuyos autores forman parte del equipo de
investigadores y por fo tanto asumimos la completa responsabilidad legal en ef caso de que un tercero alegue
la titularidad de los derechos intelectuales del proyecto, exonerando a la UEB de cualquier accién legal que se
derive por esta causal.

- Que el presente proyecto no causa perjuicio alguno al ambiente v no transgrede norma ética alguna, v que en
el caso de que la investigacion requiera de permisos previo a su ejecucion, el Director del Proyecto remitira
una copia certificada de los mismos a la UER.

- Que este proyecto no se ha presentado ninguna ofra institucion pablica o privada, para el financiamiento del
presupuesto solicitado a la UEB. El incumplimiento de este acuerdo serd causal para que el proyecto no sea
financiado o para la terminacion anticipada unilateral del convenio firmado con la UER.

- De otorgarse financiamiento por la UEB para la ejecucién del proyecto, aceptamos que los bienes adquiridos
con estos fondos permanecerin bajo la responsabilidad de Ia institucién postulante durante 1a ejecucion del
proyecto, pero la UEB se reserva el derecho de determinar el destino final de fos mismos, una vez finalizado
el proyecto.

- Aceptamos que si el proyecto se accede a financiamiento de la UEB. y como parte de los resultados del
mismo se genera algim producto o procedimiento susceptible de obtener derechos de propiedad intelectual, de
los cuales se deriven beneficios, éstos seran compartidos por la UEB. , la institucién postulante, la(s)
instituciones que compartieron la investigacion y el equipo de investigadores, en ltos términos definidos en el
respectivo convenio especifico,

Lugar: Guaranda. Fecha: 21-04-2015

;f . Py o e % }f;fl-“

ombre: Ing. Maria Bernarda Nombre: Dr, Ulices Eduardo Barragin Vinueza
CL.0701189433 . CL 0201104296

Directora det Proyecto - 'Representanre Legal de la Universidad
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