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RESUMEN

La Leptospirosis es una zoonosis de distribucion mundial, causada por una
bacteria espiroqueta movil del género Leptospira, perteneciente a la familia
leptospiraceae, que comprende dos especies fenotipicas: Leptospira interrogans y
Leptospira biflexa, la cual afecta a mas de 160 especies de animales domésticos y
silvestres, transmitiéndose por contacto directo de mucosas o piel erosionada con orina
infectada, suelo, agua, alimento contaminado y también por la ingesta de tejidos
infectados. El presente trabajo buscé detectar la proporcion de caninos eliminadores
de Leptospira patdgena por orina utilizando un estudio de tipo transversal, con un
muestreo no probabilistico, el tamafio de la muestra fue tomada asumiendo un nivel de
confianza del 95%, una prevalencia esperada de 26 % Yy un error aceptado del 5 % para
los cantones Manta, Portoviejo y Sucre de la provincia de Manabi, recolectando un
total de 298 muestras de orina. EI ADN obtenido de las muestras fue analizado
mediante la PCR convencional dirigido al gen lipL32 (HAP1) principal proteina de
membrana externa encontrada en especies de Leptospira patdgena. Obteniendo un
resultado de 2,01% (6/298) de prevalencia de ADN de Leptospira patdégena, donde los
mayores casos de positividad provinieron de caninos con propietarios, en comparacion
con los animales sin duefio. Se recomienda vacunar a los caninos contra Leptospira ya
que la bacteria permanece por mucho tiempo en el ambiente y puede estar siendo

liberada por hospedadores de mantenimiento infectando animales susceptibles.

Palaras claves: Leptospira patdgena, PCR convencional, Gen lilpL32, ADN,

Fenotipicas, Zoonosis.



SUMMARY

Leptospirosis is a zoonosis with worldwide distribution, caused by a motile
spirochete bacterium of the genus Leptospira, belonging to the Leptospiraceae family,
which includes two phenotypic species: Leptospira interrogans and Leptospira
biflexa, which affects more than 160 species of domestic and wild animals, being
transmitted by direct contact of mucous membranes or abraded skin with infected
urine, soil, water, contaminated food and also by ingestion of infected tissues. The
present work sought to detect the proportion of canines that eliminate pathogenic
Leptospira by urine using a cross-sectional study, with a non-probabilistic sampling,
the sample size was taken assuming a confidence level of 95%, an expected prevalence
of 26%. and an accepted error of 5% for the cantons of Manta, Portoviejo and Sucre
in the province of Manabi, collecting a total of 298 urine samples. The DNA obtained
from the samples was analyzed by conventional PCR targeting the lipL32 (HAP1)
gene, the main outer membrane protein found in pathogenic Leptospira species.
Obtaining a result of 2.01% (6/298) prevalence of pathogenic Leptospira DNA, where
the highest cases of positivity came from canines with owners, compared to animals
without an owner. It is recommended to vaccinate canines against Leptospira since the
bacterium remains in the environment for a long time and may be released by

maintenance hosts infecting susceptible animals.

Key words: Pathogenic Leptospira, PCR conventional, LipL32 gene, DNA,
Zoonosis.



. INTRODUCCION

La Leptospirosis es producida por bacterias del género Leptospira la cual
corresponde a la familia Leptospiraceae, del orden Spirochateales Lara et al. (2015).
La Leptospirosis es una patologia que afecta principalmente a los animales domésticos
o0 salvajes, pero puede transmitirse a los humanos, provocando en ocasiones una

enfermedad renal o hepatica grave (Tortora et al., 2007).

La Leptospirosis humana muchas veces es confundida con otras patologias
como Malaria, Zika y Dengue por presentar caracteristicas clinicas muy parecidas
como: el sindrome febril, diarrea, vomito, dolor abdominal y letargia, por tal motivo

es dificil diferenciarlas en etapas tempranas (Nufiez et al., 2015).

Los roedores estan estrechamente relacionados con Leptospira, por lo cual el
microorganismo se mantiene viable, se multiplica y se elimina a lo largo de la vida, e
incluso pueden transmitir la bacteria a sus crias durante el periodo embrionario a través
de la placenta, son asintomatico, alojan una variedad de serotipos patogenos,
contribuyen a la circulacion en ciertas areas definidas sin involucrar los huéspedes
sintomaético, también son considerado principales diseminadores por su capacidad de
eliminar Leptospira en la orina facilitado por su pH alcalino Ospina et al. ( 2017), Los
caninos se pueden infectar por el medio de la orina de los roedores, principalmente en
invierno por las aguas estancadas, estos animales domésticos son una alta fuente de

contagio e incluso pueden llegar a contagiar al ser humano (Alonso, 2020).

La Leptospirosis canina es una enfermedad clinicamente hiperaguda, aguda o
cronica, en donde las manifestaciones clinicas son diversas y no necesariamente
implican ictericia, la mayoria de ellas son manifestaciones subclinicas, por lo que
usualmente se diagnostican por los hallazgos serol6gicos y que en casos crénicos
llegan a producir el deceso del paciente. Los animales recuperados de esta patologia
pueden llegar a convertirse en portadores y diseminar la bacteria a través de la orina,
que es un factor de riesgo y un eslabén importante en la cadena epidemioldgica de la

Leptospirosis humana (Luna et al.,2008).

Arroyo (2011) menciona que la manifestacion de sintomas varia dependiendo

del serovar y si el hospedador es primario o secundario. Si el animal es el hospedador



primario hay una reaccion seroldgica baja y los signos clinicos son leves, logrando o
no aparecer dafio renal cronico; en hospedadores secundarios la severidad de sintomas
es superior, dependiendo de la susceptibilidad del animal, en la cual presenta fiebre,
inapetencia, vomito, dolor abdominal, diarrea, poliuria, polidipsia, mialgia, ictericia,

hematuria e infertilidad.

Los métodos para el diagnostico de la Leptospira son la prueba de ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), la Técnica de Aglutinacion Microscopica
(MAT), y pruebas moleculares como la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Esta dltima, demuestra ser Util en diversos patdgenos (Avilés et al., 2018).

La prueba molecular de PCR es un método enzimatico in vitro, que dan alta
especificidad y sensibilidad, permitiendo amplificar secuencias especificas de ADN,
esta tecnologia se basa en el uso de dos oligonucledtidos, luego de reconocer la
secuencia complementaria en la molécula del ADN, ya que el ciclo se prolonga bajo
la accion de la ADN polimerasa (Pedrosa, 1999).



Il. ANTECEDENTES

Segun Vicari et al. (2007) en su articulo investigativo “Evidence of canine
Leptospirosis in Kennels in Sicily, by PCR method” indican que se seleccionaron al
azar 64 perros recién capturados donde 40 eran machos y 24 hembras. Se busco
evidencia de ADN de Leptospirosis patdgenas mediante un analisis de PCR dirigido
al gen de ARNr 16S, la muestra de 24 hembras arrojé un resultado negativo mientras
la muestra de los 40 machos bajo investigacion arroj6 un resultado de 5 casos positivos
en la prueba de PCR para Leptospira spp. lo cual se asocia a una alta prevalencia de

infeccién en machos.

Un estudio que realizo Lascano et al. (2017) de “Incidencia de Leptospirosis
en perros que habitan en zonas cercana a la industria animal en Ecuador” mencionaron
una prevalencia de leptospirosis de 8,1% = 1,5% en caninos callejeros estudiados con
consumo de desechos de faenamiento en el &rea de influencia del camal, realizada en

252 caninos.

De acuerdo con Arroyo et al. (2011) en su trabajo de “Investigacion Leptospira
en animales portadores en la parroquia Calderén- Manabi’’, analizado mediante la
prueba de PCR en muestras de orina de ochenta y cuatro animales domesticos
encontraron una positividad de 70% en caninos, 67% en porcinos y 34% en bovinos.
Se obtuvo una secuencia de ADN de 19 amplicones (7 bovinos, 3 de caninos, 3 de
porcinos) la gran mayoria de los cuales mostraron alta homologia con L. inadai 16S
rDNA.



111.JUSTIFICACION

La Leptospirosis es una enfermedad zoondtica con alto poder de contagio, ya
que se adquiere por contacto directo por medio de la orina de animales infectados, o
bien, de forma indirecta en un ambiente contaminado. La Leptospirosis tiene una

distribucion mundial, afectando en gran medida las regiones tropicales y subtropicales.

Para ello se utilizara la Reaccion en Cadena de la Polimerasa conocida como
PCR, que es una técnica de laboratorio con una alta sensibilidad y especificidad, a
partir de muestra de orina para confirmar o descartar la presencia de ADN de

Leptospirosis en caninos.

Segun Sosa (2015) Portoviejo es el canton donde se encuentra la mayor
concentracion de casos de Leptospirosis en Manabi, considerando de suma
importancia evaluar los factores de riesgo de esta enfermedad, debido a que esto nos
permite determinar medidas de prevencién y control donde la presentacion de la
Leptospira es endémica, como es el caso de Portoviejo. Por tanto, conocer la capacidad
de eliminacion de Leptospira que puede tener los caninos por la orina, puede ayudar a

incentivar a los programas de control a través de informacién epidemiolégica.



IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Segun Lujan et al. (2019) la Leptospirosis es un problema de salud pablica, ya
que esta enfermedad es zoondtica y de presentacion mundial, observando que el Gnico
lugar donde no esta presente la bacteria es en la Antértida, sin embargo, en regiones
tropicales y subtropicales genera grandes problemas de salud, tanto a los animales

domésticos como al ser humano.

Murcia et al. (2020) mencionan que los caninos juegan un papel importante en
la transmision de la Leptospirosis a las personas y a otros animales, ya que la
enfermedad se transmite por contacto directo a través de la orina u otros fluidos
corporales infectados, o bien, de manera indirectamente después del contacto con agua

0 suelos contaminados.

Segun estudios hechos en Ecuador, existe una alta prevalencia de Leptospira
spp en caninos domesticos, debido al inadecuado manejo y cuidado de los mismos por
parte de sus duefios y por la elevada cantidad de caninos callejeros que sirven como
fuentes de transmision para la poblacion en general (Chuva et al., 2019).

De acuerdo con los resultados de Palma & Montalvo (2021) se realiz6 una
investigacion en el centro de faenamiento municipal del cantén Portoviejo donde se
detectd el 5,3% de muestras positivas para Leptospira patdgenas a través de la prueba

diagnosticas PCR.

En la provincia de Manabi estudios de seroprevalencia demuestran la presencia
de anticuerpos contra Leptospira patogena, lo que hace suponer la exposicion
constante de los caninos a la bacteria, la importancia de saber la capacidad de
eliminaciéon que pueden tener estos animales, permite establecer nuevas lineas de

investigacion y normas de proteccidn para evitar la infeccion al ser humano.



V. HIPOTESIS

La infeccion por Leptospira en caninos en los cantones Manta, Portoviejo y

Sucre es alta lo que ocasiona riesgos por su cercania con la poblacion humana.



VI1.OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

e Evaluar la capacidad de eliminacién de Leptospira patdgena por orina
a través de las caracteristicas asociadas a la presentacion de la infeccion

en perros domésticos de los cantones Manta, Portoviejo y Sucre
6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Detectar la proporcién de caninos eliminadores de Leptospira patdgena
en orina mediante la técnica de PCR convencional

e ldentificar las caracteristicas asociadas a la presencia de infeccion en
caninos domesticos a través de una encuesta en los cantones Manta,

Portoviejo y Sucre



VIl. MARCO TEORICO

7.1 Aspecto Tedrico

La Leptospirosis probablemente ha existido durante milenios, desde que el
hombre entr6 en contacto con los animales silvestres, en particular los roedores. Adolf
Weil, en 1886 describid cuatro casos de una enfermedad febril aguda caracterizada por
ictericia, signos anormales en el SNC, hepatoesplenomegalia y disfuncién renal. Por
lo que se denomin6 enfermedad de Weil Brightman (2018). Los roedores fueron
identificados, por primera vez, una fuente potencial de infeccién humana, seguidos por
los perros, mientras que el papel del ganado como reservorio no se determind hasta

varias décadas después (Guerra , 2009).

Esta enfermedad es causada por una bacteria espiroqueta movil del género
Leptospira, que afecta a mas de 160 especies de animales domésticos y silvestres que
pueden padecer una afeccion de distinta gravedad o actuar como reservorios, este
puede eliminar el microorganismo en la orina contaminando el ambiente sin mostrar

signos clinicos de la enfermedad (Campos, 2014).

7.2 Leptospirosis

La Leptospirosis se encuentra distribuida mundialmente y es considerada como
una de las enfermedades zoonética de mayor prevalencia global Romero et al. (2010),
fue descrita por primera vez en el hombre en 1886 y en caninos en el afio 1899 y
recientemente ha recibido atencion como causa importante de enfermedad hepatica y
renal (Uribe, 2016).

Los brotes ocurren normalmente durante la época de lluvia en zonas tropicales
que son altamente inundables donde las condiciones para su transmisién son
favorables Hernandez et al. (2021). La mayoria de los mamiferos son portadores de al
menos una especie de Leptospira ayudando a la mantencion y transmision de la

infeccion (Céspedes, 2005).
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7.3 Leptospira

La Leptospira son espiroquetas aerobias obligadas, gramnegativas, altamente
moviles, estos organismos estan fuertemente enrollados con extremos ganchudos
caracteristicos, midiendo alrededor de 0,1 a 0,2 um de diametro con una longitud de 6
a 25 um, esta bacteria tiene una temperatura de crecimiento 6ptimo de 28 a 30°C y
puede sobrevivir hasta 180 dias en suelo hiumedo por varios meses y en el frio puede
sobrevivir hasta 100 dias a -20°C (Azocar-Aedo et al.,2014).

La vida de la Leptospira en aguas estancadas o de movimientos lentos
proporciona un excelente habitat para ellas, el rango de pH Optimo para la
supervivencia es de 6,2 a 8,0 Guerra (2009). No toleran la exposicion de forma directa
a los rayos solares, no resisten pH &cidos o muy alcalinos, tampoco temperaturas
extremas por lo que para su cultivacidn y crecimiento se necesita tener las condiciones
adecuadas y los nutrientes necesarios para que ella se pueda desarrollar con éxito
(Sheleby , 2007).

7.3.1 Clasificacién

Pertenece a la familia Leptospiraceae, orden Spirochateales, que comprende
dos especies fenotipicas: L. Interrogans que comprende la cepa patdgena causantes de
la Leptospirosis y que, de acuerdo con sus caracteristicas seroldgicas, se clasifican en
serogrupos constituido por serovares y L. biflexa que comprende las cepas saprofitas,
no patodgeno, de vida libre, se encuentra en ambientes himedo y aguas superficiales
Garcia et al. (2013). Segun la clasificacion molecular, se ha identificado 21 especies
distribuida en tres grupos: especies saprofiticas, especies patdgenas y especies

intermedias (Espinoza, 2014).
7.3.2 Epidemiologia

Leptospira spp es capaz de infectar al ser humano, mamiferos domésticos y
silvestre Lehmann et al. (2014), estd presente en todos los continentes excepto en la
Antartida. Los animales, incluidos los humanos, se pueden dividir en hospedadores

primarios y secundarios Levett (2001). Un hospedero primario es aquel en el que la
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enfermedad es prevalente y a menudo, asintomatica. El hospedero secundario es aquel
que muestra signos de enfermedad leve o grave cuando se infecta Arroyo (2011).

El agente se localiza en los tubulos renales y se excreta en la orina durante dias,
meses 0 incluso afios Levett (2001). Los individuos infectados, ya sea animales o
humanos, pueden permanecer asintomaticos y eliminar patdégenos a través de la orina
de por vida (Céspedes, 2005).

7.3.3 Reservorios

Distintos animales mamiferos estan implicados en el ciclo de transmision de la
Leptospirosis, sin embargo, los reservorios naturales son los de mayor impacto,
mamiferos silvestres o sinantropicos pertenecientes al orden de los roedores Ko et al.
(2019), los cuales mantienen una relacion estrecha con las espiroquetas, ya que las
transfieren a sus crias en el Gtero o en el periodo neonatal, los géneros sinantropicos
Rattus y Mus han sido identificados como los principales diseminadores de Leptospira
spp debido a su notable capacidad de eliminar bacterias en su orina, ademés de
compartir el habitad y preferencias climaticas con las espiroquetas (Cosson et al.,
2014).

7.3.4  Transmision

La transmisién de la infeccidn por Leptospira ocurre por contacto de mucosas
o piel erosionada con orina infectada, suelo, agua, alimento contaminado y también
por la ingesta de tejidos infectados Sykes et al. (2010). Las mascotas pueden quedar
expuestas a la Leptospira excretada por la orina de animales salvajes o de granja a
través de actividades como nadar, beber o caminar sobre agua, suelo, lodos

contaminados (Brown & Prescott, 2008).
7.3.5 Vias de transmision
Esta bacteria puede trasmitirse de manera horizontal y vertical:

La forma vertical se transmite desde la madre al embrion, feto, antes durante o

poco después del parto. Los tipos de transmision vertical en animales pueden ser:
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transplacentarios, lo que se produce en el canal del parto o a través del calostro o leche
(Rovid et al., 2010).

La forma Horizontal se transmite de un animal infectado a un animal
susceptible, independientemente de la relacion parental de los individuos, puede
ocurrir con contacto directo o indirecto: la forma directa se produce cuando el
patdgeno entra en contacto con la sangre, tejidos u 6rganos de un animal infectado a
otros susceptibles, y de forma indirecta, siendo la mas comun; cuando la Leptospira
proveniente de terrenos o aguas contaminadas por orina de animales enfermo, ingresan
al organismo a través de la mucosa oral, conjuntival, nasal o genital (Tuemmers et al.,
2013).

7.3.6 Patogénesis

Esta bacteria se incorpora a un hospedero susceptible y se propaga
rapidamente donde se penetran en el espacio vascular Ettinger (2006), irrumpen en el
torrente sanguineo produciendo una bacteriemia; con una veloz separacién de invasion
de diversos 6rganos por los cuales, algunos serovares tienen una peculiar predileccion;
entre ellos, las células de los parénquimas hepaticos, renales y pulmonares, asi como
por las células endoteliales de los capilares Linzitto et al. (2008). Los factores
medioambientales més relevantes en la dindmica de transmision de Leptospira spp.

son: temperatura, humedad y precipitacion pluvial (Torres et al.,2015).
7.3.7 Signos Clinicos

El periodo de incubacidon de la Leptospirosis canina es de aproximadamente 5
a 15 dias, la gravedad de los signos clinicos depende de la edad y la
inmunocompetencia del animal, la serovariedad implicada y la virulencia de la
bacteria. La enfermedad puede presentarse como hiperaguda, aguda, subaguda o
cronico Langston & Heuter (2003), sin embargo, la mayoria de las infecciones no

producen signos patognomaonicos (Silva & Riedemann, 2007).

En la presentacion sobreaguda la leptospiremia conduce a un rapido y
progresivo deterioro del estado de salud, la Leptospirosis aguda presenta signos

clinicos como fiebre, vémitos, deshidratacion, taquipnea y shock que pueden ocurrir
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tan rapidamente que la insuficiencia hepatica o renal no tiene tiempo de desarrollarse
Cano (2012). La Leptospirosis subaguda es la forma mas diagnosticada y los signos
clinicos incluyeron fiebre, anorexia, vomitos, deshidratacion, letargo, dolor muscular,
diarrea, coagulacion comprometida, debido a compromiso hepatico o vasculitis que
puede conducir a petequias y/o equimosis. Eventualmente, puede desarrollarse una
hepatitis crénica que provoca ictericia, encefalopatia hepatica y pérdida de peso. La
tos y la disnea también pueden ocurrir con conjuntivitis y amigdalitis. La poliuriay la
polidipsia puede aparecer como consecuencia del deterioro progresivo de la funcion

renal y/o insuficiencia hepatica (Cano, 2012).

Los perros con Leptospirosis crénica pueden tener hepatitis cronica o fibrosis
hepéatica y los signos incluyen anorexia, pérdida de peso, ascitis, encefalopatia
hepaética, ictericia (Chiani, 2013).

7.3.8 Factores de riesgo

Dentro de los factores de riesgo que se asocian para adquirir una infeccion por
Leptospira spp, esta el contacto directo con roedores, cuidado de animales domeésticos
como caninos, ganados y sistemas de recoleccion de agua de lluvia. Otro factor muy
importante es la predisposicion ocasionada por el riesgo laboral u ocupacional como
agricultores, granjeros, trabajadores de los matadores, cazadores (tramperos),
veterinarios, lefiadores, personas que trabajan en el alcantarillado y en arrozales
Gonzales et al. (2018). Las inundaciones y las fuentes de agua cerca de las viviendas
son otro riesgo predisponente a la infeccidn de Leptospira, ya que la orina de animales
infectados, los suelos contaminados tienen contacto permanente con el ser humano
(Gonzales et al., 2018).

7.3.9 Diagnostico

Se requieren pruebas diagnosticas especificas para confirmar o descartar el
diagnostico de Leptospirosis Nufiez et al. (2022). Estos métodos incluyen la detencién
de anticuerpos especificos por MAT y (ELISA) el Ensayo Inmunoabsorbente Ligado
a Enzimas lwamoto et al. (2009). Otras técnicas disponibles para el diagndstico

incluyen la observacion por (DFM) Microscopia de Campo Oscuro, la prueba de (FA)
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Anticuerpo Fluorescente, la Histopatologia, el Cultivo bacterioldgico y la (PCR)
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (Nufiez et al., 2022).

Las técnicas moleculares mas utilizada son las que se realizan mediante la
deteccidn de genes propios de especies patdgenas; siendo rapida, sensible y especifica
pudiendo utilizarse para la identificacion de la enfermedad en estadios temprano
(Sedano, 2014).

La PCR es un método directo, es una ingeniosa técnica que permite obtener
millones de copia de cualquier fragmento de DNA en pocas horas, al igual que ocurre
en las células invitro, pero se utiliza un ADN polimerasa muy especial en el tubo de
ensayo. La Tag DNA polimerasa esta enzima proviene de una bacteria llamada
Thermus aquaticus que vive en las aguas termales del parque nacional de Yellowstone
en Estados Unidos, la estrategia de este método se basa en generar cambios bruscos
pero muy moderados en la temperatura, de manera que primero se incrementa para
provocar la division de las dos cadenas DNA para que puedan replicar. La PCR
también se usa ampliamente a nivel clinico para detectar enfermedades virales (Cortés
et al.,2002).

7.3.10 Medidas de control

Debido a su impacto zoonético, las medidas de prevencion de esta enfermedad
no solo estan dirigidos hacia la vacunacién de las mascotas caninas, sino también hacia
campanas de control de roedores y de otros animales silvestres que participan en la
diseminacion de la enfermedad. A estos programas se le suman el control en el
consumo de aguas estancadas que cominmente estan contaminadas. Existen diversos
tipos de vacunas comerciales contra Leptospira, entre las que se encuentran las que
contienen dos serovares la Canicola e Icterohaemorrhagiae combinados con vacunas
virales. El programa de vacunacion para caninos comienza a las 9 semanas de edad,
siguiendo una segunda dosis a las 12 semanas y una tercera a las 15 semanas, con una

revacunacion cada 6 u 8 meses (Romero,2014).
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7.4  Leptospirosis en caninos

La Leptospirosis afecta con mayor frecuencia a perros adultos. La gravedad de
la infeccion varia en funcion de la edad, entorno y cepa de Leptospira. Las infecciones
agudas se caracterizan por fiebre y debilidad muscular. Los sintomas mas frecuentes
asociados a la Leptospirosis incluyen letargia, depresion, anorexia, y vomitos. Otros
sintomas son: pérdidas de peso, dolor no localizado, dolor articular, paralisis posterior

y dificultad respiratoria ( Schaer, 2006).

Los caninos que sobreviven al tipo ictérico o que ya no manifiestan la fase
septicémica de la patologia deja de estar presente en el higado para afectar a los
rifiones, presentando signos de insuficiencia renal, variando su gravedad y acelerando
su progresion, normalmente la tasa de sedimentacion estd muy elevada, y la orina
contiene albdmina, cilindros, hematies y leucocitos; el deceso puede sobrevenir por
fallo renal debido a una nefritis difusa o aguda. Las otras variaciones encontradas son

las del sindrome urémico (Goldstein, 2010).

Debido a su comportamiento natural de extravio existe mayor probabilidad de
contraer Leptospira en los perros machos que en las hembras, de igual forma los
caninos que tienden a tener mayor y/o libre contacto con el medio exterior a diferencia
de los perros que estan solo en casa, corren mayor riesgo de infectarse. Ademas, los
perros que deambulan libremente o viven por zonas urbanas y suburbios de las
ciudades son una fuente importante de transmision de la infeccion por tener contacto

con reservorios silvestres y roedores (Azdcar-Aedo et al., 2014).

En la provincia de Manabi, estudios enfocados en el cantdon Portoviejo
demuestran una elevada seroprevalencia de 12,6% a 39% de Leptospira, que fueron
reportadas en caninos domésticos (Velasquez et al., 2020; Carrefio et al., 2013),
atribuyendo el contacto de los caninos con poblaciones de ratas, acompafiado de
condiciones climaticas y de ecosistema que favorecen su presencia, tal como lo afirma
Sosa (2015), que la Leptospira se encuentra altamente presente en algunas regiones
costeras de Ecuador donde identifico especies de Leptospira en orina de cerdos

,porcinos, bovinos, rifiones de ratas y muestras de aguas.
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De acuerdo Pesantez & Aguilar (2021) notificaron datos sobre el nimero de
casos de Leptospira en Latinoamérica en caninos, donde se reportaron en Brasil (0,2%)
Perl (23,6%) y Colombia (8,8%) durante el afio 2017.

Segln Alonso (2020) en su estudio seroldgico realizado en Colombia,
demostro que existe una prevalencia alta (79,9%) en Leptospira, los serogrupos mas
frecuentes fueron, Grippotyphosa (10,2%), Hursbrige (8.4%), Saimin y Australis
(7.2%), Canicola (6.8%), Tarassovi (6.4%).

A nivel de Ecuador, Guayaquil es la ciudad con mas altos casos de incidencia

de Leptospira cania, mientras Cuenca y Quito tiene una incidencia moderada y Loja

una incidencia baja (Pesantez & Aguilar, 2021).
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VIII. DISENO METODOLOGICO
8.1 Tipo de estudio

El presente trabajo fue de tipo transversal No probabilistico a partir de muestras
de orina recolectadas de caninos aparentemente sanos de los cantones Manta,
Portoviejo y Sucre de la Provincia de Manabi que cumplieron con los siguientes

criterios de inclusion.
8.2 Criterios de inclusién

e Animales aparentemente sanos provenientes de clinicas veterinarias y/o
Centros de rescates

e Que no hayan recibido antibidticos durante 4 semanas antes del
muestreo

e Perros de zonas urbanas y rurales de los cantones Manta, Portoviejo y
Bahia

e Que hayan sido o no vacunados contra Leptospira
8.3 Calculo de muestra

Para el calculo del tamarfio de la muestra se utilizé la férmula para proporcion
de poblacion desconocida establecida por Thrusfield (2018), asumiendo un nivel de
confianza del 95% una prevalencia esperada de 26% y un error aceptado del 5%,
alcanzando un tamafio de muestra de 298 caninos, repartidos en los 3 cantones antes

indicados.
8.4 Recoleccion y procesamiento de la muestra de orina

Las muestras de orina fue extraidas a través de sonda uretral directamente de
la vejiga del animal con la ayuda de una jeringa estéril, siguiendo el protocolo
establecido en el trabajo investigativo Leptospira patdgenas presente en animales
domeésticos y silvestres de tres cantones de la provincia de Manabi: Caracteristicas
gendmicas, dinamica de eliminacion y su distribucion en el ambiente aprobado por el
Comité de Bioética institucional -UTM y asentado en el Tomo:021-2 Folio:21-2-4;

Las muestras de orina fueron sometidas a un proceso de estabilizacion y concentracion
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siguiendo el protocolo establecido por Stoddard (2013) que consistio en lavado con
tampdn fosfato salino (PBS), una vez estabilizada la muestra fue conservada a -20°C.

Las muestras de orina, estabilizadas en PBS fueron sometidas a un protocolo
de extraccion descrito por Matamala (2018) el cual consistid en utilizar 500 ul de
buffer de lisis que contiene EDTA, SDS, TRIS y CINa y 5 uL de proteinasa K y
sometidas a una incubacion por una hora a 56°C con la ayuda de un termoblock,

después de ese tiempo se aplicé etanol al 100% para provocar precipitacion del ADN.

Las muestras, extracciones de ADN y PCR fueron procesados en el laboratorio
de Leptospira de la Universidad Técnica de Manabi ubicados en la parroquia Lodana
Cantdn Santa Ana.

8.5 Reaccidn en cadena de la Polimerasa (PCR)

El ADN obtenido fue analizado mediante PCR convencional, dirigido por lip
L32 siguiendo el protocolo descrito por Branger et al. (2005), utilizando un juego de
Primers o cebadores especificos para Leptospira patdgenas descritos en la tabla 1. El
cual identifica 262 pares de bases (pb), el protocolo de la PCR incluyé controles:
positivo (cultivo de Leptospira) y negativo (mix de PCR). La concentracion de los
reactivos para el master mix se encuentran descritos en la tabla 2. El perfil térmico que
se utilizd6 fue el siguiente: desnaturalizacion inicial 95 °C durante 5 min,
desnaturalizacion de 94 °C durante 15 segundos, alineamiento a 56 °C durante 35
segundos, extension a 72 °C durante 40 segundos y una extension final a 72 °C durante

10 min.

Tabla 1: Cebadores contra Leptospira patdgenas usada en el PCR

Primers / cebador Secuencia
hapl F (5"a 3") GCA AGC ATT ACC GCT TGT GG
hapl Reverse (5a 3") TGT TGG GGA AAT CAT ACG AAC
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Tabla 2: Concentracion de reactivos del master mix

Reactivo Concentracion final | Volumen por reaccion (uL)
Primer F 0,2uM 1,25
Primer R 0,2uM 1,25
MgCI2 1,5mM 0,75
Buffer 1X 2,50
H20 13,55
Taq polimerasa 1U 0,20
dNTPs 0,2mM 0,50
TOTAL 20,00

8.6 Gel de electroforesis.

Se realizo en gel de agarosa al 1,5% y los productos de PCR fueron tefiidos y
cargadas con buffer de carga 6X y SYBR Safe y sometidas a 100 voltios por un tiempo

aproximado de 40 minutos.
8.7 Aplicacion de encuesta epidemioldgica

Se aplico una encuesta epidemioldgica descrita en el anexol, la cual busco
identificar las caracteristicas de habitad, manejo del perro y relacionarlas con la

positividad o negatividad a la PCR.
8.8  Andlisis estadistico

A partir de los resultados a la PCR se realiz6 la prueba de Fisher para establecer
diferencias estadisticas entre las proporciones de las caracteristicas de los animales
positivos y negativos identificadas en la encuesta epidemioldgica, utilizando un nivel
de significancia < 0,05, se aplicO estadistica descriptiva en el procesamiento de

caracteristicas como procedencia, raza, Sexo entre otras.
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IX. PRESENTACION DE RESULTADOS, ANALISIS E
INTERPRETACION

De acuerdo con el trabajo de investigacion realizado se obtuvieron los

siguientes resultados.
9.1 Caracteristica de los animales seleccionados de acuerdo con la raza.

De un total de 298 muestras de orina el 58,72 % (175) provenian de caninos mestizos
y el 41,27 % (123) de razas conocidas (ver tabla 3).

Tabla 3: Porcentaje de caninos por raza utilizados en el estudio

Raza Muestras Porcentaje
Razas 123 41,27
Mestizo 175 58,72
Total 298 100,00

9.2 Caracteristica de los animales seleccionados de acuerdo al Sexo

De un total de 298 muestras de orina, el 21,14% (63) provenian de caninos

hembras, mientras que el 78,85% (235) de caninos machos ver (tabla 4).

Tabla 4: Caracteristicas por sexo de los caninos muestreados en el estudio.

Sexo N Porcentaje

Hembras 63 21,14
Machos 235 78,85
Total 298 100,00

9.3 Caracteristica de los animales seleccionados de acuerdo con la Edad

Se observo que el 33,22% (99) de los individuos muestreados presentaban entre
un mes a un afo, de tal manera que el 66,75% (199) correspondian a caninos mayores

de un afio (ver tabla 5).
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Tabla 5: Caracteristicas por edad de los caninos seleccionados para el estudio

Edad-Afios N Porcentaje
0-<1 afo 99 33,22
>1-2 afos 9 3,02

> 2 —6 afios 123 41,27

> 6 afios 67 22,48
Total 298 100,00

9.4  Caracteristica de los animales seleccionados de acuerdo con su procedencia

De los 298 caninos muestreados el 79,1% (236) pertenecen al canton
Portoviejo; el 18,45% (55) a Manta; el 2,34% (7) a Sucre (ver tabla 6).

Tabla 6: Porcentajes de cantones seleccionados en el estudio.

Cantones N Porcentaje
Portoviejo 236 79,19
Manta 55 18,45
Sucre 7 2,34
Total 298 100,00

9.5 Caracteristica de los animales seleccionados de acuerdo a su procedencia

De acuerdo a la procedencia, el 4,69% de los caninos correspondian a centros
comunitarios de Rescate, mientras que el 79,19%pertenecian a hogares fijos (ver tabla
7).

Tabla 7: Caracteristicas de los caninos seleccionados para el estudio de acuerdo a

su ambiente de crianza.

Ambiente de crianza N Porcentaje
Centro de Rescate 14 4,69
Con propietarios 236 79,19
Desconocido 48 16,10
Total 298 100,00
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9.6 Prevalencia de Leptospira patdégena por medio de PCR convencional en
perros de la provincia de Manabi

Se observo un 2,01% (6/298) de positividad de ADN de Leptospira patdgena

en los caninos muestreados de los cantones Manta, Portoviejo y Sucre (ver tabla 14).

Tabla 8: Total de caninos Positivos a la PCR

Resultados PCR N Porcentajes
Positivo 6 2,01
Negativo 292 97,98
Total 298 100,00

9.7 Encuesta epidemioldgica realizada de acuerdo al resultado obtenido por
PCR

Al evaluar el total de casos positivos a Leptospira patégena de los caninos
muestreados por medio del PCR convencional, el 1,8% pertenece a Manta mientras
que el 2,1% a Portoviejo, no se observo positividad en los animales muestreados del
cantén Sucre; en relacion con la raza se observo que 1,7% eran mestizo y 2,4 % raza;
el 3,1% fueron hembras y el 1,7% fueron machos, no observando diferencia
significativa entre las proporciones de positivos y negativos en estas caracteristicas
(ver tabla 9).

El 2,5% pertenecian a caninos con duefio a diferencia de los animales
muestreados en centros de rescate donde no se observé ningln resultado positivo.

Identificando que no hay diferencias significativas entre las proporciones (ver tabla 9).

La caracteristica de los animales muestreados al tener contacto con aguas
estancadas, se identificd una mayor proporcion de casos positivos a la PCR en caninos
gue no tenian contacto con 2,6% en comparacion con los que habian tenido contacto;
al evaluar el antecedente de contacto con Basura, el 1,5% de los positivos al PCR tenia
antecedentes de contacto, en comparacion con los que no tuvieron contacto a basura
que presentaron un 2,7% de positividad. Al evaluar el contacto con roedores no se

hallo diferencias entre las proporciones, sin embargo, se identificé que los que no
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reportaron contacto con roedores presentan mayor proporcién de casos positivos a la
PCR con el 2,7% (ver tabla 9).

En cuanto al antecedente de vacunacion y positividad al PCR el 1,9% tiene
antecedente de vacunacion y un 3% no tiene antecedente de vacunacion a Leptospira
patdgena, sin embargo, se puede evidenciar que del total de animales vacunados el
11,1% habia recibido una vacuna dentro de seis meses anteriores al muestreo;1,7%
tenia entre seis a doces meses; y el 3 % se desconocia fecha de vacunacion. Se hallé
que no hay diferencia significativa entre la ocurrencia de positividad al PCR entre

animales vacunados y no vacunados (ver tabla 9).

Se observd que 3,7% de los caninos realizan sus excretas en su domicilio
mientras el 2% en casa o lugares publicos, evidenciando que no hay diferencia entre

las proporciones de casos positivos al PCR (ver tabla 9).

Del total de casos positivos a Leptospira patdégena el 2,9% de los individuos
estan entre una edad mayor a 6 afos; el 11,1% de uno hasta dos afios y el 3% menor a
un afio, no observado diferencia en la ocurrencia de la positividad de acuerdo a la edad
al PCR (ver tabla 9).
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Tabla 9: Caracteristica de los animales positivos a la PCR de Leptospiras Patdgenas

en caninos de la provincia de Manabi.

Variable caracteristica Positivos Negativos | IC 95% P value
(%) (%)
Tiempo de | <6 meses 1(11,1) 8(88,9) -9,4-31,6 | 0,2484
Vacunacion >6- 12 meses 2 (1,7) 115 (98,3) -0,6-4,0
contra >12- 24 meses 0(0) 10(100) 0
Leptospira >24-36 meses 0 (0) 4(100) 0
Desconocido 3(1,8) 155(98,2) -02-4,0
Vacunas contra | Vacunado 3(1,9) 149 (98,1) -0,2-4,1 | 0,6817
Leptospira No vacunado 3(3,0) 95 (97,0) -0,3-6,4
Desconocido 0 (0) 48 (100) 0
Cantones Portoviejo 5(2,1) 231 (97,9) 0,2-39 |1
Manta 1(1,8) 54(98,2) -1,7-53
Sucre 0(0) 7(100) 0
Edad 0-1 afio 3(3,0) 96 (97,0) -0,3-6,4 | 0,3345
1-2 afios 1(11,1) 8 (88,9) -9,4-316
>2afos 0 (0) 123(100) 0
> 6 afios 2(2,9) 65(97,1) -10-7,0
Sexo Hembra 2(3,1) 61(96,9) -1,1-75 10,6101
Macho 4 (1,7) 231(98,3) 0,04 -33
Roedores Contacto 0(0) 30 (100) 0 0,6965
No contacto 6(2,7) 214 (97,3) 0,5-48
Desconocido 0(0) 48(100) 0
Mestizo 3(1,7) 172 (98,3) -0,2-3,6 | 0,6937
Raza Razas 3(2,4) 120 (97,6) | -0,2-5,1
Ambiente de | Centro de Rescate | 0 (0) 14(100) 0 0,6965.
crianza Con Propietario 6(2,5) 230 (97,5) 0,5-4,55
Desconocido 0(0) 48 (100) 0
Basura Contacto 1(1,5) 65(98,5) -14-44 |1
Sin contacto 5(2,7) 179 (97,3) 0,3-5,0
Desconocido 0(0) 48(100) 0
Aguas Contacto 0(0) 24(100) 0 0,7561.
estancadas Sin contacto 6(2,6) 220 (97,4) 0,5-47
Desconocido 0(0) 48(100) 0
Lugar de | Calle 0(0) 24 (100) 0
excretas Domicilio 3(3,7) 77 (96,3) -0,4-7,9 |0,6684
Ambas 3(2,0) 143 (98,0) -0,2-4
Desconocido 0 (0) 48 (0) 0
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X. DISCUSION

La Leptospira es una bacteria de alta prevalencia en zonas tropicales y
subtropicales con una distribucion muy alta en todo el mundo, siendo el canino
domestico uno de sus diseminadores ambientales principales. Las condiciones
tropicales del Ecuador, especialmente en las zonas costeras, y la abundante poblacion
canina favorecen la propagacion y permanencia de la bacteria en este entorno. Siendo
la PCR el método maés eficaz para identificar la Leptospira en orina de acuerdo con
Bolin, (1996), debido a su alta sensibilidad y especificidad en orina que de acuerdo
con Aldazabal et al. (2007) es de un 100%, considerandola como una prueba “Gold

estandar”.

El presente estudio, mostr6 una prevalencia baja a Leptospira patogena a través
de PCR convencional, similares resultados fueron observados por Zaidi et al. ( 2018)
en Estados Unidos con una prevalencia 4,8 %. Contrario a estos estudios Mioto et al.
(2018) y Putro et al. (2016) reportaron prevalencias superiores del 10,3% y 13,8% en
Brasil y en Semarang respectivamente. La diferencia de estos estudios radica en la
utilizacion de diferentes primers objetivos para el diagnostico de Leptospira patdgena
(gen 16S rRna,rrs y hsp; lipL32; Lepa 1 y Lepa 2) y técnicas de PCR (PCR
convencional y PCR en tiempo real), sin embargo en estos Gltimos estudios, los
caninos muestreados, pertenecian a situacion de calle, suburbios y de refugios publicos
lo que ocasionaba que fueran mas propensos a infectarse, en comparacion con el
presente estudio realizado en la provincia de Manabi que el 84% de los animales
muestreados tenian propietarios, otros aspectos a considerar son las prevalencias
existentes de Leptospirosis en Semarang que podrian presumir mayor positividad a
Leptospira en el ambiente.

En el presente estudio manifesté mayor casos de positividad a la PCR en
animales con propietarios y no se observo positividad en animales de centros de
rescates, contrario a lo reportado por Altheimer et al. (2020) y Rojas et al. (2010)

quienes observaron mayor frecuencia de positividad a Leptospira patdgena en perros
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de situacion de calle y en caninos en centros de rescates en comparacion a los que
tenian duefios; estos resultados pueden deberse a que aunque en Manabi los
propietarios de mascotas indican tener control sobre ellos, muchos de estos tienen vida
libre 0 momentos que no son controlados por los duefios, o que aumentaria la
posibilidad de entrar en contacto con la bacteria que se encuentra libremente en el
medio ambiente tal como lo demuestra Sosa (2015) donde identifico la presencia de
Leptospira en muestra de agua, en orina de cerdo, bovino y rata en un estudio piloto

en el cantdn Portoviejo de la provincia de Manabi .

Cuando se evalud la presentacion de positividad de acuerdo al sexo, no se
observo diferencia significativa al PCR de Leptospira patdgena en machos y hembras,
resultados similares a los encontrados en este trabajo fueron reportados por Zaidi et al.
(2018) y diferentes fueron reportados por Altheimer et al. (2020) donde observo una
mayor frecuencia en hembras que en machos utilizando PCR en tiempo Real. Estos
resultados pudieron deberse a que el tamafio de muestra de macho fue superior en
comparacion a las hembras y otra posible causa, podria deberse a que la Leptospira
infecta a los caninos sin diferenciar al sexo, debido a que la bacteria puede permanecer
viable en el medio ambiente durante semanas o meses, tal como lo menciona Botero
& Rodriguez (2014).

En cuanto a la vacunacion, no se evidencié diferencia significativa de
positividad a la PCR en animales vacunados y no vacunados, resultados diferentes
fueron reportados por Blanchard et al. (2021) que afirma que los perros vacunados
contra Leptospira no mostraron presencia de esta bacteria en orina, demostrando
protecciéon en los animales vacunados frente a los que no reciben vacuna contra
Leptospira. Estas diferencias encontradas en los resultados del presente estudio,
pueden deberse a que los propietarios de las mascotas no estaban al dia con el plan de
vacunacion, generando una mayor susceptibilidad a la bacteria por no tener inmunidad
pasiva contra el patdgeno, Klassen et al. (2003) menciona que al vacunar dos veces al
afio a los caninos contra Leptospira canina puede dar una mayor proteccion de hasta

13 meses después de la ultima aplicacion.
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No se observd diferencias entre las proporciones de positivos al PCR que
tuvieron contacto con aguas estancadas, contrario a lo observado por Mufioz (2014)
donde encontré que existe mayor positividad en aguas estancadas como charcos,
bebederos evaluado por PCR en tiempo real. Estos resultados podrian deberse al
inadecuado sistema de alcantarillados sanitarios comin en Manabi, existiendo
cantones que no cuentan con los mantenimientos adecuados, incrementando asi, el

riesgo de contaminar las aguas con orina de animales infectados (Levett,2001).

En cuanto al contactos con roedores, no hubo diferencia significativa de
positividad al PCR de Leptospira, contrario a los resultados obtenidos por Tostes et al.
(2012) que encontro que la positividad a Leptospira aumentaba de acuerdo en caninos
que presentaban mayor contacto con estos animales. Estos resultados podrian deberse
al contacto indirecto que tenian los caninos, en su mayoria de traspatio, a pesar de que
los duefios aseguraban que sus mascotas no tenian contactos con roedores, tal cual lo

menciona (Concha, 2021).

Cuando comparamos las prevalencias del presente estudio con prevalencias en
otras especies animales, observamos que son similares a las reportadas por Montalvo
& Palma. (2021) en bovinos sacrificados en el centro de faenamiento de Portoviejo
con el 5,3 % (4/75) de positividad a Leptospira patdgena por PCR; en ambos estudios
se trabajo con el mismo gen Hap 1 para Leptospira patdgena, la Unica diferencia que
las unidades diagndsticas de este ultimo estudio fue realizado a través de muestras
agrupadas. Estos resultados son de importancia para la salud publica debido a que los
caninos aumentan el riesgo de infeccion, ya que el perro es un huésped reservorio de
la bacteria, lo que posibilita la diseminacion de Leptospira en los pastos, alimento
balanceado y en las instalaciones de criaderos, sin embargo, los caninos son precisos

para compafiia y vigilancia de hatos de bovinos segun (Benavides & Marcillo , 2016)
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En cuanto a la Raza y Edad de los animales positivos no se observaron
diferencia significativa de positividad al PCR, similares resultados fueron reportados
por Tostes et al. (2012) pero diferentes en relacion a la edad reportados por Zaidi et
al. (2018) donde observé que los perros jovenes menores de un afio se enfrentan a un
riesgo significativamente mayor de infectarse a Leptospira patégena que los caninos
mayores a un afo.
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XI. CONCLUSIONES

Los caninos muestreados en el presente trabajo pueden eliminar Leptospira
patdgena mediante la orina, ya que la prueba de PCR convencional permitié detectar
a través del gen lipL32 (HAP1) una prevalencia de ADN en caninos provenientes de

los cantones Manta, Portoviejo y Sucre.

Se observa que los animales con duefios presentaron mayor positividad a PCR

para Leptospira patdgena.

No se observd asociacion entre las caracteristicas sexo, edad, raza, contacto
con roedores, aguas contaminadas y procedencias de los animales positivos a la PCR
de Leptospira patdgena, concluyendo que la bacteria se encuentra diseminada en el
ambiente donde se desenvuelven los animales domésticos siendo un riesgo eminente

de transmision para el ser humano.
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XIll. RECOMENDACIONES

Se deberia instruir tanto en lugares rurales como urbanos al conocimiento sobre
esta bacteria, debido a que la infeccion en los perros constituye un riesgo potencial de

transmisién al ser humano.

La vacunacion de los caninos se debe realizar cada seis meses porque la
Leptospira posee un gran impacto en la salud pablica y asi podemos llegar a prevenir

que la mascota este vulnerable a la bacteria.

Es recomendable continuar realizando nuevas investigaciones con esta técnica
diagndstica para poder comprender la epidemiologia de esta patologia en los animales

domésticos y silvestres de la provincia de Manabi.
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XI1l. PRESUPUESTO

Rubro Cantidad Precio Total
Unidades Unit. uUsSD
Materiales de laboratorio
Jeringas 300 0,15 45,00
Mascarillas 3 0,30 $90
Sondas 300 0,40 $120
Guantes de manejo 6 12,00 72,0
Materiales de laboratorio PCR 1 700,00 700,00
Subtotal 1027,00
Total 1027,00
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X1V. CRONOGRAMA

Actividades 2021
Meses Mar. | Abr. | May. | Jun. Julio. | Ago. | Sep. | Nov. | Dic.
Elaboracion X X
Aprobacion del proyecto X
Compra de materiales X X
Recoleccion de muestras X X
Actividades 2022
Meses Ene. | Feb. | Mar. | Abr. | May. |Jun. |Jul. | Ago. | Sep.
Recoleccion de muestras X X
Procesamiento de muestras X X X

en el laboratorio

Analisis de muestras

Presentacion de informe
final
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XVI. ANEXOS

Anexo 1: Encuesta epidemioldgica para detectar las caracteristicas

asociadas a la positividad al PCR.

Paciente......oooeeeeeen Fecha....
RESENA

Raza............... SeX0..vvvvvuiunnnnnn. Edad.......... Procedencia
ANAMNESIS

Uso de mascota:
Guardia Compafiia

HABITOS DE CRIANZA

Sale de casa Si
Sale con el propietario Si
Sale sin el propietario Si
Pertenece a Centro de rescate Si
Contacto con roedores Si
Contacto con desechos alimenticios Si
Contacto con basura Si
Contacto con aguas estancadas Si
Vacunados contra leptospira Si

No
No
No
No
No
No

No
No

No

Cuando se aplic6 su ultima vacuna contra Leptospira.......................

Desparasitado Si

Lugar de eliminacion de excretas:

Calle Domicilio

Habitos alimenticios:

Balanceado Casero

Contactos con personas dentro de su entorno:

1 2 3 4

Las personas que estan en contacto con la mascota son

Nifos Adolescentes Adultos
mayores

Ambas

Ambos

0 mas

Adultos
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Anexo 2 : Porcentaje de caninos por raza utilizados en el estudio

Raza Muestras Porcentaje
Caniche 2 0,67
Mestizo 175 58,70
Pitbull 9 3,02
Golden 6 2,01
Bulldog ingles 3 1,00
Chihuahua 5 1,67
Cocker americano 1 0,33
Déalmata 1 0,33
Déberman 1 0,33
French poodle 29 9,73
Golden Retriever 3 1,00
Husky siberiano 16 5,36
Labrador 7 2,34
Mastin napolitano 1 0,33
Pastor Aleman 3 1,00
Pekinés 2 0,67
Pincher 3 1,00
Pug 3 1,00
Rottweiler 1 0,33
Salchicha 2 0,67
Schnauzer 22 7,38
Shih Tzu 2 0,67
Yorkshire 1 0,33
Total 298 100,00
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Anexo 3: Caracteristicas por procedencia de los caninos seleccionados para el

estudio.

Procedencia N Porcentaje
Portoviejo Florén 21 7,04
Picoaza 11 3,69
Complejo 1 0,33
Calderon 1 0,33
Playa Prieta 1 0,33
San Jorge 2 0,67
Rio Chico 2 0,67
Higueron 10 3,35
18 de octubre 1 0,33
Guabito 1 0,33
Centro de Portoviejo 157 52,68
Estancia vieja 6 2,01
Vicente Veliz 1 0,33
Colén 6 2,01
Ambato Ambato 1 0,33
Bolivar Calceta 2 0,67
Montecristi Montecristi 1 0,33
Guayaquil Guayaquil 3 1,00
Manta Centro de Manta 20 6,71
San Juan 13 4,36
San Lorenzo 22 7,38
Quevedo Quevedo 1 0,33
Quito Quito 2 0,67
Rocafuerte Rocafuerte 1 0,33
Santa Ana 2 0,67
Puerto Lopez Puerto Lopez 1 0,33
Jaramijo Jaramijo 1 0,33
Sucre Bahia 7 2,34
Total 298 100,00
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Anexo 4: Recoleccidon de muestra

Extraccion de orina canina mediante sondas

muestras de orina. Lavado de muestras de Termociclador con las
orina con PBS. muestras de canino

Aplicacion de buffer de lisis Precipitacion de las muestras Agregar agua de PCR
y de proteinasa K con etanol.
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