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1. Titulo

Deteccion de Leptospira patdégena en hembras bovinas de edad reproductiva en la

provincia de Morona Santiago.



2. Resumen

La leptospirosis es una enfermedad zoon6tica, causada por cualquier agente patdgeno
del género Leptospira, ademas es considerada como una enfermedad reproductiva que provoca
elevadas pérdidas economicas en la ganaderia bovina debido a abortos, infertilidad,
disminucidn de la produccion lactea y muerte de animales. Estudios serol6gicos realizados en
el Ecuador han demostrado la circulacion frecuente de serovares como: Pomona,
Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa, Canicola, Bataviae, Hardjo, Australis, Sejroe, entre otros;
sin embargo, las limitaciones de la serologia hacen necesario el uso de técnicas moleculares
para la deteccion del patdgeno y sus sitios de colonizacion. En la provincia de Morona Santiago,
no existen estudios relevantes sobre la deteccion de Leptospira patégena, por lo que se
desconoce el impacto de la leptospirosis, de manera especial en la salud reproductiva de los
animales; en consecuencia, el presente estudio busco identificar la presencia del patdgeno en
hembras bovinas de edad reproductiva en el cantén, mediante un estudio observacional de tipo
transversal en el camal municipal del canton Gualaquiza. Se muestrearon 50 hembras bovinas
para la obtencién de suero sanguineo, orina y lavado uterino con el fin de diagnosticar
leptospirosis mediante MAT (aglutinacién microscopica) y PCR convencional (gen hap 1). Se
detectd Leptospira patdgena en el 8 % de los animales estudiados, por lo que se sugiere a los
ganaderos y personal de la zona de estudio se instauren medidas de bioseguridad necesarias

para reducir la transmision en las poblaciones de animales y hacia el ser humano.

Palabras claves: Leptospirosis genital; hap 1; enfermedad abortiva; MAT



2.1 Abstract

Leptospirosis is a zoonotic disease caused by any pathogenic agent of the genus Leptospira.
It is also considered a reproductive disease that causes high economic losses in cattle farming
due to abortions, infertility, decreased milk production and death of animals. Serological
studies carried out in Ecuador have shown the frequent circulation of serovars such as:
Pomona, Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa, Canicola, Bataviae, Hardjo, Australis, Sejroe,
among others; however, the limitations of serology make necessary the use of molecular
techniques for the detection of the pathogen and its colonization sites. In the province of
Morona Santiago, there are no relevant studies on the detection of pathogenic Leptospira, so
the impact of leptospirosis, especially on the reproductive health of animals, is unknown;
consequently, the present study sought to identify the presence of the pathogen in bovine
females of reproductive age in the canton, through a cross-sectional observational study in the
municipal animal feedlot of Gualaquiza canton. Fifty female cattle were sampled to obtain
blood serum, urine and uterine lavage in order to diagnose leptospirosis by MAT (microscopic
agglutination) and conventional PCR (hap 1 gene). Pathogenic Leptospira was detected in 8%
of the animals studied. Therefore, it is suggested that farmers and personnel in the study area
implement the necessary biosecurity measures to reduce transmission in animal populations

and to humans.

Keywords: genital leptospirosis; hap 1; abortive disease; MAT.



3. Introduccion
La infeccion por Leptospira patdgena en bovinos produce un impacto reproductivo en
los animales a consecuencia de la colonizacion renal y uterina; causa un alto impacto econémico
por las pérdidas de produccion de los hatos ganaderos debido a la presentacion de signos como:
fiebre, anemia hemolitica aguda con hemoglobinuria, abortos, infertilidad, disminucién de la
produccion lactea y muerte, ademas constituye un riesgo para las personas que laboran en el

manejo de los animales (Boey et al., 2019; Figueredo et al., 2017; Koval et al., 2020).

Los roedores son los principales reservorios y agentes diseminadores del patégeno,
mientras que los hospederos accidentales en donde se desarrolla la enfermedad son la mayoria
mamiferos incluido el ser humano; en los bovinos se puede presentar de forma aguda, subaguda
0 cronica (Pacheco, 2015; Zeni, 2018). Cada serovariedad de la bacteria esta adaptada a
determinados hospedadores mamiferos (Pacheco, 2015), siendo los bovinos hospedadores
naturales de Leptospira borgpetersenii serovar Hardjo (Hardjobovis), y Leptospira interrogans
serovar Hardjo (Hardjoprajitno) que pueden colonizar y mantenerse en el tracto genital de vacas
y toros infectados (da Silva et al., 2019); sin embargo, como ocurre con otras especies puede
existir la presencia de otros serovares incidentales con consecuencias clinico patoldgicas mas

severas (Ramos, Cruz, et al., 2019; Monroy et al., 2020).

Las personas y animales pueden estar expuestos a la bacteria por contacto directo o
indirecto con la orina de animales infectados. El contagio puede darse también por la via
vertical, de la madre al feto o al neonato a través de transmision transplacentaria o
transmamaria, respectivamente, asi como también por via sexual dentro de las especies (Boey
et al., 2019); en los bovinos se consideraba la infeccion del tracto genital un efecto secundario
de la infeccidn renal; sin embargo, la leptospirosis genital debe considerarse como un sindrome
especifico, en donde algunas cepas, del serogrupo Sejroe, colonizan el tracto genital (Loureiro
& Lilenbaum, 2020a).

El diagnostico de la enfermedad es complicado, sobre todo considerando la
inespecificidad de los signos clinicos ain en infecciones incidentales. EI método “Gold-
standard” para el diagndstico es el Test de Micro Aglutinacion (MAT) basado en la deteccion
y titulacion de anticuerpos producidos contra los antigenos de los serovares (Samrot et al.,
2021). Sin embargo, dadas las limitaciones en la sensibilidad de la prueba, es necesario recurrir
a técnicas mas sensibles y especificas que permitan la deteccion del agente en los diferentes

organos, con el fin de establecer el impacto sobre la salud del individuo y las poblaciones
4



susceptibles a la infeccion. Actualmente se han desarrollado protocolos de diagndstico
mediante PCR con alta sensibilidad y especificidad (Hamer et al., 2019a). cuya mayor ventaja
radica en que es posible detectar el ADN incluso cuando las bacterias no son viables (Grune et
al., 2021).

En estudios realizados en diferentes localidades del Ecuador las serovariedades
identificadas con mayor frecuencia han sido, por ejemplo, en Manabi: Pomona,
Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa (Burgos et al., 2019); Loja: Canicola y Bataviae (Luna et
al., 2019); Chimborazo: Canicola, Hardjo y Pomona (Orddfiez et al., 2021); EI Pangui:
Australis, Sejroe y Bataviae (Muyulema, 2020).

Al considerarse una enfermedad subdiagnosticada con consecuencias serias en la salud
reproductiva de los animales, que puede generar un alto impacto econémico en las ganaderias
de la provincia de Morona Santiago y graves problemas de salud publica, para el presente

estudio se han planteado los siguientes objetivos especificos:

e Realizar diagndstico serologico para Leptospira spp. en hembras bovinas en edad
reproductiva.

e Detectar Leptospira patdgena en orina y muestras uterinas en hembras bovinas en edad
reproductiva.

e Determinar la relacion del serovar infectante de Leptospira con la colonizacién renal y

uterina.



4, Marco tedrico

4.1 Definicién e importancia de la leptospirosis.

La leptospirosis es la enfermedad zoondtica mas extendida en todo el mundo, tiene un
impacto significativo tanto en la salud humana como animal (OIE, 2021). Ademas, puede
causar importantes pérdidas econémicas en las industrias ganaderas debido a la presentacién de
abortos y mortinatos en animales de granja como bovinos, suinos, caprinos y ovinos (Boey et
al., 2019; Pacheco, 2015).

4.2 Etiologia
4.2.1 Clasificacion taxondmica de Leptospira spp.
La leptospirosis es causada por una bacteria Gram negativa del género Leptospira de la

familia Leptospiraceae del orden Spirochaetales (Torres et al., 2016).

4.2.2 Clasificacion serolégica

El género Leptospira, puede dividirse seroldgicamente en 20 serogrupos, y estos se
agrupan segun su composicion antigénica en mas de 300 serovares (Ospina et al., 2017). Es
importante el aislamiento de serovares, para diagnosticar la presencia de la infeccion en la fase
aguda en hospedadores de mantenimiento o accidentales (OIE, 2021).

En latabla 1 se representa los serogrupos y serovares de las diferentes especies animales

como ratas, ratones, bovinos, cerdos, ovinos, equinos, perros y roedores.

Tabla 1
Representacidn de serogrupos y serovares de algunas especies animales

Serogrupos Serovares Hospederos de
mantenimiento
Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae  Ratas

Ballum Ballum Ratas - ratones
Pomona Pomona Bovinos, cerdos, ovinos
Tarassovi Tarassovi Cerdos
Australis Brastislava Cerdos, Equinos
Sejroe Sejroe Bovinos
Hardjo Bovinos, ovinos
Wolffi Bovinos
Grippotyphosa Grippotyphosa Bovinos
Canicola Canicola Perros
Bataviae Bataviae roedores

Adaptado de: (Bautista et al., 2019; Motto et al., 2021).



4.2.3 Clasificacion genotipica

La comparacion de las secuencias del gen 16S ARNr permite identificar la filogenia de
Leptospira (Urbanskas et al., 2022), que se basa en la homologia del ADN, que comprende
especies gendmicas diferentes o genomoespecies (Lopardo et al., 2021). Se clasifican en dos
clados, patdgenos (P) capaz de infectar animales y humanos; saprofiticos (S) encontrados solo
en muestras ambientales para los que no hay evidencia de su capacidad de generar infeccion, y
a la vez se subdividen en dos subclados cada uno P1 (patdgenas), P2 (intermedias), S1 y S2
(saprofitas) (Grune et al., 2021; Schmidt et al., 2021; Vincent et al., 2019)

Leptospiras patdgenas (P1): L. interrogans, L. kirschneri, L. noguchii, L. alexanderi, L.
weilii, L. borgpetersenii, L. santarosai, L. mayottensis, L. kmetyi, L. alstonii, L. dzianensis, L.
barantonil, L. kmetyi, L. adleri, L. putramalaysiae, L. typperaryensis. Leptospiras Intermedia
(P2): L.sarikeiensis, L. johnsonii, L. licerasiae, L. venezuelensis, L. dzoumogneensis, L.
saintgironsiae, L. selangorensis, L. licerasiae, L. wolffii, L. fainei, L. inadai, L. broomii.
Leptospiras saprofitas (S1): L. bandrabouensis, L. harrisiae, L. mtsangambouensis, L. meyeri,
L. perdikensis, L. wolbachii, L. vanthielii, L. brenneri, L. congkakensis, L. bouyouniensis, L.
biflexa, L. kemamanensis, L. jelokensis L. levettii, L. ellinghausenii. Leptospiras saprofitas (S2):
L. illyithenensis, L. kobayashii (Guglielmini et al., 2019; Levett, 2014)

4.3 Caracteristicas morfoldgicas, estructurales y microbiol6gicas de Leptospira spp.

En la figura 1 se muestra la morfologia tipica de Leptospira spp., que corresponde a una
bacteria helicoidal enrollada estrechamente, delgada, flexible y de 5-60 um de longitud por 0.1-
0.5 pm de didmetro, estan constituidas por un cuerpo citoplasmatico y un axostilo que se
dispone en forma de espiral con una membrana envolvente que recubre ambas estructuras
(Chong, 2021).



Figura l
Morfologia de Leptospira spp.

Adaptado de: (Adler & de la Pefia Moctezuma, 2010)

En la figura uno se observa la morfologia de la bacteria que presenta doble membrana:
la membrana citoplasmaética y la pared celular de peptidoglicano, ambas asociadas y recubiertas
por una membrana externa. Esta membrana externa contiene lipopolisacaridos (LPS) altamente
inmunogénicos, responsables de la especificidad de serovares al igual que varias lipoproteinas
(LipL32, LipL21, LipL41) y porinas (OmpL1, Omp85)(Chong, 2021); estas bacterias tienen
apariencia de gancho en uno o en ambos extremos que generan un movimiento en espiral,
gracias a filamentos axiales que se encuentran dentro de su cuerpo en el espacio periplasmico
(Chavarria et al., 2015).

Figura 2
Estructura de la membrana celular de Leptospira spp.
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En la figura dos se representa a las proteinas expuestas en la superficie de la bacteria
que pueden promover su interaccion con los receptores de las células del hospedador u otras
macromoléculas. EI LPS posee un lipido A anclado en la membrana bacteriana con una
estructura diferente al de las enterobacterias, y representa ser el componente activo responsable

de la actividad toxica del LPS y de sus funciones (Follmer, 2017).

Estas bacterias, son observadas por la técnica de microscopia de campo oscuro; su
estructura es de una bacteria Gram negativa que no se tifie con facilidad, son aerobias obligadas,
catalasa y oxidasa positivas y para obtener energia usan sales de amonio y acidos grasos de
cadena larga, estos ultimos metabolizados por - oxidacién; por esta razon son de crecimiento
lento en los medios de cultivo artificiales enriquecidos, crecen a una temperatura entre 28-30
°C y en un medio con pH que oscila entre 7.2 y 7.6. Son muy sensibles a condiciones adversas

como la desecacion, cambios bruscos de pH y temperatura (Chavarria et al., 2015).

La viabilidad de la bacteria en el ambiente depende basicamente de las condiciones de
pH del suelo, temperatura y humedad del medio. La bacteria es sensible a un pH inferior a 6
superior a 8, también a temperaturas ambientales menores a 7 °C o superiores a 36 °C; el

microorganismo no sobrevive en orinas 4cidas y se desarrolla en orinas alcalinas (Avila, 2019).

4.4  Transmision

Una amplia variedad de mamiferos pueden actuar como reservorios de Leptospira
patogena en los tabulos renales para luego eliminarla a través de la orina, contaminando asi el
medio ambiente, provocando infecciones incidentales (Monroy-Diaz et al., 2021). La infeccion
ocurre con mayor frecuencia a través de las membranas mucosas (0jos, la boca, nariz y tracto
genital), y también se ha demostrado infeccion a través de la via oral en depredadores (Ellis,
2015).

La transmision vertical de la madre al feto o al neonato, a través de la via
transplacentaria durante el periodo de leptospiremia, y galactofora en donde puede producir
mastitis clinica e infectar al ternero por medio de la leche; asi como por la transmision sexual
dentro de las especies, por infecciones de cepas adaptadas, donde las vacas son el reservorio de
Leptospira, se debe considerar que otros animales pueden estar expuestos por contacto directo
o indirecto con animales infectados (Ayala, 2017; Boey et al., 2019)



4.5 Patogeniay Respuesta Inmunitaria

La movilidad de los flagelos periplasmicos, permite que las bacterias invadan el
organismo de los animales mediante la penetracion activa a través de la piel lesionada o la
mucosa inactiva (Loureiro & Lilenbaum, 2020a). El periodo de bacteriemia comienza 1 o 2 dias
después de la infeccion; durante este periodo, las leptospiras pueden aislarse de la sangre y de
la mayoria de los 6rganos del cuerpo y también del liquido cefalorraquideo. Esta fase finaliza
con la aparicion de anticuerpos circulantes, que son detectables generalmente después de 10 a
14 dias (Ellis, 2015).

Estos microorganismos tienen alta motilidad y produccion de enzimas como
hemolisinas, fibrinolisinas, lipasas, catalasas y hialuronidasa, por lo que tiene tropismo por el
higado y tdbulos renales; la inmunologia de tipo celular se da por la activacion de la fagocitosis
de accién minima debido a la accion citotdxica de la bacteria, resiste la accion del complemento,

neutrofilos e induce la apoptosis por los macrofagos (Rojano et al., 2009).

Como las leptospiras son patdgenos extracelulares, la respuesta inmune adquirida
depende de la produccién de anticuerpos. La infeccion por leptospiras produce una respuesta
humoral con produccion de inmunoglobulinas (Ig) IgM e IgG que son especificas de serovar.
Si bien la produccion de IgG es inconstante durante el transcurso de la enfermedad, la respuesta
humoral puede ser detectada mediante el test de aglutinacion microscopica 0 MAT a partir de
los 5 a 7 dias post-infeccion. El titulo llega a su maximo en las semanas posteriores y permanece

meses a afos, aunque puede verse afectado por el tratamiento (Follmer, 2017).

Se presume que el mecanismo de patogenicidad esta dado por el sistema inmune,
toxinas, adhesinas, lipoproteinas y proteinas superficie, proteinas que son importantes en la
patogénesis de la enfermedad que actian como adhesinas con puntos de fijacion de los

anticuerpos (Ariza & Berdugo, 2017).

Las leptospiras adaptadas a los bovinos como Hardjobovis producen problemas
reproductivos e interfieren con la funcion del cuerpo lateo, reduciendo los niveles de
progesterona, mientras que el serovar Pomona que es altamente patdgeno puede causar ictericia

y abortos en el ganado, lo que produce problemas en la fertilidad (Fogaca et al., 2018).

4.6  Signos clinicos y lesiones
El periodo de incubacién es de 7 a 26 dias, con un promedio de 12 dias. La infeccion
causada por serovares se divide en dos tipos, incidental o adaptadas al huésped. Las infecciones
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incidentales o no adaptadas dan como resultado una forma sistémica aguda y grave de la
enfermedad, produciendo la excrecion renal de la bacteria en forma intermitente; en tanto que
las infecciones adaptadas tienen poco efecto clinico y un dafio patolégico minimo a sus
huéspedes de mantenimiento. Los aspectos clinicos de la leptospirosis bovina indican
claramente que es una enfermedad reproductiva independiente de la cepa infecciosa (Goday,
2018; Loureiro & Lilenbaum, 2020a)

En un cuadro agudo, los signos clinicos dependen del grado de resistencia o inmunidad
del rebafio, el serotipo infectante y la edad del animal infectado y en forma préacticamente
simultanea con la aparicion de anticuerpos en sangre, las leptospiras desaparecen del torrente
sanguineo y de la mayoria de los 6rganos, excepto rifion, cerebro, humor acuoso y tracto genital.
Los animales que pasaron la fase aguda inician la fase crénica de la infeccién, en la cual existen
algunas secuelas como abortos y nefritis; es de duracion variable, pudiendo ir desde uno o dos

meses hasta mas de un afio (Martinez, 2018).

La leptospirosis bovina se caracteriza principalmente por trastornos reproductivos,
como infertilidad, aumentando el nimero de servicios por concepcion e intervalo entre partos
prolongado, aborto, ocurrencia de mortinatos y descendencia debil (Ellis, 2015). Los fallos
reproductivos silenciosos son la principal manifestacion de leptospirosis genital bovina, en su

fase cronica (Aymée et al., 2021).

El aborto por leptospirosis se produce principalmente en el Gltimo tercio de gestacion
entre los 6 y 9 meses, la infeccion puede estar presente varias semanas antes, y el periodo de
incubacidn en los casos de abortos puede ser largo (Castillo, 2014).

En vacas de primer servicio se puede esperar un bajo indice prefiez de hasta un 30 %.
El nacimiento de terneros débiles o prematuros se manifiesta cuando la infeccion se produce al
final de la gestacidn; en situaciones endémicas se puede esperar hasta un 5 % de animales
afectados. Los terneros infectados en el Gtero y que sobreviven a la infeccion, pueden
desarrollar inmunidad y nacer con una infeccion preestablecida o se hacen inmunotolerantes en
el Gtero, las vacas manifiestan una caida en la produccion lactea en un 50 %, pueden presentar
agalactia por dos o tres dias, ademas el 15 % de animales pueden presentar mastitis (Martinez,
2018).
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La muerte de terneros puede llegar hasta el 5%, pero animales de todas las edades
resultan afectados. Se calcula que la morbilidad llega 75 % en los adultos y hasta el 100 % en
teneros (Castillo, 2014).

4.7 Diagnostico
4.7.1 Diagnostico clinico

El diagnostico clinico se basa en la epidemiologia, anamnesis y signos clinicos del
animal, se considera inapropiado llegar a diagnosticos certeros sin el apoyo del laboratorio
especifico pues unicamente el aislamiento de Leptospira patdgenas es confirmatorio (Diaz et
al., 2020).

Para efecto de realizar un diagnéstico clinico, debe considerarse en la leptospirosis
aguda la aparicion repentina de agalactia, ictericia y hemoglobinuria, especialmente en los
animales jovenes, tal como ya se indicé anteriormente; la leptospirosis cronica debe
considerarse en los siguientes casos: aborto, mortinatos, nacimiento de animales débiles,
infertilidad. La localizacion y la persistencia de leptospiras en el rifion y en el tracto genital de
los machos y las hembras son dos secuelas microbioldgicas cronicas importantes de la infeccion

por leptospiras que presentan problemas de diagnostico concretos (OIE, 2021).

La falta de signos en la forma silenciosa de leptospirosis reproductiva en el ganado
presenta un verdadero desafio en lo que respecta al diagnostico. Cuando se detectan signos, no
son claros, por lo que con frecuencia se malinterpretan. Dado que la leptospirosis genital bovina
(BGL) es una enfermedad poco conocida y que se diagnostica erroneamente, los investigadores
la han descuidado en gran medida, por lo tanto, existe una necesidad critica de desarrollar
métodos de diagnostico (Loureiro & Lilenbaum, 2020a).

4.7.2 Técnicas serologicas para deteccion de anticuerpos

4.7.2.1.Prueba de aglutinacién microscépica (MAT)
Las pruebas seroldgicas son utilizadas para confirmar el diagnostico clinico, la prueba

de aglutinacion microscépica (MAT) es la prueba seroldgica estdndar. Los antigenos
seleccionados deben comprender cepas representativas de los serogrupos que se sabe que
existen en la regidn, como los existentes en otros lugares en el huésped en estudio. Un titulo de
1/100 se considera como positivo, pero dada la alta especificidad del MAT, los titulos mas bajos

pueden tomarse como evidencia de una exposicion previa a Leptospira (Strutzberg et al., 2018).
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La técnica de MAT se utiliza principalmente para diagnosticar la enfermedad en
individuos y en rebafios. Como prueba en un animal individual, es muy util para diagnosticar
una infecciéon aguda cuando se detecta un incremento de cuatro veces en los titulos de
anticuerpos en los sueros pareados de animales con infeccion aguda o convalecientes. Para la
obtencion de informacion Util, se deben examinar al menos diez animales o el 10 % del rebafio,
el que mayor sea, y documentar el historial de vacunaciéon. La MAT tiene limitaciones en el
diagnostico de la infeccidon crénica en los animales aislados y en el diagndstico de las
infecciones endémicas de los rebafios. Los animales infectados pueden abortar o ser portadores
renales y genitales mostrando titulos de MAT por debajo del titulo minimo significativo
ampliamente aceptado de 1/100 (OIE, 2021).

La técnica MAT es un proceso laborioso ya que varios cultivos de serovares deben
mantenerse vivos en un medio liquido. Ademas, el riesgo de contaminacion cruzada entre
antigenos hace necesario controlar periédicamente la contaminacion del medio de cultivo, lo

que puede afectar los resultados de la titulacion de la prueba (Oliveira et al., 2021).

4.7.3 Otras pruebas seroldgicas

La técnica de ELISA se recomienda a nivel predial cuando se tiene que diagnosticar
muchos animales o en estudios de prevalencia, es una técnica de baja especificidad y alta
sensibilidad, es objetiva, sencilla y rapida, no utiliza antigenos vivos, tiene la capacidad de
detectar anticuerpos como IgG como IgM. La desventaja es que la muestra de suero es evaluada
para un Unico grupo o un grupo restringido de serogrupos (Avila, 2019).

Por otro lado, la inmunofluorescencia es una técnica rapida y sencilla, para la que se
necesita un microscopio de fluorescencia y anticuerpos marcados con fluoresceina; estos
anticuerpos pueden estar dirigidos contra uno o varios epitopos de una cepa (monovalentes) o
de varias cepas (polivalentes). Las muestras positivas son las que presentan elementos espirales

reaccionantes (Brihuega et al., 2017).

4.7.4 Deteccion molecular del agente

La presencia de material genético de leptospiras en los tejidos o en los liquidos
corporales se puede poner de manifiesto empleando diversas pruebas basadas en la Reaccion
en cadena de la Polimerasa (PCR), bien sea en tiempo real o en formatos clasicos. Las PCR son
sensibles, pero los procedimientos de control de calidad y el procesamiento de las muestras son
cruciales y deben adecuarse al tejido, al liquido y a la especie que se esté analizando; con esta
técnica no se identifica el serotipo infectante, pero se puede identificar la especie (OIE, 2021).
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La deteccion de genes de Leptospira spp. es importante durante la fase inicial de la enfermedad
en la que los anticuerpos estan por debajo del limite de deteccion de la mayoria de las pruebas
serologicas (Ahmed et al., 2014).

La técnica PCR permite la identificacion de portadores; en las muestras de orina, los
riflones y los fluidos genitales también se han utilizado con éxito para la deteccion de ADN de
genes comunes a todas las especies de Leptospira patdgena como el gen hap 1 o el gen LipL32;
en el fluido vaginal de animales representa un hallazgo importante a la posibilidad de
transmision sexual en esta especie y contribuye significativamente en el desarrollo de
estrategias de prevencion y control en hatos con trastornos reproductivos (Pinna et al., 2018;
Santana et al., 2016).

Esta técnica permite detectar el material genético incluso cuando las bacterias no son
viables, su éxito depende del paso previo de extraccion y purificacion del material genético a
fin de eliminar de la muestra posibles contaminantes e inhibidores de la reaccion, manteniendo
la calidad e integridad de la secuencia diana a amplificar, ademas permite trabajar con ADN

parcialmente degradado o desnaturalizado (Hamer et al., 2019).

En la tabla dos se muestran diferentes tipos de PCR que se han empleado para deteccion

de Leptospira
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Tabla 2
Tipos de PCR utilizados para diagnostico de leptospirosis en algunas investigaciones.

Tipos de PCR

Gen de interés

Referencias

PCR convencional

Gen ARNr permite la
clasificacion
filogénica, primer
marcador molecular.

(Urbanskas et al., 2022)

gRT - PCR

PCR en tiempo real
son mas rapidas, muy
sensibles y requieren
menos manipulacién
del producto que la
PCR convencional.

GensegY

(Padilha et al., 2022)

gRT - PCR-HRM

Gen Ifbl; secY

(Padilha et al., 2022)

qTR-PCR

Permite diagnosticar
de forma sencilla y
rapida el patégeno con
una alta especificidad

Gen lipL32: codifica
una proteina externa
gue esta presente en las
Leptospira patdgena,
pero ausente en las no
patdgenas.

(Chang et al.,, 2016;
Suwancharoen et al.,
2016)

LAMP

Prueba isotérmica, se
realiza a una
temperatura constante.

La sensibilidad vy
especificidad es
superior a la prueba de
PCR.

(Garrido, 2016)

4.7.5 Aislamiento del agente

El aislamiento es la técnica mas sensible para el diagndstico de la leptospirosis aguda y
cronica (Masmela & Gutiérrez, 2021a), por lo tanto, se utiliza un medio selectivo, que tiene mayor
sensibilidad y menos contaminacion (Barrandeguy, 2021). El cultivo debe realizarse en un
medio liquido o semisélido (agar al 0,1-0,2%) con seroalbumina bovina (BSA) o bien con
Tween 80 (medio EMJH2) o una combinacion de Tween 80 y Tween 40. Los cultivos deben
incubarse a una temperatura de 30 = 2°C durante 7 a 26 semanas, dependiendo de su serotipo
para su deteccion (OIE, 2021).
4.8 Control y prevencion de la enfermedad

Para el control es necesario disminuir el impacto de la enfermedad en el ganado bovino,
implementando tratamiento con antibidticos, la vacunacion y profilaxis sanitaria, limitando la
propagacion o distribucion del agente patdgeno (Masmela & Gutiérrez, 2021a), sin embargo, el

control es dificil cuando se trata de una enfermedad cronica causada por cepas adaptadas. Como
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se trata de una enfermedad reproductiva, seria mas apropiado un sistema de manejo

reproductivo adecuado para evitar la transmision sexual (Loureiro & Lilenbaum, 2020b).

La prevencion se basa en estrategias de inmunizacion de los animales utilizando
vacunas efectivas para gran variedad de serotipos de Leptospira; la revacunacion en corto
tiempo garantiza la inmunizacion (Suarez et al., 2017), sin embargo, la vacuna no previene la
excrecion renal del patégeno, lo que permite la contaminacion ambiental y una mayor

propagacion entre los rebafios y otros animales salvajes o domésticos (Polo et al., 2019).

La leptospirosis en bovinos es endémica en el Ecuador y existe poca informacion sobre
los serovares, por lo que los productos bioldgicos utilizados para inmunizar el ganado pueden
brindar una proteccion parcial contra la enfermedad. (Luna et al., 2019). Es un problema
creciente en salud publica, su tratamiento es casi siempre empirico por la falta de métodos de
diagnostico rapidos y precisos, evitando la resistencia a los antibidticos (Hernandez et al.,
2021).

Dentro de un plan de control eficiente debe considerarse ademas la exposicion a los
factores de riesgo, que pueden estar sujetos a las condiciones ambientales, las practicas de
manejo, perfil reproductivo, que en cada unidad de produccion se debe identificar (Vanegas,
2018).

4.9 Tratamiento

El tratamiento debe ser oportuno, suele fracasar por la gravedad de la enfermedad
debido a las lesiones renales que presenta el animal o la presencia de infeccidn intrauterina. La
terapéutica sintomatica y la administracion de antibidticos permitird mantener al animal en el
mejor estado posible y eliminar al agente infeccioso (Diaz et al., 2020).

Los antibioticos se utilizan a menudo al comienzo del programa para reducir el nimero
de animales infectados y minimizar la eliminacion de la bacteria en la orina y la transmision
entre bovinos con resultados satisfactorios. Sin embargo, cuando el farmaco se administra
directamente en el Utero, se consiguen facilmente concentraciones elevadas en el sitio de la
infeccion (Loureiro & Lilenbaum, 2020a; Masmela & Gutiérrez, 2021).

Estas bacterias son altamente sensibles a eritromicina, tiamulina y tilosina, pero estos
antibiéticos no eliminan el estado de portador renal por lo que se recomienda el uso de
dihidroestreptomicina, amoxicilina, la oxitetraciclina y el ceftiofur (Gonzalez & Rivera, 2015).

En la tabla 3 se muestran los productos antibidticos empleados cominmente para el

tratamiento de leptospirosis bovina.
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Tabla 3
Antibioticos para el tratamiento de leptospirosis bovina

Antibidtico Dosis
Dihidroestreptomicina 25 mg / kg dosis unica IM.
125 mg / kg dos veces al dia por tres dias
consecutivos.

Penicilina G 25 mg / kg una dosis

Oxitetraciclina 10-20 mg/ kg IM

Tilmicosina 10 mg/ kg SC

Ceftiofur 2.2 0 5mg/ kg IM, una vez al dia durante 5 dias, 0

20 mg/ kg IM, una vez al dia durante 3 dias

Adaptado de (Loureiro & Lilenbaum, 2020a; Masmela & Gutiérrez, 2021).

4.10 Epidemiologia

La leptospirosis puede afectar una gran variedad de especies animales que pueden servir
como reservorios y fuentes de infeccion para humanos y otros animales domésticos y salvajes
(Gbngora et al., 2022).

Estudios realizados en muestras humanas de sangre y orina para deteccion de Leptospira
en zonas rurales de la provincia de Manabi en pacientes con fiebre el 14,7% dieron positivo; en
muestras de orina tomadas en mataderos, el 35,8 % de bovinos y 21,1 % de porcinos dieron
positivos, lo que estos animales pueden ser los principales transmisores de esta zoonosis
(Barragan et al., 2016). Otros estudios realizados de seroprevalencia en bovinos como en la
provincia de Manabi el 57,38 % (Burgos et al., 2019); en el canton el Pangui el 12,21 %
(Muyulema, 2020); en el cantén Loja 30,08 % (Luna et al., 2019).

Datos epidemioldgicos del Ministerio de Salud Publica, entre los afios 2016 a 2018
mencionan de 363 casos confirmados, durante el afio 2020 se notifican 131 casos, en el 2021
se notifican 75 casos, en el 2022 mencionan 126 casos notificados, hasta el 12 de marzo de
2023 se registran 54 casos, lo que indica la importancia de estudiar a enfermedad zoondtica
(MSP, 2022).
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5. Metodologia

5.1 Lugar de ejecucién y periodo

El presente estudio se desarrollo en el camal municipal del canton Gualaquiza ubicado

al suroeste de la provincia de Morona Santiago, durante los meses de junio y julio de 2022, en

el que se faenan al mes un promedio de 100 bovinos de diferentes edades y razas; la procedencia

de los bovinos es de las parroquias del canton Gualaquiza. EI cantén cuenta un clima himedo

subtropical y lluviosa temperado, el promedio de temperatura es de 12°C a 24°C, localizada

desde altitudes de 600 m.s.n.m hasta 3000 m.s.n.m (GAD Municipal de Gualaquiza, 2018).

Figura 3

Representacion grafica de la parroquia Gualaquiza, canton Gualaquiza, provincia de Morona

Santiago.

Representacion  gréfica de la  parroquia
Gualaquiza, canton Gualaquiza, provincia de
Morona Santiago
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5.2 Disefio de la investigacion

El presente es un estudio observacional de tipo transversal, que se ejecutd en dos fases;
una fase de campo en la que se recogio muestras de sangre, orina y lavado uterino e informacion
perteneciente a los animales; y, una fase de laboratorio, en la que se detectd anticuerpos contra
Leptospira spp. mediante aglutinacion microscépica (MAT) y el agente patbgeno mediante
diagnéstico por PCR convencional (gen hapl).

5.3 Tamafo de la muestra y tipo de muestreo
Se realiz6 un muestreo no probabilistico durante los meses de junio y julio de 2022,
habiéndose seleccionado, 50 animales con las siguientes caracteristicas: hembras bovinas de

edad reproductiva (sobre los 14 meses de edad).

5.4 Registro de informacion de campo

La informacidn recabada que se registro en cuanto a la edad, raza y estado reproductivo
fue organizada en registros de campo, en los cuales se asignaron codigos para cada animal con
fines de organizacion, por lo que las muestras obtenidas fueron rotuladas de acuerdo a dicha

codificacion.

55 Toma, transporte y conservacion de muestras bioldgicas

Las muestras de sangre fueron extraidas por venopuncion de la vena yugular en cantidad
de 10 ml, utilizando tubos vacutainer sin anticoagulante. Las muestras de orina fueron obtenidas
durante el proceso de evisceracion mediante cistocentesis en cantidad de 3ml en tubos
eppendorf. Para la colecta de la muestra del tracto reproductor, luego del proceso de
evisceracion se introdujo en el Utero una sonda Foley, a través de la cual se administrd suero
fisiologico al 0.9% en cantidad aproximada de 15 ml, para posteriormente realizar un masaje

del 6rgano y extraer 10 ml de lavado uterino, colocando en tubos Falcon estériles.

Para la obtencion de suero sanguineo se utilizo una centrifuga de campo a 1500 g
durante 10 minutos. Todas las muestras fueron debidamente identificadas y transportadas en
condiciones adecuadas a los laboratorios del Centro de Biotecnologia de la Universidad

Nacional de Loja.

5.6 Deteccion de anticuerpos y determinacion de serovares mediante aglutinacion
microscopica (MAT).

La deteccion de anticuerpos contra Leptospira patdgena se realizd por medio de la

técnica de MAT. Se empleé un panel de siete serovares de antigenos vivos de Leptospira
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borgpetersenii serovar Sejroe, Leptospira interrogans serovares Canicola, Tarassovi, Bataviae,
Pomona, Wolffi y Hardjo.

Para la interpretacion un titulo de 1/100 fue considerado como positivo. Con respecto
al proceso de titulacion se siguio el procedimiento recomendado por el Manual de Cddigo
Terrestre, en donde se sugiere realizar diluciones dobles del suero, las mismas que se realizaron
hasta 1/1600. Se consideré ademas que en caso de detectarse coaglutinaciones la muestra se

considera positiva con el serovar con la titulacion mas alta (OIE, 2021).

5.7 Deteccion de Leptospira spp. mediante PCR convencional

El diagnostico molecular mediante PCR para detectar la presencia de Leptospira
patdégena en muestras de orina y lavado uterino, se realiz6 considerando lo siguiente: En el
laboratorio, las muestras de orina fueron sometidas a un proceso de estabilizacion y
concentracion siguiendo el protocolo establecido por Stoddard (2013). La deteccion del
material genético bacteriano se realizd por PCR convencional para el gen hapl de 262 pb,
perteneciente a Leptospira patogena (reverse primer “TGTTGGGGAAATCATACGAAC”;
forward primer “GCAAGCATTACCGCTTGTGG”) (Branger et al., 2005). La amplificacion
de PCR consistio en un ciclo inicial de 5 min a 95 °C seguida de 45 ciclos de 15 seg a 94 °C,
35 seg ab56 °Cy 40 seg a 72 °C; la extension final fue realizada durante 10 min a 72 °C. Los
productos de PCR fueron cargados en gel de agarosa al 1,5 % tefiido con SYBR Safe y cargados
con buffer de carga 6X y sometidos a 100 voltios por 40 minutos. Para la visualizacion a partir
de electroforesis, se coloco el gel sobre un transiluminador de luz azul (safe imagen 2.0
Invitrogen) para determinar el peso molecular de las bandas obtenidas del producto de PCR

utilizando un marcador de peso molecular de 50 pb.

5.8 Definicion de caso
Se considerd un caso positivo a leptospirosis a cualquier animal con resultado PCR
positivo a partir del procesamiento de las muestras de orina o Gtero, acompafiado o no de un

resultado positivo en MAT con un punto de corte > 1:100.

5.9 El andlisis estadistico

Los resultados obtenidos del diagnostico se analizaron mediante estadistica descriptiva
empleando tablas de frecuencia para expresar datos en porcentaje respecto a la edad y la raza
de los animales. Para establecer la relacion entre la colonizacion renal o uterina con el serovar

infectante se considerd realizar el test Chi cuadrado y/o Test de Fisher tomando en cuenta un
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valor de p menor a 0,05 como estadisticamente significativo. Dicho anélisis se realizé en el
software estadistico RStudio version 1.1.463.
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6. Resultados

6.1 Caracteristicas de los animales estudiados

Los animales considerados para el estudio fueron 50 hembras bovinas de edad
reproductiva entre los 14 y 60 meses, mestizas (10 %), de razas Charolais (35 %), Brown Swiss
(8 %) y Holstein Friesian (2 %).

6.2 Resultados del diagnostico seroldgico de leptospirosis en hembras bovinas faenadas
en el cantén Gualaquiza

No hubo ningln animal seropositivo en MAT considerando un punto de corte de 1/100;

sin embargo, una muestra de suero de un animal mostré aglutinacion en una titulacién de 1/50

frente al serovar Bataviae.

6.3 Resultados del diagndstico mediante PCR convencional

Dos de las 50 muestras de orina resultaron positivas mediante PCR convencional,
confirmando la eliminacion de Leptospira por esta via; mientras que dos animales fueron
positivos en PCR a partir de muestras uterinas. Las muestras de orina con resultado positivo a
PCR corresponden a un animal mestizo de 48 meses de edad y una hembra Charolais de 16
meses de edad, mientras que en las muestras uterinas pertenecen a una hembra Brown Swiss de

36 meses de edad y una Charolais de 24 meses de edad (Tabla 4).
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Tabla 4

Leptospira en estado de infeccion por medio de deteccion molecular PCR.

Deteccion de Leptospira en

Deteccidn de Leptospira en

orina atero
Categoria Positivo Negativo Positivo Negativo
Total N % N % N % N %
Edad
Grupo etario 1 (14-24) 28 1 2 27 54 1 2 27 54
Grupo etario 2 (25-48) 16 1 2 15 30 1 2 15 30
Grupo etario 3 (49-60) 6 0 6 12 0 0 6 12
Raza
Mestizo 10 1 2 9 18 0 0 10 20
Charolais 35 1 2 34 68 1 2 34 68
Brown swiss 4 0 0 4 8 1 2 3 6
Holstein friesian 1 0 0 1 2 0 0 1 2
Total 50 2 4 48 96 2 4 48 96

En funcion de los resultados encontrados en serologia no se pudo determinar la relacion entre

los serovares infectantes y el tipo de colonizacion.

23



7. Discusion
7.1 Diagnostico seroldgico

Los resultados negativos encontrados en el presente estudio mediante la prueba de MAT
podrian indicar la ausencia de la enfermedad en su fase aguda; sin embargo, es importante
sefialar que la sensibilidad de la prueba depende del panel de serovares utilizado por lo que no
puede descartarse la posibilidad de la existencia de animales seropositivos con el uso de un
panel diagnostico mas amplio. Ademas, MAT tiene limitaciones para la identificacion de
animales enfermos cronicos, que pueden abortar o ser portadores renales y genitales con titulos
por debajo de 1/100 (OIE, 2021).

El resultado de la aglutinacion de 1/50 para el serovar Bataviae en una de las muestras
analizadas en este estudio, probablemente se atribuye a una infeccidn crénica en donde la
presencia de titulos bajos de anticuerpos indica la exposicion del animal frente al agente
patdgeno. Bataviae ha sido un serovar reportado en especies silvestres de roedores (Benacer et
al., 2016), lo que podria sugerir una interaccion entre estos hospedadores de mantenimiento y

los animales domésticos como el ganado bovino.

En otros estudios realizados en el Ecuador se han reportado diversos serovares, asi por
ejemplo en el canton El Pangui (a 25 km del cantén Gualaquiza) se encontraron animales
positivos para el serovar Australis, por lo que habria que considerarlo para futuras
investigaciones; es necesario mencionar que en este mismo estudio se registré una prevalencia
de infeccién del 12,21% utilizando un panel de ocho serovares (Muyulema, 2020); mientras
tanto, en Manabi la seroprevalencia encontrada fue del 57,38 % en el 2019 utilizando un panel
de ocho serovares, en donde el serovar Pomona fue el mas frecuente (Burgos et al., 2019);
asimismo, en Loja la prevalencia reportada para el 2019 fue del 30,08% en un panel de
dieciocho serovares, siendo los serovares méas frecuentes Canicola y Bataviae (Luna et al.,
2019).

Estudios con la técnica de MAT en Colombia en el Departamento de Antioquia,
demostraron una prevalencia del 69,9 %, en vacas con problemas reproductivos (Suérez et al.,
2017b); mientras que, en México, en un estudio de hembras bovinas en edad reproductiva, la
unidad de produccién presentd una frecuencia de 24,1 % (Ramos, et al., 2019). Es probable que
en estas investigaciones las seroprevalencias sean mas elevadas por cuanto los animales

seleccionados tenian antecedentes de problemas reproductivos.
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7.2 Deteccidn de Leptospira patdgena

La Leptospira spp. pueden encontrarse circulantes en la sangre, orina, tejidos y en los
organos reproductivos de los animales infectados. Transcurrida la fase de leptospiremia, pueden
eliminarse de forma intermitente durante la miccion, pero al no ser detectada en la orina no se
descarta que el animal sea un portador renal cronico (Urioste, 2021). En este estudio al analizar
muestras de serologicas por MAT se obtuvo resultados negativos; por medio de deteccion

molecular en muestras de orina y Utero se obtuvo 4 resultados positivos.

En estudios similares en bovinos hembras en edad reproductiva, en Brasil se detectd
ADN de Leptospira spp. en el 66,7 % de animales (Aymée et al., 2021), demostrando una cifra
importante en bovinos con baja eficiencia reproductiva por la colonizacion genital de la
bacteria; asi mismo, en un estudio realizado en un camal de Rio de Janeiro en vacas no
gestantes, el 26,2 % fueron positivas, las muestras analizadas fueron de sangre y fragmentos
uterinos (di Azevedo et al., 2020). La colonizacién de la bacteria en el tracto reproductivo

genera pérdidas en la produccion y reproduccion de las ganaderias.

La deteccion del patogeno en la orina ha sido el procedimiento de eleccion para
demostrar el estado de portador renal de los animales infectados, asi, por ejemplo, a partir de
muestras de orina de bovinos tomadas en un camal municipal del estado de Parand, Brasil, se
estimé una frecuencia de 14,9% (Guedes et al., 2019). La presencia de la bacteria en el Gtero
puede interferir en la concepcion y el desarrollo embrionario, a la vez, la deteccién renal de la

bacteria demuestra el tropismo que tiene por dicho 6rgano (Urioste, 2021).

En este estudio, se detectd Leptospira patdgena en el 4 % (2/50) de las muestras de orina
y en el 4 % (2/50) de las muestras uterinas, totalizando 4 hembras bovinas con diagndstico
positivo a PCR (hapl). Sin embargo, otros realizados en Ecuador la frecuencia de deteccion ha
sido mayor, asi por ejemplo en Manabi, en 72 muestras de orina se obtuvo 10 muestras positivas
en PCR para deteccion del gen rrl (Revelo et al., 2020); en Loja, en 90 muestras de orina
analizadas por la técnica gPCR se obtuvo 19 positivas, de las cuales se analizan por PCR
convencional obteniendo la amplificacion de 11 positivas, en las que sometidas a procesos de
secuenciacion se identifican en tres muestras especies de leptospirosis patdgena, con el fin de

construir un arbol filogénico detectando el gen rrs (Roman, 2016).

La sensibilidad de diagnostico de la técnica molecular PCR, permite utilizarle como
complemento de la prueba serolégica MAT, durante los primeros dias de enfermedad o cuando
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se carece de muestras pareadas, permitiendo un diagnostico preciso (Sandoval et al., 2018). En
esta investigacion los animales PCR positivos, no fueron seropositivos, y solo uno fue positivo

con titulacién baja (1/50 para Bataviae).

La presencia de Leptospira en el Gtero de las vacas interfiere con la implantacion del
embridn u otros eventos tempranos de la prefiez, los mecanismos de defensa son afectados por
los cambios de pH intrauterino y por la actividad hormonal, permitiendo una invasion de
agentes infecciosos generando una respuesta inflamatoria (Mosquera et al., 2022); en el estado
de portador renal permite la persistencia y su multiplicacion, siendo eliminado por la orina por
largos periodos de tiempo, generando en el animal portador diferentes cuadros clinicos (Garcia
etal., 2014).

La deteccidn de leptospiras en orina y Utero por técnicas moleculares de PCR, permite
establecer que existe la presencia de la infeccion en la zona, la transmision de la bacteria puede
ser atribuida a diversos factores como causas ambientales o entre animales, generando perdidas

en la produccién y reproduccion en las ganaderias de bovinos.
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8. Conclusiones

No se detectaron animales con anticuerpos contra Leptospira patdgena en MAT en un punto de
corte de 1/100; sin embargo, en un animal se detect6 aglutinacion en una dilucion de 1/50
(Bataviae), que por su resultado PCR positivo, se sugiere que es un animal que ha estado

expuesto a Leptospira spp. y que mantiene colonizacion renal del patégeno

En el analisis de las muestras de Utero y orina por PCR convencional, se obtuvo una frecuencia
de animales positivos del 8 %, lo que indica la presencia de la infeccion en las diferentes
ganaderias del canton Gualaquiza, siendo un riesgo sanitario para las personas que laboran en

el cuidado de los animales y personal que trabajan en el camal.

No se pudo determinar la relacion de serovares infectantes y el tipo de colonizacion uterina y

renal, en las hembras bovinas en edad reproductiva.
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9. Recomendaciones
Motivar a los ganaderos la implementacion del control sanitario de Leptospira spp , con
una cultura de prevencion, evitando que los animales se contagien y sea un riesgo para las

personas que lo manipulan.

Los resultados obtenidos en esta investigacion, determinan la importancia de realizar
capacitaciones a los ganaderos, profesionales relacionados con la cadena productiva y personal
que labora en la manipulacion de los bovinos acerca de los riesgos a lo que estan expuestos,

para que mejoren las medidas de bioseguridad en el camal Municipal.

Realizar estudios complementarios a esta investigacion aumentando el tamafio muestral
y un panel de serovares mas amplio que permita un mejor conocimiento del estado

epidemioldgico de la enfermedad.
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Anexo 1. Identificacién de toma de muestras

11. Anexos

INFORMACION PARA ENVIO DE LAS MUESTRAS
NOMBRES DE QUIEN ENVIA LA MUESTRA: DANILO AREVALO TORRES |CORREO ELECTRONICO: di_arevalo@hotmail.com
CEDULA: 0104729165 TELEFONO: 0968238334/072781413
PROVINCIA: MORONA SANTIAGO CANTON: GUALAQUIZA
PARROQUIA: GUALAQUIZA DIRECCION: CAMAL MUNICIPAL GUALAQUIZA
GEOREFERENCIA: 17S X:769731 Y:9622211 Z: 811
NUMERO DE ANIMALES MUESTREADOS: 50 TOTAL DE MUESTRAS: 150
CONSERVACION DE LAS MUESTRAS: CONGELADAS ESPECIE: BOVINA
TIPO DE MUESTRAS: SUERO SANGUINEO (S) - ORINA (O) - LAVADO UTERINO (U)
No RAZA EDAD 1D No RAZA EDAD 1D No RAZA EDAD L
MUESTRA MUESTRA MUESTRA
1 Mestizo 24 meses S1 51 Mestizo 24 meses 0Ol 101 Mestizo 24 meses Ul
2 Mestizo 48 meses S2 52 Mestizo 48 meses 02 102 Mestizo 48 meses U2
3 Charolais 18 meses S3 53 Charolais 18 meses 03 103 Charolais 18 meses U3
4 Charolais 16 meses S4 54 Charolais 16 meses 04 104 Charolais 16 meses U4
5 Charolais 24 meses S5 55 Charolais 24 meses 05 105 Charolais 24 meses U5
6 | Brown Swiss | 48 meses S6 56 | Brown Swiss | 48 meses 06 106 | Brown Swiss | 48 meses U6
7 | Brown Swiss | 18 meses S7 57 | Brown Swiss 18 meses 07 107 | Brown Swiss | 18 meses U7
8 Charolais 16 meses S8 58 Charolais 16 meses 08 108 Charolais 16 meses U8
9 Mestizo 36 meses S9 59 Mestizo 36 meses 09 109 Mestizo 36 meses U9
10 Charolais 36 meses S10 60 Charolais 36 meses 010 110 Charolais 36 meses Ul0
11 Mestizo 14 meses Si1 61 Mestizo 14 meses 011 111 Mestizo 14 meses Ull
12 Charolais 36 meses S12 62 Charolais 36 meses 012 112 Charolais 36 meses Ul2
13 Charolais 36 meses S13 63 Charolais 36 meses 013 113 Charolais 36 meses Ul3
14 Charolais 60 meses S14 64 Charolais 60 meses 014 114 Charolais 60 meses Ul4
15 Charolais 18 meses S15 65 Charolais 18 meses 015 115 Charolais 18 meses Ul5
16 Charolais 24 meses S16 66 Charolais 24 meses 016 116 Charolais 24 meses Ul6
17 Charolais 18 meses S17 67 Charolais 18 meses 017 117 Charolais 18 meses Ul7
18 Charolais 24 meses S18 68 Charolais 24 meses 018 118 Charolais 24 meses Ul8
19 Mestizo 60 meses S19 69 Mestizo 60 meses 019 119 Mestizo 60 meses Ul19
20 Charolais 14 meses S20 70 Charolais 14 meses 020 120 Charolais 14 meses U20
21 Charolais 60 meses S21 71 Charolais 60 meses 021 121 Charolais 60 meses U21
22 Mestizo 48 meses S22 72 Mestizo 48 meses 022 122 Mestizo 48 meses U22
23 Mestizo 60 meses S23 73 Mestizo 60 meses 023 123 Mestizo 60 meses U23
24 Charolais 24 meses S24 74 Charolais 24 meses 024 124 Charolais 24 meses U24
25 Charolais 14 meses S25 75 Charolais 14 meses 025 125 Charolais 14 meses U25
26 | Brown Swiss | 36 meses S26 76 | Brown Swiss | 36 meses 026 126 | Brown Swiss | 36 meses U26
27 Charolais 24 meses S27 77 Charolais 24 meses 027 127 Charolais | 24 meses U227
28 Charolais 48 meses S28 78 Charolais 48 meses 028 128 Charolais 48 meses uU28
29 Charolais 14 meses S29 79 Charolais 14 meses 029 129 Charolais 14 meses U29
30 Charolais 18 meses S30 80 Charolais 18 meses 030 130 Charolais 18 meses U30
31 Charolais 18 meses S31 81 Charolais 18 meses 031 131 Charolais 18 meses U3l
32 Charolais 36 meses S32 82 Charolais 36 meses 032 132 Charolais 36 meses U32
33 Charolais 60 meses S33 83 Charolais 60 meses 033 133 Charolais 60 meses U33
34 Charolais 60 meses S34 84 Charolais 60 meses 034 134 Charolais 60 meses U34
35 Charolais 18 meses S35 85 Charolais 18 meses 035 135 Charolais 18 meses U35
36 Charolais 48 meses S36 86 Charolais 48 meses 036 136 Charolais 48 meses U36
37 Charolais 18 meses S37 87 Charolais 18 meses 037 137 Charolais 18 meses U37
38 Charolais 24 meses S38 88 Charolais 24 meses 038 138 Charolais 24 meses U38
39 | Brown Swiss | 16 meses S39 89 Charolais 16 meses 039 139 Charolais 16 meses U39
40 Charolais 24 meses S40 90 Charolais 24 meses 040 140 Charolais 24 meses U40
41 Mestizo 36 meses S41 91 Mestizo 36 meses 041 141 Mestizo 36 meses U41
42 Charolais 24 meses S42 92 Charolais 24 meses 042 142 Charolais 24 meses U42
43 Charolais 48 meses S43 93 Charolais 48 meses 043 143 Charolais 48 meses U43
44 Charolais 18 meses S44 94 Charolais 18 meses 044 144 Charolais 18 meses U44
45 Holstein 16 meses S45 95 Holstein 16 meses 045 145 Holstein 16 meses U45
46 Charolais 36 meses S46 96 Charolais 36 meses 046 146 Charolais | 36 meses U46
47 Mestizo 24 meses S47 97 Mestizo 24 meses 047 147 Mestizo 24 meses U47
48 Mestizo 48 meses S48 98 Mestizo 48 meses 048 148 Mestizo 48 meses U48
49 Charolais 24 meses S49 99 Charolais 24 meses 049 149 Charolais 24 meses U49
50 Charolais 48 meses S50 100 Charolais 48 meses 050 150 Charolais | 48 meses Us50
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Anexo 2. Identificacion de resultados de laboratorio

INFORMACION DE BOVINOS MUESTREADOS
NOMBRES DE QUIEN ENVIA LA MUESTRA: DANILO AREVALO TORRES CORREO ELECTRONICO: di arevalo@hotmail.com
CEDULA: 0104729165 TELEFONO: 0968238334/072781413
PROVINCIA: MORONA SANTIAGO CANTON: GUALAQUIZA
PARROQUIA: GUALAQUIZA DIRECCION: CAMAL MUNICIPAL GUALAQUIZA
GEOREFERENCIA: 178 X: 769731 Y:9622211 Z:811
NUMERO DE ANIMALES MUESTREADOS: 50 TOTAL DE MUESTRAS: 150
CONSERVACION DE LAS MUESTRAS: CONGELADAS ESPECIE: BOVINA
TIPO DE MUESTRAS: SUERO SANGUINEO (S) - ORINA (0) - LAVADO UTERINO (U)
No| RAZA EDAD D [Batavial 00| RazA EDAD 1D PCR | No | RAZA | EDAD 1D
MUESTRA [ MUESTRA MUESTRA [PCR
1 Mestizo 24 meses S1 51 Mestizo 24 meses 01 NEGATIV(Q 101 Mestizo 24 meses Ul NEGATIVO
2 Mestizo 48 meses S2 52 Mestizo 48 meses 02 POSITIVO| 102 Mestizo 48 meses U2 NEGATIVO
3 Charolais | 18 meses S3 53 Charolais 18 meses 03 NEGATIVQ 103 Charolais 18 meses U3 NEGATIVO
4 Charolais 16 meses S4 54 Charolais 16 meses 04 NEGATIVQ 104 Charolais 16 meses U4 NEGATIVO
5 Charolais 24 meses S5 55 Charolais 24 meses 05 NEGATIVQ 105 Charolais | 24 meses Us NEGATIVO
6 | Brown Swiss | 48 meses S6 56 | Brown Swiss | 48 meses 06 NEGATIV(Q 106 | Brown Swiss | 48 meses U6 NEGATIVO
7 | Brown Swiss | 18 meses S7 57 | Brown Swiss | 18 meses o7 NEGATIV(Q 107 | Brown Swiss | 18 meses U7 NEGATIVO
8 Charolais 16 meses S8 58 Charolais 16 meses 08 POSITIVO| 108 Charolais 16 meses Us NEGATIVO
9 Mestizo 36 meses S9 59 Mestizo 36 meses 09 NEGATIVQ 109 Mestizo 36 meses U9 NEGATIVO
10 Charolais 36 meses S10 60 Charolais 36 meses 010 NEGATIVQ 110 Charolais | 36 meses Ul0 NEGATIVO
11 Mestizo 14 meses S11 61 Mestizo 14 meses 011 NEGATIV(Q 111 Mestizo 14 meses Ull NEGATIVO
12 Charolais 36 meses S12 62 Charolais 36 meses 012 NEGATIVQ 112 Charolais | 36 meses Ul2 NEGATIVO
13 Charolais 36 meses S13 63 Charolais 36 meses 013 NEGATIVQ 113 Charolais | 36 meses Ul3 NEGATIVO
14 Charolais 60 meses S14 64 Charolais 60 meses 014 NEGATIVQ 114 Charolais | 60 meses Ul4 NEGATIVO
15 Charolais 18 meses S15 65 Charolais 18 meses 015 NEGATIV(Q 115 Charolais 18 meses Uls NEGATIVO
16 Charolais 24 meses S16 66 Charolais 24 meses 016 NEGATIVQ 116 Charolais | 24 meses Ulé NEGATIVO
17 Charolais 18 meses S17 67 Charolais 18 meses 017 NEGATIV(Q 117 Charolais 18 meses uUl7 NEGATIVO
18 Charolais 24 meses S18 68 Charolais 24 meses 018 NEGATIVQ 118 Charolais | 24 meses uUlg NEGATIVO
19 Mestizo 60 meses S19 69 Mestizo 60 meses 019 NEGATIV(Q 119 Mestizo 60 meses Ul9 NEGATIVO
20 Charolais 14 meses S20 70 Charolais 14 meses 020 NEGATIVQ 120 Charolais 14 meses U20 NEGATIVO
21 Charolais 60 meses S21 71 Charolais 60 meses 021 NEGATIV(Q 121 Charolais 60 meses U21 NEGATIVO
22 Mestizo 48 meses S22 72 Mestizo 48 meses 022 NEGATIVQ 122 Mestizo 48 meses U22 POSITIVO
23 Mestizo 60 meses S23 73 Mestizo 60 meses 023 NEGATIV(Q 123 Mestizo 60 meses U23 NEGATIVO
24 Charolais 24 meses S24 74 Charolais 24 meses 024 NEGATIVQ 124 Charolais | 24 meses U24 NEGATIVO
25 Charolais 14 meses S25 75 Charolais 14 meses 025 NEGATIV(Q 125 Charolais 14 meses U225 NEGATIVO
26 | Brown Swiss | 36 meses S26 76 | Brown Swiss [ 36 meses 026 NEGATIVQ 126 | Brown Swiss [ 36 meses U26 NEGATIVO
27 Charolais 24 meses S27 1/50 | 77 Charolais 24 meses 027 NEGATIVQ 127 Charolais | 24 meses U27 POSITIVO
28 Charolais 48 meses S28 78 Charolais 48 meses 028 NEGATIVQ 128 Charolais | 48 meses U28 NEGATIVO
29 Charolais 14 meses S29 79 Charolais 14 meses 029 NEGATIVQ 129 Charolais 14 meses U29 NEGATIVO
30 Charolais 18 meses S30 80 Charolais 18 meses 030 NEGATIVQ 130 Charolais 18 meses U30 NEGATIVO
31 Charolais 18 meses S31 81 Charolais 18 meses 031 NEGATIVQ 131 Charolais 18 meses U31 NEGATIVO
32 Charolais 36 meses S32 82 Charolais 36 meses 032 NEGATIVQ 132 Charolais | 36 meses U32 NEGATIVO
33 Charolais 60 meses S33 83 Charolais 60 meses 033 NEGATIVQ 133 Charolais | 60 meses U33 NEGATIVO
34 Charolais 60 meses S34 84 Charolais 60 meses 034 NEGATIVQ 134 Charolais | 60 meses U34 NEGATIVO
35 Charolais 18 meses S35 85 Charolais 18 meses 035 NEGATIVQ 135 Charolais 18 meses U3s NEGATIVO
36 Charolais 48 meses S36 86 Charolais 48 meses 036 NEGATIVQ 136 Charolais | 48 meses U36 NEGATIVO
37 Charolais 18 meses S37 87 Charolais 18 meses 037 NEGATIVQ 137 Charolais 18 meses U37 NEGATIVO
38 Charolais 24 meses S38 88 Charolais 24 meses 038 NEGATIV(Q 138 Charolais | 24 meses U38 NEGATIVO
39 | Brown Swiss | 16 meses S39 89 Charolais 16 meses 039 NEGATIV(Q 139 Charolais 16 meses U39 NEGATIVO
40 Charolais 24 meses S40 90 Charolais 24 meses 040 NEGATIVQ 140 Charolais | 24 meses U40 NEGATIVO
41 Mestizo 36 meses S41 91 Mestizo 36 meses 041 NEGATIV(Q 141 Mestizo 36 meses U41 NEGATIVO
42 Charolais 24 meses S42 92 Charolais 24 meses 042 NEGATIVQ 142 Charolais | 24 meses U42 NEGATIVO
43 Charolais 48 meses S43 93 Charolais 48 meses 043 NEGATIV(Q 143 Charolais | 48 meses U43 NEGATIVO
44 Charolais 18 meses S44 94 Charolais 18 meses 044 NEGATIVQ 144 Charolais 18 meses Ud4 NEGATIVO
45 Holstein 16 meses S45 95 Holstein 16 meses 045 NEGATIV(Q 145 Holstein 16 meses U45 NEGATIVO
46 Charolais 36 meses S46 96 Charolais 36 meses 046 NEGATIVQ 146 Charolais | 36 meses U46 NEGATIVO
47 Mestizo 24 meses S47 97 Mestizo 24 meses 047 NEGATIVQ 147 Mestizo 24 meses U47 NEGATIVO
48 Mestizo 48 meses S48 98 Mestizo 48 meses 048 NEGATIVQ 148 Mestizo 48 meses U48 NEGATIVO
49 Charolais 24 meses S49 99 Charolais 24 meses 049 NEGATIVQ 149 Charolais | 24 meses U49 NEGATIVO
50 Charolais 48 meses S50 100 Charolais 48 meses 050 NEGATIV(Q 150 Charolais | 48 meses U50 NEGATIVO
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Anexo 3. Informe de andlisis de laboratorio

MAT
Rétulo/DIIO Fecha Proyecto |  Predio/lugar Tipo Muestra 1POS; | Canicola | Hardjo | Tarassovi | Sejroe | Bataviae| Wolffi | Pomona | EVALUADOR
O:NEG
51 22/08/22 Bovino  |UNL Suero 0 lessicaZamora
5 22/08/22 Bovino  |UNL suero 0 JessicaZamora
83 22/08/22 Bovino  |UNL suero 0 JessicaZamora
54 22/08/22 Bovino  [UNL Suero 0 JessicaZamora
55 22/08/22 Bovino  |UNL suero 0 lessicaZamora
56 22/08/22 Bovino  |UNL suero 0 JessicaZamora
57 22/08/22 Bovino  [UNL suero 0 JessicaZamora
Y] 22/08/22 Bovino  [UNL suero 0 JessicaZamora
59 22/08/22 Bovino  [UNL Suero 0 JessicaZamora
510 22/08/22 Bovino  |UNL suero 0 lessicaZamora
511 22/08/22 Bovino  |UNL suero 0 JessicaZamora
512 2200822 Bovino  [UNL suero 0 JessicaZamora
513 22/08/22 Bovino  |UNL suero 0 lessicaZamora
514 22/08/22 Bovino  |UNL suero 0 JessicaZamora
515 3/08/22 Bovino  [UNL suero 0 JessicaZamora
516 23/08/22 Bovino  |UNL Suero 0 lessicaZamora
517 B3/08/22 Bovino  [UNL suero 0 JessicaZamora
518 23/08/22 Bovino  |UNL suero 0 lessicaZamora
519 23/08/22 Bovino  |UNL suero 0 JessicaZamora
520 3/08/22 Bovino  [UNL suero 0 JessicaZamora
s 23/08/22 Bovino  |UNL Suero 0 lessicaZamora
522 23/08/22 Bovino  |UNL suero 0 JessicaZamora
513 3/08/22 Bovino  [UNL suero 0 JessicaZamora
524 23/08/22 Bovino  |UNL suero 0 lessicaZamora
525 23/08/22 Bovino  |UNL suero 0 JessicaZamora
526 23/08/22 Bovino  |UNL suero 0 lessicaZamora
57 23/08/22 Bovino  |UNL suero 1 1/50 JessicaZamora
518 3/08/22 Bovino  [UNL suero 0 JessicaZamora
529 24/08/22 Bovino  |UNL Suero 0 lessicaZamora
530 24/08/22 Bovino  |UNL suero 0 JessicaZamora
$31 24/08/22 Bovino  |UNL suero 0 JessicaZamora
532 24/08/22 Bovino  [UNL Suero 0 JessicaZamora
$33 24/08/22 Bovino  |UNL suero 0 lessicaZamora
534 24/08/22 Bovino  |UNL suero 0 JessicaZamora
$35 24/08/22 Bovino  |UNL suero 0 JessicaZamora
536 24/08/22 Bovino  [UNL suero 0 JessicaZamora
5§37 24/08/22 Bovino  [UNL Suero 0 JessicaZamora
538 24/08/22 Bovino  |UNL suero 0 lessicaZamora
539 24/08/22 Bovino  |UNL suero 0 JessicaZamora
540 24/08/22 Bovino  [UNL suero 0 JessicaZamora
541 24/08/22 Bovino  |UNL Suero 0 lessicaZamora
542 24/08/22 Bovino  |UNL Suero 0 lessicaZamora
$43 24/08/22 Bovino  |UNL suero 0 JessicaZamora
S44 24/08/22 Bovino  |UNL suero 0 JessicaZamora
545 24/08/22 Bovino  [UNL Suero 0 JessicaZamora
546 24/08/22 Bovino  |UNL suero 0 lessicaZamora
47 24/08/22 Bovino  |UNL suero 0 JessicaZamora
548 24/08/22 Bovino  [UNL suero 0 JessicaZamora
$49 24/08/22 Bovino  |UNL Suero 0 lessicaZamora
550 24/08/22 Bovino  |UNL suero 0 JessicaZamora
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Anexo 4. Informe de andlisis de laboratorio

1D ADN

muestra

909 ol
910 02
911 o3
912 o4
913 o5
914 of
915 o7
916 o8
917 09
918 ol0
919 oll
920 012
921 013
922 014
923 o015
924 016
925 017
926 018
927 019
928 020
929 021

930
931
932
933
934
935
936
937
938
939
940
941
942
943
944
945
946
947
948
949
950
951
952
953
954
955
956
957
958
959
960
961
962
963
964
965
966
967
968
969
970
971
972
973
974
975
976
977
978
979
980
981
982
983

985
986
987
988
989

991
992
993

995
996
997
998
999
1000
1001
1002
1003
1004
1005
1006
1007
1008

022
023
024
025
026
o027
028
029
030
031
032
033
034
035
036
037
038
039
o040
o4l
o042
o043
o044
o5
046
o47
o048
o049
050
u1

u

u3

uld4

ul9
u20
uz2l
uz2
u23
u24
u2s
u2é
uz7
u28
u29
u30
u3l
u32
u33
u34
u3s
u36
u37?
u3g
u39
ud0
udl
ud2
ud3
uddq
uds
udé
ud?
udg
ud9
uso

fecha de ext:
25/8/22
25/8/22
25/8/22
25/8/22
25/8/22
25/8/22
25/8/22
25/8/22
25/8/22
25/8/22
25/8/22
25/8/22
31/8/22
31/8/22
31/8/22
31/8/22
31/8/22
31/8/22
31/8/22
31/8/22
31/8/22
31/8/22
31/8/22
31/8/22
31/8/22
31/8/22
31/8/22
31/8/22
31/8/22
3ue/22
31/8/22
31/8/22
31/8/22
31/8/22
3ue/22
31/8/22
1/9/22
1/9/22
1/9/22
1/9/22
1/9/22
1/9/22
1/9/22
1/9/22
1/9/22
1/9/22
1/9/22
1/9/22
1/9/22
1/9/22
1/9/22
1/9/22
1/9/22
1/9/22
1/9/22
1/9/22
1/9/22
1/9/22
1/9/22
1/9/22
1/9/22
1/9/22
1/9/22
1/9/22
1/9/22
1/9/22
1/9/22
1/9/22
1/9/22
1/9/22
1/9/22
1/9/22
5/9/22
5/9/22
5/9/22
5/9/22
5/9/22
5/9/22
5/9/22
5/9/22
5/9/22
5/9/22
5/9/22
5/9/22
5/9/22
5/9/22
5/9/22
5/9/22
5/9/22
5/9/22
5/9/22
5/9/22
5/9/22
5/9/22
5/9/22
5/9/22
5/9/22
5/9/22
5/9/22
5/9/22

Especie
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino

muestra  proyecto

orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL
orina UNL

lavado_uterc UNL
lavado_uterc UNL
lavado_uterc UNL
lavado_uterc UNL
lavado_uterc UNL
lavade_uterc UNL
lavado_uterc UNL
lavado_uterc UNL
lavado_uterc UNL
lavado_uterc UNL
lavade_uterc UNL
lavade_uterc UNL
lavado_utere UNL
lavado_uterc UNL
lavado_uterc UNL
lavade_uterc UNL
lavade_uterc UNL
lavado_utere UNL
lavade_uterc UNL
lavado_uterc UNL
lavade_uterc UNL
lavade_uterc UNL
lavado_utere UNL
lavade_uterc UNL
lavade_uterc UNL
lavado_uterc UNL
lavade_uterc UNL
lavado_utere UNL
lavade_uterc UNL
lavade_uterc UNL
lavado_uterc UNL
lavado_uterc UNL
lavado_utere UNL
lavade_uterc UNL
lavade_uterc UNL
lavado_uterc UNL
lavado_uterc UNL
lavado_utere UNL
lavade_uterc UNL
lavade_uterc UNL
lavado_uterc UNL
lavado_uterc UNL
lavado_utere UNL
lavade_uterc UNL
lavade_uterc UNL
lavado_uterc UNL
lavado_utere UNL
lavado_utere UNL
lavade_uterc UNL
lavade_uterc UNL

protocolo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo
reactivo

resultado_PCFecha PCR Fecha_electr lugar

Negativo
Positivo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positive

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negative
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negative
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negative
Negativo
Negativo
Positive

Positivo

Negative
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negative
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

2/9/22

2/9/22

2/9/22

2/9/22

2/9/22

2/9/22

2/9/22

2/9/22

2/9/22

2/9/22

2/9/22

2/9/22

2/9/22

2/9/22

2/9/22

2/9/22

2/9/22

2/9/22

2/9/22

2/9/22
16/9/22
16/9/22
16/9/22
16/9/22
16/9/22
16/9/22
16/9/22
16/9/22
16/9/22
16/9/22
16/9/22
16/9/22
16/9/22
16/9/22
16/9/22
16/9/22
16/9/22
16/9/22
16/9/22
16/9/22
16/9/22
16/9/22
16/9/22
16/9/22
16/9/22
16/9/22
16/9/22
16/9/22
16/9/22
16/9/22
16/9/22
16/9/22
16/9/22
16/9/22
16/9/22
16/9/22
16/9/22
29/9/22
29/9/22
29/9/22
29/9/22
29/9/22
29/9/22
29/9/22
29/9/22
29/9/22
29/9/22
29/9/22
29/9/22
29/9/22
29/9/22
29/9/22
29/9/22
29/9/22
29/9/22
29/9/22
29/9/22
29/9/22
29/9/22
29/9/22
29/9/22
29/8/22
29/9/22
29/9/22
29/9/22
29/9/22
29/8/22
29/9/22
29/9/22
29/9/22
29/9/22
29/8/22
29/9/22
29/9/22
29/9/22
29/9/22
29/9/22
29/9/22
29/9/22
29/9/22

2/9/22 GEEZE
2/9/22 GEEZE
2/9/22 GEEZE
2/9/22 GEEZE
2/9/22 GEEZE
2/9/22 GEEZE
2/9/22 GEEZE
2/9/22 GEEZE
2/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
16/9/22 GEEZE
3/10/22 GEEZE
3/10/22 GEEZE
3/10/22 GEEZE
3/10/22 GEEZE
3/10/22 GEEZE
3/10/22 GEEZE
3/10/22 GEEZE
3/10/22 GEEZE
3/10/22 GEEZE
3/10/22 GEEZE
3/10/22 GEEZE
3/10/22 GEEZE
3/10/22 GEEZE
3/10/22 GEEZE
3/10/22 GEEZE
3/10/22 GEEZE
3/10/22 GEEZE
3/10/22 GEEZE
3/10/22 GEEZE
3/10/22 GEEZE
4/10/22 GEEZE
4/10/22 GEEZE
4/10/22 GEEZE
4/10/22 GEEZE
4/10/22 GEEZE
4/10/22 GEEZE
4/10/22 GEEZE
4/10/22 GEEZE
4/10/22 GEEZE
4/10/22 GEEZE
4/10/22 GEEZE
4/10/22 GEEZE
4/10/22 GEEZE
4/10/22 GEEZE
4/10/22 GEEZE
4/10/22 GEEZE
4/10/22 GEEZE
4/10/22 GEEZE
4/10/22 GEEZE
4/10/22 GEEZE
4/10/22 GEEZE
4/10/22 GEEZE
4/10/22 GEEZE

resultado_PC Fecha_electr Observaciones

negativo

4/10/22 repetido
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Anexo 5. Certificacion de traduccion del abstract.
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WISDOM

English Center

CERTIFICADO DE TRADUCCION

Loja 16 de junio de 2023

Lic.
Mancy Correa Martinez.
CC.EE. Idioma Inglés.

CERTIFICA:

Haber traducido del Idioma Espafiol al Idioma Inglés, el ABSTRACT de Proyecto de
Investigacion: “Para la obtencidn de Maestria en la facultad de AGROPECUARIA EN SANIDAD
ANIMAL Y DE RECURSOS NATURALES REMOVABLES". Elaborade por: El médico veterinario
Danilo Ismael Arévalo Torres, portador de la cédula de identidad Mo. 0104729165, La
técnica de traduccion utilizada fue: Traduccicn Literal.

Lo certifico.

Atentamente W

LW S

Lic. Nancy CorPe@Rfsrtmez

C.I. 1101706602
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