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RESUMEN

El poco uso y falta de informacidn sobre técnicas moleculares por parte de los médicos
veterinarios han obstaculizado la innovacion y actualizacion del diagnéstico viral en medicina
veterinaria. El presente estudio, tuvo como objetivo determinar mediante encuestas los
conocimientos, actitudes y practicas de los veterinarios acerca del diagnéstico molecular en
virus para pequefas especies en la ciudad de Quito, con la finalidad de identificar estrategias
para promover el uso del laboratorio molecular. Se elaboré una encuesta con 27 preguntas, la
misma que fue realizada de manera online y presencial por la plataforma google forms a
médicos veterinarios de la ciudad de Quito. Se realizaron un total de 134 encuestas que
cumplieron los criterios para el estudio. Un poco mas de la mitad de los encuestados tienen un
titulo de posgrados, no se observo diferencias significativas entre el afio de gradacion ni la edad
de los encuestados. Aproximadamente un 50% de los participantes no tienen buenos
conocimientos sobre conceptos de técnicas moleculares, lo que posiblemente se dé a falta de
materias en las universidades y cursos acerca de técnicas moleculares. Se evidencié que menos
del 30% ha trabajado con técnicas de acidos nucleicos y que existen comportamientos mixtos
sobre el precio de los ensayos moleculares; posiblemente esto se deba a los pocos laboratorios
moleculares en la ciudad con los que el veterinario puede trabajar. Por otra parte, mas del 98%
ha trabajado con otro tipo de diagndsticos convencionales, especificamente Kits rapidos siendo
ésta una prueba tendencia en el diagnostico de enfermedades. Positivamente se evidencia que
el 98% de los encuestados desearia mejorar sus conocimientos con un curso tedrico-practico.

Palabras claves: Técnicas moleculares, laboratorios moleculares, encuestado.



TECHNICAL UNIVERSITY OF COTOPAXI
FACULTY OF AGRICULTURAL SCIENCES AND NATURAL RESOURCES

TITLE: ““Knowledge, attitude and practice of veterinarians in canine and feline clinics on
the implementation of tests based on nucleic acid analysis in their routine for the diagnosis

of viral diseases in the metropolitan district of Quito”

Author: Narvéez Cevallos Ricardo Napoledn

ABSTRACT

The non-use and lack of information on molecular techniques made by veterinarians have
impeded the innovation and updating of viral diagnosis in veterinary medicine. This research
study aimed to determine through surveys the knowledge, attitudes and practices of
veterinarians about molecular diagnosis in viruses for small species in the city of Quito, in order
to identify strategies to promote the use of the molecular laboratory. A survey with 27 questions
was made and carried out online and in person by the google forms platform to veterinarians in
the city of Quito. A total of 134 surveys were conducted that met the criteria for the study.
Slightly more than half of the respondents have a postgraduate degree; there were no significant
differences between the year of graduation and the age of the respondents. Approximately 50%
of the participants do not have a good knowledge of molecular techniques concepts, possibly
due to the lack of subject matters in universities and courses on molecular techniques. It was
evidenced that less than 30% have worked with nucleic acid techniques and that there are mixed
behaviors on the price of molecular assays; possibly this is due to the few molecular labs in the
city that the veterinarian can work with. On the other hand, more than 98% have worked with
other types of conventional diagnoses, specifically rapid Kits, this being a trend test in the
diagnosis of diseases. It is positively evident that 98% of the respondents would like to improve
their knowledge with a theoretical- practical course.

Keywords: Molecular techniques, molecular laboratories, respondent.
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2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Las enfermedades infecciosas virales como la parvovirosis, el distemper canino, la VIF entre
otras tienen una gran tasa de mortalidad en el pais y son de las mas contagiosas entre las
especies ya mencionadas, en muchas de estas enfermedades no existe un tratamiento asertivo

ya que solo se puede contar con tratamientos paliativos.

Para controlar las diferentes enfermedades infecciosas (El) es muy importante un diagnostico

temprano y correcto.

En el Ecuador, los exdmenes de diagndstico conocidos como kit de test rapidos son los méas
utilizados para la deteccion de las E. 1. (Detectan anticuerpos y/o antigenos), tienen una rapidez
entre 8 a 20 minutos para arrojar resultados pero presentan una menor especificidad y
sensibilidad con respecto a una técnica molecular. Es por esta razon, que el método molecular
podria ser el mas eficaz y factible para la deteccion de E.I. en canes y félidos ya que busca la
presencia de moléculas especificas del ADN del antigeno permitiendo un mejor resultado para

el diagnostico.

En el presente trabajo de investigacion se ha determinado el conocimiento, actitud y practica
de los métodos moleculares en el diagnostico de las enfermedades que se presentan con mayor

frecuencia en las clinicas veterinarias de Quito.

3. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO
3.1. Directos:

e Meédicos veterinarios dispuestos a implementar y conocer nuevos métodos de técnicas
moleculares para su diagnostico en clinica de pequefias especies.

e Propietarios que deseen trabajar con metodos moleculares para la deteccion de
enfermedades virales en las mascotas.

e Mascotas que recibiran un diagnostico mas oportuno y rapido ante enfermedades virales.

3.2. Indirectos:

e Estudiantes de la carrera de MEDICINA VETERINARIA que deseen conocer el grado
de aceptacion, conocimiento y actitud ante el uso de las técnicas moleculares en la ciudad
de Quito.

e Poblacion en general que se vera beneficiada de forma colateral ante el estudio de



técnicas moleculares en el Distrito Metropolitano de Quito.

4. PROBLEMA DE INVESTIGACION
La precision del diagnostico de diversas patologias depende de: la anamnesis, el examen
clinico y pruebas de laboratorio realizadas a los pacientes. En la practica diaria, muchas
clinicas veterinarias en el Ecuador, han optado por realizar los cominmente llamados Kit de
Test rapido para el diagnéstico de diferentes enfermedades virales, principalmente por su costo
mas asequible. Sin embargo, se ha reportado incidencia de resultados falsos ®. Si se obtienen
resultados cuestionables, se deben realizar otras pruebas de confirmacion.
Por otro lado, las pruebas moleculares disponibles para detectar la infeccion por virus en
animales de compafiia incluyen los ensayos moleculares de deteccion rapida, la reaccion en
cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) entre otras pruebas de
amplificacién de &cido nucleico. Estas pruebas pueden detectar el ADN o ARN viral en
especimenes con alta sensibilidad y especificidad. En particular, la deteccion de ADN o ARN
viral por medio de estos inmunoensayos moleculares no siempre indica la viabilidad del virus
0 la continua replicacion viral. Cabe recalcar que la implementacion de estas técnicas
representa un costo econémico elevado.
En consecuencia, en Ecuador la mayoria de las clinicas y hospitales veterinarios no cuentan
con el equipo de deteccion molecular necesario para el analisis y observacion de los diferentes
patogenos virales que afectan a las mascotas.

5. OBJETIVOS:

5.1.General.
Valorar el conocimiento actitud y practica de los veterinarios en clinica de caninos y felinos
sobre la implementacion de pruebas basadas en el analisis de acidos nucleicos en su rutina

de diagnostico en la ciudad de Quito.

5.2. Especificos.
« Determinar el grado de aceptacion a utilizar en las pruebas basadas en &cidos nucleicos
para el diagndstico.
« Complementar el conocimiento acerca de técnicas moleculares para el diagnostico de
enfermedades infecciosas virales.
« Incentivar el uso de las pruebas moleculares en la practica de diagnostico comin en

clinica de caninos y felinos.



6. MARCO TEORICO

6.1. ANTECEDENTES DE TECNICAS DE DIAGNOSTICO EN
ENFERMEDADES VIRALES

Determinar el agente causal de las enfermedades ha sido una inquietud reportada desde los
primeros registros de la humanidad. Sin embargo, se ha conseguido este fin hace muy poco,
exactamente en el siglo pasado. De hecho, se ha aplicado medidas de prevencion como la
vacunacion antes de identificar el agente causal. Por ejemplo, la viruela.?
Existian diversas teorias relacionadas al origen de las enfermedades virales, entre ellas la mas
acertada seria la que mencionaba que un patdgeno microscopico mas pequefio que una bacteria
comn podia ser el causante de la enfermedad. 3
En el afio 1892, el microbidlogo Dimitry lvanovski realizd pruebas usando el filtro
Chamberland para la deteccion del virus del mosaico de tabaco, resultando en que las plantas
después de pasar por el filtro seguian siendo infecciosas. No fue hasta 1898, que el
microbidlogo Martinus Beijerinck repitié los experimentos y quedd convencido que la savia

del tabaco filtrada era la que contenia una nueva forma de agente infeccioso.

Martinus determino que el patégeno se multiplicaba solamente en células que se estaban
dividiendo; llamando a este proceso como “contagium vivum fluidium” (germen viviente
soluble) y usoé la palabra “virus” para describirlo. No obstante, el autor Wendell Meredith
Stanley, probo que eran particulas y no fluidos como afirmaba Beijenrick “.

En este mismo afio, los virus fueron identificados segun los autores Loeffer y Paul Frosch
como agentes filtrables, descubriendo el agente responsable de la fiebre aftosa ° . La primera
época del diagnostico viral fue marcado por el uso de anticuerpos ©. La fijacion del
complemento fueron descritas en 1929 para diversos virus por el microbidlogo britanico
Samuel Bedson 3. A partir de 1931, se fotografiaron las primeras imagenes de los virus, gracias

a Ernst Ruska y Max Knoll y asi se descubrié el aspecto que tienen ’.

En el afio 1948 Weller y Enders desarrollaron el cultivo celular para las paperas y la influenza
sin olvidar el descubrimiento del virus de la polio en medicina humana, tiempo después el
virus de la poliomietitis fue cultivado por primera vez en el afo de 1949 en células
embrionarias humanas sin usar tejidos animales. Posteriormente en los afios 50 se cre6 un

nuevo método llamado inmunofluorescencia .

La microscopia de electrones (ME) se cre6 en 1959 por los autores Brenner y Home, que



usando un método simple y rapido como la tincion negativa se detectaron los primeros virus.
Una importante mejora para la ME ocurrié cerca de 1967, cuando se usaron anticuerpos
especificos para la deteccidn del virus de la rubeola gracias a Best y sus colegas que detallaron
el uso de un anticuerpo especifico. Esta técnica permite identificar morfolégicamente y

describe un diagndstico diferencial de distintos virus 2.

En 1975 se representaron pruebas basadas en anticuerpos que permitieron la deteccion de virus
° En los afios 70, se describio el método Southern Blot que dio inicio a las pruebas
moleculares, en tal virtud ahora podemos usar &cidos nucleicos radioetiquetados con secuencia

de ADN especificas.

Posteriormente, se realizaron métodos relacionados tales como el método Northern Blot, los
polimorfismos de restriccion de longitud del fragmento (RFLPs) y refinamientos del método
original; sin embargo, los métodos poco convencionales como el de Southern y el mismo
Northern Blot no fueron bien implementados en los laboratorios de diagnostico clinico debido
a gue son lentos, costosos y en aquel momento eran ain mas complicados ya que requerian

usar radionucléicos para visualizar los resultados®.

En 1983, el PCR fue descrito por el PHd Kary Mullis, como un método para multiplicar acidos
nucleicos y sintetizar grandes cantidades de una hebra de ADN diana especifico. Durante los
siguientes dos afios, un equipo de cientificos de la Corporacion CETUS, investigé y tecnifico

el proceso tedrico del PCR reconociendo su impacto potencial °.

La enzima polimerasa usada para la técnica PCR era la ADN-polimerasa de la E.coli, pero
tenia varios defectos ya que no era termoestable En aquel momento, la PCR era realizada a
mano; los tubos se movian manualmente entre bafios de agua maria a distintas temperaturas
para completar cada ciclo y era necesario afiadir el ADN polimerasa fresca después de cada

ciclo, ya que no existian polimerasas termoestables®®.

En 1988 se introdujeron las polimerasas termoestables, mejorando la especificidad de la PCR
ya que se podia usar temperaturas de ciclado mas altas.'® En este mismo afio, se describid la
PCR de transcripcion inversa (RT-PCR) lo que hizo posible fijar como objetivos a los virus
de ARN. Al pasar el tiempo, la PCR se aplic6 a la deteccién al virus del papiloma humano

segln el articulo ' y la RT-PCR se aplico para el diagnostico del virus de inmunodeficiencia



humana tipo 1%°. Paralelamente, se comenzaron a hacer estudios con pruebas multiplex de
diferentes formas de virus de la influenza, pero no fue, sino después unos afios que se lo

presentd al pablico®.

La RT-PCR que muestra los resultados a medida que la reaccidn avanza fue creada por Heid,
Stevens, Livak y Williams en 1996 vy la aplicaron en el diagnéstico viral en 1999, realizando
pruebas para el virus del simio 40 (SV40) y hepatitis B 2. Desafortunadamente, los métodos
basados con la PCR no se adoptaron eficazmente dentro de los laboratorios clinicos para un
diagnostico eficaz.

En la medicina avicola, alrededor de los afios 90 se introdujo el PCR para la deteccion de
diferentes patdgenos virales como el virus de la anemia infecciosa en los pollos, el virus de la
bronquitis viral, el virus de la bursitis viral infecciosa, el virus de Marek, el virus de la
laringotraqueitis infecciosa y el de la leucosis aviar °. Pruebas complementarias por Horimoto
y Kawoaka con RT-PCR en el afio 1995, ayudaron a amplificar el acido nucleico de la hepatitis
aviar (HA) para evaluar el patotipo y no para la deteccion del virus como principalmente fue
creada la RT-PCR .

Se reporté que en el afio 2011 habia alrededor de 350 compafias que fabricaban diferentes
técnicas moleculares in vitro. Hasta ese mismo afio el 79% del mercado que realizaba pruebas

moleculares se encontraba en Estados Unidos y Europa.

6.2. ANALISIS DE TECNICAS BASADAS EN ACIDOS NUCLEICOS PARA EL
DIAGNOSTICO VETERINARIO

En el mercado hay pocas pruebas con un buen nivel de sensibilidad, especificidad y rapidez
disponibles para el médico veterinario contemporaneo. Las nuevas tecnologias van muy
subdesarrolladas para los estandares de la medicina moderna, de tal manera que las ultimas
tecnologias no van de la mano con la préactica diagnostica del veterinario.

Los investigadores tienen que enfrentar numerosas barreras para adoptar nuevas tecnologias.
Citando a la Organizacion Mundial de la Salud, las pruebas de diagnéstico deben poseer
sensibilidad, especificidad, bajo costo, simplicidad, rapidez, adaptabilidad a la temperatura y
facil disponibilidad . Los laboratorios veterinarios alrededor del mundo son variados y
cambian constantemente por lo que no existe un método que asigna una estandarizacion. Sin

embargo, tanto en medicina veterinaria como en medicina humana dos métodos sumamente



usados en diagnostico molecular son el PCR convencional y el RT-PCR?.

En paises desarrollados, la salud puablica veterinaria contempla pruebas de diagnéstico
molecular en formas comerciales que requieren alguna forma de certificacion del pais; los
ejemplos mas claros son en los Estados Unidos que requieren aprobacion de la Administracion
de Alimentos y Farmacos (FDA), mientras que en Europa requieren la marca CE-1VD 6. Cabe
mencionar que la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) recomienda métodos

especificos para los agentes que provocan enfermedades conocidas.

En la ciudad de Quito, si bien existen laboratorios de técnicas moleculares como en la
Universidad Central del Ecuador o en Agrocalidad 4, en donde trabajan con PCR tradicional,
no llega a ser un namero significativo ni a cubrir una cierta demanda de pedidos para técnicas

moleculares en la ciudad.

6.3. PRINCIPALES ENFERMEDADES VIRALES EN CLINICA DE ESPECIES
MENORES

Las enfermedades de origen virales en caninos y felinos son la causa mas frecuente de
consultas veterinarias con relacion a las patologias infecciosas y muchas veces no se tiene un
diagnostico definitivo a tiempo, lo que produce que los diferentes cuadros de las enfermedades
se compliquen llevando en algunos casos a la muerte del paciente. A diario, las mascotas se

ven expuestas a diferentes patologias de origen virales.

A continuacion se detallan las enfermedades virales descritas en la pregunta 12 del

cuestionario realizado para el presente estudio *'.

6.3.1.  Virus del Distemper Canino (CDV)

El Distemper proviene de la familia paramixoviridae de género Morbilivirus. Estad formado
por una cadena de ARN y la enfermedad puede causar problemas multisistémicos hasta afectar
el sistema nervioso central (SNC). Los perros no son los Unicos animales afectados, otros
caninos, mapaches y hurones pueden verse comprometidos, los principales sistemas afectados

son: el respiratorio, digestivo, nervioso y en algunos casos el tequmentario ‘8. Es un problema



muy comun que en los albergues para perros exista una prevalencia del virus ya que muchos
de ellos no estan vacunados. Si se ha podido reducir la tasa de contagios de este virus, es
gracias a la vacunacion masiva que existe en Ecuador, pero esto no significa que la poblacion

canina esté exenta de nuevos rebrotes.

6.3.2.  Parvovirus Canino (CPV)

La parvovirosis tuvo sus primeros reportes en el afio 1977, pero la enfermedad comenzo a
tomar nombre cuando en 1978, en Estados Unidos se identifico esta patologia caracterizada
por producir vomitos y diarreas severas, sintomas que aparecieron de manera espontanea,
produciendo pérdidas en los criaderos de perros, debido a una alta tasa de morbilidad y
mortalidad *°. La enfermedad es producida por un virus miembro de la familia Parvoviridae,
que se transmite exclusivamente entre caninos. Existen varios reportes donde se menciona que
afecta a varias especies de caninos incluyendo variedades raras de zorros y coyotes.

El parvovirus se presenta de dos maneras importantes: de forma entérica y de forma
miocardial. De forma entérica muchos animales logran recuperarse aun sin tratamiento,
mientras que en su forma miocardial existen una gran tasa de mortalidad %°. Para ambos casos,
existen pruebas seroldgicas que sugieren la posibilidad de que en algunos perros la infeccion

sea subclinica; por lo que los animales infectados representan un importante foco de infeccion
19

6.3.3. Adenovirus Canino Tipo 2 (CAV-2)
El CAV-2 es un virus de doble cadena que afecta a perros con una traqueobronquitis, muchos
autores lo nombran como tos de las perreras 2% La transmision se da de forma oro-nasal,
aungue también se puede transmitir de manera oro-fecal. Al entrar al cuerpo el virus se
disemina en los macrofagos y viajan a diferentes érganos como ojos, bazo y pulmones. La

infeccion es transitoria y muchos animales contagiados pueden curarse aun sin tratamiento 2.

6.3.4. Virus de la Panleucopenia Felina (FPV)

Es un virus pequefio de la familia del parvovirus con cadena ADN aislado por primera vez en
1981en Chile %. Es muy resistente ya que sobrevive un afio a temperatura ambiente y resiste
56°C hasta 30 minutos. No posee envoltura por lo que tiene mayor aguante siendo invulnerable

al alcohol al 70%, al yodo organico, fenoles y al amonio cuaternario®?. Se lo puede inactivar



con hipoclorito de sodio al 6%, formaldehidos al 4% y glutaraldehidos al 1% en 10 minutos

de temperatura ambiente %2,

El virus se adhiere a las células del tejido linfoide y en la médula dsea produciendo sintomas
de panleucopenia. También lo podemos encontrar en el tejido digestivo en las paredes de la
mucosa intestinal y en las células de divisién rapida del feto lo que puede producir una muerte
fetal y su posterior reabsorcion. Produce una viremia primaria con una predileccion por las

células de division rapida lo que afectara el desarrollo de los animales mas jovenes 23,
6.3.5. Herpes virus felino (HVF)

Es un virus de ADN que es muy sensible al ambiente ya que no puede vivir mas de 24 horas
fuera del huésped. Se aloja en células del sistema respiratorio con un periodo de incubacién

entre 2 y 17 dias con un tiempo de enfermedad de hasta 4 semanas.

Se transmite de forma horizontal, y la expulsa el gato al estornudar; del 80 al 90% de los gatos
quedan como portadores por al menos un afio ya que el virus se queda en un estado de latencia
en los ganglios trigéminos ubicados en el rostro del animal. Las formas de diagndstico méas
convencionales son observando cuerpos intracelulares en células conjuntivales. Otro tipo de

diagnostico mas costoso es el uso de PCR e inmunoflorescencia indirecta. 1/

6.3.6. Calicivirus Felino (FCV)

El virus presenta diferentes sintomatologias, desde una forma asintomatica pasando por una
infeccion respiratoria superior, ulceracion oral, cojeras y neumonia. En el afio 2000, se
encontro una cepa que también produce un cuadro sistémico por lo que fue llamado Calicivirus
sistémico virulento (VS-FCV) 24, El VS-FCV produce una mortalidad elevada, con cifras de
hasta un 67% en gatos adultos ya que provoca una severa respuesta inflamatoria sistémica con
cuadros respiratorios de vias altas, Ulceras orales y fiebre, produce dafio tegumentario como la
aparicion de edemas cutaneos y Ulceras diseminadas en el cuerpo. En casos mas graves existe
una icterisia por dafio hepatico, edema pulmonar, neumonia, coagulacion intravascular

diseminada, ascitis y efusion pleural 2.
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6.3.7. Virus de la inmunosuficiencia felina (FIV)

Es un lentivirus que fue descubierto en California cuando fue aislado por el autor Pederse en
el afio 1987. Al principio se nombro al virus como Virus Felino T-linfotropo (FTLV), por su
aislamiento a partir de linfocitos en el torrente sanguineo de vasos periféricos en gatos
infectados y por su afinidad a los linfocitos T felinos. Posteriormente, los denominaron VIF

ya que produce una inmunodeficiencia en gatos domésticos 2.

Se puede sospechar de la infeccidn en gatos con procesos y manifestaciones clinicas de curso
cronico a nivel de la boca, tracto intestinal, sistema nervioso, piel, etc., especialmente en

animales adultos y negativos al virus de la leucemia felina FeLV.

6.3.8. Coronavirus Canino (CVC)

Es un virus envuelto, monocatenario formado por una cadena de ARN, produciendo
enfermedades respiratorias y gastrointestinales en caninos. Existen tres variantes de este virus:
coronavirus canino (CoVC), tipo I (CoVC-I) y tipo Il (CoVC-II), correspondientes al grupo
antigeno 1 de género Alphacoronavirus %. La transmision es por medio de aspiracion de
particulas de vomito, heces o alimento contaminado, el periodo de incubacion es de 1 a 4 dias
y la mayoria de perros se recuperan entre 7 y 10 dias post infeccion. El virus ha sido aislado

en tejidos diferentes y muy pocas veces ocurre una enfermedad sistémica. 2

6.3.9. Virus de la Leucemia felina (FeLV)

Es un virus gamma-retrovirus que afecta a gatos domésticos y rara vez a felinos salvajes?’. La
forma comun de contagio es por transmisién horizontal y por la leche de felinos infectados.
La enfermedad presenta neoplasias y fisiopatologias reproductivas, existen varias pruebas de
laboratorio con las que se puede detectar el FeLV, aqui se destacan el método ELISA, la
inmunocromatografia y el PCR %', Los tratamientos para la FelV son paliativos, existen
estudios con medicamentos antivirales pero aun se encuentran en investigacion. La

importancia de la vacunacion es fundamental para evitar una propagacion masiva.
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6.4. TECNICAS DE DIAGNOSTICO CONVENCIONALES EN CLINICAS
VETERINARIAS

El diagnostico de laboratorio convencional se basa en el uso de antigenos y/o anticuerpos para
la deteccion de la enfermedad. Si bien tienen una aceptacién muy grande en la ciudad de Quito,
no son ni los méas precisos, ni especificos, ni sensibles de los examenes de laboratorio que
existen. EI mas utilizado de estos métodos por los médicos veterinarios es el denominado kit
de test rapido, el mismo que esta basado en la prueba de inmunocromatografia que contiene
tres partes basicas y fundamentales: el sample, seccidn conjugada, el test y el control.

El sample es la zona donde se adhiere la muestra, y por capilaridad el antigeno se fija al
anticuerpo que se encuentra en la seccion conjugado, para posteriormente bajar a la seccion
test donde se unird a una enzima orocoloidal para marcar el resultado en el caso de ser positivo;
si la muestra es negativa el anticuerpo no se unira a ningin antigeno. Los kit rapidos siempre
poseen un exceso de anticuerpos, los cuales después de pasar la seccion test se unirdn a una
enzima que mostrara el resultado marcando una franja en el control si el test se lo realizo

correctamente o no existen fallas en la fabricacion del kit rapido 8,
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Ilustracion 1 Test rapido basado en inmunocromatografia®®

6.4.1. APLICACION DE NUEVAS TECNICAS DE DIAGNOSTICO MOLECULAR
EN LA MEDICINA VETERINARIA

Los laboratorios clinicos han encontrado nuevas formas de diagndstico para las diferentes
enfermedades infecciosas con una mayor especificidad, sensibilidad y rapidez que pruebas

convencionales de antigeno y/o anticuerpo.
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El diagnostico molecular ha evolucionado desde el siglo XX, la existencia de varias
enfermedades tanto de origen virico, bacteriano, parasitario o fingico han hecho que el médico
veterinario busque una nueva forma de diagnostico igual de exactos que métodos
convencionales como la inmunocromatografia que viene en los Kit rapidos. Las técnicas

moleculares basadas en cadenas de acidos nucleicos son ahora una herramienta fundamental
30

La técnica de amplificacion isotérmica mediada por bucle o LAMP es una prueba eficaz y
sumamente facil de utilizar, al igual que el PCR convencional. La LAMP amplifica los
fragmentos del ADN diana, lo que permite la deteccidn de patdgenos con una gran sensibilidad
y especificidad. Esta técnica se muestra como un proceso isotérmico (una sola temperatura
que es constante) lo que compone una ventaja fundamental frente a la PCR, ya que no necesita
de termocicladores para la elaboracién del proceso molecular. La LAMP utiliza una enzima
polimerasa (bst polimerasa) que desplaza la cadena de ADN y a la vez produce la
polimerizacion. El nivel de sensibilidad, especificidad y rapidez de la LAMP es superior a
pruebas de PCR, adicionalmente, esta técnica amplifica el patbgeno mostrandonos un caracter
cualitativo para la visualizacién directa de la reaccion, por la liberacion de un coloide de
pirofosfato. La LAMP también puede mostrarse cuantitativamente y depende del autociclado

de la cadena de ADN polimerasa®*.

6.5. LAMP (historia, concepto, aplicacidn)

Para principios del siglo XXI, Notomi y sus colaboradores, publicaron por primera vez una
descripcion del LAMP, que no es mas que una técnica molecular basada en la amplificacion
de los &cidos nucleicos en un periodo isotérmico constante. Notomi insistio en que la LAMP
sefiala una bioguimica sumamente precisa, con una alta sensibilidad, con resultados
cualitativos sin la inversidn de equipos sumamente costosos. Por el momento, una de las mas
grandes empresas que se dedica a la facturacion de los implementos del LAMP es Eiken
Chemical Company, Ltd. ’.

Este método amplifica el ADN y/o ARN con una alta sensibilidad, especificidad y rapidez
usando la enzima Bts polimerasa y no la cominmente usada en PCR, Taq polimerasa. También
mantiene condiciones de temperatura constante (entre 60°C y 65°C) para amplificar el ADN

diana en condiciones isotérmicas 3.
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Una de las principales ventajas del LAMP comparandola con el PCR, es que no requiere un
termociclador y se pueden usar dispositivos simples de regulacion térmica como bafio maria
o0 un termobloque segin Notomi 3. La LAMP utiliza de 4 a 6 cebadores (secuencias corta de
ADN de cadena simple que se utiliza en una reaccién molecular) externos (F3 y B3), dos
internos (FIC y F2), y BIP (B1C Y B2) que mantiene una secuencia tanto sentido como
antisentido formando un bucle, sin dejar de mencionar 2 cebadores bucle F(FLP) y B(BLP)%.
Estos cebadores aceleran el proceso de replicacion reconociendo 8 secuencias distintas del

acido nucleico diana3?.

Los cebadores internos son llamados Forward Inner Primer (FIP) y Bac-kward Inner Primer
(BIP), respectivamente, cada uno contiene dos secuencias diferentes que corresponden a las
secuencias sentido y antisentido del &cido nucleico blanco, uno para cortar en la primera etapa
y el otro para auto dividirse en siguientes etapas. Las secuencias (23-24 nucledtidos
tipicamente) dentro de ambos extremos de la region blanco para la amplificacion en un ADN
son denominadas F2c y B2, respectivamente. Dos secuencias internas (23-24 nucle6tidos
tipicamente) a 40 nucleétidos de los extremos de F2c y B2 son designadas F1c y Bl y dos
secuencias (17-21 nucleédtidos) externas a los extremos de F2¢ y B2 son denominadas F3c y
B3. 32

En el caso de los cebadores internos: FIP contiene F1c, un espaciador de TTTT y la secuencia
F2 complementaria a F2c mientras que BIP contiene una secuencia B1c que integrara a B1,
un espaciador de TTTT y a B2. Los dos cebadores externos consisten en B3 y la secuencia F3
complementaria a F3c.*

Un buen primer debe contener una relacion guanina-citosina (GC) de los aproximadamente
del 50-60% y alrededor de 40-50 % para la relacion adenina-timina (AT). Un buen cebador no
debe formar facilmente estructuras secundarias. La secuencia del extremo 3' no debe ser rica
en AT o complementarias de otros cebadores. La distancia del extremo 5' de F2 y B2 deberia
ser de 120 hasta 180pb vy la distancia entre F2 y F3 asi como de B2 y B3 debe ser 0- 20pb. La
distancia para las regiones de formacion de bucle (5'de F2 a 3' de F1, 5' de B2 a 3' de B1) debe
ser 40-60pb.
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1.Tipo de Estudio

La investigacion fue a través de encuestas CAP (conocimiento actitud y practica) con un
enfoque social mediante formularios de tipo online (140) y fisicas (20) a médicos veterinarios
especializados en pequefias especies, las mismas que fueron realizadas entre los meses de

noviembre 2020 y enero 2021.

7.2.Poblacion encuestada

Las encuestas se dirigieron a médicos veterinarios de pequerfias especies en la zona del Distrito
Metropolitano de Quito, a los socios de la Asociacion de Médicos Veterinarios de Pequefias

Especies de Quito (AMVEPE-Quito) y de forma fisica en clinicas veterinarias de la ciudad.

7.3.Herramientas del disefio

7.3.1 Encuestas CAP
Una encuesta de conocimiento, actitud y practica (CAP) es un estudio investigativo de
carécter cualitativo en una determinada poblacion para obtener una muestra. En este tipo de
formularios, se demuestra como un individuo se comporta, actla, y si tiene conocimientos
préacticos para un tema determinado. Para el levantamiento de las encuestas CAP, se contd
con la rectificacion del doctor Edie Gabriel Molina Cuasapaz, docente de la Carrera de
Medicina Veterinaria en la Universidad Técnica de Cotopaxi (UTC). Posteriormente, estos
documentos fueron validados por dos médicos veterinarios. La encuesta consta de 22
preguntas entre cerradas y abiertas. Las primeras cinco preguntas se relacionan con el criterio
personal y social del profesional, por consiguiente las demas muestran una variacion de
preguntas entre cerradas y abiertas con tematica de actitud, conocimiento y practica frente al
tema de técnicas moleculares. Finalmente, se presentan dos preguntas con respuestas

divididas en la escala de Likter (pregunta 17y 25).

7.3.2 Aplicacion de la encuesta

ElI formato se lo realiz6 en la plataforma online de Google Forms

(https://docs.google.com/forms), y con el fin de que los participantes realizaran la encuesta,

se aplicaron diferentes métodos:


https://docs.google.com/forms

o

e}

e}
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Envio de correos electronicos a los participantes
Divulgacion de las encuestas por medio de redes sociales por la plataforma Facebook

Visitas presenciales a las diferentes clinicas veterinarias de la ciudad.

8. RESULTADOS

Inicialmente se realizaron 160 encuestas, de las cuales 26 no cumplieron con los criterios de

la investigacién. Las razones de no inclusion son las siguientes:

1 Encuestas realizadas por médicos veterinarios de otras provincias que no son Pichincha
(21/160)
2 Encuestas realizadas por médicos veterinarios en otras ciudades que no son Quito (24/160)

3 Encuestas realizadas por médicos veterinarios sin datos de provincia ni ciudad (1/160)

De las 160 encuestas registradas, se considerara solo 83% (134/160), en virtud de que cumplen
con los requisitos para la investigacion. De las 134 encuestas, 89 fueron llenadas

completamente, y 45 fueron incompletas en el dato Parroquia.

8.1.Preguntas de criterio personal y social

d) Se toman los datos de las 134 encuestas que fueron registradas para el criterio personal y

social. Para conocer el afio de obtencidn de titulos se dividid en tres secciones:

1. Ao desde 1990 - hasta 1999
2. Afo desde 2000 - hasta 2009
3. Afo desde 2010 - hasta 2020

Se observo que el 8% (11/134) de los médicos encuestados obtuvieron su titulo desde 1989
hasta 1999, el 15% (21/134) desde el 2000 hasta 2009, y el 76% (102/134) de los participantes
desde el 2010 hasta el 2020.
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Tabla 1 Afio de graduacion (Narvaez 2021)

1989- 2000- 2010- X-
Pregunta 1 1999 2009 2020 squared Pvalue
Participantes 11 21 102 104.27 1,19E-08
Por ciento 0,08 0,15 0,76

Nota:

b) Médicos con estudios superiores al titulo de tercer nivel es reflejado con el 52% (70/134)

de los participantes y el 48% no presenta estudios posteriores al universitario.

Tabla 2 Estudios Superiores (Narvaez 2021)

Pregunta Negativo
2 Positivo (%) (%) Intervalo pvalue x-squared
Por ciento 0,52 0,48 0,17 0,6 0,26
Nota:

¢) Meédicos menores 30 afios representan un 47% (63/134), desde 31 a 40 afios el 30%
(40/134), desde 41 a 50 afos 13% (18/134), de 51 a 60 afios el 7% (10/134) y el 2% (3/134)
de los participantes son mayores a 60 afios.

Tabla 3 Edad del médico veterinario (Narvaez 2021)

menos mas X-
Pregunta 3 30 31-40  41-50 51-60 60 squared pvalue
2,20E-
Participantes 63 40 18 10 3 89,95 16
Por ciento 0,47 0,30 0,13 0,07 0,02

Nota:
d) Los cargos en la clinica demostraron que el 52% son clinicos, el 30% son gerentes, el 5%

son administradores, especialistas un 3%, y el 10 % representan otros cargos.
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Tabla 4 Cargo en la clinica (Narvdez 2021)

Pregunta  Clinic  Geren Otr  Administrad Especialis X-

5 0 te 0 or ta squared pvalue
Participant 2,20E-
es 70 40 13 7 4 117 16

0,1
Porciento 0,52 0,30 0 0,05 0,03
Nota:

8.2. Conocimiento de los médicos veterinarios frente a las técnicas moleculares

Se recopild 134 encuestas para determinar el conocimiento que llevan los médicos veterinarios

frente al desarrollo de las técnicas moleculares.

a) En la pregunta 7, el 75% (101/134) de los participantes respondieron correctamente
afirmando que la sensibilidad representa la proporcion de verdaderos positivos; mientras que

el 25% (33/134) contestaron incorrectamente.

Tabla 5 La sensibilidad de una prueba para el diagnéstico de laboratorio que proporcion representa (Narvaez
2021)

Pregunta Positivo  Negativo X-
7 (%) (%) intervalo pvalue  squared
2,20E-
Porciento 0,75 0,25 0,15 16 184,27
Nota:

b) Se pregunté a los encuestados sobre qué proporcion demuestra la especificidad en el
diagnostico de laboratorio, el 60% (80/134) respondié acertadamente mencionando que
presenta la cantidad de verdaderos negativos en los resultados de una prueba de laboratorio;
no asi el 40% (54/134) que contestaron errbneamente.
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Tabla 6 La especificidad de una prueba para el diagndstico de laboratorio se representa por la proporcion de:
(Narvéez 2021)

Pregunta  Positivo Negativo X-

8 (%0) (%) intervalo pvalue squared
Por
ciento 0,60 0,40 0,17  2,20E-16 93

Nota:

¢) Otra de las preguntas se relacionan a que si es posible diferenciar entre el ADN de un canino
y el Acido nucleico del Distemper canino, cuyo resultado demostrd que el 78% (104/134)
acertd confirmando en que si se puede diferenciar; no obstante, el 22% (30/134) se equivocd

rechazando el contenido de esta consulta.

Tabla 7 Es posible diferenciar entre la secuencia de ADN de un canino y del Distemper canino (Narvaez 2021)

Pregunta Positivo X-
9 (%) Negativo (%o) Intervalo pvalue squared
Por ciento 0,78 0,22 0,14 1,63E-10 41
Nota:

d)  Enlo relacionado al genoma animal, de bacterias y virus es codificado en ADN o ARN,
el 72% (97/134) contestd correctamente, mientras que el 28% (37/134) registrd respuestas

incorrectas.

Tabla 8 El genoma de animales, bacterias y virus se encuentra diferenciado en (respuesta ADN o ARN) (Narvaez
2021)

Positivo Negativo

Pregunta 10 (%) (%) Intervalo pvalue x-squared

Por ciento 0,72 0,28 0,15 2,20E-16 167,69

Nota:

e) Respecto al agente patdgeno, el 77% (103/134) respondid correctamente afirmando que se
puede identificar analizando la cadena de ARN o ADN (sin analizar anticuerpos o

proteinas), y el 23% (31/134) contestaron de manera negativa.
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Tabla 9¢Es posible identificar el agente patdgeno Unicamente utilizando el ADN o ARN (sin analizar anticuerpos

o0 proteinas)? Respuesta: Verdadero (Narvaez 2021)

Positivo Negativo

Pregunta 11 (%) (%) intervalo Pvalue x-squared
Porciento 0,77 0,23 0,14 4,97E-16 38,68
Nota:

f) La pregunta 12 expuso 14 opciones entre virus y enfermedades y una de “Otros”, para que
los participantes consideren qué patologias y patdégenos requieren pruebas de laboratorio
para confirmar su diagnostico. En todas las opciones se requieren de pruebas de
diagnodstico, pero al ser una pregunta de opcion maultiple sin limite de respuestas, los

participantes las escogieron de la siguiente manera:

El 93% (125/134) eligio Distemper, el 84% (113/134) parvovirus, el 55% (74/134)
traqueobronquitis por bordetella, el 70% (94/134) Virus de la Panleucopenia, el 58% (78/134)
rinotraqueitis viral, el 66% (89/134) Calicivirus, el 81%(109/134) Virus de la
inmunodeficiencia felina (VIF), el 64% (86/134) brucelosis, el 41% (55/134) Neospora
Caninum, el 38% (51/100) Aspergillus, el 43% ( 57/134) Malassezia, el 55% (74/134)
Erlichiasis, el 66% (89/134) Coronavirus, y el 44% (59/134) Giardiasis.

En la opcion “Otros” de esta misma pregunta, los participantes respondieron con: el 4%
(6/134) leucemia viral, el 0,75% (1/134) tanto para Toxoplasma, como para Parésitos en

general y Micoplasma.
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Tabla 10 Enfermedades que se considere necesitan pruebas de laboratorio para su diagndstico (Respuesta: varias

opciones) (Narvaez 2021)

Positivo Negativo
Pregunta 12 Intervalo Pvalue x-squared
Distemper 0,93 0,07 0,08 2,20E-16 100,4
Parvovirus 0,84 0,16 0,12 2,20E-16 156,73
Traqueobronquitis
por Bordetella 0,55 0,45 0,17 0,22 1,46
Panleucopenia
viral 0,70 0,30 0,15 3,08E-06 21,76
Rinotraqueitis
viral 0,58 0,42 0,17 0,057 3,611
Calicivirus 0,66 0,34 0,16 1,00E-04 14,48
Virus de la
Inmunodeficiencia
felina 0,81 0,19 0,13 3,97E-13 52,65
Brucelosis 0,64 0,36 0,16 0,001 10,77
Neospora
Caninum 0,41 0,59 0,17 0,03 4,29
Aspergillus 0,38 0,62 0,16 0,005 7,6
Malassezia 0,43 0,57 0,17 0,08 2,98
Erlichiasis 0,55 0,45 0,17 0,22 1,46
Coronavirus 0,66 0,34 0,16 0,0001 14,48
Giardiasis 0,44 0,56 0,17 0,16 1,9
Otros
Leucemia felina 0,04 0,96 0,07 2,20E-16 111,07
Toxoplasma 0,0075 0,99 0,03 2,20E-16 130,03
Parasitos en
general 0,0075 0,99 0,03 2,20E-16 130,03
Micoplasma 0,0075 0,99 0,03 2,20E-16 130,03

Nota:
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g) A los participantes se les pregunté en escala de Likter, cuénto consideran que sabe acerca
de acidos nucleicos, siendo: 1 muy bajo; 2 bajo; 3 regular; 4 alto; 5 muy alto. Como
resultado se obtuvo que el 8% (12/134) respondié muy bajo, el 24% (33/134) bajo, el 46%
(62/134) regular y el 16% (22/134) conocimiento alto, finalmente, el 3% (5/134) posee un

conocimiento muy alto.

Tabla 11 Considera que sus conocimientos sobre andlisis de acidos nucleicos es: 1 muy bajo; 2 bajo; 3 regular; 4

alto; 5 muy alto (Narvaez 2021)

Pregunta
25 1 2 3 4 5 n
Participantes 12 33 62 22 5 134

Por ciento 0,08955224 0,24626866 0,46268657 0,1641791 0,037313433
Nota:

8.3.Actitud de los médicos veterinarios frente a las técnicas moleculares

Para el analisis de la actitud, se utilizo un total de 134 encuestas, de las cuales existen

diferentes criterios y respuestas de los participantes.

a) Alescoger la caracteristica de mayor peso en el diagnostico de laboratorio, el 54% (73/134)
escogiod la sensibilidad, el 28% (38/134) la especificidad, el 16% (21/134) eligio el precio

sobre las demas opciones y el 1% (2/134) optd por otras alternativas.

Tabla 12 ¢Cual es la caracteristica de mayor peso al escoger utilizar una prueba para el diagndstico de

laboratorio? (Narvéaez 2021)

Sensibilida Especificida Otr X- pvalu
Pregunta 6 d d Precio 0 squared e
Participante 2,20E-
S 73 38 21 2 81,46 16
Porciento 0,54 0,28 0,16 0,01

Nota:
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Esta pregunta considera que la respuesta afirmativa se encadenaba con tres preguntas
adicionales; no asi con la respuesta negativa que solo se relacionaba con una sola pregunta

mas.

Del andlisis se determind que el 94% (126/134) respondieron que si les interesaria usar
pruebas de &cidos nucleicos con igual certeza que un ELISA. A estos participantes (n=126)
se les pregunto si seguirian reconsiderando usar técnicas moleculares con un costo de 50%
mas elevado que un ELISA, ante lo cual el 63% respondié afirmativamente.

Posteriormente, solo 124 personas contestaron a lo relacionado con seguir usando pruebas
moleculares si el tiempo de respuesta es de 24 a 48 horas, de quienes el 74% (92/124)
afirmaron su respuesta. Seguidamente, de las 124 personas solo 111 registraron su respuesta
en la pregunta sobre la instalacion de un laboratorio molecular en la clinica o utilizarian un
servicio aparte (envio de muestra), ante lo cual 49% (59/111) confirmé que instalaria su

propio laboratorio; mientras que el 51% (62/111) usaria un servicio de envio de muestra.

De otra parte, del analisis se determind que 33 encuestados respondieron la pregunta
relacionada al no uso de técnicas moleculares, cuyas razones fueron: falta de familiaridad
con las técnicas moleculares el 27% (9/33); no considera util su aplicacion el 3% (1/33), se
siente satisfecho con las técnicas que actualmente utiliza el 21% (7/33), y, que su clientela

no estaria dispuesta a pagar pruebas moleculares el 48% (16/33).

De los 134 participantes, el 98% (131/134) estaria interesado en un curso de técnicas de
analisis nucleicos, de quienes el 5% (7/131) desearia un curso practico, el 3% (4/134) un

curso tedrico, y el 92% (120/134) un curso tedrico-practico.

Tabla 13 Estaria interesad@ en un curso de actualizacion en técnicas de analisis de acidos nucleicos para el

diagnostico veterinario? (Narvaez 2021).

Negativo

Pregunta 26 Positivo (%) (%) Intervalo Pvalue X-squared

g50 0,98 0,02 0,05 2,20E-16 122,27

Nota:
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Tabla 14 En caso de responder que Sl (a la pregunta 26), quisiera que este curso sea (Narvaez 2021)

Tedrico-
Pregunta 27  Practico Teorico practico x-squared Pvalue
Participantes 7 4 120 200,26 2,20E-16
por ciento 0,05 0,03 0,92

Nota:

d) En la pregunta 14 se dio a escoger las técnicas moleculares que los participantes pueden
conocer; por lo que el 99% (133/134) eligid el PCR, el 23% (31/134) el gPCR, el 16%
(22/134) el método LAMP y método de secuenciacion, en ambos casos. EI 100% de los

participantes afirma conocer al menos un método de diagndstico molecular.

Tabla 15 De las siguientes pruebas para el diagndstico de laboratorio basado en analisis de acidos nucleicos,
sefiale las que conoce. (Narvaez 2021)

Negativo
Pregunta 14 Positivo (%) (%) intervalo Pvalue X-squared
PCR 0,99 0,01 0,03 2,20E-16 130,03
Qpcr 0,23 0,77 0,14 4,97E-10 38,68
LAMP 0,16 0,84 0,12 1,90E-15 63,14
Secuenciacion 0,16 0,84 0,13 7,50E-15 60,44

Nota:

Se les pregunto a los participantes la estimacion del precio de pruebas de acidos nucleicos
con una sensibilidad y especificidad superior al 95%, por lo que los participantes
respondieron de la siguiente manera: el 1% (1/134) costo menor de 10 dolares, el 7%
(10/134) entre 11 a 20 dolares, el 16% (21/134) entre 21 a 30 dolares, el 17% (23/134)
costo entre 31 a 40 ddlares, el 16% (21/134) costo desde 41 a 50 dolares, el 13% (17/134)
entre 51 a 60 ddlares, el 13% (17/134) dio un costo de 61 a 70 dolares y el 19% conoce un
costo mayor a 70 ddlares.
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Tabla 16 ;Cual estima que es el precio de una prueba para el diagnostico de laboratorio basada en anélisis de

acidos nucleicos con una sensibilidad y especificidad superior al 95%? (Narvaez 2021)

Pregunta Menos 1l1a 2la 3la 4la 5la 6la

19 10 20 30 40 50 60 70 mas 70 Pvalue
Participantes 1 10 21 23 21 17 16 25 0,0004
por ciento 0,00 0,07 0,6 0,17 0,6 0,13 0,12 0,19
Nota

8.4.Préctica de los encuestados

La préctica revela si los encuestados tienen experiencia o han realizado trabajos con técnicas

moleculares.

d Lapregunta 13 del cuestionario (sin limite de opcidn) corresponde a conocer cuéles son las
pruebas que usan los participantes en el diagnostico habitual; por lo que el 97% (130/134)
usan kit rapido, el 39% (53/134) ELISA, el 22% (30/134) inmunofluorescencia, el 9%
(12/134) aglutinacion, y el 8% (11/134) eligi6 la opcion “Otras”.

Tabla 17 De las siguientes pruebas de laboratorio sefiale las que utiliza en su practica actual (Narvaez 2021)

Pregunta 13 Positivo (%) Negativo (%) Pvalue x-squared
Kit Rapido 0,97 0,03 2,20E-16 118,48
ELISA 0,39 0,61 1,20E-02 6,2
Inmunofluorescencia 0,22 0,78 1,08E-10 41,67
Aglutinacion 0,09 0,91 2,20E-16 90,2
Otras 0,08 0,92 2,20E-16 93,62
Nota

b) La pregunta 15 pidio a los médicos veterinarios saber si alguna vez han realizado pruebas
moleculares para su diagnostico; por lo que el 27% (36/134) afirm6 haber realizado técnicas

moleculares en su diagndstico.
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Tabla 18 ¢Ha empleado alguna de las pruebas de laboratorio basado en andlisis de acidos nucleicos durante su

rutina de diagndstico? (Narvaez 2021)

Pregunta 15 Positivo (%)  Negativo (%) pvalue x-squared

Por ciento 0,27 0,73 8,50E-08 28,68

Nota:

De las 36 personas que afirmaron el uso de laboratorio molecular, solo 26 respondieron la
pregunta 16 especificando qué técnicas moleculares habian utilizado; ante lo cual el 96%
(25/26) han usado PCR; mientras que el 3% (1/26) ha usado gPCR.

Tabla 19 -De haber respondido Sl (a la pregunta 15), indique cual prueba para el diagndstico de laboratorio ha

usado (Narvaez 2021).

Pregunta 16 PCR gPCR n X-squared

Participantes 25 1 26 40,62

por ciento 0,96153846 0,03846154
Nota:

Para la pregunta 17, unicamente debian contestar 36 personas que afirmaron a la pregunta 15;
sin embargo, se obtuvo 57 resultados, que calificaron la utilidad de las técnicas moleculares
en una escala de Likter siendo: 1 inatil; 2 poco util; 3 regular; 4 util; 5 muy util. EI 2% (1/57)
informd que las pruebas moleculares son poco utiles, 9% (5/57) que su uso es regular, el 33%

(19/57) afirmaron que son muy Uutiles y el 56% (32/57) las describe como muy Utiles.

Tabla 20 De haber respondido Sl (a la pregunta 16), califique de 1 a 5 su utilidad. Siendo: 1 inGtil; 2 poco util; 3
regular; 4 Gtil; 5 muy atil. (Narvaez 2021)

Pregunta

17 2 3 4 5 x-squared Pvalue
Participantes 1 5 19 32 42,08 3,97E-09
por ciento 0,02 0,09 0,33 0,56

Nota:
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De otra parte, para la pregunta 18 debian contestar 98 participantes pero se encontraron 109
respuestas indicando la razdn por la que no han usado pruebas moleculares, es asi que el 58%
(63/109) eligieron falta de disponibilidad, el 3% (3/109) mucho tiempo de respuesta (tiempo
entre la toma de muestra y la obtencion de resultado), el 30% (33/109) afirman que soy muy
costosas, el 4% (4/109) dicen que no son necesarias, y finalmente el 6% (6/109) eligieron

otros.

Tabla 21 De haber respondido NO (a la pregunta 16), indique cual es la razon (Narvaez 2021)

mucho

Pregunta falta de tiempo de muy no son X-

18 disponibilidad respuesta costosas necesarias otro squared Pvalue

2,20E-
Participantes 63 3 33 4 6 125,82 16
por ciento 0,58 0,03 0,30 0,04 0,06
Nota:
9. DISCUSION

En este estudio descriptivo se logré obtener un resultado de 134 encuestas viables para la
investigacion.

Es interesante observar que el mayor nimero de encuestados se graduaron entre 2010 y 2020
(76%) (tabla 1), de la misma manera el rango “menor a 30 afios” (tabla 3) es el que posee
mayor numero de participantes (47%). Esto puede deberse a la aceptacion de las encuestas por
medio de redes sociales por la plataforma Facebook. Aunque en el Ecuador, 12 millones de
ecuatorianos usan la plataforma Facebook la edad parece ser significativa; estudios realizados
por el Diario Primicias, un periodico ecuatoriano de caracter virtual, afirma que la edad en la
que usan mas redes sociales es entrel8 a 34 afios con una cifra de mas de 7 millones de
ecuatorianos usando dicha plataforma hasta el 2020 *. Por otro lado, el mismo articulo
menciona que la poblacion que menos utiliza la red social oscila entre 45 afios en adelante con
menos de dos millones de ecuatorianos. Existe una tendencia relacionada entre personas
menores de 30 afios y la aceptacion de las encuestas.
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Imagen 1 Usuarios de facebook por edades, diario Primicias 2020

El 81% de las personas que obtuvieron su titulo universitario entre 1989 y 1999 tienen estudios
superiores al universitario, mientras que el 80% de los graduados entre el afio 2000 hasta el
2009 también poseen posgrados; asi mismo el 43% de los graduados entre el 2000 al 2021. Si
bien un posgrado no es un requisito para ejercer, la carrera es demandante por lo que muchos
de los participantes han optado por realizarlos para complementar sus conocimientos y obtener

un mejor salario o un mejor puesto de trabajo.

Posgrados en funcién del afio de Pregrado
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Imagen 2 Posgrados en funcién de afio de pregrado, (Narvaez 2021)

La pregunta 5 de la encuesta, demuestra que existe un rango alto de médicos clinicos (70/134),
esta tendencia también refleja que 45 de estos clinicos son menores de 30 afios y que tan solo
11 encuestados menores de 30 afios son gerentes propietarios del establecimiento. Esto tal vez
se debe a la economia nacional y a las nuevas leyes de regulacion del pais, puesto que
actualmente existen mas reglamentos y normas requeridas por la Resolucién 121 de
Agrocalidad, las mismas que son estrictas para el funcionamiento de los centros veterinarios

y por lo tanto, sus sanciones son mas duras que afios atras. >
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Por otra parte, se realiz6 una comparacion entre las respuestas de los encuestados sobre la
definicidn de la especificidad y la sensibilidad. Mientras que la sensibilidad es la proporcion
de enfermos (verdaderos positivos), la especificidad es la proporcion de sanos (verdaderos
negativos), es asi que el 17,91% no acertd ninguna respuesta, mientras que el 6,72% acerto la
especificidad, el 22,39% respondié correctamente en la sensibilidad y el 52,99% en la
sensibilidad y la especificidad. Esta comparacion nos demuestra que mas de la mitad de los
encuestados, tiene claro la definicion de sensibilidad y especificidad con respecto a las pruebas
de laboratorio. Sin embargo, muchos médicos ain no tienen claro el significado de estos dos
términos. En pruebas de laboratorio es fundamental conocer estas dos palabras ya que son base

para un buen trabajo clinico.

Resultados de sensibilidad y especificidad

Solo especificidad

- E
solo sensibilidad [N 30

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Imagen 3 Resultados de las preguntas con respecto a la sensibilidad y a la especificidad (Narvaez 2021)

El 72% de los médicos contestd correctamente afirmando que los animales, bacterias y virus
se codifican en ADN o ARN, asi mismo el 78% registraron una respuesta correcta afirmando
que se puede diferenciar entre la cadena de ADN. Similar porcentaje, esto es el 77% afirmé
que se puede distinguir un agente patdgeno solo utilizando su ADN o ARN (tabla 9). Los
encuestados demuestran un nivel de conocimiento aceptable en general, que bien podria
mejorar, posiblemente dando mayor énfasis materias como biologia molecular o genética en
la carrera de veterinaria. Un ejemplo claro es en la Universidad Central del Ecuador, ya que la
malla academica hasta 2020, no se oferta mas de 4 materias a relacionadas con técnicas

moleculares en un pénsum de mas de 50 materias a lo largo de la carrera. 3
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La pregunta 12 dio a elegir a los participantes varias opciones de enfermedades y patégenos
(bacterias, virus y hongos). Era una pregunta de opcion maltiple donde todas las respuestas
son correctas ya que todos los patdgenos y enfermedades deben ser diagnosticados
correctamente a manera de laboratorio. Existe una tendencia a marcar a las enfermedades
virales y sus patogenos para el diagnostico con pruebas de laboratorio. Esto se puede suscitar,
ya que la pandemia Covid-19 en el afio 2020, refirié noticias de actualizacion sobre métodos

de diagnostico virales.

Enfermedades con diagnostico de laboratorio

Parasitos en general I

Leucemia felina
Coronavirus
Malassezia

Neospora Caninum

Enfermedades
I““"IIF|W“|F|l

Virus de la Inmunodeficienciafelina

Rinotraqueitis viral

Traqueobronquitis por Bordetella

Distemper

0;

o

0% 20,006 40,006 60,006 80,00% 100,00% 120,00%

Por ciento
m Negativo (%) m Positivo (%)

Imagen 4 Resultados de las preguntas con respecto a las enfermedades con diagnéstico de laboratorio (Narvéaez
2021)

La pregunta 25 hizo referencia a los conocimientos sobre acidos nucleicos de los encuestados.
El 46% de ellos afirmo tener un conocimiento regular y tan solo el 3% concibe un dominio del
tema. Mientras que el 8% obtiene un conocimiento sumamente bajo. Posiblemente esto se da
por planteado anteriormente ya que las Universidades no aportan un conocimiento amplio del
tema. Lamentablemente en el pais no existen muchos posgrados en genética ni laboratorio
molecular. Por lo que es correcto considerar un cambio en las reformas universitaria para

abarcar debidamente temas de acidos nucleicos
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Nivel de Conocimiento

50,00% 46,27%
45,00%
40,00%
35,00%
30,00%
24,63%
25,00%
20,00% 16,42%
15,00%
10,00% 8,96%
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0.00% =
Muy bajo Bajo Regular Alto Muy Alto

Imagen 5 Considera que sus conocimientos sobre andlisis de &cidos nucleicos es: 1 muy bajo; 2 bajo; 3 regular; 4
alto; 5 muy alto (Narvéez, 2021)

Positivamente hubo una gran aceptacion de los médicos acerca de considerar realizar un curso
de técnicas moleculares. EI 98% afirmo que desea hacer un curso para mejorar Sus
conocimientos moleculares, tan solo 3 personas rechazaron la idea. Posiblemente esto se da a
porque los médicos se dan cuenta que la manera mas efectiva de diagndstico en la actualidad
son las pruebas moleculares.

Participanetes dispuestos a recibir un cursode
tecnicas moleculares

Ninguno 3

Tedrico-Practico 120

Préctico |. 7
Tebrico |I 4

0 20 40 60 80 100 120 140

Imagen 6 Participantes dispuestos a recibir un curso de técnicas moleculares (Narvaez 2021)
Al preguntar a los encuestados sobre el valor que considera cuesta un examen de laboratorio

molecular; se originaron resultados mixtos. Posiblemente se debe a los acontecimientos

ocurridos por la pandemia de COVID-19, ya en la ciudad de Quito en el afio 2020 se especuld
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con varios precios para la deteccion de este virus con técnicas moleculares; esto produjo un
criterio sobre el valor de este tipo a los médicos veterinarios ya que los laboratorios entregaban
diferentes precios para la realizacion del examen de diagnostico. EI médico veterinario al ser
parte de la poblacion, tiene un criterio general de estos costos considerando el panorama
presentado por el laboratorio y el gobierno. Otra de las razones de los diferentes criterios que
manejan los participantes puede ser que existen pocos laboratorios veterinarios que realicen
ensayos moleculares en la ciudad, pocas universidades de la capital y una que otra empresa
estatal.

Costo de pruebas moleculares

Mas de 70 délares I 18,66%

61-70 délares NN 11,94%
51-60 dolares I 12,69%
41-50ddlares I 15,67%
31- 40 délares I 17,16%
21- 30 délares N 15,67%
11-20ddlares NN 7,46%

Menos de 10 délares M 0,75%

0,00% 5,00% 10,00% 15,00% 20,00%

Imagen 7. Consideracion de costos de los participantes (Narvaz2021)

10. IMPACTOS.
10.1. IMPACTO SOCIAL

De manera social, la poblacion de la ciudad no tiene un buen conocimiento sobre las técnicas
moleculares que pueden usar para la deteccion de enfermedades virales; conceptos basicos y
definiciones utilizadas en laboratorio molecular son un obstaculo para los profesionales
veterinarios. Se define que aln faltan capacitaciones y actualizacion de conocimiento en Quito
acerca del tema, sin embargo los veterinarios tienen la disponibilidad de aprender y de trabajar
con este tipo de ensayos. La capital del Ecuador no muestra un estudio, ni un numero
determinado de laboratorios moleculares para el veterinario moderno; determinando asi que
existen muy pocos laboratorios con los que el veterinario se pueda guiar en pruebas de acidos

nucleicos.
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10.2. IMPACTO ECONOMICO

Al existir un nimero muy pequefio de laboratorios en Quito destinados al estudio molecular en
virus, para los veterinarios se les hace muy dificil realizar una deteccién molecular de manera
inmediata. Menos de 30% de los veterinarios en este estudio ha realizado pruebas moleculares
lo que indica poco consumo de estos ensayos, los diferentes criterios de los veterinarios acerca

del precio muestra que no tienen una idea clara del costo.

11. CONCLUSIONES
Las técnicas moleculares se han desarrollado exponencialmente en los ultimos 20 afios,
permitiendo su aplicacién en técnicas diagnésticas en medicina veterinaria, esta alternativa
resulta nueva para la mayoria de médicos que trabajan en las clinicas y hospitales veterinarios
de la ciudad de Quito, principalmente por la falta de disponibilidad de estas, asi como el
elevado costo que se presume tienen, no obstante, estdn dispuestos a aprender, utilizar e

implementar técnicas moleculares para el diagnéstico de patologias en su practica habitual.

Existe un grado de conocimientos positivos de méas del 50% de los participantes sobre acidos
nucleicos. Si bien no demuestran un desempefio sobresaliente por la limitada cantidad de
materias que ofertan las universidades al tema molecular, los encuestados desearian actualizar

sus documentos

En el desempefio practico, lamentablemente un pequefio porcentaje ha realizado pruebas
moleculares (27%). Esto se debe a que no existen muchos laboratorios especializados en la
ciudad de Quito acerca del tema. No asi, los encuestados tienen una mayor aceptacion en
realizar otras pruebas como los Kits rapidos (97%) ya que tienen facil disponibilidad en la
ciudad.
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12. RECOMENDACIONES
El estudio de las pruebas de acidos nucleicos no deberia quedarse solo en universidades.
Para complementar conocimientos se puede crear cursos y seminarios conjuntamente
con universidades. En México la UNAM, en el afio 1019 dicto aproximadamente 40
cursos entre seminarios, congresos y actualizacion de conocimientos relacionados a
genética molecular y técnicas de laboratorio. En Quito no se registra un dato concreto
sobre el nimero de cursos realizados en este tema por lo que se recomienda un estudio

acerca de las actividades que se realizan en la ciudad sobre técnicas moleculares.

La encuesta tuvo una buena aceptacion frente a las técnicas moleculares, se recomienda
realizar estudios sobre el numero real de laboratorios dedicados a las técnicas
moleculares de la ciudad de Quito para médicos veterinarios y los servicios que prestan.
La implementacion de nuevos laboratorios moleculares seria un punto a tomar en cuenta

para que los médicos veterinarios se abran camino en este campo.

El uso de métodos actualizados como la LAMP no es conocida en la ciudad de QUITO.
Solo 21 personas afirmaron que conocian este método. Si bien la aplicacion del LAMP
es nueva, es una buena opcion para la deteccidn precoz de la enfermedad y realizar un
diagndstico correcto y a tiempo. Se recomienda realizar més estudios sobre este método

para mejorar y actualizar las técnicas moleculares en la ciudad de Quito
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14. ANEXQOS
14.1 ANEXO 1

Link de la encuesta en la plataforma google forms https://forms.gle/XE4X9EQ1oRhW9yUW6



https://forms.gle/XE4X9EQ1oRhW9yUW6?fbclid=IwAR0Q_xBjBDH3_Ck0BgF0H25rTOP5voOP-pBi3Ij92pmiijSZWNSGG_rjufQ
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14.2 ANEXO 2
Aval de traduccién

CENTRO DE IDIOMAS

AVAL DE TRADUCCION

En calidad de Docente del Idioma Inglés del Centro de Idiomas de la Umiversidad
Técnica de Cotopaxy; en forma legal CERTIFICO que: La traduccion del resumen del
proyecto de mvestigacion al Idioma Inglés presentado por el sefior Egresado de la
Carrera de MEDICINA VETERINARIA de la FACULTAD DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS Y RECURSOS NATURALES, NARVAEZ CEVALLOS
RICARDO NAPOLEON. cuyo titulo versa “CONOCIMIENTO, ACTITUD Y
PRACTICA DE LOS VETERINARIOS EN CLINICA DE CANINOS Y FELINOS
SOBRE LA IMPLEMENTACION DE PRUEBAS BASADAS EN EL ANALISIS
DE ACIDOS NUCLEICOS EN SU RUTINA DE DIAGNOSTICO DE
ENFERMEDADES VIRALES EN EL DISTRITO METROPOLITANO DE
QUITO", lo realizd bajo mi supervision y cumple con una correcta estructura
gramatical del Idioma.

Es todo cuanto puedo certificar en honor a la verdad y autorizo al peticionanio hacer uso
del presente certificado de la manem ética que estimare conveniente.

Latacunga, marzo del 2021

Alentamente,;

Lfp
Mg Patricia Marcela Chacon Porras

DOCENTE CENTRO DE IDIOMAS
C.C. 0502211196




