UNIVERSIDAD DE CORDOBA
FACULTAD DE VETERINARIA
DEPARTAMENTO DE SANIDAD ANIMAL

TESIS DOCTORAL

Seroprevalencia y factores de riesgo de la infeccion por agentes
reproductivos del ganado bovino (Brucella spp., Coxiella burnetii,
Leptospira interrogans serovar Hardjo y Neospora caninum) en
explotaciones lecheras y de doble propdsito de Ecuador.

Lucia Teresa Guzman Ordoiiez

Cordoba, junio 2017



TITULO: Seroprevalencia y factores de riesgo de la infeccion por abqentes__
reproductivos del ganado bovino (grucella spp., Coxiella burnetii,
Leptospira mterrogans serovar Hardjo y Neospora caninum) en
explotaciones lecheras y de doble propdsito de Ecuador

AUTOR: Lucia Teresa Guzman Ordonez

© Edita: UCOPress. 2017
Campus de Rabanales

Ctra. Nacional IV, Km. 396 A
14071 Cérdoba

www.uco.es/publicaciones
publicaciones@uco.es













TITULO DE LA TESIS: Seroprevalencia y factores de riesgo de la infeccion por
agentes reproductivos del ganado bovino (Brucella spp., Coxiella burnetii, Leptospira
interrogans serovar Hardjo y Neospora caninum) en explotaciones lecheras y de doble
proposito de Ecuador.

DOCTORANDOYA: Lucia Teresa Guzman Ordéfiez.

INFORME RAZONADO DEL/DE LOS DIRECTOR/ES DE LA TESIS

(se hard menci6n a la evolucion y desarrollo de la tesis, asi como a trabajos y publicaciones derivados de Ia misma).

La tesis doctoral que nos ocupa ha sido realizada entre los afios 2011 y 2017, tratando
sobre la epidemiologia de los principales agentes que ocasionan trastornos de tipo
reproductivo en el ganado bovino ecuatoriano. Hasta la realizacién de dicho estudio no
existia ningtn tipo de informacién en el pais acerca de la difusién y los factores de
riesgo asociados a estas infecciones.

El estudio fue desarrollado en varias partes: una primera dedicada al disefio, en el que se
plante6 cual seria el mejor método de muestreo considerando la falta de informacion,
infraestructuras y otras dificultades inherentes al area de estudio, y se realizd una
revisién bibliografica inicial a la vez que diferentes entrevistas con representantes del
sector bovino para determinar cuéles eran las principales enfermedades que deberian ser
incluidas en el estudio.

Durante una segunda fase, la mas prolongada en el tiempo, se realizd el muestreo, que
abarc una enorme extension, hasta el punto de que los resultados obtenidos son
representativos de todo el pais. Se obtuvieron muestras de las tres 4reas continentales
diferenciadas del pais: la costa, la regién andina y la preamazonia. En total de
obtuvieron mas de 2.600 muestras procedentes de 386 explotaciones.

Obtenidas las muestras, junto con el cumplimentado de la encuesta para obtener datos
epidemiologicos, se realizaron los andlisis serologicos de los cuatro agentes
mencionados en el titulo. Finalmente, se realizaron los analisis estadisticos y se finaliz6
con la redaccion de la tesis.

Cabe mencionar que la doctoranda ha debido compaginar la tesis con su actividad
docente y de gestion en la Universidad Técnica Particular de Loja, donde ha ejercido
varios puestos de responsabilidad, ocasionando que a veces la tesis no evolucionara al
ritmo inicialmente marcado.

Respecto a las publicaciones, la parte de la tesis referente a Coxiella burnetii se publico
en el afio 2015 en la revista Preventive Veterinary Medicine, situada en el primer decil
ese afio.



La parte referente a Brucella se ha enviado a la revista de segundo cuartil Tropical
Animal Health and Production, y desde el 15 de junio se observa en la pégina de la
revista que las revisiones han sido realizadas, aunque ain no nos han llegado
notificacién de en qué sentido.

El articulo con acerca de Neospora se envié a varias revistas, siendo rechazado y nos
encontramos en proceso de modificacién antes de remitirlo de nuevo. Finalmente, el
articulo sobre Leptospira interrogans serovar Hardjo est4 escrito pero es preciso realizar
alin una intensa revision antes de enviarlo para su publicacion.

En cualquier caso, consideramos que la tesis ha producido informacién de elevada
calidad, siendo valiosa para el desarrollo del pais.

Por todo ello, se autoriza la presentacién de la tesis doctoral.

Cordoba, 30 de junio de 2017

F i/r)m_a»deifde los director/es

fonso Carbonero Martinez Fdo.: Luis Rodrigo Saa
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I INTRODUCCION






INTRODUCCION

La ganaderia bovina constituye una de las principales producciones
pecuarias a nivel mundial; en el afio 2014 se registraron 1.474.526.581 animales.
Los principales paises productores de ganado bovino son Brasil con 212.366.132
animales; India (187.000.000); China (113.965.500); Estados Unidos (88.526.000),
Etiopia (56.706.389) y Argentina (51.646.544) (Fig. 1).

Fig. 1. Principales paises productores de ganado bovino. 2014.
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Source: FAOSTAT (jun. 12, 2017)

La produccién mundial de carne de bovino durante la ultima década ha
registrado un aumento anual del 1,4%. Durante el afio 2016 la produccién alcanzé
los 60,5 millones de toneladas. Se estima que para el afio 2017 la produccion
alcance los 61,3 millones de toneladas y la poblaciéon bovina 1.008,4 millones de
animales. Turquia, India, Paquistan, México y China son los paises que mas
incrementaron su produccion entre los afios 2007 y 2016 (FIRA, 2017). Estados
Unidos, Brasil, China, Argentina, Australia se situan actualmente en las primeras

posiciones respecto a la produccion de carne bovina (Fig.2).
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Fig.2 Principales paises productores de carne bovina
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@ Produccién

Con respecto a la producciéon mundial de leche, en el afio 2014 se registro
una produccion de 652.351.920 toneladas (FAO, 2017). India es el mayor
productor con el 18% de la produccion total seguido de Estados Unidos, China,
Pakistan y Brasil (FAO, 2013). La produccion de leche en América Latina
represento el 13,71% de la produccidén a nivel mundial en el afio 2011 (FAO, 2012).

En Ecuador, durante la ultima década, la produccién pecuaria contribuy6
con el 1,6% al PIB. Se estima que el 48% de la produccién pecuaria total (sin
considerar las aves), corresponde a la cadena de productos lacteos de origen
bovino, un 45% a la cadena de carnicos (también de origen bovino) y un 7% al
resto de especies (MAGAP, 2015). Con respecto a la poblacién pecuaria, el ganado
bovino predomina en el sector pecuario con un total de 4.127.311 animales, de los
cuales 896.170 corresponden a vacas de ordefio. La produccion de leche a nivel
nacional es de 5.319.288 litros con un rendimiento medio de 5,94 litros/vaca.
Pichincha, ubicada en la region Sierra es la provincia con mayor rendimiento
(10,49 litros/vaca), mientras que la provincia costera de Manabi concentra el
mayor nimero animales (879.592), representando el 21,31% del total nacional.
Con respecto a la produccion de leche por regiones geograficas, la region Sierra
tiene la mayor produccion con 4.106.855 litros, seguida de la region Costa con
955.272 litros y finalmente la region Oriental y zonas no catalogadas con 256.421 y

740 litros, respectivamente (INEC, 2016).

Con respecto al tipo de explotacidn, el 12% de los sistemas productivos
estan orientados a la producciéon de carne, 19% a la produccion de leche y el 69%

de doble propésito (MAGAP, 2015); este ultimo sistema generalmente lo
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mantienen pequefios y medianos productores por el ingreso econdémico que
perciben diariamente por la venta de leche y/o queso y, eventualmente por la
venta de animales para sacrificio o cria. Por otra parte, el sistema de manejo
extensivo es el que se observa en la mayor parte de las granjas de produccién
bovina (Haro, 2003). Cabe senalar la importancia de la participacion de los
pequefios y medianos productores en la produccién nacional correspondiente al
45% y 32% con una media de 11,5 y 25,6 1/explotacion/dia, respectivamente
(FAO, 2012).

Aunque los organismos oficiales encargados de la prevencién y control
sanitario de Ecuador, han desarrollado multiples esfuerzos en la dltima década,
aun no se conoce en profundidad la situacién sanitaria en relacién a la mayoria de
enfermedades infecciosas que afectan al ganado bovino. Recientemente Ecuador
fue declarado Pais libre de Fiebre Aftosa tras un programa oficial de erradicacién
basado en vacunacion. Desde el afio 2009 se implementd el Programa Nacional de
Control de la brucelosis bovina (AGROCALIDAD, 2009), de caracter voluntario; no
obstante, la falta de participacion de los ganaderos y las dificultades para el
diagnostico de la enfermedad no han permitido hasta la actualidad lograr el avance
en la ejecucion del programa y, consecuentemente, la reduccion de la prevalencia
de esta enfermedad en las explotaciones bovinas. Las pérdidas econdmicas
causadas por la brucelosis bovina en el pais se han estimado en cinco millones de

dolares al ano (SESA, 2005).

Respecto a otras enfermedades de importancia productiva y econémica
como leucosis bovina, lengua azul, tuberculosis o las que ocasionan enfermedades

de tipo reproductivo, apenas se dispone de informacién epidemiolégica.

La existencia de enfermedades reproductivas en la producciéon bovina
supone un factor limitante para su desarrollo debido a que ocasiona graves
pérdidas economicas (Rivera y cols, 2004). Las enfermedades infecciosas y
parasitarias suponen la principal etiologia asociada a problemas reproductivos en
los sistemas ganaderos. Destacan la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR), la

Diarrea Virica Bovina (DVB) y las infecciones provocadas por Brucella spp.,
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Leptospira spp., Coxiella burnetii y Neospora caninum (Chiebao y cols., 2015; Mazeri
y cols., 2012; Repiso y cols., 2005). De manera adicional al impacto econémico en la
producciéon ganadera, la brucelosis, fiebre Q y leptospirosis son enfermedades

zoonoticas con un grave impacto en la salud publica (Chiebao y cols., 2015).

Se han realizado algunos estudios que confirman la importancia econdmica
de estas enfermedades. El costo anual en un rebafio infectado de 50 vacas se
estim6 en 2.421 ddlares para DVB y 2.304 doélares para neosporosis (Riveray cols.,
2004). En América Latina, las pérdidas ocasionadas por la brucelosis bovina
alcanzan los 270 millones de délares (ICA, 1999). Por otra parte, se estimé que el
promedio de abortos ocasionados por leptospirosis alcanza el 5% y el intervalo

entre partos se incrementa a 132 dias (Parvez y cols., 2015).

En Ecuador existen estudios acerca de la difusién de agentes reproductivos
como el Herpesvirus Bovino tipo 1, el virus de la Diarrea Virica Bovina (Carbonero
y cols., 2011; Saa y cols., 2012) o especies del género Brucella (Poulsen y cols.,
2014). Sin embargo, es practicamente desconocida la difusién de otros
importantes agentes que producen signos reproductivos descritos en el ganado
bovino como Neospora caninum o especies del género Leptospira e incluso la
existencia de Coxiella burnetii en ganado bovino. De igual forma, la diversa y
peculiar situacién de Ecuador, con zonas andinas de alta montafia, zonas de costa y
zonas pre-amazonica plantean el interrogante sobre si la prevalencia y los factores
de riesgo que condicionan estas infecciones seran distintos de los descritos en

otras zonas.
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II REVISION BIBLIOGRAFICA






Revisién bibliogrdfica

1 Brucella spp.

La brucelosis es causada por una bacteria Gram-negativa del género
Brucella. Hasta ahora, se han reconocido diez especies en el género, agrupadas de
acuerdo a sus preferencias por el hospedador primario: B. abortus, bovinos; B.
melitensis, ovinos y caprinos; B. suis, cerdos; B. canis, caninos; B. neotomae, ratas
del desierto; B. inopinata en aislados humanos; B. pinnipedialis y B. ceti en
mamiferos acuaticos y B. microti en el topo de los campos (Microtus arbalis)

(Poulsen y cols., 2014).

Hipécrates describié sintomas compatibles a la brucelosis en personas que
vivian en el litoral mediterraneo, pero no fue hasta 1886 cuando David Bruce, un
médico britadnico, fue enviado a Malta a estudiar la causa de unas fiebres
recurrentes que afectaban a los soldados pues existia mucha confusién sobre su
origen. De hecho, los nombres que se le otorgaron a la enfermedad fueron
numerosos: fiebre mediterrdnea gastrica remitente; fiebre remitente; fiebre
gastro-biliosa; fiebre sudoral; fiebre miliar; fiebre complicada; fiebre tifoidea
intermitente; fiebre tifosa; fiebre tifoidea atipica; ileo-tifus de forma sudoral; fiebre
tifo-malarica; fiebre continua epidémica; fiebre mediterranea; fiebre de Malta;

fiebre de Gibraltar; fiebre Napolitana; entre otras (Hughes, 1896).

En 1887, Bruce, su esposa y el analista de la sanidad publica de Malta,
Guiseppe Caruana, descubrieron y cultivaron un micrococo al que denominaron
Micrococcus melitensis y sefialaron que causaba la enfermedad; sin embargo, no
descubrieron como ocurria la infeccién. Simultidneamente, el veterinario danés
Bernhard Bang habia aislado una bacteria a la que denominé Bacillus abortus en el

exudado uterino de una vaca que habia sufrido abortos.

En 1904, Temistokles Zammit descubri6 la relacion entre el Micrococcus'y el
consumo de la leche de cabra, lo que causé numerosos problemas en la poblacién
maltesa, pues se negaban a creer que sus cabras fueran las causantes de una

enfermedad en humanos. De hecho, se prohibi6 la venta de leche no hervida en
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Revisién bibliogrdfica

hoteles y restaurantes, pero ello no evité un mercado negro de la leche de cabra

(Wyatt, 2013).

El hallazgo fundamental para el conocimiento de la brucelosis fue logrado
en 1918 por Alice Evans, bacteri6loga norteamericana, quien comprob6 la
similitud entre el micrococo de Bruce y el bacilo de Bang desde los puntos de vista
morfolégico, inmunoldégico y de cultivo. Sus hallazgos condujeron a la
obligatoriedad de la pasteurizacidon en la leche para consumo humano (Colwell,

2000; Seleem y cols., 2010).

1.1. Etiologia.

El género Brucella pertenece a la familia Brucellaceae, orden Rhizobiales,
clase alfa protebacteria al igual que Agrobacterium, Bartonella, Ochrobactrum,
Rhizobium, Rhodobacter y Rickettsia. La clasificacién tradicional de Brucella se
mantiene actualmente y se basa en las caracteristicas fenotipicas de la bacteria y el
hospedador habitual o preferencial (Vega Lopez y cols., 2008; Rodriguez Zapata y

Solera Santos, 2014) esta clasificacion se puede observar en el cuadro 1.

Cuadro 1. Clasificacion tradicional y hospedador de las especies de Brucella.

Especie Biovares Hospedador preferencial
B. abortus 1-6,9 Bovino
B. melitensis 1-3 Cabras, ovejas
B. suis 1-3 Cerdo
B. canis - Perro
B. ovis - Oveja
B. neotomae - Ratas
B. ceti - Mamiferos marinos
B. pinnipedialis - Zorro
- Aislados humanos (infeccién de
B. inopinata
implante mamario
B. microti - Topo
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Revisién bibliogrdfica

Brucella abortus al igual que otros miembros del género Brucella, es un
cocobacilo Gram negativo, intracelular facultativo, de tamano pequefio (0.4-3 um),
no tiene capsula, flagelo, endoesporas ni plasmidos nativos, de crecimiento lento,
son oxidasa y catalasa positivos y no fermentan los azuicares (Vega Lopez y cols.,
2008; Olsen y Tatum, 2010; Rodriguez Zapata y Solera Santos, 2014). Por su
aspecto en las colonias obtenidas en medio solido se clasifican como lisas (S) o
rugosas(R), B. abortus corresponde al grupo de las lisas; esto se debe a la expresion
del lipopolisacarido LPS-S en la superficie de la bacteria el mismo que esta

asociado con la virulencia de la bacteria (Castro y cols., 2005; Glynn, 2008).

La cubierta de Brucella estd conformada por una membrana externa de
estructura antigénica compleja y rica en fosfatidilcolina (Rodriguez Zapata y Solera
Santos, 2014). Las proteinas de la membrana externa estan fuertemente asociadas
al lipopolisacarido LPS-S que es el componente mas abundante, conocido también
como endotoxina, es el responsable de la reacciéon antigeno-anticuerpo que se
utiliza en las pruebas de diagndstico serolégico. El LPS-S (figura 1) comprende tres
estructuras: 1) el lipido A adosado en la membrana, es un glicolipido que contiene
glucosamina y diaminoglucosa, 2) el nucleo, es un oligosacarido de ubicacion
intermedia y contiene glucosa, manosa y acido 3, deoxi-D-mano-2 octulosénico
(KDO) y, 3) el polisacarido O (PSO) se lo conoce también como cadena O y modula
la supervivencia del germen in vivo, comportandose como un factor de virulencia

(Castro y cols., 2005; Rodriguez Zapata y Solera Santos, 2014).

Figura 1. Esquema de la membrana externa de la pared celular de Brucella abortus.
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La membrana citoplasmatica interna estd rodeada de una capa de
proteoglicano asociada con la membrana externa. Algunas proteinas
citoplasmaticas forman parte del antigeno denominado CP, las mismas que son de
interés diagnostico al ser utilizadas en pruebas de ELISA; estas proteinas son:
glicoproteina A2 que es termorresistente, una proteina de 17 kDa, involucrada en
la sintesis de riboflavina, y aparece en la fase activa de la infeccion y, finalmente la

proteina periplasmica BP26 (Castro y cols., 2005).

B. abortus tiene dos cromosomas circulares que codifican aproximadamente 3.2
Mb. B. abortus en base a sus propiedades bioquimicas, fenotipicas y antigénicas se
ha divido en siete biovares de las cuales 1, 2, 3, 4 y 9 son las mas reportadas; en
América Latina, la biovariedad 1 es la mas frecuente (Olsen y Tatum, 2010;

Aparicio, 2013).

1.2. Brucelosis en humanos.

Considerada como una enfermedad desatendida, esta zoonosis es una de las
mas comunes en todo el mundo con mas de 500.000 casos humanos notificados
anualmente (Flores Castro, 2010; Seleem y cols., 2010). Brucelosis es prevalente
en paises de la cuenca mediterranea (Portugal, Espafia, sur de Francia, Italia,
Grecia, Turquia) Norte y Este de Africa, Centro y Sur América, Asia, El Caribe y

Medio Oriente (Seleem y cols., 2010; Kim y cols., 2017).

Generalmente la infecciéon en humanos resulta del contacto directo con
tejidos o sangre de animales infectados o por consumo de productos animales
contaminados, entre ellos leche y subproductos lacteos no pasteurizados (Poulsen
y cols., 2014; Figueiredo y cols., 2015). La brucelosis puede ser ademas una
enfermedad ocupacional: los trabajadores de mataderos y granjas, veterinarios,
carniceros estan expuestos a inhalar aerosoles contaminados en los lugares de
faenamiento, comercializacién o sectores donde la infeccion es endémica (Rivers y
cols., 2006; Seleem y cols., 2010); las infecciones en laboratorio por Brucella spp.
son las mas comunes y se estima que representan hasta el 2% de infecciones

adquiridas en laboratorio (Yagupsky y Baron, 2005; Rivers y cols., 2006; Seleem y
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cols., 2010). La transmisién directa de persona a persona es muy rara, sin embargo
se han reportado casos de transmisién posterior a la transfusiéon de sangre,
trasplante de médula dsea, por contacto sexual e inclusive por via transplacentaria,
durante el parto o la lactancia materna (Arroyo Carrera y cols., 2006; Franco y

cols., 2007).

B. abortus, B. melitensis y B. suis afectan principalmente al humano. La
infeccion producida por B. melitensis se observa con mayor frecuencia y es la mas
grave (Aparicio, 2013). Después de infectar al huésped, las bacterias son
fagocitadas por los polimorfonucleares y macrofagos; si estas células infectadas no
son eliminadas por los macréfagos, las bacterias llegan por via linfatica a los
ganglios linfaticos mas cercanos al lugar de infeccion, desde alli invaden el torrente
sanguineo donde son fagocitadas por macréfagos y polimorfonucleares y
transportadas a los diferentes 6rganos del cuerpo humano en los cuales pueden
continuar multiplicAndose a través de los fagocitos circulantes y tisulares (Castro y
cols., 2005; Vega Lopez y cols., 2008; Rodriguez Zapata y Solera Santos, 2014). El
periodo de incubacién normalmente es de 1 a 3 semanas, sin embargo, pueden
pasar varios meses antes de que se presenten los primeros sintomas; esta
enfermedad tiene tendencia a la cronicidad con sintomatologia que puede ser
debilitante e incapacitante y deteriora la calidad de vida del paciente (Rivers y

cols., 2006; Franco y cols., 2007; Seleem y cols., 2010).

Entre los sintomas comunes de la brucelosis estan la caracteristica fiebre
ondulante y/o recurrente, la temperatura puede variar de 37 °C a 40 °C;
sudoracion nocturna, dolor articular o muscular, escalofrios, debilidad, malestar,
ademas de insomnio, anorexia, cefalea, artralgia, estrefiimiento, impotencia sexual,
nerviosismo y depresion (Acha y Szyfres, 2003; Ron Roman, 2003; Seleem y cols.,
2010). De acuerdo al sitio de infecciéon y a la cronicidad de la enfermedad, se
pueden afectar varios érganos y sistemas del huésped y presentar artritis,
endocarditis, encefalitis, meningitis, orquitis, epididimitis, prostatitis,
glomerulonefritis, abscesos renales, o afecciones en el sistema respiratorio como
bronquitis y neumonia (Acha y Szyfres, 2003; Figueiredo y cols., 2015; Kim y cols.,,
2017).
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Las manifestaciones clinicas que presenta la brucelosis en humanos puede
confundirse con la sintomatologia de otras enfermedades dificultando el
diagnostico clinico, por ello es necesario prestar atencion en el registro detallado
de los datos en la historia clinica y en especial de la informacién epidemiolégica:
exposicion o contacto, ingesta de productos lacteos contaminados, contacto con
animales infectados, lugar de trabajo, viajes a zonas endémicas(Franco y cols.,

2007).

El diagnoéstico se confirma con pruebas de laboratorio las mismas que se
enfocan a la identificacién de la bacteria o la deteccion de anticuerpos. El
aislamiento de Brucella se realiza en cultivos de sangre, médula 6sea, ganglios
linfaticos, higado, o del fluido cerebroespinal. El aislamiento se realiza
frecuentemente a partir de hemocultivo que es la prueba estandar para el
diagnodstico de brucelosis en humanos; la técnica mas utilizada es la de Ruiz
Castafieda en la que la incubacién de la bacteria se realiza en un medio doble
(caldo y agar triptosa) por un tiempo no menor a 30 dias debido al crecimiento
lento de las bacterias de este género, habitualmente ocurre entre los siete y
veintiin dias hasta los 35 dias. En la actualidad se utilizan ademas la técnica de
lisis-centrifugacion y sistemas de hemocultivo automaticos de aislamiento rapido
que permiten la identificacion entre 60 y 160 horas, con mas del 95% de cultivos
positivos antes del séptimo dia de incubacion, entre ellos tenemos Bactec,
BAC/ALERT, Vital Aer (Castro y cols., 2005; Franco y cols., 2007; Vega Lopez y
cols., 2008; Seleem y cols., 2010; Rodriguez Zapata y Solera Santos, 2014).

Los métodos seroldgicos se basan en la determinaciéon de anticuerpos; en
las dos primeras semanas aparecen en su orden anticuerpos especificos anti-
Brucella del tipo IgM e IgG los mismos que por su actividad aglutinante permiten
ser detectados por las pruebas de aglutinaciéon en tubo SAT y Rosa de Bengala
(prueba mas utilizada por su rapidez y bajo costo). La prueba de Coombs detecta
anticuerpos IgG incompletos o univalentes que tienen poca o nula capacidad
aglutinante y generalmente estan presentes en los casos crénicos. La prueba de

ELISA permite detectar y cuantificar los anticuerpos IgG, IgM e IgA contra el
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lipopolisacarido de Brucella. Rosa de Bengala se recomienda utilizar en
comunidades rurales en donde no es posible utilizar la aglutinacién en tubo SAT,
mientras que en areas endémicas y en individuos con recidivas de la enfermedad la
técnica de ELISA permite detectar anticuerpos totales, completos como
incompletos (Ron Roman, 2003; Castro y cols., 2005; Vega Lépez y cols., 2008;
Rodriguez Zapata y Solera Santos, 2014).

La prueba de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) también es un
método que se ha desarrollado para el diagnéstico; entre las ventajas de esta
técnica permite la diferenciacion de especies, mayor sensibilidad frente al cultivo,
ademas de contar con un resultado rapido. Los altos costos del ensayo pueden
restringir su uso y entre una de sus limitaciones se cita que no permite identificar
si existe infeccién activa o curacién de la enfermedad (Franco y cols., 2007; Vega

Lopez y cols., 2008; Rodriguez Zapata y Solera Santos, 2014).

El tratamiento se basa en esquemas recomendados por la Organizacién
Mundial de la Salud y requiere de un minimo de seis semanas de administracién
combinada de doxiciclina mas gentamicina o rifampicina (Franco y cols., 2007;

Glynn, 2008; Vega Lopez y cols. 2008).

1.3. Aspectos epidemioldgicos de la brucelosis bovina.

Brucelosis bovina es una enfermedad zoonética, causada especialmente por
Brucella abortus. Clinicamente la enfermedad se caracteriza por presentar abortos,
retencion de placenta, metritis en las hembras gestantes, epididimitis y orquitis en
los machos (Seleem, Boyle y Sriranganathan, 2010; Dorneles, Sriranganathan y
Lage, 2015). En areas endémicas es un grave problema de salud publica y
responsable de gryes pérdidas econémicas en la producciéon animal (Borba y cols.,
2013; Chy y Chhabra, 2013; Dorneles y cols., 2015). En vacas infectadas con
Brucella el intervalo interparto aumenta y con ello disminuye la vida productiva
del animal, se reduce el nimero de terneros nacidos y la produccién de leche
(Borba y cols., 2013). Brucella frecuentemente se localiza en la glandula mamaria y

causa mastitis; aunque no se observan signos clinicos inicialmente (Olsen y Tatum,
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2010; Rodriguez Zapata y Solera Santos, 2014), la reduccién de la produccién
lactea se estima en 25% en vacas infectadas (Acha y Szyfres, 2001). De acuerdo a
un estudio realizado por el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA, 1999; Rivera y
cols.,, 2003) se estima en 270 millones de dolares norteamericanos las pérdidas
econdmicas ocasionadas por la brucelosis en América, valor que se basa en los
siguientes porcentajes de pérdida: 47% produccion de leche, 41% produccién de
crias y 12 % costos de reposicion. En Ecuador las pérdidas anuales por la
brucelosis bovina se estima en 5,5 millones de dolares debido a abortos, reduccién

de la produccién de leche y mortalidad (AGROCALIDAD, 2009).

La brucelosis bovina esta distribuida en todo el mundo y se reporta en los
paises donde se explota ganado bovino; es endémica y constituye un grave
problema en algunos paises de América Latina, Africa, oeste de Asia y del
Mediterraneo en especial en paises con bajos recursos econdémicos(Rivers y cols.,
2006; Dorneles y cols., 2015). En paises del sur de Europa se reportan prevalencias
inferiores al 1%, mientras que en paises del centro y norte de Europa, Canadj,
Japén, Australia y Nueva Zelya se considera erradicada o libres a la infeccién por B.
abortus (Rivers y cols., 2006; Aparicio, 2013). En Norteamérica, la brucelosis
bovina es prevalente en el norte y centro de México, mientras que en Estados
Unidos si bien todos los estados estan declarados libres de B. abortus en bovinos, la
infeccion persiste en rebafios de animales salvajes que ocasionalmente provocan
una diseminacion en rebafios bovinos (Aparicio, 2013). En todos los paises de
América Central existe B. abortus con prevalencias que van del 4 al 8%. El Salvador
presenta una prevalencia menor al 1% mientras que Guatemala y Costa Rica son
los paises con mayor prevalencia (Moreno, 2002; Rivers y cols., 2006). En
Sudamérica existen varios paises que han implementado planes de erradicacién en
las ultimas décadas. Se reportan prevalencias de 0,02% en Chile, 0, 04% en
Uruguay, 2,10% en Argentina, 2,27% Bolivia, 0,06% a 10,20% Brasil, 3,15% en
Paraguay (Aznar y cols., 2014). En un estudio realizado en Colombia, Rivera y cols.

(2003) determinaron una prevalencia de 19,7%.

En el Ecuador la brucelosis bovina es considerada una enfermedad

endémica y de mucha importancia por el impacto que causa en la salud publica y
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por las restricciones al comercio nacional e internacional de productos y derivados
bovinos (AGROCALIDAD, 2009). La brucelosis bovina en Ecuador se encuentra
ampliamente difundida y su presencia se reporta aproximadamente desde la
década del 50; en el periodo 1954-1956 la Direccién Ganadera, entidad oficial de la
época, reporto un 15,43% de animales positivos por seroaglutinacion y, el 12,10 %
de sospechosos en un estudio que realizé en 14600 bovinos de la sierra y costa del
pais (Szyfres y cols. 1957). En el afno 1979 el Programa de Sanidad Animal del
Ministerio de Agricultura y Ganaderia realiz6 una encuesta seroldgica en 15
provincias de la costa y sierra del pais, los resultados determinaron niveles de
prevalencia entre 1.3 y 10.6% (Tabla 1). Posteriormente, investigaciones
serologicas locales realizadas como tesis de grado en algunas universidades del
pais determinaron del 0,2 al 13,2% y, en el ano de 1989 el 0,22% de animales

positivos en la provincia amazdénica de Morona Santiago.

Tabla 1. Prevalencia de brucelosis bovina en Ecuador 1979.

Numero de

Provincias N Resultados de Laboratorio*
Positivos Sospechosos Negativos

Carchi 1199 56 151 992
Imbabura 1051 16 35 1000
Pichincha 1585 77 168 1340
Cotopaxi 765 38 20 707
Tungurahua 964 44 60 858
Chimborazo 613 19 85 509
Bolivar 653 3 6 644
Canar 825 13 17 795
Azuay 754 2 6 746
Loja 2050 18 80 1952
Esmeraldas 1427 52 63 1312
Manabi 970 46 32 892
Guayas 1001 47 93 861
Los Rios 412 13 35 364
El Oro 1204 51 38 1115
TOTAL 15473 495 889 14087

Fuente: PNSA-MAG (1979) citado por AGROCALIDAD (2009)
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El andlisis de la encuesta serologica realizada a nivel regional en el afio 1979 y
los resultados de estudios realizados en el periodo 2004 - 2009 a través de
convenios de la entidad oficial con algunas organizaciones de productores y
empresarios de la industria lactea, confirmaron la variabilidad de la prevalencia de
la enfermedad en el pais (0,07 a 8,80%) y, sirvieron de base para caracterizar

regiones epidemiolodgicas y establecer los mecanismos de control adecuados.

El Programa Nacional de Control de Brucelosis Bovina establece cinco regiones

epidemiolégicas (Figura 2) las mismas que se describen a continuacién:

e Region Uno de Alta Prevalencia
Comprende las provincias del norte de la sierra ecuatoriana (Carchi,
Imbabura, Pichincha, Cotopaxi, Tungurahua y Chimborazo) con una

prevalencia del 1.97 al 10.62%.

e Region Dos de Alta Prevalencia
Conformada por las provincias de la region litoral (Esmeraldas, Manabi,
Santa Elena, Guayas, Los Rios, El Oro y Santo Domingo de los Tsachilas), con

una prevalencia entre 4.2% y 10.62%.

e Regidn Tres de Baja Prevalencia
Con una prevalencia de 1.3 al 2.6%.comprende las provincias del centro y

sur de la sierra (Bolivar, Cafiar, Azuay y Loja)

e Region Cuatro de Baja Prevalencia
Comprende las provincias amazoénicas. No se dispone de informacién pero
se estima que dada la similitud de los sistemas de produccién existentes, la

prevalencia debe ser igualmente baja.
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e Region Cinco Indemne

En 1997 se realizd6 un estudio en 507 muestras de 114 explotaciones
bovinas de las islas Santa Cruz, Isabela, San Cristobal y Floreana, el
resultado negativo a la prueba Rosa de Bengala, determiné considerar a las

Islas Galapagos como zona indemne a brucelosis bovina.

Figura 2. Regiones epidemioldgicas de brucelosis bovina.
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Fuente: AGROCALIDAD (2009).

Estudios recientes en diferentes localidades al norte del pais determinan la

presencia de brucelosis bovina con una prevalencia de 7,2% (Poulsen y cols., 2014;

Rodriguez y cols., 2015).
Hospedadores.

El bovino es el hospedador preferencial de B. abortus sin embargo también
puede infectar a otros animales domésticos y de vida silvestre que pueden actuar a

su vez como reservorios (Godfroid y cols., 2011).
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Los rumiantes en general son susceptibles a B. abortus y en especial bufalos,
camélidos, cérvidos, capridos y 6vidos. Los camélidos sudamericanos como la
llama (Lama glama), alpaca (Lama pacos), guanaco (Lama guinicoe) y la vicufia
(Vicugne vicugne) también se han descrito como animales afectados por B. abortus

(Aparicio, 2013).

La permanencia de reservorios de vida silvestre permite la transmision a
bovinos domésticos y con ello la persistencia de B. abortus dificultyo la eficacia de
los programas de control y erradicacion (Olsen y Tatum 2010). Es importante
indicar que la infecciéon de perros por B. abortus se ha sefialado en condiciones

experimentales y de campo (Baek y cols., 2003; Aparicio, 2013).

Factores de riesgo relacionados con el hospedador.

La susceptibilidad de los animales a la brucelosis depende de su nivel de
inmunidad, resistencia natural, edad y las condiciones de estrés a las que estén

sometidos (Tesfaye y cols., 2011).

Aunque la respuesta inmunitaria de los bovinos frente a la exposicion de
enfermedades es variable y se ha atribuido a la genética, la susceptibilidad o
resistencia a la brucelosis no esta relacionada a las razas bovinas (Aparicio, 2013).
Las vacas de raza lechera presentan mayor prevalencia por el contacto
permanente entre los animales y consecuentemente el contagio de la enfermedad
(Aparicio, 2013). En el 80% de los animales infectados, Brucella se localiza en los
ganglios linfaticos supramamarios y en la glandula mamaria; las bacterias seran
eliminadas a través de la leche durante toda la vida del animal (Hamdy y Amin,
2002; Seleem y cols., 2010) transmitiendo ademas al ternero. La placenta tanto en
abortos como en partos aparentemente normales poseerd una alta carga

bacteriana (Seleem y cols., 2010).
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Factores de riesgo relacionados con el manejo y medio ambiente.

Los factores de riesgo para la infecciéon por Brucella y 1a permanencia de la
enfermedad, estdn muy relacionados con diversas practicas de manejo, sistemas de
produccion, zonas agroecoldgicas, contacto con animales silvestres (reservorios),

condiciones climaticas entre otras (Godfroid y cols., 2011; Chy y Chhabra, 2013).

El movimiento de los animales debido a las exposiciones y ferias ganaderas
o el ingreso de animales al rebafio sin un diagnoéstico preliminar constituyen
factores de riesgo para el contagio y diseminacion de la enfermedad (Aparicio,
2013). El sistema de manejo intensivo en los rebafios de producciéon lactea
favorece el contacto entre los animales y la transmisiéon de animales infectados a
animales sanos. Respecto a las practicas de manejo reproductivo el uso de semen
infectado en la inseminacién artificial constituye un factor de transmision de la
enfermedad en el hato ganadero. Una inadecuada disposicién o la eliminacién de
restos o fetos abortados, descargas uterinas, placenta, secreciones o productos del
parto de vacas infectadas en las instalaciones o pastizales generalmente
contaminan el alimento y agua de bebida e influyen en la diseminacion de la
enfermedad(Olsen y Tatum, 2010; Aparicio, 2013; Chy y Chhabra, 2013). Las
condiciones del clima como la humedad favorece la supervivencia del patégeno en
el medio ambiente, se ha descrito que puede sobrevivir entre 60 y 140 dias en
suelo humedo (Ron Roman, 2003); de igual manera las sequias u estaciones secas

ocasionan estrés en los animales haciéndolos mas susceptibles a las enfermedades

Factores de riesgo relacionados con el agente.

En las investigaciones realizadas en las dltimas décadas sobre la virulencia
de Brucella, se reconoce su extraordinaria capacidad para provocar una baja
activacion de la respuesta inmune y la capacidad de intervenir en procesos claves

de la fisiologia celular del huésped (Godfroid y cols., 2011).

La conformacidn del LPS y la supervivencia de la bacteria en una estructura

celular segura como el reticulo endoplasmico son los principales factores
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responsables. Las moléculas que conforman el LPS de la membrana externa de la
bacteria, expresan una baja actividad estimulante y toxicidad para las células,
permitiendo que la bacteria alcance el nivel adecuado de replicacién antes de la
activacion de los mecanismos de defensa por parte del huésped. El lipido A del LPS
de B. abortus tiene diaminoglucosa (en lugar de glucosamina), los grupos asilos son
mas largos y estan unidos al ntcleo por enlaces simples de amida; esta estructura
reduce las propiedades relacionadas con endotoxinas tipicas de los
lipopolisacaridos y consecuentemente presenta menor actividad y toxicidad. Otro
factor importante del LPS de B. abortus es la cadena O que parece intervenir en la
respuesta antimicrobiana al impedir la sintesis de mediadores inmunes (Fugier y

cols., 2007).

Otro importante mecanismo de virulencia de Brucella son dos
componentes: BvrR / BvrS, (Brucella virulence regulator por sus siglas en inglés)
que se requieren para la modulacién del citoesqueleto de la célula huésped
durante la invasion y replicacion de Brucella, y para la regulacion de la expresion
de proteinas de la membrana externa que intervienen directamente en los
procesos de virulencia anteriormente descritos (Fugier y cols.,, 2007; Poester y

cols., 2013).

Contagio.

La principal via de entrada de Brucella es a través de la mucosa oronasal. La
mayoria de los animales se infectan por ingestion de alimentos y agua
contaminados o por inhalacién de polvo de las instalaciones con microorganismos
presentes en fetos o restos de abortos, membranas fetales y descargas uterinas, asi
como por el lamido de secreciones vaginales, genitales y de los becerros recién

nacidos de vacas infectadas (Rivers y cols., 2006; Tesfaye y cols., 2011).

Los animales infectados excretan gran cantidad de bacterias en los
productos de abortos contaminyo el suelo, el agua de canales y arroyos, y corrales
(Castro y cols., 2005). Brucella se elimina a través de la leche de vacas infectadas y

es clave en la transmision a los terneros. Se debe considerar ademas que durante el
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ordefio se contaminan las copas que se utilizan y si no existe un adecuado manejo
sanitario es probable que la bacteria se transmita a otros animales (Aparicio,
2013). Se ha estimado que un 60% a 70% de los terneros nacidos de madres
infectadas nacen con la infeccién. Factor importante si se considera que las
terneras pueden infectarse durante el nacimiento al cruzar el canal del parto o al
consumir el calostro y la leche; de ellas un bajo porcentaje permaneceran
infectadas, seran negativas a las pruebas seroldgicas, abortaran en la primera
gestacion y aunque las siguientes gestaciones lleguen a término, la infeccion
uterina y mamaria se repiten, convirtiéndose en fuente de infeccién permanente

(Aparicio, 2013).

No se acepta que la via venérea tenga importancia epidemiolégica en la
transmision de la enfermedad, los toros infectados es poco probable que
transmitan la enfermedad pero si el semen infectado y utilizado en la inseminacion

artificial (Tesfaye y cols., 2011; Aparicio, 2013).

1.4. Patologia.

Una vez que las bacterias ingresan al organismo principalmente por la
mucosa oronasal, son fagocitadas por fagocitos especializados que se encuentran
debajo de la submucosa e independientemente de la via de entrada, las bacterias
son transportadas hasta los ganglios linfaticos mas préximos al lugar de entrada
(Olsen y Tatum, 2010; Aparicio, 2013). La respuesta de los ganglios linfaticos se
expresa en una hiperplasia reticuloendotelial y linfatica que puede persistir
durante meses. Después de un breve periodo de bacteriemia si las bacterias no son
destruidas se localizan y pueden sobrevivir largos periodos de tiempo en el
interior de las células fagociticas (Rivers y cols., 2006; Olsen y Tatum, 2010). En los
fagosomas de los macréfagos, Brucella sobrevive y se multiplica, inhibiendo la
fusion del fagosoma que contiene la bacteria y el lisosoma, mediante la
acidificacién rapida del medio (Castro y cols., 2005; Rivers y cols., 2006; Carvalho y
cols., 2010). En células fagociticas no profesionales, la internalizacion de B. abortus

se asocia al dominio extracelular de la proteina tirosina quinasa y tiende a
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localizarse dentro del reticulo endoplasmico rugoso (Corbel, 1997; Rivers y cols.,

2006).

La bacteriemia ocurre periddica y transitoriamente en el ganado con
infeccion crénica, sin embargo el numero de bacterias presentes en la sangre es
bajo, B. abortus se aisla raramente de las muestras de sangre obtenidas del ganado

seropositivo.

El endometrio gravido y la placenta fetal bovina son ricos en eritriol, aztcar
que promueve el crecimiento de B. abortus y es metabolicamente preferido sobre
la glucosa (Olsen y Tatum, 2010). Por otra parte, las moléculas de manosa que
presenta el extremo terminal del LPS de B. abortus, favorecen la adherencia a los
receptores de manosa que poseen los fagocitos mononucleares del huésped y las
células de la placenta, lo que sumado al tropismo de estas bacterias por el eritritol
placentario bovino, hace que las bacterias tengan especial afinidad por el tracto
reproductivo y consecuentemente la proliferacion de las bacterias proliferan en los
trofoblastos de la placenta que rodean al feto(Rivers y cols., 2006). La principal
manifestacion clinica de la infeccion aguda en los animales es el aborto durante el
ultimo tercio de la gestacidon con retencion de placenta y metritis o el nacimiento
de animales prematuros poco viables (Acha y Szyfres, 2003; Ficht, 2003; Rivers y
cols., 2006; Seleem y cols., 2010). En bovinos machos provoca alteraciones
testiculares y una disminucion de la fertilidad, acompafadas algunas veces por

abscesos en los testiculos y el epididimo(Rivers y cols., 2006).

Respuesta Inmune.

Debido a que Brucella es un pardasito intracelular, la activacién de la
inmunidad mediada por células es el mecanismo efector mdas relevante en la
proteccion frente a este patégeno. El interferon gama (INF-y), citoquina secretada
por las células T CD4+* de tipo Th1, estimula tanto la actividad bactericida de los
macrofagos como la actividad citotoxica de los linfocitos T CD8* (Rivers y cols.,,
2006). Las citoquinas son actores clave en la proteccion contra la brucelosis,

actuan en la respuesta inmune innata y adaptativa (Figueiredo y cols., 2015).
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Inmunidad natural. En estados tempranos de la infeccién por Brucella, el rol
de la respuesta innata es reducir el nimero inicial de bacterias promoviendo una
respuesta Th1 en el huésped. En esta fase, juegan un rol importante en la respuesta
frente a la invasion de Brucella, los macrofagos, los neutréfilos, las células Natural
Killer (NK) y el complemento (Golding y cols., 2001; Rivers y cols., 2006). Los
macrofagos actian como células fagociticas y presentadoras de antigenos en el
contexto del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC por sus siglas en
inglés) a linfocitos T, promoviendo de esta manera la respuesta inmune adaptativa.
Los neutréfilos actian en la fase temprana de la infeccién mediante la fagocitosis y
la destruccién posterior de la bacteria, sin embargo su rol en la defensa del
organismo se considera de baja eficiencia ya que la bacteria puede crecer y
sobrevivir en su interior y diseminarse a diferentes 6rganos, desencadenado la
infeccion persistente. Las células Natural Killer eliminan las células infectadas,
estas actuan tras el estimulo por parte de B. abortus a las células presentadoras de
antigeno para la produccién de interleuquina 12 (IL-12) que a su vez estimula a las

células NK a secretar IFN-y. (Rivers y cols., 2006).

Inmunidad adaptativa. Se conoce que la exposicidn prolongada de un animal
frente a Brucella modifica la respuesta inmune, desde una reaccién inicial de
inmunidad mediada por células hacia una respuesta humoral que se caracteriza
por la produccion inicial de IgM seguido de un aumento de IgG1, esta respuesta se
relaciona con una disminucion en la actividad de las células T tipo 1, por la tanto
baja la produccién de INF-y, favoreciendo de esta forma el incremento de la
actividad de las células T de tipo 2. Consecuentemente, la respuesta inmune
mediada por células disminuye y se establece la infeccién crénica, esta ultima se
evidencia por la sintesis prolongada de IgG y niveles bajos de IgM (Ofiate y cols.,

2000; Ron Roman, 2003; Rivers y cols., 2006).

Las funciones de la respuesta inmune adaptativa en la brucelosis se basan
principalmente en tres mecanismos. Primero, la produccion de IFN-y por células T
CD4+, CD8+, y células T y§, que activa la funcion bactericida en macréfagos.

Segundo, la citotoxicidad de células T CD8+ y células T y6 que eliminan macroéfagos
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infectados. Y tercero, isotipos de anticuerpos Th1, tales como IgG2a que opsonizan

al patégeno para facilitar su fagocitosis (Ko y Splitter, 2003; Rivers y cols., 2006).

Formas y manifestaciones clinicas.

Las lesiones macroscopicas en el ganado no son patognomonicas. Las
lesiones comunes de los tejidos maternos incluyen placentitis necrotica y mastitis
intersticial; las vacas gestantes presentan una linfadenopatia en el sitio de la
infeccion que desencadenara en una linfadenitis aguda (Carvalho y cols., 2010;
Olsen y Tatum, 2010). En el utero de las vacas infectadas se observa hemorragias
multifocales y exudado necroético fibrinoso, fétido, de coloraciéon amarilla a pardo
(Carvalho y cols., 2010; Poester, Samartino y Santos, 2013). Los placentomas se
presentan normales o con necrosis y hemorragias severas, ademas se observa
engrosamiento de las areas intercotiledonarias. En los animales con lesiones
placentarias menos severas es poco probable que se presente el aborto, sin
embargo los terneros recién nacidos son débiles y mueren (Carvalho y cols., 2010;

Olsen y Tatum, 2010).

Las lesiones microscopicas tampoco son patognomodnicas pero son mas
especificas. Las células trofoblasticas, células diana primarias de la placenta, se
hinchan y se llenan con cocobacilos, se observa un infiltrado inflamatorio con
presencia de neutrdfilos e histiocitos asociado con edema y necrosis. El
endometrio tiene una infiltracion severa de neutrofilos, linfocitos, células
plasmaticas y unos pocos eosinéfilos. La inflamacién se asocia con un gran nimero
de células de B. abortus dentro de los macrofagos y trofoblastos, determinando
erosiones multifocales o ulceraciones superficiales del epitelio luminal (Carvalho y
cols., 2010; Poester y cols., 2013). En la glandula mamaria de desarrolla una
mastitis intersticial multifocal con acumulacién intersticial de macréfagos e

infiltracién de neutroéfilos entre los acinos glandulares (Carvalho y cols., 2010).

En el feto las lesiones incluyen pleuritis fibrinosa, bronconeumonia,
necrosis y granulomas en el pulmoén y otros tejidos, peritonitis, esplenitis. La

bronconeumonia es la lesion mas frecuente y la pericarditis fibrinosa se ha
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descrito como una lesién significativa en la brucelosis. Se observa también
agrandamiento de los ganglios linfaticos internos iliacos, bronquiales y hepatico,
asi como en las glandulas suprarrenales e hipotrofia del timo (Carvalho y cols.,

2010; Olsen y Tatum, 2010; Poester y cols., 2013).

1.5. Diagnéstico.

Diagnéstico bacterioldgico.

El aislamiento y la identificacidon de la bacteria es la prueba de diagndstico
mas confiable, sin embargo su uso se restringe de ser una practica habitual por el
alto costo en su implementacion, el riesgo de manipulacién que exige niveles de
bioseguridad altos (laboratorios de bioseguridad tres) ademas de ser considerada
un agente potencial para el bioterrorismo. Para el aislamiento de Brucella se toman
muestras de placenta, leche y, del pulmén y estomago del feto; estas muestras
requieren de un manejo adecuado para evitar contaminaciones que determinen
falsos negativos (Ron Roman, 2003; Direcciéon de Epidemiologia, 2013; Figueiredo

y cols., 2015)

Diagnédstico seroldgico.

Las pruebas seroldgicas se basan en la respuesta humoral que induce la
cadena O del PLS de B. abortus a través de la produccidn inicial de IgM seguida de
IgG1l e IgG2/IgA; estas ultimas se producen en bajas concentraciones y
posteriormente en el curso de la infeccién, se reconoce a IgG1l como el blanco
principal en los ensayos seroldgicos. Las pruebas de diagnéstico serolégico son las
mas utilizadas por su rapidez, alta sensibilidad y especificidad y bajo costo

(Carvalho y cols., 2010; Aliy cols., 2017).

Rosa de Bengala (RB). Esta prueba es una de las mas utilizadas por su
rapidez y sensibilidad. Se basa en la aglutinacion del antigeno en suspension en
presencia del anticuerpo de la muestra. Se utiliza células completas de B. abortus

cepa 99 inactivadas y coloreadas con rosa de bengala a un pH de 3,65. Es una
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prueba capaz de detectar anticuerpos de tipo IgM e IgG, aunque el pH acido
previene alguna aglutinaciéon por IgM y estimula la aglutinacién por IgGl,
reduciendo asf alteraciones no especificas. Esta prueba se la utiliza como prueba
de despistaje inicial o screening, por lo que requiere confirmacién con otras
pruebas (AGROCALIDAD, 2009; World Organization for Animal Health, 2016; Ali y
cols., 2017).

Prueba de antigeno buferado en placa. Conocida como BPAT (por sus siglas
en inglés Buffered Plate Agglutination Test) es una prueba similar a la aglutinaciéon
en placa de Rosa de Bengala. El antigeno utilizado es a partir de B. abortus cepa
1119-3. Esta prueba al igual que Rosa de Bengala son las mas utilizadas y fiables
para la identificacion de rebafios infectados; son pruebas muy sensibles,
especialmente para la deteccién de anticuerpos inducidos por la vacuna y las
muestras positivas deben confirmarse con pruebas complementarias (Seleem y

cols., 2010; World Organization for Animal Health, 2016).

Prueba de aglutinacién en tubo - SAT (Serum Agglutination Test). Es una
prueba de aglutinacion que utiliza una suspension bacteriana de la cepa 99 o de la
cepa 1119-3 de B. abortus en solucidn salina de fenol. Su especificidad mejora
significativamente con la adicién de EDTA al antigeno reduciendo el nivel de falsos
positivos. La prueba se realiza en tubos o en microplacas. Se preparan al menos
tres diluciones de cada suero sospechoso y se mezcla con el antigeno para su
posterior incubacion. Se utiliza generalmente para detectar infecciones agudas.
Entre las desventajas se menciona las reacciones cruzadas con otras bacterias, la
vacunacion y falsos negativos en infecciones crénicas (Ron Roman, 2003; World

Organization for Animal Health, 2016).

Prueba de Fijacion de Complemento -CFT (Complement Fixation Test).
Detecta anticuerpos IgG fijadores del complemento. Existen numerosas variaciones
de la prueba sin embargo el antigeno que se utiliza es a partir de una cepa de B.
abortus que puede ser S99 O S1119-3. Esta prueba es ampliamente utilizada a
pesar de la complejidad en su desarrollo, requiere de instalaciones adecuadas en

los laboratorios y personal capacitado para titular y mantener los reactivos con
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precision. Se utiliza en muchos paises como una prueba confirmatoria por su
mayor especificidad, sin embargo puede dar lugar a reacciones positivas en
bovinos vacunados con B. abortus S19 (World Organization for Animal Health,

2016; Ali y cols., 2017).

Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas. ELISA por su acrénimo en
inglés Enzyme linked immunosorbent assay. Esta técnica en general se basa en un
antigeno inmovilizado que se combina con el correspondiente anticuerpo si esta
presente en el suero y que esta ligado a una enzima capaz de generar un producto

detectable.

ELISA Indirecto. (I-ELISA)Existen variaciones basadas en el uso de
diferentes preparaciones de antigeno como células enteras, conjugados o LPS,
estos dltimos son altamente sensibles para la deteccién de anticuerpos anti-
Brucella en bovinos, sin embargo no diferencia a los anticuerpos producidos por la
vacunacion con cepa 19. Las cepas recomendadas para la produccién de antigenos
son B. abortus 99 y 1119-3. Las pruebas que utilizan LPS como antigeno son
proporcionadas por diferentes casas comerciales y han sido validados en extensos
ensayos de campo, estas pruebas se realizan tanto en suero como en leche. Al igual
que ELISA competitivo son utilizadas como pruebas de confirmacion. (Carvalho y

cols., 2010; Poester y cols., 2013; World Organization for Animal Health, 2016)

ELISA Competitivo. (C-ELISA) este ensayo tiene una especificidad mayor si
se compara con la prueba de fijacion de complemento y una sensibilidad mayor a
Rosa de Bengala. Para su aplicacion se requiere de equipos especializados y de
personal capacitado para una correcta interpretacion de resultados. Para el
desarrollo de esta prueba se utiliza un anticuerpo monoclonal que unido a la
muestra a analizar se incuba con el LPS purificado de B. abortus que se encuentra
adherido a la placa o pocillo. El uso combinado de pruebas como ELISA
competitivo o Elisa indirecto y Rosa de Bengala para el diagnéstico de brucelosis
bovina se justifica por su alta sensibilidad y especificidad, la reduccion de costos

operativos en el laboratorio y para el productor asi como el analisis de una gran
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cantidad de muestras (AGROCALIDAD, 2009; World Organization for Animal
Health, 2016; Ali y cols., 2017).

Prueba del anillo en leche o Ring test (MRT). Se basa en la reaccion de IgA e
[gM tras la incubaciéon de la muestra de leche con el antigeno coloreado con
hematoxilina y que se manifiesta por la formacion de un anillo de color azul.
Las reacciones falsas positivas pueden ocurrir en bovinos vacunados en menos de
4 meses antes de la prueba, muestras que contienen leche anormal como el
calostro o en casos de mastitis (Ron Roman, 2003; World Organization for Animal

Health, 2016).

Una alternativa para el diagnoéstico definitivo de brucelosis bovina, es el uso
de técnicas como PCR para detectar ADN de Brucella, sin embargo una de las
desventajas mas gryes radica en los altos casos para su aplicabilidad como prueba

de rutina (Carvalho y cols., 2010).

Prueba alérgica o Skin test. Esta prueba se realiza mediante la aplicacién
intradérmica de brucelina, extracto citoplasmatico de Brucella libre de LPS, en el
pliegue caudal de la cola, l1a piel del flanco o del lado del cuello. La ausencia de LPS
evita reacciones inflamatorias inespecificas o interferencia en pruebas serologicas
que se realicen posteriormente por la probable produccién de anticuerpos por
parte del huésped que pueda generar la aplicacion del antigeno. Esta prueba tiene
una alta sensibilidad y adecuada sensibilidad y se recomienda para el tamizaje o
screening de rebafios no vacunados (Ron Roman, 2003; World Organization for

Animal Health, 2016).

1.6 Lucha.

Las infecciones por Brucella ademas de constituir un grave problema en la
salud publica, tiene un impacto econémico importante especialmente en paises en
desarrollo debido a las pérdidas ocasionadas por el aborto de los animales
gestantes, reduccion de la produccién de leche y la infertilidad que causa (Seleem,

y cols., 2010).
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El control de la brucelosis animal en los paises en desarrollo requiere un
esfuerzo considerable para construir y aplicar un programa que considere la
capacitacion y concienciacion a productores y consumidores sobre los riesgos de la
brucelosis; acceso a instalaciones de laboratorio adecuadas y personal capacitado
para recoleccion y andlisis de muestras; acciones de control y de vigilancia activa.
Se ha confirmado que la reduccién de la incidencia de brucelosis en los reservorios

disminuye la incidencia de la enfermedad en los humanos (Seleem y cols., 2010).

Los programas de erradicacion exitosos siempre han sido costosos, largos y
dificiles de llevar a cabo. Las dificultades en el control y la erradicacién de la
brucelosis abarcan una serie de factores, uno de ellos y posiblemente el mas
importante esta relacionado a las condiciones de manejo de los animales: cria
extensiva, trashumancia, deficientes practicas sanitarias, coexistencia de varias
especies de ganado entre otras (Godfroid y cols., 2011). En regiones con alta
prevalencia de brucelosis, las acciones prioritarias para el control y erradicacion se
basan en la vacunaciéon de los animales susceptibles y en la eliminacién de

animales infectados (Briones y cols., 2001; Seleem y cols., 2010).

Tratamiento.

Debido a que la localizacion de Brucella es intracelular, para su tratamiento
se requiere la asociacion de mas de un antimicrobiano por varias semanas; se
puede utilizar Tetraciclina (Oxitetraciclina) y un aminoglicésido (gentamicina), sin
embargo esta practica no es recomendada; el control y erradicaciéon de la
enfermedad requiere de la eliminacién de los animales reactores positivos ya que

son los que mantienen la enfermedad en un predio.

Vacunacion.

La prevencion de la diseminacién de la brucelosis se basa en la
administracion de vacunas adecuadas contra la infeccion por B. abortus (Rivers y

cols., 2006). Se considera que una vacuna debe cumplir con ciertas caracteristicas
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que aunque son evidentes tras el uso de las vacunas clasicas durante mas de medio
siglo, deben provocar una inmunidad sdélida y duradera, ser inocuas
independientemente del estado fisiol6gico del animal, eficaz en una dosis tnica, no
interferir con las pruebas de diagnostico serolégico, no ser virulenta para los
humanos, ser estable y asequible (Godfroid y cols., 2011). Con este objetivo se han
utilizado clasicamente cepas bacterianas atenuadas y componentes antigénicos
propios de Brucella. La habilidad de un antigeno especifico para inducir en forma
preferencial una respuesta Thl es un aspecto importante a considerar en el

desarrollo de vacunas contra Brucella abortus(Rivers y cols., 2006).

Las vacunas mas utilizadas en las ultimas décadas contra brucelosis bovina
son B. abortus cepa 19 y cepa RB51 (Dorneles, Sriranganathan y Lage, 2015) que
son vacunas de cepas atenuadas al igual que la cepa 45/20. Existen ademas
vacunas subcelulares en base a antigenos que forman parte de la estructura de la
bacteria y vacunas basadas en moléculas de acidos nucleicos, como las vacunas

ADN y las vacunas ARN (Rivers y cols., 2006).

La cepa 19 de Brucella abortus es una cepa lisa que posee la cadena O del
LPS. Fue aislada en el afio 1923 por el Dr John Buck de leche de una vaca Jersey. En
los animales inmunizados con esta cepa se pueden observar anticuerpos
especificos del tipo IgG1, IgG2b e IgM (Rivers y cols., 2006; Dorneles y cols., 2015).
Esta fue la primera vacuna que se utilizd extensivamente para el control de la
brucelosis bovina. El uso de esta vacuna conduce a la producciéon de anticuerpos
cuya persistencia depende principalmente de la edad de los animales durante la
vacunacion (Seleem, Boyle y Sriranganathan, 2010). La vacunacién se realiza a las
hembras entre tres y seis meses de edad (World Organization for Animal Health,

2016).

La cepa 45/20 es una cepa rugosa; a pesar de que no induce anticuerpos
contra la cadena O del LPS induce una proteccién significativa contra la infeccién
por Brucella abortus; no es muy utilizada porque es inestable y puede revertir a su

forma virulenta in vivo (Corbel, 1997; Rivers y cols., 2006).
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Brucella abortus RB51 es una cepa rugosa, la proteccién que proporciona la
vacunacion con esta cepa se debe a la activacion de linfocitos T y a la induccién de
altos niveles de IFN-y, fundamental en las etapas primarias de la infeccién
(Pasquali y cols., 2001; Rivers y cols., 2006). Esta vacuna se aplica en varios paises
con diferentes protocolos con respecto a la edad y al nimero de dosis. En Estados
Unidos se aplica a animales de cuatro a 12 meses de edad, en otros paises se
recomienda inclusive una revacunacion a partir de los 12 meses de edad (Rivers y

cols., 2006; World Organization for Animal Health, 2016).

Con respecto a las vacunas que utilizan componentes antigénicos, conocidas
como vacunas subcelulares, se han probado distintos antigenos de Brucella para
inducir una respuesta inmune mediada por células. Estos antigenos forman parte
de la estructura de la bacteria, entre ellas una lipoproteina presente en la
superficie de la bacteria, la proteina peripldsmica P39 y la proteina
bacterioferritina. En los udltimos afios han surgido dos nuevas estrategias de
inmunizaciéon altamente efectivas, basadas en la vacunaciéon con moléculas de
acidos nucleicos, las vacunas ADN y las ARN se constituyen actualmente en

vacunas de tercera generacion (Riversy cols., 2006).

Erradicacion.

Desde principios del siglo XX muchos paises adoptaron medidas dirigidas al
control y erradicacion de la brucelosis en diferentes poblaciones animales con el
objetivo de disminuir las pérdidas en la produccién y principalmente el riesgo para

la salud humana (Poester y cols., 2009; de Alencar Mota y cols., 2016).

Los paises que han erradicado la brucelosis bovina son Alemania, Austria,
Bélgica, Bulgaria, Checoslovaquia, Dinamarca, Finlyia, Hungria, Noruega y Paises
Bajos. Se consideran libres la mayoria de los paises europeos, Australia, Canada,
Estados Unidos Gran Bretafia y Nueva Zelyia. En América Latina Argentina, Brasil
tienen programas de control limitados (Acha y Szyfres, 2001) En la actualidad
Uruguay tiene un plan de control avanzado. Paraguay a pesar de haber

implementado un programa de control y erradicacion en el afio 1979 aun no ha

45



Revisién bibliogrdfica

logrado erradicar la enfermedad (Aznar y cols., 2014). Ecuador inici6 con un plan

de control en el afio 2009 (AGROCALIDAD, 2009).

En general la estrategia técnica en la que se debe basar un programa de
erradicacidon de la brucelosis bovina comprende tres lineas de accion las cuales
deberan complementarse y adaptarse a las caracteristicas propias de cada pais: 1)
detecciéon de rebafios infectados, 2) limpieza de los rebafios infectados 3)
prevencion de la diseminacion de B abortus. A estas lineas estratégicas se unen la
participacion de personal técnico y laboratorios acreditados, certificacion de
rebafios libres de brucelosis, vacunacion de hembras, diagndstico de laboratorio,
sistema de informacion eficiente y la normativa correspondiente (Rivera y cols.,

2002).

En Ecuador, el Programa Nacional de Control de Brucelosis Bovina
propuesto por la Autoridad Sanitaria Nacional (AGROCALIDAD) en el afio 2009,
tiene como objetivo general disminuir la prevalencia de brucelosis bovina en el
territorio nacional y certificar predios libres de brucelosis. Para su ejecucion

establecio estrategias de prevencion y control a nivel nacional y regional.

La estrategia nacional comprende los siguientes aspectos:

e Vacunacidon con Cepa 19 a terneras de 3-6 meses, una sola vez.

e Vigilancia epidemioldgica a través del diagnéstico con pruebas de Ring-Test
en leche, aglutinacién en suero sanguineo (Rosa de Bengala) y ELISA
Competitivo (c-ELISA) como prueba confirmatoria.

e Eliminacion de animales positivos

e Para la compra de animales de reemplazo se requiere que los animales

estén vacunados y presenten resultados negativos a las pruebas seroldgicas.

Las estrategias para cada region epidemiolégica son las siguientes:

e Regiones de alta prevalencia (1y 2)
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Campafias sistemdaticas de vacunacién, acciones de vigilancia
epidemioldgica, identificacién y certificacion de fincas libres, sacrificio de
animales positivos, control sanitario de ingreso y egreso de animales, y
actividades de educacidn sanitaria

e Regiones de baja prevalencia (3 y 4)
Vigilancia epidemiolégica dirigida a la identificacién y establecimiento de
zonas libres de la enfermedad, vacunacioén, sacrificio de animales positivos,
control en la movilizacién de los animales y educacion sanitaria.

e Regién indemne (5)
Encuesta sero-epidemioldgica en las Islas Galapagos, de acuerdo a la

normativa establecida por la OIE para determinar zonas libres.

En el cuadro 2 se resume las actividades que comprende la estrategia

nacional.
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Cuadro 2. Estrategias para el control de brucelosis bovina a nivel nacional

Revision bibliogrdfica

Regiones Provincia Objetivos Diagnéstico Identificaciéon y Vacunacién Educacién
eliminacion sanitaria
Region 1 Carchi Reducir la prevalencia Pruebas de tamizaje Identificaciony Masiva de Promocion del
Sierra Norte Imbabura A. Alta-Moderada Ring test eliminacion de terneras de 3-6  proyecto
Pichincha B. Moderada-Baja Rosa de Bengala animales positivos meses
Cotopaxi C. Baja-Libre ELISA Certificacion de fincas
Tungurahua libres
Chimborazo
Region 2 Guayas Identificacion y Masiva de Capacitacion de
Costa Los Rios eliminacion de terneras de 3-6  productores
El Oro animales positivos meses profesionales y
Manabf Certificacion de fincas auxiliares
Esmeraldas libres Produccién y
distribucion de
material
divulgativo, videos,
afiches plegables
Regi6n 3 Bolivar Reducir la prevalencia Certificacion de fincas Masiva de
Sierra Sur Cafar B. Moderada-Baja libres terneras de 3-6
Azuay C. Baja-Libre meses
Loja
Region 4 Sucumbios Estudio de prevalencia Encuesta Sero- Masiva de Cufias radiales
Amazonia Napo epidemiolégica terneras de 3-6
Orellana meses
Pastaza
Morona S.
Zamora Ch.
Region 5 Galapagos Mantener condicién Encuesta Sero-
Galapagos epidemiolégica libre epidemiolégica

Fuente. AGROCALIDAD 2009
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De la experiencia de los procesos y esfuerzos realizados en los paises que se
ha erradicado la brucelosis bovina, se observé una clara disminucién de los casos
de brucelosis humana. Los resultados de la aplicaciéon de las diferentes acciones
que conforman un programa de erradicacién solo son efectivos cuyo se evidencia
la participacion de las partes involucradas: ganaderos, productores, industria
lechera y organismos estatales que generen politicas estatales acordes a la

situacion de cada pais (Seleem y cols., 2010).

2. Coxiella burnetii.

El agente causal de la fiebre Q es Coxiella burnetii, un organismo intracelular
obligado, no moévil, que completa su ciclo de vida dentro de los fagosomas de las
células infectadas. El organismo habia sido clasificado dentro de la familia
Rickettsiaceae porque sus miembros no son cultivables en medios axénicos, han
sido aislados en garrapatas, son pequenos e intracelulares estrictos; sin embargo,
difiere significativamente en su fisiologia y composicion de los otros
microorganismos del orden que causan tifus, fiebres tipo manchada (spotted
fever) o pustular en el hombre. La mas reciente clasificacion basada en estudios
filogenéticos del ARN ribosomal 16S coloca a este microorganismo en el phylum de
las Proteobacterias, clase de las Gammaproteobacterias, orden Legionella y familia

Coxiellaceae (Arricau y Rodolakis, 2005).

La fiebre Q fue descrita por primera vez por el Dr. Edward Derrick en 1937,
después de una denuncia en agosto de 1935 sobre una enfermedad febril en
trabajadores de mataderos en Queensly, Australia. Al intentar relacionar la fiebre
con la ocupacién dentro del matadero, Derrick encontré que los trabajadores
afectados ejercian tareas disimiles (matarifes, desolladores, cocineros) por lo que
no pudo encontrar una correlacién directa entre ambos hechos (Derrick, 1944).
Debido al desconocimiento de la etiologia de la enfermedad, la denomino fiebre Q,
en referencia a la primera letra del inglés “query” (pregunta). Derrick inoculd

cobayos con la orina o la sangre de los pacientes y aunque pudo transmitir
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exitosamente la infeccién de un cobayo a otro, no aislo6 el agente infeccioso; envié
los bazos de estos animales a Frank Mcfarlane Burnet del Instituto Walter y Elisa
Hall en Melbourne, quien en ese entonces manejaba muy bien los modelos muridos
y de corioalantoides aviar en la determinacion de agentes infecciosos. En conjunto
con Mavis Freeman, aislaron el organismo que “parecia una rickettsia” en ratones
adultos. Derrick, agradecido, denomin6 a este organismo Rickettsia burnetii en
honor a su descubridor (Mackerras, 1979). En Estados Unidos, durante el mismo
periodo, Herald Cox y Gordon Davis, del laboratorio de las Montafias Rocosas,
descubrieron la misma bacteria en garrapatas. Davis encontré que los cobayos
infectados con garrapatas desarrollaban una enfermedad similar a la fiebre de las
Montanas Rocosas, causada por Rickettsia rickettsii. En mayo de 1938, Rolla Dyer,
director del Instituto Nacional de Salud, visit6 el laboratorio de Cox y dieciséis dias
mas tarde desarrollé una enfermedad con dolor retrorbital y fiebre. Su suero fue
inoculado en cobayos y éstos enfermaron, lo que constituyé la primera
demostracion de infeccién accidental en laboratorio por la fiebre Q (Boarbi, Fretin
y Mori, 2016). Pronto se descubrié que los microorganismos de Estados Unidos y
Australia eran el mismo patégeno y en honor a sus descubridores se le denominé

Coxiella burnetii (Marrie, 1990)

2.1. Etiologia.

Aunque Coxiella fue histéricamente considerada como una Rickettsia, el
analisis de la secuencia genética permitio clasificar al género Coxiella en el orden
Legionellale, familia Coxiellaceae (Arricau y Rodolakis, 2005). Este género tiene

una sola especie, C. burnetii (Fournier y cols., 1998).

C. burnetii es una bacteria Gram-negativa e intracelular obligada, tiene
forma de bacilo, no capsulado, pleomérfica, inmoévil, su tamano es de 0,4-1 x 0,2-
0,4 um. Para su desarrollo depende de células eucariéticas en las que se aloja con
preferencia en los fagolisosomas de las células huésped, principalmente
macrofagos(Maurin y Raoult, 1999; Acha y Szyfres, 2001; Waag, 2007). Posee
actividad superoxido - dismutasa, acido fosfatasa y catalasa, enzimas que le

permiten evadir la actividad inmune del hospedador.
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C. burnetii presenta una variacién de fase antigénica relacionada con una
diferenciacién en el lipopolisacarido (LPS), este es el Unico factor de virulencia
genéticamente confirmado del patégeno y responsable de la variacion de la fase
antigénica, en el cual la fase [ es virulenta y la fase Il es avirulenta (Fournier y cols.,
1998; Waag, 2007). La transicion de la fase I a Il es resultado de la pérdida de
azucares en el nucleo del antigeno O del LPS; algunas veces la transicion de fase I a
fase Il se asocia con una gran delecién cromosdmica en la cual se eliminan un
importante numero de genes que participan en la biosintesis del LPS (Contreras y

cols., 2013).

El ciclo de desarrollo de C. burnetii manifiesta morfotipos bacterianos o
variantes: uno pequefio y compacto denominado variante celular pequefia (SCV
por sus siglas en ingles de small cell variant), uno grye, metabélicamente activo
denominado variante celular grye (LCV por sus siglas en inglés large cell variant)
(Angelakis y Raoult, 2010) y un tercero de células pequenas y densas (SDC). La
variante celular pequefia es responsable de la alta infectividad del organismo, asi
como de su capacidad para sobrevivir en condiciones ambientales relativamente
extremas; como desecacion, radiacion UV, presién osmética o resistencia a
desinfectantes (Cutler y cols., 2007; Waag, 2007). Por el contrario, la variante
celular grande es unicamente intracelular e interviene en la replicaciéon y
persistencia dentro de los fagolisosomas acidificados de monocitos y macrofagos
(Cutler y cols., 2007; Waag, 2007; Angelakis y Raoult, 2010; Contreras y cols.,
2013). La transiciéon entre SCV y LCV no implica una variaciéon de fase con
referencia a la estructura del LPS, pero puede ir acompafiada de cambios en la
expresion de proteinas de superficie (Waag, 2007). Las variantes SDC y SDV
representan las formas de la bacteria con mayores posibilidades para sobrevivir
extracelularmente como particulas infecciosas (Arricau y Rodolakis, 2005; OIE,

2015).
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2.2. Fiebre Q en humanos.

Considerada un problema para la salud publica y animal, esta enfermedad
se reporta y es reconocida como endémica en todo el mundo (Guatteo y cols.,
2011) a excepcion de Nueva Zelanda (Cutler y cols., 2007). La seroprevalencia de la
infeccion por C. burnetii en humanos oscila entre menos de 1% en Canada (Messier
y cols,, 2012) y 52,7% en Chipre (Psaroulaki y cols., 2006). El mayor brote de
Fiebre Q en humanos se produjo en los Paises Bajos con 2357 pacientes notificados
en el afno 2009 (van der Hoek y cols., 2010). En América Latina existen pocos
reportes sobre la situacion de C. burnetii con prevalencias que van desde el 1% -
15% en Pert (Blair y cols., 2004) hasta el 60% en Uruguay (van den Brom y cols.,
2013); Brasil reporta una prevalencia de 3,9% (Costa y cols., 2005), Colombia y
Guyana Francesa 23,6% (Mattar y Parra, 2006; Epelboin y cols., 2012; Contreras y
cols., 2013). En Ecuador el Unico estudio realizado reporté el 4,9 % de pacientes

febriles positivos a C. burnetii (Manock y cols., 2009).

Los animales de granja como bovinos, cabras y ovejas se determinan
comunmente como fuentes de infeccion. La literatura refiere inclusive a gatos,
conejos y perros como fuentes potenciales de brotes urbanos (Angelakis y Raoult,
2010). El espectro de huéspedes reservorios incluye animales silvestres e incluso
especies no mamiferas entre los que se cita a reptiles, peces, aves y garrapatas
(Cutler y cols., 2007; Lopez-Gatius y cols. 2012). Entre los grupos de riesgo se
considera a la Fiebre Q como una zoonosis profesional con un incremento de
infeccion en veterinarios, ganaderos, inseminadores, trabajadores de mataderos o
de laboratorios (Maurin y Raoult, 1999; EFSA, European Food Safety Authority, y
ECDC y cols., 2012). Las personas en contacto con animales de granja se infectan
generalmente por la inhalaciéon de aerosoles contaminados por productos del
parto o de abortos, liquido amniético, placenta o lana (Fournier y cols., 1998;
Cutler y cols., 2007; Fenollar y Raoult, 2007) inclusive la bacteria se excreta en la
orina, heces y leche de los animales infectados (Arricau y Rodolakis, 2005; Cutler y
cols., 2007); existe ademas el riesgo para el personal de los laboratorios que
trabaja en contacto con animales infectados (Fournier y cols, 1998). La

transmision por la ingestion de productos lacteos contaminados aunque se
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considera en menor riesgo se describe también en algunos reportes, asi como la
posibilidad de transmision vertical y sexual (Angelakis y Raoult, 2010; Guatteo y
cols., 2011).

La presentacion clinica de fiebre Q varia ampliamente; el 60% de las
infecciones permanecen asintomaticas seguidas por seroconversiéon (Hogema y
cols,, 2012; Contreras y cols., 2013). Un titulo de inmunoglobulina (Ig) G alto y
persistente es indicativo de infeccion cronica, mientras que la IgG de fase 2 se
detecta después de una infeccion aguda (Hogema y cols., 2012). La ruta de la
infeccion puede determinar las manifestaciones clinicas de la enfermedad (Waag,
2007). En la fase aguda de la enfermedad las manifestaciones clinicas mas
comunes son: fiebre, neumonia y hepatitis (Raoult y cols., 2000; Fenollar y Raoult,
2007; Guatteo y cols.,, 2011) y se pueden presentar después de un periodo de
incubaciéon de aproximadamente tres semanas (Hogema y cols., 2012); en algunas
ocasiones se observa erupciones cutaneas y sintomas neuroldgicos (Angelakis y
Raoult, 2010). Aunque con frecuencia la enfermedad no se diagnostica, la mayoria
de los pacientes se recupera, particularmente aquellos que reciben en fases
tempranas el tratamiento antibiético (Manock y cols., 2009). El 2% de los casos de
fiebre Q aguda es fatal (EFSA, European Food Safety Authority, y ECDC y cols.,,
2012). La fiebre Q cronica se puede desarrollar meses o afos después de la
infeccion inicial, algunas veces asintomatica o con dafos severos que conduce
generalmente a una endocarditis en el 75% de los casos (Gami y cols., 2004;
Fenollar y Raoult, 2007), hepatitis crénica, osteoartritis, abortos y muerte fetal en
mujeres embarazadas La fase crdnica se asocia con pacientes inmunodeprimidos o
en pacientes con dafio vascular después de un episodio de fiebre Q aguda. La fiebre

Q crénica puede ser fatal en el 1 al 11% de los pacientes (Fournier y cols., 1998).

Las mejores pruebas diagndsticas son aquellas que permiten la
identificacién directa de la bacteria. Estas pruebas incluyen cultivos celulares, PCR
y la inmunodeteccién con muestras de biopsia de tejido, sin embargo estas técnicas
requieren un laboratorio de bioseguridad de nivel tres y personal entrenado
debido a la infectividad extrema de C. burnetii. Para el diagndstico especifico

indirecto, la técnica a utilizar debe ser muy sensible; aunque se han descrito
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muchas técnicas como Fijacién del complemento, ELISA o microaglutinacidn, el

método de referencia es el ensayo de inmunofluorescencia (Fournie y cols., 1998).

2.3. Aspectos epidemiologicos de Fiebre Q en bovinos.

Fiebre Q es un problema de salud animal. Aunque las infecciones por C.
burnetii en los bovinos son generalmente asintomaticas causa desordenes
reproductivos. Abortos, muerte fetal y de neonatos, nacimiento de terneros
débiles, metritis e infertilidad son los signos clinicos mas frecuentes y que causan
ademas un grave impacto econémico en la ganaderia (Arricau y Rodolakis, 2005).
En la mayoria de los casos el aborto ocurre al final de la gestacién sin signos
clinicos especificos hasta que el aborto es inminente como ocurre con la brucelosis
o clamidiosis. En los bovinos la metritis es la manifestacién mas frecuente de la
enfermedad; las hembras se recuperan rapidamente después del aborto y
generalmente no abortan en las siguientes gestaciones, sin embargo la metritis
puede persistir durante varios meses (Arricau y Rodolakis, 2005). Los animales
infectados eliminan las bacterias a través de los restos de abortos o de partos en
los fluidos del nacimiento y en la placenta, asi como a través de secreciones
vaginales, leche, heces, orina y semen (Guatteo y cols., 2006, 2011; Natale y cols.,
2009; Ruiz-Fons y cols., 2010; Astobiza y cols., 2011). Mas del 10° de bacterias por
gramo de placenta de los rumiantes domésticos pueden ser eliminados durante el
nacimiento (Bewley, 2013); en la leche las bacterias se eliminan varios meses
después del parto, inclusive durante varios periodos de ordefio (Arricau y

Rodolakis, 2005; Rodolakis, 2009).

La infeccién por C. burnetii en bovinos se reporta en los cinco continentes.
En Africa los estudios determinan prevalencias de 4,0% en Chad (Guatteo y cols.,
2011),y 14,8% Togo (Dean y cols., 2013). En Asia los reportes de seroprevalencia
citan a India con 14,7%, Iran 10,8%, Japén 60, 4%, y Turquia 6,0%. En Europa, en
el afio 2010, se report6 prevalencias de 0,4% en Bulgaria a 29,0% en Dinamarca;
asi, se observa en Austria 2%, Bélgica 9,6%, Espafia 11,6% y Polonia 0,6% (EFSA,
European Food Safety Authority, y ECDC y cols.,, 2012). En Norte América, se

54



Revisién bibliogrdfica

reportan prevalencias de 3,4 a 82% en Estados Unidos, 23,8% en Canada y 28% en
México (Guatteo y cols., 2011) En rebafios de Canada y Estados Unidos el 67% y de
1 al 73% resultaron seropositivos a C. burnetii respectivamente (McCaughey y

cols., 2010).

En América del Sur la presencia de C. burnetii en bovinos se describe
unicamente en Colombia en un estudio realizado en el afio 1977 con una
prevalencia de 25% (Lorbacher de Ruiz, 1977). Chile y Venezuela reportan
prevalencias de 14% y 60,63% en rebafios ovinos y caprinos respectivamente
(Gonzalez y Moreira, 2003; Oropeza y cols., 2010). En Ecuador, no existen estudios
realizados en rumiantes, la infeccion por C. burnetii se reporta Unicamente en
humanos en un estudio realizado en pacientes febriles durante los afios 2001 a

2004 (Manock y cols., 2009).

Hospedadores.

Los rumiantes domésticos como bovinos, cabras y ovinos son los
principales reservorios de la bacteria, aunque también los animales silvestres y las
garrapatas estan implicados en el ciclo de C. burnetii en la naturaleza (Angelakis y
Raoult, 2010) Se conoce que cerca de 40 especies de garrapatas pueden estar
naturalmente infectadas con C. burnetii lo cual se constituye en un factor
importante para mantener la infeccion en el medio aunque esta no forma parte de
las fuentes de contagio en los humanos (Maurin y Raoult, 1999; Angelakis y Raoult,
2010). En las garrapatas, C. burnetii puede multiplicarse en los intestinos,
estbmago, ser excretada en las heces y ser transmitida transovaricamente

(Woldehiwet, 2004; Arricau y Rodolakis, 2005; Contreras y cols., 2013).

Se ha propuesto que C. burnetii se mantiene en la naturaleza a través de dos
ciclos diferentes. Un ciclo silvestre en el que se vincula a las garrapatas y los
animales silvestres y el ciclo doméstico en el que los rumiantes y otras especies
animales como los perros y gatos son los principales reservorios. El vinculo

propuesto entre los dos ciclos es poco conocido, en especial porque el ciclo
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doméstico ha sido la principal fuente de infeccién humana y en ese sentido se han

orientado la mayor parte de los estudios realizados (Ruiz-Fons y cols., 2010).

Factores de riesgo relacionados con el hospedador.

Varios estudios han demostrado que el riesgo de infeccion por C. burnetii en
los rumiantes varia con los rasgos de cada animal, tales como la edad , el estado de
gestacion, la raza, el sexo, el nivel de produccién de leche y la etapa de lactancia
(McCaughey y cols., 2010; Garcia-Ispierto, Almeria y Lépez-Gatius, 2011; Paul y
cols., 2012). Estudios realizados por McCaughey y cols., (2010) y Paul y cols,,
(2012) reportan el mayor riesgo de infeccién en vacas de raza Holstein frente a
vacas de raza Jersey, la explicacion a esta susceptibilidad se presume se debe a una

posible variacion genotipica entre las razas.

Existen varias descripciones de vacas infectadas multiparas seronegativas
que no presentan una respuesta humoral contra C. burnetii (Guatteo y cols., 2006;
Garcia-Ispierto, Almeria y Lépez-Gatius, 2011; Hansen y cols., 2011). Esta falta de
respuesta es probablemente atribuible a la resistencia genética a la infeccién o a la

inmunotolerancia de estos animales (Tutusaus y cols., 2015).

Factores de riesgo relacionados con el manejo y medio ambiente.

La estacidn se ha relacionado con la prevalencia de C burnetii, posiblemente
por la mayor presencia de garrapatas durante las estaciones calidas (Cabassi y
cols., 2006). Factores como el tamano del rebafio, el pastoreo, las instalaciones
también se relacionan con la infeccién de C burnetii a los bovinos. (McCaughey y

cols., 2010; Ruiz-Fons y cols., 2010; Paul y cols., 2012).

En varios estudios se reporta que el sistema de manejo puede influir en el
ciclo de vida de C. burnetii, sistemas semi extensivos o extensivos si bien pueden
disminuir el contacto entre los animales del rebafio; aumenta el riesgo de contacto
entre el ganado y la fauna silvestre, que puede desempefiar un rol importante

como reservorio de C. burnetti para el ganado (Ruiz-Fons y cols., 2010).
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Factores de riesgo relacionados con el agente.

Las variantes de C. burnetii SCV y SDC se consideran probablemente como
las formas persistentes en el huésped y ciertamente son las formas resistentes de
C. burnetii en el ambiente. De hecho, se ha descrito una gran resistencia a la
radiacion UV, el calor, la desecacidn, la sonicacidn, el estrés osmotico y oxidativo.
Esta resistencia permite que las bacterias sobrevivan extracelularmente como
particulas infecciosas durante al menos 150 dias; este rasgo especifico de la
resistencia de C. burnetii puede explicar su amplia difusion en el medio ambiente y
su capacidad de infectar animales y seres humanos durante un largo periodo
después de haber sido excretados por un primer huésped (Arricau y Rodolakis,

2005; Waag, 2007).

La diversidad genética y la virulencia de C. burnetii también estan
relacionadas con la expresién de moléculas del lipopolisacarido (LPS). C. burnetii
muestra variaciones antigénicas similares a la variaciéon lisa-rugosa de las
enterobacterias. Las bacterias de fase I se aislan de fuentes naturales y su LPS de
longitud completa (forma lisa) se define seroldégicamente como la fase I. Los
organismos de fase Il se consideran poco virulentos y el LPS contiene el lipido A y
algunos azucares centrales, pero no existen azucares del antigeno O. Otros genes
codifican la catalasa, la superoxido dismutasa y la fosfatasa acida, tres enzimas que
pueden permitir a C. burnetii evitar la actividad microbicida de los macrofagos

(Ghigo y cols., 2009).

Es importante sefialar que C. burnetii al igual que B. abortus esta
considerada como un agente potencial de bioterrorismo y clasificada en la
“Categoria B” como agente biolégico critico; esta clasificacion se debe a su baja
dosis infectiva, resistencia ambiental y la ruta de transmisién por aerosoles

(Vaidya y cols., 2010; Duron y cols., 2015; OIE, 2015).
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Contagio

La principal via de contagio de C. burnetii es la via aerégena, la infeccién
ocurre luego de la inhalacién de aerosoles o polvos contaminados resultantes de
placentas, fluidos corporales o heces de animales infectados. La bacteria se excreta
en gryes cantidades en la orina, heces y leche inclusive varios meses después del
parto y del aborto (Arricau y Rodolakis, 2005) factor importante en la propagacion
de la bacteria en el ambiente y consecuentemente en la transmision al hombre y a

los animales.

Las garrapatas también transmiten la infeccién a los animales (Fournier,
Marrie y Raoult, 1998) y probablemente son las mas importantes para mantener el
ciclo completo de C. burnetii en la naturaleza (Marrie, 1990). La bacteria se
transmite entre los vertebrados salvajes, especialmente en roedores, lagomorfos y
aves silvestres (Maurin y Raoult, 1999). En las células del intestino medio de la
garrapata C. burnetii se multiplica y luego es excretada a través de las heces sobre
la piel del huésped mientras la garrapata se alimenta (Marrie, 1990; Angelakis y

Raoult, 2010).

Los terneros también pueden ser infectados a través de la leche de sus
madres (Lorbacher de Ruiz, 1977; Waag, 2007), C. burnetii esta presente en altas
concentraciones en el ttero y en la glandula mamaria de los animales infectados
(Mazeri y cols., 2012). Se conoce que las vacas eliminan la bacteria en la leche

hasta por 32 meses (Marrie, 1990).

2.4. Patologia.

En los animales la fiebre Q es una enfermedad sistémica aguda, que puede
convertirse en una enfermedad crénica y debilitante. Generalmente, al igual que en
los humanos, la puerta de entrada de C. burnetii en los animales es la orofaringe.
Las bacterias realizan una multiplicaciéon primaria en los ganglios linfaticos
regionales observandose una bacteriemia subsiguiente que dura de 5 a 7 dias;

psoteriormente las bacterias se localizan en las glandulas mamarias y en la
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placenta de los animales gestantes (Woldehiwet, 2004). En modelos animales, el
bazo, el higado y otros tejidos del sistema reticuloendotelial parecen ser mas
fuertemente infectados. Casos de fiebre Q cronica pueden surgir afios después de la
presentacion inicial, los animales suelen permanecen infectados durante su vida
util, con derivacion del microorganismo de origen en condiciones de

inmunosupresion, como el parto (van Schaik y Samuel, 2012).

La virulencia y los mecanismos patogénicos de C. burnetii no estan
claramente definidos, pero generalmente se acepta que los LPS bacterianos son
importantes en la patogénesis de la fiebre Q en el hombre y los animales

(Woldehiwet, 2004).

Respuesta Inmune.

La respuesta celular como la humoral son importantes para combatir la
infeccion por C. burnetii. La inmunidad mediada por células probablemente juega
un papel critico en la eliminacién de los organismos mientras que los anticuerpos
especificos acelerarian este proceso; existen ademas estudios que apoyan la nocién
de la importancia de la inmunidad humoral en el desarrollo de la resistencia

adquirida a la infeccidn por C. burnetii (Zhang y cols., 2007).

La respuesta celular activa a los monocitos y macréfagos mediante el
Interferon-y (IFN-y) produciendo nitrégeno reactivo e intermediarios de oxigeno
que promueven la muerte intracelular de C. burnetii (Waag, 2007). El1 IFN-y afecta a
la conversion del fagosoma que contiene C. burnetii en fase 1 y por tanto, no se
puede llevar a cabo la replicacién de la bacteria(Yoh y cols., 2007; Garcia-Ispierto y
cols., 2014). Las células Th1 son esenciales para la activacién de los macroéfagos y
por tanto para eliminar la infeccién. Las citoquinas proinflamatorias como la
interleuquina 1 (IL-1), el factor de necrosis tumoral (TNF) y la interleuquina 12
(IL- 12), son secretadas por los macréfagos y son capaces de modular la respuesta
celular (Norlyer, 2000). Como se observa, las células T y el IFN-y representan los
principales componentes del sistema inmune frente a la infeccion por C. burnetii.

Con respecto al rol de las células B se cree que juegan también un papel importante
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en la protecciéon de los tejidos al regular los fenémenos de inflamacién en la

infeccion (Yoh y cols., 2007).

No esta claro atn el tiempo exacto de la seroconversion o de la duracién de
los anticuerpos que persisten en las vacas. En las hembras gestantes se puede
observar un patrén muy estable de anticuerpos de C. burnetii durante toda la
gestacion, junto con una disminucidon postparto en los anticuerpos séricos,
probablemente debido a su derivacién al calostro antes del parto; sin embargo,
poco se conoce sobre los niveles de anticuerpos de C. burnetii en el recién nacido y
sobre la seroprevalencia y seroconversion en vaquillas (Garcia-Ispierto y cols.,

2014).

Formas y manifestaciones clinicas.

Las Unicas manifestaciones patoldgicas que se han asociado con la infeccién
crénica por C. burnetii en animales son el aborto, menor peso al nacer e infertilidad

en el ganado bovino (Maurin y Raoult, 1999).

En los animales durante la fase aguda, Coxiella burnetii puede encontrarse
en sangre, pulmones, bazo e higado, mientras que durante la fase cronica existe
una diseminacidn persistente de la bacteria en las heces y orina. La mayoria de
animales permanecen asintomaticos y no se reporta fiebre (Marrie, 1990; Maurin y
Raoult, 1999; Angelakis y Raoult, 2010). A diferencia de los humanos, la infeccién
en los animales no desarrolla endocarditis crénica (Maurin y Raoult, 1999). Como
se describié previamente, la infeccion por fiebre Q, afecta principalmente el
sistema reproductivo de la hembra (Waag, 2007). Las placentas infectadas
presentan exudados y engrosamiento fibroso intracotiledonario; la metritis es con
frecuencia una manifestaciéon dnica de la enfermedad en el ganado (Arricau y
Rodolakis, 2005; Waag, 2007). En la mayoria de los casos el aborto ocurre al final
de la gestacidn sin signos clinicos especificos; sin embargo, pueden nacer animales
de bajo peso(Cabassi y cols., 2006; Angelakis y Raoult, 2010). Los fetos abortados

se reportan normales o con lesiones poco especificas aunque en ocasiones se han
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observado lesiones de neumonia; las tasas de aborto pueden variar de 3 a 80%

(Marrie, 2007; Angelakis y Raoult, 2010).

En rumiantes previamente infectados la gestacion se muestra como un
momento critico, la infecciébn se reactiva y se excretan numerosas bacterias
conjuntamente con la placenta y liquidos amnidticos tanto para casos de aborto
como para partos normales (Woldehiwet, 2004). Asi, el desprendimiento de C.
burnetii en el medio ambiente ocurre durante el parto. Los productos de
nacimiento, principalmente la placenta, estan fuertemente contaminados con C.

burnetii (Maurin y Raoult, 1999).

2.5. Diagnéstico.

Los métodos mas frecuentes para la deteccion de C. burnetii son el
aislamiento del virus, cultivo de bacterias, pruebas de microscopia electrénica,
inmunofluorescencia, inmunohistoquimica, enzimoinmunoensayo de deteccién de
antigeno, hibridacion del acido nucleico (NAH), y la amplificacién del acido
nucleico, como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). El método rutinario
para el diagnostico de fiebre Q tras el aborto de los bovinos es la deteccion de la
bacteria en frotis o impresiones de placentas tefiidas con los métodos de Stamp,
Giménez, Machiavello, Giemsa o el de Koster modificado, combinado con el analisis

serolégico por Fijacion de Complemento o ELISA (Arricau y Rodolakis, 2005).

Diagnéstico bacteriolégico.

Tincién. Se realiza a partir de frotis del cotiledén placentario, aunque
también se puede utilizar el bazo, pulmén, higado, rumen de fetos abortados o
flujos vaginales. Estas muestras se pueden tefiir por varios métodos: Stamp,
Giménez, Macchiavello, Giemsa y Koster modificado(Arricau y Rodolakis, 2005;
OIE, 2015). La observacién microscopicamente se realiza con objetivo de
inmersién (x500 o mas aumento). La interpretacion de los resultados requiere
especial atencion para evitar confusion con Chlamydia abortus o Brucella spp. La

tincion de Stamp es utilizada frecuentemente en los laboratorios de diagnoéstico
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veterinario mientras que la tinciéon de Giménez es utilizada en cultivos celulares
para investigacién Para el diagndstico de rutina se recomienda combinar con las

pruebas serolégicas o métodos de PCR como pruebas confirmatorias(OIE, 2015).

Cultivo. El cultivo de C. burnetii no se recomienda para el diagndstico
rutinario debido a las dificultades y peligros asociados con este agente (Maurin y
Raoult, 1999; Waag, 2007); sin embargo, el aislamiento y la caracterizacion de
nuevas cepas es importante con fines de investigacion. Los métodos basicos para
aislar C. burnetii se realizan en huevos embrionados o en cultivos celulares (Waag,
2007). Con muestras muy multi-contaminadas, como las derivadas de placentas,
descargas vaginales, heces o leche, es necesario inocular previamente en animales
inmunocompetentes como ratones y el cultivo se realiza a partir de las muestras

de bazo de los animales infectados (OIE, 2004).

Diluciones de la muestra homogenizada con PBS y antibi6ticos se inoculan a
través del saco vitelino de huevos de gallina embrionados de 5 dias,
preferiblemente, libres de patégenos especificos (SPF). Los frotis se realizan de los
sacos vitelinos recogidos después de 10-15 dias de incubacidén, se tifien y se
examinan para comprobar la ausencia de contaminacion bacteriana y determinar
la presencia de C. burnetii. Para confirmar la presencia de C. burnetii se puede usar

un analisis por PCR (OIE, 2015).

Para el aislamiento en cultivos celulares (“shell vial”) se pueden usar varias
lineas celulares como células Vero o fibroblastos de pulmén de embrién humano
(células HEL) o de ratén. Las células inoculadas con suspensiones de la muestra se
disponen en monocapa y se incuban a 37 °C en 5% de CO2 durante 5 a 7 dias. La
presencia de C burnetii se detecta por Inmunofluorescencia o de PCR. Este método
fue desarrollado para humanos pero puede adaptarse para animales (Maurin y

Raoult, 1999; Waag, 2007; Angelakis y Raoult, 2010; OIE, 2015).
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Diagndstico serolégico.

Existen varias técnicas que se han desarrollado para el diagndstico
serolégico de infeccion por C. burnetii; de ellas el ensayo de Inmunofluorescencia
Indirecta (IFA - por sus siglas en inglés Indirect Immunofluorescent Assay),
Fijacion de Complemento (CFA - Complement Fixation Assay), y ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay), son las técnicas utilizadas en el diagnodstico de
rutina y en estudios epidemiolégicos a larga escala para detectar anticuerpos
contra C. burnetii (Fournier y cols., 1998; Guatteo y cols., 2006). La Organizacion
Mundial de la Salud recomienda utilizar la prueba de Fijaciéon de Complemento
para el diagndstico en animales y la prueba de Inmunofluorescencia Indirecta para
el diagnéstico en humanos. En los rumiantes IFA y ELISA son frecuentemente
utilizadas en estudios de despistaje o screening para deteccién de C. burnetii (Lyoo
y cols., 2017). Las pruebas ELISA e IFA son mas sensibles que las pruebas de CFA
para la deteccién de anticuerpos de respuesta en animales o seres humanos con
fiebre Q aguda, pero no para la detecciéon de anticuerpos en humanos con fiebre Q

crénica y en vacas que han abortado (Arricau y Rodolakis, 2005).

La prueba de IFA utiliza antigenos de C. burnetii tanto de la fase [ como de la
fase II; si existen anticuerpos especificos en el suero se fijaran al antigeno y el
conjugado fluorescente que se adiciona permitird observar la formacion de este

complejo a través de un microscopio de fluorescencia (OIE, 2015).

La prueba de Fijacién de Complemento es un método de fijacién en frio,
detecta la presencia de anticuerpos fijadores de complemento; .esta prueba es
especifica, pero menos sensible que la IFI o ELISA. La infeccién reciente por fiebre
Q es dificil de diagnosticar por las pruebas de FC porque los anticuerpos
detectados por la prueba de FC pueden persistir después de una enfermedad

aguda (Arricau y Rodolakis, 2005; OIE, 2015).

ELISA es la técnica mas utilizada para el diagndstico veterinario, tiene una
alta sensibilidad y especificidad, permite realizar el analisis de muestras a gran

escala, es una técnica confiable para determinar anticuerpos contra C burnetii en
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varias especies animales y en muestras de suero o de leche (Arricau y Rodolakis,
2005; Paul y cols., 2012; OIE, 2015). Actualmente esta prueba es recomendada
para el diagnéstico de la fiebre Q en la Unién Europea (EFSA, European Food Safety
Authority, y ECDC y cols., 2012; Paul y cols., 2013).

La serologia es el método de laboratorio mas barato actualmente disponible
para diagnosticar la infeccidn por C. burnetii en un rebano (Garcia-Ispierto y cols.,

2014).

Meétodos moleculares.

El uso de PCR (Reaccién en cadena de la polimerasa) y Real-time PCR (Rt-
PCR) para la detecciéon de DNA de C. burnetii en tejidos de placenta y moco vaginal
ha cambiado radicalmente el diagnéstico de fiebre Q en medicina veterinaria. La
sensibilidad de diagnéstico por PCR es muy alta y actualmente la aplicacién de
Real-time PCR (Rt-PCR) puede ser automatizada disminuyendo el riesgo de
contaminacion y el tiempo de respuesta para determinar el diagnéstico de abortos
por C. burnetti y de animales que eliminen la bacteria. (Rodolakis, 2009). Estas
técnicas se pueden utilizar ademas con muestras leche, calostro o heces (OIE,
2015). Recientemente, las secuencias completas del genoma de C. burnetii se
hicieron disponibles, permitiendo una gran variedad de dianas de ADN (Angelakis

y Raoult, 2010)

2.6. Lucha.

Las medidas de prevencién estan dirigidas a evitar la exposicion de
animales susceptibles a la contaminacién animal y ambiental. La introduccién de
animales en los rebafios debe basarse en el diagnéstico serolégico del rebafio de
procedencia; los animales de rebafnos seropositivos sélo pueden ser introducidos
en granjas seropositivas y con vacunacion (Arricau y Rodolakis, 2005; Rodolakis,

2009).
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En rebafios infectados durante los brotes de fiebre Q y en especial durante
el parto, los animales gestantes deben mantenerse en corrales separados; las
placentas y fetos abortados deben retirarse rapidamente y eliminarse de modo
apropiado para evitar su ingestion por perros, gatos o animales silvestres que
podrian diseminar la enfermedad; se debe realizar la limpieza de las instalaciones
sin inducir a la generacion de aerosoles (Arricau y Rodolakis, 2005; Rodolakis,
2009; OIE, 2015). A las medidas higiénicas implementadas en los rebafios se suma
una adecuada gestion en el manejo del estiércol, se debe evitar la dispersién del
estiércol de granjas contaminadas; aunque no esta evaluada la eficacia de la
inactivacion de C. burnetii mediante fermentacion por compostaje o por
descontaminacién mediante tratamiento quimico estos métodos son todavia

recomendables (OIE, 2015).

La baja reduccién en la carga bacteriana eliminada por los animales
infectados al vacunarse, asi como la alta resistencia de C. burnetii en el medio
ambiente, plantea la necesidad de combinar medidas higiénicas y médicas para
reducir ain mas la carga infecciosa dentro de los rebafios infectados (Guatteo y
cols., 2008). La vacunacién a las hembras seronegativas de primer parto es
altamente eficaz para evitar la eliminacion de bacterias cuyo los animales se
exponen a la infeccion. A su vez, la administracion de antibidticos como las
tetraciclinas, si bien reducen la incidencia de abortos, no previenen la eliminacion

de C. burnetii (Guatteo y cols., 2006; Taurel y cols., 2011).

En predios libres se debe reducir la introduccién de animales, el
reagrupamiento de rebafios, el contacto con animales silvestres y la infestacién por
garrapatas. Se debe analizar la combinacién de medidas como la vacunacion
preventiva, el manejo del estiércol o la prohibiciéon de visitantes (Taurel y cols.,
2011; OIE, 2015). Medidas como el sacrificio de animales, la identificaciéon de los
rebafos y el control en el movimiento de los animales deben analizarse en las

politicas estatales.
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Tratamiento.

Poco se sabe acerca de la eficacia del tratamiento antibiético en rumiantes y
otros animales domésticos. El tratamiento profilactico se recomienda
eventualmente para reducir el riesgo de aborto (Arricau y Rodolakis, 2005). El
tratamiento antibidtico consiste en la administracion de dos dosis de tetraciclina
(20 mg/kg/pv) en el tltimo mes de gestacidon para reducir el nimero de abortos y
la cantidad de bacterias que se eliminen durante el parto, sin embargo la eficacia
de este tratamiento aun no se ha evaluado y no se ha observado la reduccién
deseada (Rodolakis, 2009; Angelakis y Raoult, 2010). En los rebafios no infectados
se sugiere la separacion de las hembras gestantes antes del parto y la
administracion profilactica de tetraciclina (8 mg/Kg/dia) en el agua de bebida para

reducir la propagacion del organismo (Angelakis y Raoult, 2010).

Vacunacion.

La OIE recomienda a la vacunacién como la estrategia mas légica para evitar
la fiebre Q en humanos y en los animales expuestos, sin embargo aunque se han
desarrollado vacunas contra la fiebre Q animal, en la mayoria de los paises no
estdn disponibles comercialmente. Las vacunas mas eficaces son aquellas que
contienen bacterias inactivadas o se preparan a partir de bacterias de fase I (OIE,
2015); varios autores confirman la proteccion que proporciona la vacuna en
rebafios no infectados. La eliminacion de bacterias al exterior en rebafos
infectados se reduce pero no la evita, disminuyendo por lo tanto la contaminacion
en el ambiente (Guatteo y cols., 2006; Khalili Mohammad y cols., 2011), por ello se
reitera que una vacuna so6lo puede proteger a los animales sanos y no es capaz de
tratar a los animales infectados (Arricau y Rodolakis, 2005; Guatteo y cols., 2008;
OIE, 2015). Se sugiere la vacunaciéon de al menos todas las vaquillas antes de su
primer servicio al igual que la revacunacién anual, especialmente de animales
jovenes, en zonas de riesgo (OIE, 2015), asi como a animales de reemplazo (Taurel
y cols.,, 2011) y a vacas en un estado de gestacién avanzado (Lépez-Helguera y

cols., 2013).
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En los rebaiios infectados, la vacunacion debe realizarse en todos los
animales presumiblemente susceptibles, es decir, al menos en las vaquillas. La
vacunacion de las vacas lecheras debe realizarse cuyo la seroprevalencia dentro
del rebafio es baja, es decir, en los rebafios donde la infeccién ain no se ha
propagado ampliamente (Guatteo y cols., 2008). Generalmente se reconoce que las
vacunas preparadas con la fase I de las bacterias, confieren mayor proteccion que
las preparadas con la fase Il (Guatteo y cols., 2008; OIE, 2015). Las vacunas de fase
Il no confieren proteccion al ganado contra la infeccion de C. burnetii y no se
observa que eviten los abortos o la eliminacién de las bacterias por via vaginal, en

la leche o en las heces (Arricau y Rodolakis, 2005).

En Eslovaquia el uso de la vacunacién de fase I en los bovinos durante los
afios setenta y ochenta redujo significativamente la presencia de fiebre Q en este
pais (Arricau y Rodolakis, 2005; Angelakis y Raoult, 2010). En Francia la dnica
vacuna disponible es la de fase II inactivada y se utiliza ampliamente cuyo se
diagnostica fiebre Q en los rebafios; sin embargo, la vacunacién con una vacuna de
fase Il no previene contaminaciones humanas, animales y ambientales (Arricau y
Rodolakis, 2005). Un estudio realizado en Espafia en hembras gestantes infectadas
y no infectadas determindé que la vacunaciéon durante el periodo final de la
gestacion permitio transmitir la inmunidad a sus terneros a través del calostro; los
anticuerpos maternos de C burnetii en los terneros persistieron durante tres meses

(Tutusaus y cols., 2015).

Las vacunas de Fase I presentan dificultad y riesgos para su produccidn,
ademas no existen aun pruebas que permitan diferenciar animales vacunados de
animales infectados por C. burnetii. Nuevas vacunas se han desarrollado con base a
la identificacion de antigenos inmunodominantes en sueros de ratones
experimentalmente infectados o a la clonacion de nuevos antigenos
inmunodominantes usando el mismo modelo de ratones BALB / c, los resultados
sugieren su posible aplicacion en el diagnéstico y la vacunacion, sin embargo la
proteccion conferida por estas proteinas se ha probado inicamente en animales de
laboratorio y no se ha determinado aun su efectividad en los animales domésticos

comparada con las vacunas de Fase [ (Arricau y Rodolakis, 2005).
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Erradicacion.

La erradicacion de la infeccion por C. burnetii en las poblaciones de
animales es dificil porque la infeccibn raramente causa sintomas y
consecuentemente el desconocimiento de su presencia en el hato ganadero y el
impacto por la eliminacién de grandes cantidades de organismos en el medio
ambiente, se convierten en una fuente de infeccion permanente para otros

animales y humanos (Waag, 2007).

La compleja epidemiologia y las caracteristicas de C. burnetii plantean
muchos problemas para el control y/o erradicacién a nivel de rebafio, que
requieren la seleccion y aplicacion en conjunto de varias medidas encaminadas a
reducir la circulacion del agente y la exposicién de animales y seres humanos
(Natale y cols., 2009). Programas como los aplicados en los Paises Bajos luego de la
epidemia en humanos suscitada en el afio 2007, determinaron que la aplicacién de
medidas de control veterinario adoptadas para reducir la exposicién como el
sacrificio, vacunacion, prohibicién de reproduccién y transporte y, la combinacién
de un factor externo como las condiciones climaticas menos favorables para la
transmision de la enfermedad, contribuyeron a la reduccion de los casos humanos.
Se hace énfasis ademas en la necesidad de incrementar el conocimiento sobre la
enfermedad, asi como el trabajo coordinado entre los sistemas de salud humano y
veterinario. En Dinamarca el programa aplicado determiné la notificacion de la
reduccion de animales positivos de 54,5% en el afio 2009 a 29,0% en el afio 2010

(EFSA, European Food Safety Authority, y ECDC y cols., 2012).

Aunque se desconoce la situacién epidemiolégica de la enfermedad en
muchos paises, los programas de control y erradicacion deben contar con la
notificaciéon obligatoria en sus estados y a la autoridad sanitaria mundial. De
conformidad con el Coédigo Sanitario para los Animales Terrestres de la OIE, la
fiebre Q esta inscripta en la Lista de la Organizacién y por lo tanto los Paises y
Territorios Miembros tienen la obligacion de notificar los focos de la enfermedad

(Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE), 2015).
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3. Leptospira spp.

Las leptospiras son espiroquetas de aproximadamente 0,1 mm de diametro
y 6-20 mm de largo que incluyen especies saprofitas y patégenas en el género
Leptospira, de la familia Leptospiraceae y el orden Spirochaetales. El andlisis
filogenético ha permitido clasificar hasta el momento nueve especies patégenas de
Leptospira (L. alexyeri, L. alstonii, L.borgpetersenii, L. interrogans, L. kmetyi, L.
kirschneri, L. noguchi, L. santarosai,, L. weilii,) Las especies saprofitas de Leptospira
incluyen a L. biflexa, L. meyeri, L. terpstrae, L. yanagawae, , L. vanthielii y L.
wolbachii (Levett, 2015). La clasificacion de los serovares de Leptospira esta
basada en la expresion de epitopes expuestos en la superficie de la espiroqueta
dentro de un mosaico de antigenos de lipopolisacaridos (LPS). La especificidad de
esos epitopes depende de la composicion de sus carbohidratos y de su orientacion

(Adler y Moctezuma, 2010).

La definicion de la leptospirosis como enfermedad comenzé en 1886, cuyo
Adolph Weil describi6 un tipo especial de ictericia acompafada de disfuncion
renal, hepatomegalia, conjuntivitis y erupcién en la piel; en consecuencia se le
denomin6é enfermedad de Weil. Aunque la etiologia de la enfermedad se
desconocia, se le asoci6 con aquellas ocupaciones en las que el individuo estaba en
contacto con el agua. La primera identificacidon de Leptospira fue realizada en 1907
por el médico Arthur Stimson, jefe de investigacion cientifica del Servicio Publico
de Salud en Estados Unidos (Barry, 1960) en secciones histopatoldgicas de un
paciente fallecido por fiebre amarilla. Stimson denominé a la espiroqueta como
Leptospira (del griego leptos: delgado; y del latin spira: espira) interrogans, por su

semejanza morfoldgica con un signo de interrogacion (Adler, 2015).

El primer aislamiento de la espiroqueta y la reproduccién de la enfermedad
lo realizé Ryokichi Inada de la Universidad Imperial en Kyushu, Fukuoka, Jap6n, al
inyectar cobayos con la sangre de pacientes mineros afectados por la enfermedad
de Weil. En los afios siguientes, Inada y su grupo definieron las rutas de infeccién,

los cambios histopatolégicos, la excrecion urinaria, morfologia y motilidad de esta
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espiroqueta en cobayos, asi como en conejos, ratones y ratas. Demostraron que
estas tres especies eran comparativamente resistentes a la enfermedad aguda.
También tuvieron éxito en propagar las espiroquetas in vitro en un medio basado
en rifion de cobayo emulsificado y descubrieron que la temperatura de crecimiento
optima era de 25 grados centigrados con pérdida de viabilidad a los 37 grados. A
ese organismo le denominaron Spirochaeta icterohaemorrhagiae (Inada y cols.,
1915) y hoy es conocido como la cepa de referencia (aun viable) Leptospira
interrogans numero 1. El grupo japonés también demostré que las ratas eran
portadores renales de la Leptospira (Ido y cols., 1917) aunque permanecian
asintomaticas. La conexidn entre las ratas y la infeccion humana se establecio
claramente con los mineros enfermos, ya que las ratas son huéspedes habituales

de las minas cuya temperatura oscila alrededor de los 25 grados.

3.1. Etiologia.

El género Leptospira pertenece a la familia Leptospiraceae, orden
Spirochaetales, clase Schizomicetes. El género Leptospira comprende 21 especies
agrupadas en saprofitas, patégenas y un grupo intermedio (Levett, 2015) como se
puede observar en el cuadro 3. El analisis filogenético indica que las especies de
Leptospira forman un grupo evolutivo unico: el subgrupo de saprofitos, que incluye
Leptospira biflexa, constituye la rama mas profunda dentro del género, otro
subgrupo incluye las especies patdgenas tales como Leptospira interrogans y
Leptospira borgpetersenii (Xue, Yan y Picardeau, 2009). Las leptospiras patdgenas
fueron anteriormente clasificadas como miembros de las especies de Leptospira
interrogans; el género ha sido recientemente reorganizado y las leptospiras
patégenas estan ahora identificados en nueve especies con mas de 250 serovares
diferentes identificados en todo el mundo (Musso y La Scola, 2013; Levett, 2015;
Yaakob, Rodrigues y John, 2015). Particularmente serovares patégenos y no

patégenos pueden estar dentro de la misma especie de Leptospira.
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Cuadro 3. Clasificacién de Leptospira.

Patégenas Intermedio No patdégenas
Leptospira alexyeri Leptospira licerasiae Leptospira idonii
Leptospira weilii Leptospira wolffii Leptospira vanthielii
Leptospira borgpetersenii  Leptospira fainei Leptospira biflexa
Leptospira santarosai Leptospira inadai Leptospira wolbachii
Leptospira kmetyi Leptospira broomii Leptospira terpstrae
Leptospira alstonii Leptospira meyeri
Leptospira interrogans Leptospira yanagawae

Leptospira kirschneri

Leptospira noguchii

Las leptospiras son bacterias helicoidales, aerobias obligadas, miden 0, 1
pum por 6-20 pum, presentan una curvatura en forma de gancho en uno o ambos
extremos. Son oxidasas positivas; crecen en medios con Vitamina B1 y B12 o con
albumina bovina a un pH de 6,8 - 7,4; su temperatura éptima de crecimiento es de
28 a 30°C. Las leptospiras estan constituidas por un cuerpo citoplasmatico, un
axostilo y una membrana envolvente que recubre ambas estructuras. El axostilo
estd formado por dos filamentos axiales que se insertan en la extremidad del
cuerpo citoplasmatico y son responsables de la motilidad (Levett, 2001; Céspedes

Z,2005; Adler y Moctezuma, 2010).

La doble membrana de Leptospira esta formada por una membrana
citoplasmatica estrechamente asociada a los peptidoglicanos de la pared celular y
superpuestos por una membrana externa que contiene lipopolisacaridos (LPS)
ademas de proteinas estructurales y funcionales. Los LPS se constituyen en el
principal antigeno para Leptospira y son estructural e inmunolégicamente similar a
los LPS de organismos Gram negativos. Una gran proporcién de las proteinas de la
membrana externa son lipoproteinas conocidas como LipL32, LipL21, LipL41;
Ademas estan presentes proteinas integrales de membrana como la porina OMP L1
y el sistema de secrecion tipo 2 (T2SS) (Adler y Moctezuma, 2010). Las OMPs al

estar expuestas en la superficie celular estan en condiciones de interactuar con el
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medio ambiente o contribuir a la patogénesis mediante la interaccién con el

hospedero (Cullen, Haake y Adler, 2004).

Hospedadores.

Los huéspedes de mantenimiento y los serovares de Leptospira varian en
todo el mundo, por ello es necesario un conocimiento basico de los mismos para
una mejor comprension de la epidemiologia de la leptospirosis en cada region
(Lilenbaum y Martins, 2014). Las diferentes cepas patdgenas de leptospiras
pueden afectar a un gran numero de especies animales y al humano y su papel
como hospedadores de mantenimiento o accidentales esta determinado por la
adaptacién o preferencia del serovar involucrado. Los hospedadores de
mantenimiento como su nombre lo indica, actian como reservorios continuos de
un serovar en un area geografica determinada y se constituyen en la fuente de
infeccion de ese serovar para los animales de la misma u otra especie (Alonso-
Yicoberry, Garcia-Pefia y Ortega-Mora, 2001). Los animales se infectan
generalmente a una edad temprana y mantienen las leptospiras viables en los
tubulos renales, excretindolas intermitentemente en la orina, esta excreciéon

cronica incrementa con la edad del animal (Levett, 2001; Céspedes Z, 2005).

La mayoria de serovares de Leptospiras patégenas se asocian a una especie
animal determinada, sin embargo esta asociacidon no es absoluta y la base
molecular para esta llamada especificidad del hospedador es ain desconocida. Una
especie animal puede ser reservorio de varios serovares y diferentes especies
animales pueden ser reservorios de un mismo serovar (Alonso-Andicoberry y cols.,
2001; Adler y Moctezuma, 2010). Los hospedadores de mantenimiento son a
menudo las especies de vida silvestre y, a veces, los animales domésticos y de
granja (Bolin, 2003). Entre los principales hospedadores domésticos de las cepas
patégenas estan el ganado vacuno, cerdos, perros y particularmente los roedores
(Yaakob, Rodrigues y John, 2015). El ganado bovino alberga frecuentemente los
serovares hardjo, pomona y grippotyphosa; en los cerdos se albergan los serovares
pomona, tarassovi o bratislava; las ovejas pueden albergar los serovares hardjo y

pomona y los perros al serovar canicola (Bolin, 2000; Céspedes Z, 2005)
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3.2. Leptospirosis en humanos.

La leptospirosis es una de las zoonosis mas importantes y difundida en todo
el mundo (Bharti y cols., 2003). Mas de un millén de casos y 58900 muertes debido
a leptospirosis ocurren anualmente en el mundo; tasas de mortalidad superiores al
20% y de hasta 70% para el sindrome hemorragico pulmonar grave se presentan
en las regiones mas pobres, con una infraestructura sanitaria deficiente y en las
regiones tropicales (Bharti y cols., 2003; Costa y cols., 2015; Torgerson y cols.,
2015).

La infeccion en el ser humano sera siempre accidental ya que no actiia como
hospedador de mantenimiento de ningin serovar (Alonso-Yicoberry, Garcia-Pefia
y Ortega-Mora, 2001). Los seres humanos se infectan por contacto directo con la
orina o los tejidos de los animales portadores infectados o indirectamente por
contacto con el agua contaminada con orina infectada. Personal que trabaja en
agricultura, ganaderia, mineria o el desarrollo de diferentes actividades que
impliquen contacto con agua contaminada suponen los principales factores de
riesgo (Alonso-Yicoberry, Garcia-Pefia y Ortega-Mora, 2001; Adler y cols., 2011).
Una amplia variedad de especies animales, tanto silvestres como domésticos,
pueden servir como fuentes de infeccion para el ser humano, principalmente

roedores, perros, bovinos o cerdos (Acha y Szyfres, 2001; Assenga y cols., 2015).

La leptospirosis en los seres humanos puede variar en gravedad de acuerdo
con el serovar infectante de Leptospira, y la edad, la salud y la respuesta
inmunolégica del paciente La leptospirosis puede ser leve y autolimitante o grave y
fatal (Adler y Moctezuma, 2010). La enfermedad comienza predominantemente
con un sindrome febril inespecifico caracterizado por dolor de cabeza, fiebre
(tipicamente a 39 ° C) malestar, mialgia, enrojecimiento de los ojos y a veces
erupcion transitoria; que es clinicamente dificil de distinguir de otras causas de
enfermedad febril. Posteriormente, desde una sintomatologia leve o repentina,
puede llegar hasta complicaciones mas serias como ictericia, hemorragia pulmonar

e insuficiencia renal y hepatica, que pueden resultar fatales; estas complicaciones
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se presentan en el 5-15% de los casos clinicos de leptospirosis y la letalidad puede
ser igual o mayor al 50% (Vivian y cols.,, 2009; Adler y Moctezuma, 2010;
Torgerson y cols., 2015).

El diagnostico clinico no es suficiente por la sintomatologia que presentan
los pacientes; la presencia de signos clinicos y una historia clinica de contacto con
animales debe ir acompafiada de la confirmacion a través del diagndstico de
laboratorio; las pruebas que se utilizan también para estudios epidemioldgicos se
realizan a través de la deteccion de anticuerpos (serodiagnostico), cultivo de las
bacterias de sangre, orina o tejidos o mediante la demostracion de la presencia de
leptospiras en los tejidos utilizando anticuerpos marcados con marcadores
fluorescentes, la inmunotincién o el uso de pruebas moleculares como la reaccién

en cadena de la polimerasa (PCR) (WHO, 2003).

Entre las pruebas seroldgicas mas utilizadas estan la prueba de aglutinacién
microscopica (MAT) considerada la prueba de referencia o estandar y la prueba de
ELISA. El ensayo de MAT detecta los anticuerpos aglutinantes en suero que pueden
ser tanto IgM como IgG, para ello se incuban los sueros de los pacientes con el
antigeno de los serovares de Leptospira y posteriormente se examinan en
microscopio de campo oscuro para observar la aglutinacion y determinar el titulo
de la muestra. El CDC, establecié un titulo de 1/200 para definir un caso probable
de leptospirosis; esta referencia es viable para poblaciones donde la exposicion es
eventual o poco recuente; en areas endémicas es necesario utilizar titulos mas
altos como 1/800 o inclusive hasta 1/1600 en pacientes sintomaticos. Después de
la infeccion aguda se pueden observar titulos extremadamente altos hasta de
1/25600 (Céspedes Z, 2005). Tanto la especificidad y sensibilidad del MAT son
muy altos; sin embargo, el MAT exige cultivos vivos de diferentes serovares de
Leptospira prevalentes en un area geografica determinada (Adler y Moctezuma,
2010); por lo tanto es necesario contar con instalaciones y el personal capacitado
para el cultivo y mantenimiento de las bacterias; ademds la prueba es
técnicamente exigente y requiere de mucho tiempo. Cuyo la cepa causante de la
enfermedad no esta en el panel de prueba, los anticuerpos pueden no ser

detectables o solo se encuentra un titulo bajo con un serovar que antigénicamente
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se asemeja al serovar causante. Este resultado no puede ser determinante por lo

que se recomienda incluir la prueba de ELISA (WHO, 2003).

ELISA puede detectar anticuerpos IgM; un indicativo de que la infeccién
puede ser actual o reciente; sin embargo, la sensibilidad y la especificidad no es
mayor a MAT. En el comercio existen kits que permiten desarrollar las pruebas en
menor tiempo, ademas esta prueba permite estandarizarla y no requiere el
mantenimiento de cultivos de leptospiras en el laboratorio (WHO, 2003; Adler y

Moctezuma, 2010; Pinto y cols., 2015).

El tratamiento para la leptospirosis en los casos leves se basa en la
administraciéon de antibiéticos orales como amoxicilina, ampicilina, doxiciclina o
eritromicina. En los casos graves los pacientes deben ser tratados con altas dosis

de penicilina intravenosa (WHO, 2003).

3.3. Aspectos epidemioldgicos de la leptospirosis bovina.

La leptospirosis es una de las zoonosis bacterianas mas extendidas en el
mundo y de mayor impacto en la salud y producciéon de ganado. La leptospirosis
bovina se asocia con alteraciones reproductivas incluidos abortos, muerte fetal,
infertilidad, recién nacidos débiles y pérdida en la producciéon de leche (Alonso-

Andicoberry y cols., 2001; Zuerner y cols., 2011; Nagalingam y cols., 2015).

Las infecciones con Leptospira pueden cursar con diferentes cuadros
clinicos, ya sea en una infeccién aguda con fiebre, hematuria, hemoglobinuria,
meningitis e incluso potencialmente letal; en los hospedadores de mantenimiento
cursa con una infeccién crénica con pocos signos externos de la enfermedad y cuya
Unica sintomatologia aparente es el fallo reproductivo (Alonso-Anduicoberry y
cols., 2001; Zuerner y cols., 2011). La transmisién ocurre generalmente a través de
lesiones de la piel o de las membranas mucosas con las bacterias presentes en la
orina, asi como en el agua, suelo, y pasto contaminados con la orina de animales

infectados (Schoonman y Swai, 2010).
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En los bovinos la causa mas comun de la leptospirosis es la infecciéon por
leptospiras que pertenecen al serovar Hardjo de las cuales se han identificado dos
cepas: Hardjoprajitno (Leptospira interrogans) y Hardjo bovis (L borgpetersenii);
estas cepas son serologicamente indistinguibles no obstante tienen diferencias
genéticas, epidemiolégicas y patogénicas (Mughini-Gras y cols., 2014). Estas son
cepas adaptadas al hospedador. Las infecciones que se presentan en los bovinos
también son causadas por cepas transportadas por animales de vida libre o
animales domésticos de otras especies (Martins y Lilenbaum, 2017). En América
los serovares predominantes son Pomona, Hardjo y Grippotyphosa (Acha y

Szyfres, 2001).

La prevalencia de la enfermedad varia notablemente entre los distintos
paises, e incluso entre las diferentes regiones de un mismo pais (Alonso-
Andicoberry y cols., 2001; Alonso-Andicoberry y cols., 2001). Asi tenemos que se
observan prevalencias de 28,1% en Tailandia (Chadsuthi y cols., 2017); 47,27% en
Bangladesh (Parvez y cols., 2015), 87% en India (Natarajaseenivasan y cols., 2011),
64% en Egipto (Horton y cols., 2014). En Nueva Zelanda en estudios realizados en
granjas y mataderos se demostro que el 69% de los rebafios de ganado vacuno y el
44% de ovejas destinadas a sacrificio eran positivos a leptospirosis (Fang y cols.,

2015).

En el continente americano, Canada presenta las prevalencias mas bajas
0,8% (Van Do Weyer y cols., 2011). En Estados Unidos, la leptospirosis bovina es
causada principalmente por el serovar Hardjo, seguida de los serovares Pomona y
Grippotyphosa; la prevalencia de la infeccién con otros serovares varia con las

diferentes condiciones de cria (Bolin, 2003).

La leptospirosis bovina es endémica en Brasil; varios estudios se han
realizado observandose prevalencias que van del 16% al 98.8% (Vasconcellos y
cols.,, 1997; Lilenbaum y Souza, 2003; Thompson y cols., 2006; Mineiro y cols.,
2007; Figueiredo y cols., 2009; D. P. Chiebao y cols., 2015). En un estudio realizado
en pequefios rebafios bovinos al sur de Chile, se determin6 que el 75 % de los

rebafios mostraron titulos seroldgicos contra uno o mas serovares de Leptospira,
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donde Leptospira borgpetersenii serovar Hardjo fue el serovar mas frecuente

(81%) (Salgado y cols., 2014).

En Colombia la prevalencia de leptospirosis se reporta en 21,7%,
observandose valores que difieren de 14,4% en la region yina a 38,2% en la region
del norte del caribe (Hernandez-Rodriguez y cols., 2011). Por otra parte, en un
estudio realizado durante los anos 2002 a 2005 se observo el 16,4% de
prevalencia individual, 32,5% a nivel de rebafo y L. interrogans Hardjo como
serovar predominante (Zuluaga L, 2009). Estudios realizados en diferentes
localidades de Venezuela determinaron prevalencias de 42,50% a 65,18% (Alfaro
y cols., 2007). En un estudio realizado en vacas en producciéon se observé una
prevalencia de 74,04% y el serovar predominante fue Hardjo con un 34%

(Gonzalez Gontafalla y Rivera Pirela, 2015).

En Ecuador, no existe informacién que determine la prevalencia a nivel
nacional. En el afio 2010 se notifico6 a la OIE, la presencia de 46 focos de
leptospirosis bovina en 150 animales (OIE, 2010). Por otra parte, un estudio
realizado en 547 muestras de orina de bovinos procedentes de las regiones yina y
costera sefial6 una positividad de 22,32% mediante la adaptacion de un protocolo

de PCR (Baquero y cols., 2010).

Factores de riesgo relacionados con el hospedador.

Los hospedadores de mantenimiento constituyen la fuente de infeccion del
serovar que mantienen tanto para mamiferos de la misma especie como de otra.
Estos hospedadores se caracterizan especialmente por la receptividad a la
infeccion por el serovar que mantienen, baja patogenicidad del microorganismo en
el hospedador y la transmisiéon eficaz de la infeccion a los animales de la

misma especie (Alonso-Andicoberry y cols., 2001).

La edad de los animales, es citada por varios autores como factor de riesgo y
se refieren al mayor tiempo de exposicion durante la vida del animal (Mughini-

Grasy cols., 2014) y al estado de portador renal (Miller y cols. 1991; Levett, 2004);
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las bacterias se alojan en los tubulos renales proximales de los animales y son
excretadas al exterior contaminando el medio ambiente a largo plazo (Adler y

Moctezuma, 2010).

Por otra parte el ganado expuesto previamente a la infeccion es refractario
a la reinfeccion durante afios (Hoeden, 1958; Ellis, 1983; Alonso-Andicoberry y

cols., 2001).

Factores de riesgo relacionados con el manejo y medio ambiente.

Las leptospiras son microorganismos bastante sensibles a las condiciones
ambientales; su supervivencia en el medioambiente esta relacionada a ciertas
condiciones como temperatura templada (25 C), ambiente himedo, pH neutro o
ligeramente alcalino y presencia de materia organica. Las areas con diferentes
fuentes de agua que sirven como abrevaderos o las zonas de pastoreo extensivo
que tienen areas comunes de alimentacién y de riego, congregan a un gran nimero
de animales del rebafio o silvestres y son las que mas frecuentemente estan
implicadas en los focos de leptospirosis; por ello se relaciona la enfermedad con
cierta estacionalidad principalmente por época de lluvias (Alonso-Andicoberry

y cols., 2001; Chiebao y cols., 2015).

El mantenimiento de la infeccién por serovares accidentales en una region
geografica esta determinada por la existencia de una humedad relativa alta que
facilite la supervivencia de las leptospiras en el medio ambiente (Alonso-
Andicoberry y cols., 2001; Levett, 2001). En las regiones tropicales y subtropicales,
las condiciones ambientales favorecen la supervivencia y transmisién de
Leptospira (Parvez y cols., 2015), en estas zonas, las infecciones con Leptospira
interrogans serovar hardjo se observan en la mayoria de los casos de leptospirosis

bovina (Hernandez-Rodriguez y cols., 2011).

Las regiones tropicales tienen muchas particularidades que afectan a la
aparicion de la infeccidn, asi como a la gravedad de la enfermedad. Ademas de las

condiciones geograficas y aspectos como el clima o la topografia, factores como el
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manejo y las practicas de cria, la frecuencia de asistencia veterinaria, pueden
afectar la seroprevalencia general y también la distribucién de un serovar (Martins

y Lilenbaum, 2013).

Con respecto al manejo, la aptitud lechera y el tipo de alimentacion se citan
entre otros factores que inciden en la presentacion de la leptospirosis bovina. Las
explotaciones de aptitud lechera son mas susceptibles debido principalmente al
manejo en sistemas intensivos o semi-extensivos que favorecen el hacinamiento y
contacto entre los animales sanos y enfermos o con material contaminado; ademas
existe la introduccion al rebafio de ordefio de animales de primera gestacion que
no estan expuestos y que son totalmente receptivos a la infeccién. La alimentacién
estd relacionada con la eliminacién de leptospiras en la orina; el pH de la orina baja
cuyo los animales son alimentados con suplementos como los ensilados de grano, y
posiblemente disminuye el nimero de leptospiras viables eliminadas (Alonso-y

cols., 2001a).

Factores de riesgo relacionados con el agente.

L. interrogans a diferencia de L. borgpetersenii puede sobrevivir en el medio
ambiente fuera del huésped durante largos periodos de tiempo y en diversos
habitats naturales asi como en aguas superficiales; las dos especies son los
principales agentes de la leptospirosis. Se conoce que L. biflexa y L. interrogans
tienen un amplio repertorio de genes reguladores que les podrian permitir
rapidamente realizar cambios adaptativos para su supervivencia en diferentes
condiciones. A diferencia de las cepas saprofiticas, L. interrogans es mas sensible a
la luz UV. Estas bacterias también poseen mecanismos para contrarrestar el estrés
oxidativo, asi L. biflexa posee una superéxido dismutasa que esta ausente en los
patégenos y una catalasa en L. interrogans y L. borgpetersenii (ausente en L.
biflexa) (Xue y Picardeu, 2009). Otros factores de virulencia detectados por

técnicas de mutagénesis son los flagelos y la proteina Loa22 (Adler y cols., 2011).

Los antigenos principales lo constituyen las proteinas superficiales de

adhesion que se encuentran en la estructura de doble membrana de la bacteria y
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son similares estructuralmente e inmunolégicamente a los lipopolisacaridos (LPS)
de los organismos Gram negativos (Romero Becerra y Veloza, 2014). La
lipoproteina LipL32 es una de las proteinas mas importantes y abundantes que se
encuentra Unicamente en la membrana externa de las Leptospiras patogenas, es
altamente inmunogénica y constituye la defensa principal a la respuesta de

anticuerpos humanos y animales (Vivian y cols., 2009; Adler y cols., 2011).

Contagio-Transmision.

Las leptospiras patogenas viven en los tibulos renales proximales de los
rifiones de los portadores aunque otros tejidos y érganos también pueden servir
como fuente de infeccion. Desde los rifiones, las leptospiras se excretan en la orina
y pueden contaminar el suelo y el agua (Adler y Moctezuma, 2010). Muchos
hospedadores de mantenimiento de un determinado serovar eliminan durante un
periodo de tiempo prolongado gran cantidad de bacterias en su orina (Alonso-

Andicoberry, 2001a).

La transmision de Leptospira es tanto horizontal como vertical en los
animales y hospedadores de serovares adaptados (Bermudez y cols.,, 2010;
Romero Becerra y Veloza, 2014). La transmision de las infecciones entre los
hospedadores permanentes y en este caso el ganado, suele ser directa e implica el
contacto con orina, placenta, descargas uterinas post abortos y leche contaminados
o por contacto sexual o via transplacentaria (Bolin, 2003; Parvez y cols., 2015). Una
transmision por contacto directo puede producirse de muchas maneras, siendo
una de las mas importantes el ingreso del agente patégeno por via respiratoria o
conjuntival, proveniente de ntcleos goticulares formados por la dispersién de la

orina de animales infectados (Alonso-Andicoberry, 2001a).

La transmisién indirecta juega un rol importante en la propagaciéon de la
infeccion y se da por la exposicion a un ambiente contaminado con material
infeccioso de los animales; generalmente el contacto con agua de bebida, pastos
y/o alimentos contaminados con la orina de los huéspedes de mantenimiento. Las

condiciones ambientales son fundamentales para determinar la frecuencia de
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transmision indirecta (Alonso-Andicoberry y cols., 2001). La transmisién de
Leptospira se produce mas facilmente en las zonas tropicales himedas que en las
zonas intermedias o frios. En las zonas tropicales y subtropicales, las infecciones
por Leptospira interrogans serovar hardjo se cuenta para la mayoria de las

infecciones por Leptospira en bovinos (Hernandez-Rodriguez y cols., 2011).

3.4. Patologia

Después de ingresar al animal a través de las piel y mucosas, (Xue Yan y
Picardeau, 2009) las leptospiras circulan en el torrente sanguineo y se diseminan
en el higado, rifiones, pulmones, tracto reproductivo (placenta) y liquido
cefalorraquideo (Gasque, 2008). La fase de bacteriemia puede durar hasta siete
dias y las lesiones y sintomas consiguientes se presentan por la accién de toxinas o
componentes celulares téxicos. La hemolisina que se produce durante este periodo
causa una hemolisis intravascular extensa que se refleja en hemoglobinuria. Una
vez que aparecen los anticuerpos circulantes, las leptospiras se eliminan de la

circulacion y de los tejidos por opsonofagocitosis (Adler y Moctezuma, 2010).

En las vacas gestantes la invasion al tracto reproductivo durante la fase
septicémica de la enfermedad provoca la muerte del feto a veces con degeneracion
placentaria que finalmente deriva en aborto. Las leptospiras pueden persistir en
los rifiones y el tracto reproductivo durante meses después de la infeccion (Segura-
Correa y cols., 2003). La infeccidn persistente del tracto reproductivo puede ser la
manifestaciéon mas importante de la leptospirosis en los bovinos (Lilenbaum y
Martins, 2014) y es caracteristica de las infecciones por el serovar Hardjo, que
generalmente implican disminucién de la eficiencia reproductiva y de la

produccion de leche (Bolin, 2003).

Respuesta inmune.

Aun no estan claros los mecanismos de inmunidad del hospedero frente a
Leptospira. En la mayoria de las especies animales y el hombre, la inmunidad

contra la leptospirosis es predominantemente humoral y puede ser conferida a
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través de la transferencia pasiva de anticuerpos (Adler y Moctezuma, 2010;
Murray, 2013). Se cree que la inmunidad adquirida naturalmente que protege

contra la reinfeccién estd relacionada por la acciéon de la inmunidad humoral

(Bharti y cols., 2003).

En los bovinos, la inmunidad esta relacionada con una respuesta Th1l
mediada por el IFN- g activado por las células T CD4. En estudios realizados para
investigar el papel de la inmunidad mediada por células en infecciones por
leptospirosis, se demostro la presencia de células T CD4 en bovinos vacunados con
L. borgpetersenii; estas células T tuvieron una respuesta proliferativa in vitro, con
la produccién de interfer6n después de la estimulacién con un antigeno de

Leptospira (Bharti y cols., 2003).

Lesiones.

El dafio en el endotelio de los pequefios vasos sanguineos es la primera
lesién que se observa en el proceso infeccioso, seguido de una isquemia localizada
en los drganos, que deriva en necrosis tubular renal, dafio hepatocelular y

pulmonar, meningitis, miositis y placentitis (Adler y Moctezuma, 2010).

En los rifiones se muestran pequenas lesiones focales de 1 a 3 mm de
nefritis intersticial con infiltracion linfocitica e histiocitica, fibrosis y dilatacion de
los tubulos renales (Cousins, Robertson y Hustas, 1985). En los casos graves
ocurren hemorragias, ictericia, y con frecuencia, se observa disminucién de
plaquetas asi como una granulocitosis leve y esplenomegalia (Adler y Moctezuma,
2010).

Después de una infeccién sistémica, las leptospiras se pueden localizar
directamente en la placenta o la trompa uterina; durante la gestacién descienden al
utero y la placenta ocasionando placentitis crénica, fibrosis cotiledonaria, anemia y
consecuentemente la emaciacion fetal. La lisis de los eritrocitos causada por las
sustancias toxicas liberadas por los anticuerpos durante la infeccion,
probablemente después de atravesar la barrera placentaria causan anoxia del feto.

Los cotiledones se presentan edematosos, con una coloracién marroén claro y areas
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intercotiledonarias amarillentas; el feto muere debido a la placentitis y posterior

dafio vascular de los cotiledones (Romero Becerra y Veloza, 2014).

3.5. Diagndstico.

Dada la sintomatologia de la leptospirosis no siempre es posible establecer
un diagnéstico clinico preciso, los sintomas no son altamente especificos y pueden
confundirse con los producidos por varios patogenos (Hernandez-Rodriguez y
cols.,, 2011). La leptospirosis bovina debe diferenciarse de las enfermedades que
cursen con hemoglobinuria, aborto, disminucion de la producciéon lactea con
presencia de mamitis. La babesiosis, hemoglobinuria postparto e infecciones por
clostridios pueden cursar con hemodlisis, hematuria, hemoglobinuria y dafio
hepatorrenal, lo que puede dar lugar a confusién con la fase hemolitica de
leptospirosis. El aborto se presenta en otras enfermedades reproductivas muy
generalizadas en los rebafios como brucelosis, neosporosis, rinotraqueitis
infecciosa bovina entre otras, por lo que la identificacién de la causa solo puede
realizarse por medio de ensayos de laboratorio (Alonso-Andicoberry y cols.,

2001a).

El diagnostico clinico debe estar siempre acompafiado del diagnoéstico de
laboratorio. Las técnicas que se utilizan se basan en la deteccién del organismo o
su ADN en tejidos o fluidos corporales de animales o, a través de pruebas
serolégicas que detectan anticuerpos contra las leptospiras (Bharti y cols., 2003;
Bolin, 2003). Las pruebas serolégicas son las mas utilizadas para el diagnostico
rutinario de leptospirosis, asi como en estudios epidemiolégicos (Alonso-
Andicoberr y cols., 2001a). Estas pruebas son la aglutinacién microscépica (MAT-
Microaglutination Test), el ensayo de hemaglutinacién indirecta (IHA) o ensayos
inmunoenzimaticos (ELISA). Con respecto a la detecciéon de las leptospiras las
técnicas utilizadas cominmente incluyen la inmunofluorescencia y PCR (Levett,

2001; Bharti y cols., 2003; Adler y Moctezuma, 2010).
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Diagndstico serolégico.

Prueba de Aglutinacién Microscépica (MAT). Es la prueba oficial o de
referencia recomendada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para el
diagnostico seroldgico de la leptospirosis. Esta prueba detecta los anticuerpos
aglutinantes en suero; tras la incubacion de los sueros con el antigeno de los
serovares de Leptospira, estos son analizados a través de un microscopio de campo
oscuro para observar la aglutinacion y determinar el titulo de la muestra
(Céspedes Z, 2005). MAT destaca por su alta sensibilidad y especificidad; por otra
parte permite identificar el serovar de Leptospira comprometido en la infeccidon.
No obstante, no es posible diferenciar entre los anticuerpos resultantes de la
infeccion o de la vacunacion (Adler y Moctezuma, 2010), ademas la reactividad
cruzada entre serotipos es motivo de preocupacion. La ausencia de serovares
especificos en el ensayo puede determinar un falso negativo como resultado

(Baquero y cols., 2010).

Para el desarrollo de la prueba es necesario que se utilicen grandes paneles
de cepas representativas para mejorar la sensibilidad de la prueba (Vinetz, 2004;
Schoonman y Swai, 2010) debido a que los titulos bajos de anticuerpos o ausencia
de reactores que se pueden observar en algunas muestras no descartan la
posibilidad de infeccion con otros serovares y que los animales pueden estar
infectados con un serovar no incluido en los paneles de antigeno utilizados

(Aslantas y Ozdemir, 2005; McBride y cols., 2005; Schoonman y Swai, 2010).

Esta prueba es muy utilizada para estudios de prevalencia o de diagnéstico
a nivel de rebafio, sin embargo no es adecuada para la detecciéon individual de
portadores, por lo que en programas de control se sugiere combinar con otras
pruebas como PCR (Toyokawa, y cols., 2011; Otaka y cols., 2012; Hamond y cols.,
2015).

Como se menciond en la descripcion de esta prueba en el diagndstico en
humanos, MAT requiere del mantenimiento de cultivos vivos de todos los

serovares para su uso como antigeno y de personal experimentado para el
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desarrollo del ensayo y su interpretacién. Ademas esta prueba presenta otros
inconvenientes como el costo, dificultad y el riesgo asociado con la manipulacién

continua de las bacteria, (Céspedes Z, 2005; Toyokawa y cols., 2011).

ELISA. Esta técnica es ampliamente utilizada en estudios epidemiologicos
por ser altamente sensible y especifica a un serotipo (OIE, 2008); se utiliza para la
deteccién de anticuerpos en leche y en suero, permitiendo, ademas, diferenciar
entre IgG e IgM (Gonzalez Gontafalla y Rivera Pirela, 2015). Las pruebas de ELISA
se han desarrollado utilizando antigenos especialmente con base a lipoproteinas
recombinantes tales como LipL32, o la porina de membrana externa OmpL1 de
Leptospira (Adler y Moctezuma, 2010). En el diagndstico veterinario este ensayo es
preferible a la prueba de MAT porque permite el andlisis de un gran nimero de
muestras en menor tiempo, no requiere el cultivo y mantenimiento de la bacteria,
es de facil estandarizacién, disminuyendo por lo tanto el riesgo sanitario para el
personal de laboratorio; su costo es accesible y existe una amplia disponibilidad de
kits comerciales (Parvez y cols., 2015). En el ELISA las reacciones cruzadas son
poco frecuentes a diferencia de MAT, sin embargo, una de sus desventajas es que
no permite diferenciar entre anticuerpos vacunales y de infeccion (Gonzalez y cols.

2015).

Deteccion de leptospiras.

El cultivo es una prueba poco conveniente para el diagnéstico clinico debido
a su baja sensibilidad, es costosa, tarda muchas semanas y estd disponible
generalmente en laboratorios de referencia (Bolin, 2003; Céspedes Z, 2005; Pinto y

cols., 2015).

La inmunofluorescencia permite identificar leptospiras de muestras de
tejido, sangre o sedimento urinario. Se caracteriza por su rapidez y sensibilidad. El
conjugado del anticuerpo fluorescente no es especifico del serovar y es necesario

un examen serologico para identificar el serovar infectante (Bolin, 2003).
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La prueba de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) destaca por su alta
sensibilidad y rapidez para la deteccién de leptospiras en tejidos y fluidos. La PCR
en tiempo real es mas rapida que la PCR normal y menos sensible a la
contaminacion (Picardeau, 2013). Este método es una herramienta muy
importante para la identificacion de portadores (Pinto y cols., 2015); sin embargo,
por su implementacion y costo no es utilizado generalmente para el diagnostico de

Leptospira (Parvez y cols., 2015); su aplicacidn esta mas dirigida a la investigacion.

3.7. Lucha.

En todo el mundo, la leptospirosis ha sido reportada como una de las
principales causas de fracaso reproductivo en el ganado bovino y otros rumiantes

(Lilenbaum y Martins, 2014).

El control de la leptospirosis en el rebafio debe estar dirigida a acciones
basicas como la identificaciéon y tratamiento de los portadores renales, tratamiento
con antibiéticos de los animales infectados, cuarentena de los animales que
ingresan a la granja y la vacunaciéon con los serovares circulantes en el rebafio

(Pereira y cols., 2013; Lilenbaum y Martins, 2014; Mughini-Gras y cols., 2014).

Las medidas higiénico sanitarias deben formar parte del programa general
de control de la leptospirosis y deben estar dirigidas a minimizar el riesgo de
introduccion del patégeno al rebafio desde fuentes externas y prevenir la
propagacion de la infeccion dentro y fuera del rebafo; para ello es necesario
mantener el control de hospedadores tanto de mantenimiento silvestres y de
hospedadores domésticos y tomar medidas como: reducir el pastoreo con otras
especies, evitar el uso de fuentes de agua comunales, limpieza regular de las areas
de ordefio, control de roedores, evitar el uso del toro para la monta, entre otras

(Alonso-Andicoberry y cols., 2001; Mughini-Gras y cols., 2014).
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Tratamiento.

El tratamiento antibidtico elimina las leptospiras de los tejidos y disminuye
la leptospiruria, aunque no se elimina completamente el estado de portador renal.
Los antibioticos mas utilizados son la dihidroestreptomicina en dosis de 25 mg/Kg,
la clortetraciclina (20 mg/Kg)(Alonso-Andicoberry y cols., 2001; Mughini-Gras y
cols.,, 2014) administrada por via parenteral (Gonzalez Gontafalla y Rivera Pirela,
2015) o la oxitetraciclina larga accion en dosis de 20 mg / kg, por via
intramuscular en dos dosis con 10 dias de intervalo, se ha demostrado que es
eficaz en el tratamiento de las infecciones por el serovar Hardjo (Bolin, 2003;
Gonzalez Gontafalla y Rivera Pirela, 2015). La administracion de antibidticos
generalmente se utiliza al inicio del programa aunque también se recomienda su
uso como parte del proceso de cuarentena de los animales antes de ser ingresados
en el rebafio (Mughini-Gras y cols., 2014; Martins y Lilenbaum, 2017). Se debe
considerar que en algunos paises puede ser costoso el uso de antibiéticos como la
dihidroestreptomicina y el tiempo de restricciéon de la leche, pueden generar un

incremento en el costo del programa (Martins y Lilenbaum, 2017).

Vacunacion.

Es una de las medidas mas importantes a considerar para el control de la
leptospirosis. No obstante, su eficacia varia; las vacunas disponibles en el mercado
estan dirigidas a los serotipos homoélogos por lo que confieren proteccién limitada
frente a cepas distintas de un mismo serovar y no proporcionan proteccién
cruzada entre serovares distintos (Alonso-Andicoberry y cols., 2001a), ademas no
evitan el desarrollo de portadores renales y los animales vacunados pueden

permanecer en la granja como una fuente de infeccién (Adler y Moctezuma, 2010).

Actualmente las vacunas (bacterinas) estan disponibles en todo el mundo y
se utilizan ampliamente en Australia, Nueva Zelanda, Europa y Estados Unidos. En
los paises tropicales su uso es muy limitado y no constituye una practica habitual
de los programas de manejo. Estas vacunas generalmente estdn compuestas por

cinco a diez serovares leptospiricos inactivados: sin embargo, la inmunidad sigue
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siendo serovar-especifica. Esto determina que las vacunas elaboradas con cepas
internacionales de referencia pudiesen no conferir proteccién contra infecciones
causadas por cepas nativas (Martins y Lilenbaum, 2017). Por lo tanto, se hace
necesario identificar el serovar infectivo que afecta al rebafio para la adecuada
eleccion de la vacuna y su implementacion en el plan sanitario del rebafio

(Lilenbaum y Martins, 2014).

El plan de vacunacion para la leptospirosis bovina generalmente inicia con
la aplicacién de la vacuna a terneros de 4 a 6 semanas de edad, seguida de una
segunda dosis después de 4 y 6 semanas, con una revacunacion anual o semi-anual

(Mughini-Gras y cols., 2014).

4. Neospora caninum.

Neospora caninum es un protozoario perteneciente al phylum Apicomplexa,
clase Sporozea, orden Eucoccidiida y familia Sarcocystidae, junto con los géneros
Toxoplasma, Sarocystis, Haemmondia, Frenkelia y Besnoitia (Dubey y cols., 1988)
parasita al canino como hospedador definitivo y al ganado bovino como principal
hospedador intermediario y es el agente etiolégico de una enfermedad

polisistémica, la neosporosis (Dubey, Schares y Ortega-Mora, 2007).

El reconocimiento inicial de N. caninum ocurrié en 1984 en una camada de
perros Boxer en Noruega. Entre dos a seis meses después de su nacimiento, cinco
de los seis animales desarrollaron desérdenes neurolégicos. En el cerebro y en los
musculos se encontraron quistes similares a los de Toxoplasma gondii, pero no
existia seguridad de que realmente pertenecieran a esa especie (Bjerkas, Mohn y
Presthus, 1984). El suero de estos animales carecia de anticuerpos anti-T. gondii y
al inocular estos quistes en ratones la infecciéon tampoco prosperd. Hasta 1988, ese
parasito fue llamado “toxoplasma-like”, afio en el que Dubey et al. (1988) revisaron
las muestras histologicas y los casos clinicos de veintitrés caninos que habian sido

evaluados en el Angell Memorial Animal Hospital en Boston, Estados Unidos con
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diagnosticos compatibles con toxoplasmosis (Beard, 2008). Del total de animales,
T. gondii fue identificado en trece, pero en los diez restantes se observaron
merontes en varios tejidos de un parasito desconocido, principalmente en cerebro
y médula espinal, que a su vez presentaban lesiones de meningoencefalitis. El
nuevo parasito fue denominado Neospora caninum (Neospora por nuevo esporozoa
y caninum por el hospedador donde se encontro) y estaba localizado directamente
en el citoplasma de las células hospedadoras sin estar rodeado por una vacuola
parasitéfora. La mayoria de los apicomplexas crecen y se replican dentro de esta
vacuola, un compartimiento no-fagosomal unido a la membrana plasmatica que es

secretado desde muchas vias de trafico celular (Morrissette y Sibley, 2002).

Posteriormente, Dubey y cols., (2002a) en una re-descripcién de la especie
aclaré que el parasito habitaba en el interior de la vacuola parasitéfora pero que
ésta era muy delgada y no se observaba en algunos ejemplares o que pudiera
desintegrarse en los estadios tempranos de degeneracion de la célula
hospedadora. La clasificaciéon de N. caninum como nueva especie fue también
controversial debido a su similitud con Haemmondia heydorni, debido a que los
ooquistes de ambas especies son morfolégicamente indistinguibles (McAllister y
cols., 1998). Hammondia heydorni es una coccidia cuyos hospedadores naturales
son el bovino y el perro. Este ultimo elimina con sus heces los ooquistes no
esporulados luego de la ingestion de carne bovina naturalmente infectada. La
polémica fue aclarada posteriormente (Dubey y cols., 2002b) con base en
diferencias en ciclos de vidas, desarrollo en cultivos celulares, caracteristicas

ultraestructurales y moleculares.

4.1. Ciclo de vida de N. caninum.

Se han descrito dos modos diferentes de reproduccion en el ciclo de vida de
N. caninum: la reproduccién sexual que tiene lugar Unicamente en los canidos,
como el perro doméstico (McAllister y cols., 1998), coyote (Gondim y cols., 2004),
lobo gris (Dubey y cols.,, 2011) y dingo (King y cols., 2010) y la reproducciéon
asexual, que tiene lugar en hospedadores intermediarios como el bovino. Si se

comparan los ciclos de vida de N. caninum 'y T. gondii, el primero es mas
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restringido en la distribucion de los hospedadores, ya que T. gondii infecta un gran

numero de hospedadores mamiferos.

Existen tres estadios en el ciclo de vida de N. caninum. El ooquiste, originado
de la fusion de dos gametos en el intestino del hospedador definitivo, tiene una
fuerte pared exterior. Aunque no se conoce nada sobre las condiciones
ambientales a las que sobrevive el ooquiste, se asume sean las mismas que
prevalecen para T. gondii. Fuera del hospedador, de manera similar a las coccidias,
los ooquistes esporulan para dar lugar a dos esporoquistes que contienen cuatro
esporozoitos cada uno (Dubey y cols., 2002a) Estos ooquistes pueden ser ingeridos
por animales, como los bovinos, al consumir pasto o agua contaminados e
infectarse. Los esporozoitos son liberados en el intestino del hospedador, invaden
la pared intestinal y se transforman en taquizoitos. Los taquizoitos residen en el
interior de la vacuola parasitoéfora y se replican por un proceso asexual en el que
dos células hijas se desarrollan en el interior de una célula parasitaria madre. Los
taquizoitos pueden invadir e infectar diversos tipos de células hospedadoras en
tejidos nerviosos, endoteliales, musculares y hepaticos (Dubey y cols., 1990; Dubey
y cols., 2002a). Los taquizoitos son células de replicacion rapida y pueden pasar
por unos veinte ciclos de division antes de diferenciarse en bradizoitos, estadios de
replicacion asexual lenta que forman quistes en los tejidos. Los quistes se
encuentran generalmente en el cerebro y la médula espinal o en musculo
esquelético y pueden persistir por muchos afios en estos tejidos sin que sucedan

manifestaciones clinicas (Dubey y Lindsay, 1993).

El ciclo de vida se completa cuyo los quistes que se encuentran en los
tejidos son ingeridos por los caninos. Estos quistes pueden sobrevivir el paso por
el estbmago pero liberan luego los bradizoitos que infectan las células del intestino
delgado. Atun no se han observado los estadios gametogoénicos de N. caninum pero
deben existir pues la formaciéon de ooquistes ocurre para comenzar el ciclo

nuevamente.

Todos los estadios de N. caninum estan involucrados en la transmisién del

parasito. Los carnivoros (hospedador definitivo) se infectan al ingerir los tejidos
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que contienen los bradizoitos y los herbivoros (hospedadores intermediarios) se
infectan al consumir alimento o agua contaminada con los ooquistes. La infeccién
transplacentaria puede ocurrir cuyo los taquizoitos se transmiten de una madre
infectada a su feto durante la prefez (Dubey, 2005). Sin embargo, el hecho de
encontrar formas parasitarias o anticuerpos contra N. caninum no significa
necesariamente que esa especie juegue un papel importante en el ciclo de vida. En
este aspecto, N. caninum se diferencia de Toxoplasma gondii pues el rango de
hospedadores es mas restringido en el primero. Con la excepcion de perros y
caballos, todos los hospedadores intermediarios de N. caninum son miembros de la

familia Bovidae (Donahoe y cols., 2015).

Hasta el momento, la infeccién no ha sido reportada en primates (primates),
quirépteros (murciélagos), dermdpteros (Iémures), edentata, tubulidentata (cerdo
hormiguero), hyracoidae (Procavia capensis), pholidata (pangolinos) y sirenia
(manaties). No existe evidencia tampoco de exposicion o infecciéon en especies

ectotérmicas como reptiles, anfibios y peces (Donahoe y cols., 2015).

4.3. Aspectos epidemioldgicos de la neosporosis.

La neosporosis ha sido observada en la mayor parte del mundo incluyendo
América, Australia, Europa, Corea, Japon, Nueva Zelanda, Tailandia (Dubey, 2003).
La seroprevalencia de neosporosis varia considerablemente entre los paises,
dentro de los paises, entre las regiones e incluso entre las razas de bovinos
(Goodswen y cols., 2013). Estos resultados no pueden ser comparables debido a las
diversas practicas de manejo, especies animales, técnicas de diagndstico y

condiciones ambientales, pero proveen evidencia de la existencia del parasito.

En una revision muy extensa de la enfermedad, Dubey y cols. (2007)
presentaron datos sobre seroprevalencia de N. caninum en caninos y ganado de
diversas regiones del mundo. En caninos, las seroprevalencias observadas oscilan
desde 0,2% en las Islas Farkland (Barber y cols., 1997) hasta 100% en una granja
de ganado y ovejas en Nueva Zelanda (Antony y Williamson, 2003); en bovinos, se

ha obtenido valores maximos de seroprevalencia de 64% en vacas lecheras con
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abortos en Argentina (Venturini y cols., 1999) y, en bovinos de carne los mayores
valores de seroprevalencia oscilan entre 20 a 30% en Estados Unidos, Paraguay,
Argentina y Brasil (Syerson y cols., 2000; Osawa y cols., 2002; Moore, 2005; Melo y
cols., 2006); sin embargo, un estudio reporta 79% en el estado de Nebraska en
Estados Unidos (McAllister y cols., 2000). Reichel y cols. (2013) determinaron que
el nivel de infecciéon por N. caninum es generalmente 50% mas alto en ganado
lechero que en ganado de carne, determinando medias de seroprevalencia de

16,1% y 11,5%, respectivamente.

Factores de riesgo.

La presencia de hospedadores definitivos en la granja como perros y otros
canidos es uno de los principales factores de riesgo descritos en varios estudios
(Dubey y Schares, 2006; Panadero y cols.,, 2010). El habito de los perros de
alimentarse con los fetos abortados o la placenta de los partos y, posteriormente al
contaminar con los ooquistes el alimento del ganado aumenta la probabilidad de
infeccion postnatal en el rebafio (VanLeeuwen y cols., 2010; Dubey y Schares,

2011).

Otros factores tales como la inmunosupresion ocasionada por la presencia
de micotoxinas en los alimentos o infecciones virales concomitantes, la raza, la
edad de los animales y el nimero de gestaciones incrementan el riesgo de
exposicion a través del tiempo (Romero y cols., 2005; Bartels y cols., 2006; Dubey,

Buxton y Wouda, 2006; Dubey y cols., 2007).

Se ha determinado la importancia de la transmisién horizontal de N.
caninum en los rebafios, varios autores sefialan que el riesgo de la seropositividad
puede aumentar con la edad o el nimero de gestacion del ganado bovino y lechero
(Rinaldi y cols., 2005; Dubey y cols. 2007; Moore y cols., 2009; Klauck y cols.,
2016).

Los rebafos destinados a la produccién de leche presentan mayor

probabilidad frente a los rebafios de produccion de carne (Bartels y cols., 2006;
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Almeria y Lépez-Gatius, 2013), resultados de algunos estudios sugieren que el
sistema intensivo utilizado generalmente en este tipo de produccién genera mayor
probabilidad de transmisién (Moore y cols., 2002; Fort y cols.,, 2015). En ese
sentido, Moore y cols. (2009) sefialan que en los rebafios lecheros es mas frecuente

la exposicion postnatal que en los rebafios bovinos de carne.

Con respecto a la raza, varios estudios reportan diferencias entre la
susceptibilidad o resistencia del ganado nativo frente a otras razas. En Espaiia, el
ganado de razas nativas que pastan en zonas altas con densidades de poblacion
muy bajas mostraron ser menos propensos a una infeccion por N. caninum frente a
otras razas (Almeria y Lopez-Gatius, 2013); un resultado similar se determiné en
un estudio realizado en iguales condiciones de manejo extensivo en bovinos de la
raza Limousin frente a otras razas de doble propoésito (Armengol y cols., 2007). Por
otra parte, Bartels y cols. (2006) observaron que el ganado sueco rojo y blanco

presentaba mayor probabidad de infeccién a N. caninum comparado a otras razas.

Entre los factores de riesgo relacionados al manejo y a la estacion se
describen la densidad de animales durante el invierno, el uso de animales de la
misma granja para reemplazo, la suplementacion alimenticia, la presencia de
animales de vida silvestre, entre otros. Ciertas condiciones del clima pueden
favorecer una rapida esporulacion y supervivencia del parasito. La contaminacion
con ooquistes del pasto, forraje y el agua de bebida son factores potenciales para la
infeccion postnatal del ganado (Syerson y Baszler, 2000; Otranto y cols., 2003;
Dubey y cols.., 2007; Rodriguez y cols., 2016).

Transmision.

En la trasmision de N. caninum se han descrito dos rutas de infeccion
denominadas  transmision  transplacentaria enddégena y  transmisién
transplacentaria exdgena precisamente para describir el origen y la via de
infeccion del feto. Estas rutas de infeccion son vitales inclusive para la
supervivencia del parasito (Trees y Williams, 2005; Dubey y cols., 2006). N.

caninum es uno de los organismos mas eficientes en la trasmision por via
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transplacentaria en los bovinos (Dubey y cols., 2007). Aproximadamente el 95% de
los terneros nacen infectados; aunque la mayoria de los terneros no presenta
signos clinicos permaneceran infectados durante toda su vida (Almeria y Lépez-

Gatius, 2013).

La transmision exdgena u horizontal inicia cuyo el ganado ingiere los
ooquistes y posteriormente pasan al feto (Dubey, Buxton y Wouda, 2006; Staubli y
cols.,, 2006); mientras que la transmision endégena o vertical se realiza desde la
madre persistentemente infectada al feto (Figura 3). En varios estudios se indica
que la transmisidon endogena ocurre en el 81 a 90% de los casos (Wouda y cols.,
2000) Esta ruta de transmisién es la mas importante, los animales mantienen la
infeccion en el rebafio debido a la trasmision vertical durante varias generaciones

(Piergili Fioretti y cols., 2003; Staubli y cols., 2006; Almeria y Lopez-Gatius, 2013).

Figura 3. Transmisién de neosporosis bovina .
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En los toros, N. caninum puede ser eliminado a través del semen y el ADN
del parasito también ha sido detectado ocasionalmente en muestras de semen

congelado. Los toros son considerados hospedadores intermediarios, no obstante
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es poco probable la ocurrencia de transmisiéon venérea, sin descartar que esta
posibilidad deberia ser investigada (Moore y cols., 2003, 2005; Caetano-da-Silva y
cols., 2004).

4.4. Patologia.

La patogénesis en la neosporosis bovina esta determinada por factores
dependientes de la relacién hospedador-parasito incluyendo la virulencia del
aislado. Este aspecto ha sido revisado recientemente debido a que existen
variaciones en patogenicidad entre los aislados de N caninum. En las hembras
gestantes los bradizoitos alojados en los quistes tisulares pueden reactivarse
posiblemente por influencia hormonal e inmunoldégica con la consecuente
parasitemia. Al originarse la parasitemia, independientemente de la via de
infeccion, ya sea por reactivaciéon de quistes latentes o como resultado de una
infeccion oral, los taquizoitos atraviesan por via sanguinea la placenta produciendo
necrosis e inflamaciéon y acceden ademas a los tejidos fetales. El aborto es la
principal manifestacién clinica y generalmente la enfermedad cursa con baja
morbilidad y mortalidad (Dubey y cols., 2003; Moore y cols., 2005; Dubey, Schares
y Ortega-Mora, 2007; Dubey y Schares, 2011).

La mayoria de los fetos provenientes de madres seropositivas se infectan a
través de la via transplacentaria y la consecuencia de la infeccién depende de la
etapa de la gestacion y la edad del feto (Goodswen y cols., 2013). Se ha estimado
que entre la infeccion fetal y el aborto transcurren de tres a cuatro semanas (Barr y
cols., 1991; Moore y cols., 2005). Si la infeccién ocurre durante el primer trimestre
de gestacion, la supervivencia es improbable y sucede la momificaciéon o
reabsorcion fetal debido a que los tejidos linfoides del feto atin estdn en desarrollo
(Dubey y Schares, 2011). Las lesiones descritas en fetos radican principalmente en
el sistema nervioso central, con encefalomielitis y necrosis. En el segundo y tercer
trimestre, aunque el feto es capaz de desarrollar una respuesta inmune, ésta
parece ser insuficiente, pues el aborto es la secuela mas comtn de la infeccion en la
mitad de la gestacion, particularmente entre el quinto y el séptimo mes (Reichel y

cols.,, 2013). Si la infeccion sucede en el ultimo trimestre de la gestacion, cuyo la
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inmunidad fetal estd mas desarrollada, el resultado mas probable es el nacimiento

de un becerro infectado pero clinicamente normal (Innes y cols., 2005).

En ocasiones se puede observar en los bovinos menores de dos meses de
edad, signos clinicos de la infeccion generalmente asociados a signos neuroldgicos,
bajo peso o imposibilidad para levantarse; las extremidades anteriores y/o
posteriores pueden estar flexionadas o hiperextensas, presentar ataxia, pérdida de
la propiocepcidn o presentar exoftalmia. Ocasionalmente se observan defectos de
nacimiento como hidrocefalia y estrechamiento de la médula espinal (Dubey,

2003)

Respuesta inmune.

En la neosporosis bovina la respuesta inmune es aun desconocida con
respecto a la respuesta generada por la ingestiéon de ooquistes o por la inoculacién
de taquizoitos inactivados o vivos. Inclusive se cree que existe diferencias entre la
respuesta inmune ocasionada por la infecciéon prenatal o postnatal; asi como por la
variacidn de antigenos en los estadios de taquizoitos o bradizoitos (Fuchs y cols.,

1998; De Marez y cols., 1999; Williams y cols., 2003; Moore y cols., 2005).

La respuesta inmune humoral contra N. caninum depende de la via de
infeccion (exdgena o endogena) pero es relevante la produccién de IgG; en ambas
vias (L. F. P. Gondim y cols., 2004; Staubli y cols., 2006). Sin embargo, la respuesta
inmune contra el parasito es principalmente celular, de tipo Th-1, que guia a la
produccion de interleucina 12 (IL-12), interferén gamma y 6xido nitrico. La IL-12
es la citosina clave que une a las respuestas innatas y especificas y es producida
por las células presentadoras de antigeno durante la interacciéon patégeno-
hospedador (Aliberti, 2005; Donahoe y cols., 2015; Mota y cols., 2016), por ello, el
papel de los macréfagos es particularmente importante para reducir el parasitismo
tisular y la supervivencia del hospedador (Donahoe y cols., 2015; Hecker y cols.,
2015). El rol del o6xido nitrico, metabolito originado a partir del nitrégeno y

producido por macréfagos activados, cumple entre otras funciones la
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inmunosupresiéon y la destruccién de los parasitos intracelulares (Moore y cols.,

2005).

Existe una respuesta eficaz celular durante la transmision horizontal, pero
se ha demostrado que ésta no es capaz de prevenir la recrudescencia de la
enfermedad durante la prefiez. Aunque el sistema inmune de una vaca
persistentemente infectada puede resistir un desafio infeccioso de una transmision
exdgena mediante la ingestion de ooquistes (Yerson y cols., 1995; McAllister y
cols., 2000; Dubey y Schares, 2006), no es capaz de prevenir la transmision
transplacentaria enddgena y esto permite la aparicién de nuevos casos de abortos
durante toda su vida reproductiva (Williams y cols., 2009; Asmare y cols., 2013;
Bruhn y cols., 2013). En definitiva se considera que los factores que influencian la
infeccion fetal estan relacionados al modo de infeccién de la madre, el momento de
la gestacidn, la respuesta inmune materna y la respuesta inmune del feto (Innes y

cols., 2002; Moore y cols., 2005).

Lesiones.

Se ha descrito a la neosporosis bovina como una enfermedad de la placenta
y el feto; las lesiones y el aborto ocasionados son el resultado de la parasitemia
materna producida, independiente de la via de infeccién (Dubey y cols., 2007).
Aunque la placenta no siempre esta disponible se ha descrito la presencia de una
placentitis no supurativa y necrosis observadas después de abortos sucedidos en

etapas tempranas de la gestacién (Ortega-Mora y cols., 2006).

En el feto, el dafio celular con necrosis e inflamacién es causado por los
procesos de multiplicacion mediante endodiogenia que se inician en las células
fetales infectadas (Moore y cols.,, 2005); es asi que en los fetos abortados, las
lesiones caracteristicas son areas multifocales de necrosis rodeadas de células
inflamatorias que se presentan generalmente en el cerebro, médula espinal,
corazoén, higado, rifién, pulmén y musculos (Barr y cols., 1991; Yerson y cols,,
2011). Con mayor frecuencia se observan encefalitis, miocarditis (Ortega-Mora y

cols., 2006; Almeria y Lopez-Gatius, 2015) y miositis multifocal no supurativa; asi
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como hepatitis con necrosis hepatica variable (Dubey, 2003; Dubey y Schares,

2006; Donahoe y cols., 2015).

Por otra parte, lesiones como anomalia congénita ocular, ausencia casi total
de los hemisferios cerebrales y deshidratacion aséptica o momificacién también se
han encontrado en fetos naturalmente infectados (Campero y cols., 1998; Moore,

2005; Dubey, Buxton y Wouda, 2006).

4.5. Diagnéstico.

En la evaluacién y confirmaciéon del parasitismo por N. caninum se han
empleado diversas técnicas como cultivos celulares, infeccion en modelos
animales, identificacién de ooquistes en heces, técnicas seroldgicas y de biologia
molecular. Se han obtenidos aislados viables de animales clinicamente enfermos y
de neonatos de bovino (Yamane y cols.,, 1997; Locatelli-Dittrich y cols., 2003;
Canada y cols., 2004), entre otros, ovinos (Koyama y cols., 2001), caninos (Gondim
y cols., 2001), venado de cola blanca (Vianna y cols., 2005) y bufalos de agua
(Rodrigues y cols., 2004). Aunque también se puede obtener N. caninum de
cultivos celulares y a través de animales inmunosuprimidos, como ratones, gerbils
y caninos, el aislamiento no es siempre facil porque no todos los aislados crecen en
cultivo (Vianna y cols., 2005) y sélo los ratones consanguineos inmunosuprimidos
son utiles para propagacion del parasito. Se ha encontrado N. caninum en cortes
histologicos de un rinoceronte (Williams y cols., 2002) y en caprinos (Eleni y cols.,,
2004), asi como ADN en algunos animales, pero estos hallazgos no han conducido
al aislamiento de parasitos viables para cultivo. El hallazgo de ooquistes (que
deben ser identificados como N. caninum) en heces de caninos alimentados con
tejidos infectados tiene la ventaja que pueden ser desarrollados en cultivos

celulares o roedores (Dubey y cols., 2007).

Diagndstico serolégico.

En la actualidad la mejor opcion para el diagndstico de neosporosis bovina

se basa en la deteccion de anticuerpos circulantes especificos contra N. caninum en
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el suero o leche (Gonzalez-Warleta y cols., 2011; Almeria y Lépez-Gatius, 2013). Al
respecto existen varias técnicas o ensayos que se utilizan para determinar los
titulos de anticuerpos maternos en los casos de aborto o para el diagndstico
serolégico a nivel de rebafio. Entre estas pruebas tenemos el ensayo de
Inmunofluorescencia indirecto (IFAT), el test de aglutinacion de Neospora (NAT),
Inmunoblot y el ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) (Dubey y
Schares, 2006, 2011; Wapenaar y cols., 2007; Almeria y Lopez-Gatius, 2015). Estos

ensayos se basan en antigenos de taquizoitos (Dubey y Schares, 2006).

ELISA es el ensayo mas utilizado especialmente para el diagnostico a nivel
de rebafio. Existen varias pruebas comerciales que se desarrollan en muestras de
suero, plasma o leche (Almeria y Lopez-Gatius, 2015). Actualmente los ensayos de
ELISA disponibles utilizan extractos o taquizoitos enteros o fijos e inclusive
antigenos nativos Unicos. Existen varios estudios realizados con antigenos
recombinantes; aunque con un gran potencial para el diagndstico, la purificacién
insuficiente de un antigeno recombinante derivé en reacciones falsas positivas
(Jenkins y cols., 2005) . El uso de anticuerpos monoclonales y policlonales ha
permitido desarrollar un ensayo de competicion o inhibicién competitiva (CI-
ELISA) que permite detectar anticuerpos contra epitopos especificos de N. caninum

(Dubey y Schares, 2006).

IFAT y NAT detectan anticuerpos frente a los antigenos de superficie del
taquizoito que son especificos de N. caninum; esta especificidad a la especie se ha
demostrado en varios ensayos de anticuerpos monoclonales desarrollados contra
los antigenos de la membrana externa de los taquizoitos (Dubey y Schares, 2006).
Por otra parte, ensayos realizados en fluidos fetales determinaron mayor
sensibilidad de la prueba de Inmunoblot frente a la prueba de IFAT (Staubli y cols.,
2006).
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Deteccion de N. caninum.

Un diagndstico confirmatorio de infeccién por N. caninum se lo puede
realizar a través de la deteccion histologica de las lesiones por
inmunohistoquimica o la deteccion del parasito por PCR en muestras de cerebro,
corazon o higado de los fetos abortados (Lindsay y Dubey, 1989; Baszler y cols.,
2001; Ortega-Mora, Fernandez-Garcia y Gomez-Bautista, 2006; Almeria y Lopez-
Gatius, 2013, 2015). Dada la baja sensibilidad de la tinciéon inmunohistoquimica, la
técnica de PCR puede ser de mayor utilidad, sin embargo se debe considerar que la
presencia del DNA en el feto no determina que la causa del aborto sea N. caninum;
se debe analizar paralelamente la informacién epidemiolégica del rebano (Almeria

y Lopez-Gatius, 2013).

4.6. Lucha.

En todo el mundo la neosporosis bovina ocasiona grandes pérdidas
reproductivas y productivas con un grave impacto econémico en la economia de
pequefios y grandes ganaderos; sin embargo hasta la actualidad no existe un

tratamiento o inmundgeno capaz de prevenir la infecciéon (Moore y cols., 2005).

Se han discutido numerosas medidas de control para reducir la infeccién
por N. caninum en el ganado, incluyendo transferencia de embriones, inseminacion
artificial de madres seropositivas con semen de toros de carne, reemplazo,
quimioterapia y vacunacion (Dubey t cols., 2007). Algunos autores demostraron
que la probabilidad de abortos era significativamente menor si las vacas lecheras
eran inseminadas con semen de razas carnicas, pero se sugiri6 que probablemente
era un efecto favorable de este cruzamiento sobre la placenta (Almeria y cols.,
2009b; Yaniz y cols., 2010). La transferencia de embriones de hembras infectadas
en receptoras no infectadas puede prevenir la transmision transplacentaria
endodgena y permite la recuperacion de material genético de gran valor (Paz y cols.,
2007; de Oliveira y cols., 2010). Moore (2005) y (Campero y cols., 2003) han
mencionado las ventajas de la transferencia de embriones en granjas con

infecciones endémicas de N. caninum. No obstante, con el fin de controlar la
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enfermedad se requieren con urgencia regulaciones establecidas por los
organismos oficiales para la aplicacién por parte de veterinarios y ganaderos.
Aunque la enfermedad tiene una distribucién mundial es necesario el control a
nivel del comercio internacional para evitar que animales infectados introduzcan
el parasito en rebafios nativos o en regiones donde la prevalencia de la enfermedad

es baja.

Hasta el momento no se ha demostrado que existan tratamientos o vacunas
efectivas contra neosporosis bovina. Por tanto, las estrategias para controlar la

transmisidn transplacentaria incluyen una combinacion de:

a) diagnéstico y eliminaciéon de madres seropositivas

b) diagndstico e inseminacién de la progenie de madres seropositivas solo
con semen de razas carnicasy,

c) diagnéstico y exclusion de la progenie de madres seropositivas de los
programas de crianza de la granja (Hall, Reichel y Ellis, 2005; Lopez-Gatius y
cols,, 2005; Gonzalez-Warleta y cols.,, 2011).

Existe una vacuna muerta derivada de taquizoitos en cultivo celular con
adyuvante, disponible comercialmente y aplicada en Estados Unidos (Estill, 2004),
Costa Rica (Romero y cols., 2004) y Nueva Zelanda (Heuer y cols., 2003). Por otra
parte, existe una vacuna no comercial derivada asimismo de taquizoitos de cultivo
y utilizada experimentalmente en Argentina (Moore y cols., 2005). Sin embargo, los
animales inoculados con estas vacunas desarrollaron respuesta de anticuerpos de
manera similar a los animales con infecciéon natural (Choromanski y Block, 2000;
Yrianarivo y cols.,, 2001; Moore y cols.,, 2005; Dubey y Schares, 2006). Esta
respuesta representa un inconveniente no solo para el diagnéstico sino también en
la eliminacién de animales seropositivos como medida de control de la enfermedad

(Moore y cols., 2005).

El tratamiento de neosporosis en el ganado no es econdmicamente factible.
Sélo puede ser usado como medida de prevencidn y su aplicacion se realizaria por

largos periodos de tiempo; de esta manera el producto final, 1a carne y leche, no es
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aceptable para el consumo humano por las regulaciones sanitarias. Hasta el
momento no existe quimioterapia segura y efectiva para la neosporosis bovina,
aunque algunos estudios sobre el efecto del tortazuril y su derivativo ponazuril
han demostrado algun efecto in vivo e in vitro sobre taquizoitos de N. caninum. En
terneros inoculados experimentalmente y tratados con ponazuril, el parasito fue
eliminado del cerebro y otros érganos logrando ademas disminuir las lesiones

cerebrales (Moore y cols., 2005; Dubey y Schares, 2011).

Una estrategia general para controlar la neosporosis debe basarse en las
caracteristicas regionales de la epidemiologia de la enfermedad. Varios autores
sugieren la necesidad de incorporar en los planes de control, el calculo de costo
beneficio de los gastos generados por pruebas y las acciones de control,
comparado .con el beneficio de la reducciéon de pérdidas econémicas generadas
por la infeccion o los abortos (Larson y cols., 2004; Bartels y cols., 2006; Dubey y
cols., 2007; Reichel y cols., 2013).
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Objetivos

OBJETIVOS

El objetivo general de la investigacion descrita en esta tesis, es contribuir al
conocimiento actual de la epidemiologia de enfermedades que
ocasionan alteraciones reproductivas en el ganado bovino de Ecuador. Para

ello se establecieron los siguientes objetivos especificos:

1. Calcular la prevalencia de, Brucella spp., Leptospira interrogans serovar Hardjo
y Neospora caninum en rebafios de aptitud lechera y de doble propoésito de
Ecuador.

2. Determinar los factores de riesgo de las infecciones previamente mencionadas.

3. Comprobar la existencia de Coxiella burnetii en ganado bovino ecuatoriano.

4. Determinar, en caso de que se halle, los factores de riesgo asociados a la

infeccion por C. burnetii.

5. Evidenciar la existencia de asociaciones entre los distintos agentes

reproductivos estudiados.
6. Establecer un plan de lucha general a partir de los factores de riesgo que

permita disminuir la prevalencia de los agentes reproductivos estudiados en

explotaciones bovinas lecheras y de doble propésito de Ecuador.
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Material y Métodos

1. Poblacion en estudio.

El estudio se realizé en explotaciones bovinas de aptitud lactea y de doble
propoésito ubicadas en ocho provincias de Ecuador (ver Figura MM1): Azuay,
Chimborazo, Cotopaxi, Manabi, Pichincha, Sto. Domingo de los Tsachilas,
Tungurahua y Zamora Chinchipe. Estas provincias incluyen al 62 por ciento de los
colectivos (Unidades de Produccion Agropecuaria (UPA’s)) del pais, con una

produccion lactea superior al 72 por ciento del total nacional (INEC, 2013).

Figura MM1: Ubicacion de las provincias en las cuales se realizé el muestreo.

AZUAY

CHIMBORAZO

COTOPAXI

MANABI

PICHINCHA

SANTO DOMINGO DE LOS TSACHILAS

TUNGURAHUA

ARRARRE

ZAMORA CHINCHIPE

;
9.000.000.000 0 9.000.000.000 18.000.000.00027.000.000.000

Debido a la falta de un sistema de identificaciéon de las explotaciones y del
ganado bovino en Ecuador, el muestreo se desarroll6 en tres etapas (Saa, 2009): la
primera, mediante muestreo estratificado por provincias, con objeto de que la
muestra obtenida por provincia sea proporcional al censo en dicha provincia. En

una segunda etapa, y tomando en cuenta las coordenadas UTM (Universal
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Transverse Mercator), se realiz6 un muestreo por conglomerados dentro de cada
provincia; cada conglomerado tiene una extension de 25 Km?2 y fueron enumerados
y elegidos al azar mediante la funcion RANDOM en Excel, de tal manera que en
cada conglomerado se recogieron muestras del 100 por cien de las explotaciones
incluidas en el mismo. Finalmente, en cada explotacion se eligi6 los individuos
mediante muestreo aleatorio simple, incluyendo todos los animales mayores de

seis meses (Thrusfield, 2007). El muestreo se llevé a cabo entre 2008 y 2010.

La ubicacion de las explotaciones dentro de las provincias ecuatorianas en

las que se realizo el muestreo se observa en la Figura MM1.

2 Determinacion del tamaiio de la muestra.

El tamafio de la muestra se determiné mediante el programa informatico de
Epidemiologia Veterinaria WinEpiscope 2.0, de libre difusién y desarrollado por el
gobierno de Aragén en colaboracién con la Universidad de Zaragoza, la

Universidad de Wageningen y la Universidad de Edimburgo.

De acuerdo al ultimo Censo Nacional Agropecuario (INEC-MAG-SICA),
realizado en el ano 2000, el nimero de unidades bovinas fue de 4.486.020; las
Unidades de Produccion Agropecuaria (explotaciones) fueron 806.856, con una

produccion de 3.525.026 litros de leche a nivel nacional.

En Ecuador no existen estudios previos de prevalencia de los agentes
causantes de enfermedades reproductivas incluidos en esta tesis (Neospora
caninum, Brucella spp., Coxiella burnetii y Leptospira spp.). En consecuencia, al
igual que en la metodologia descrita por Saa (2009) para determinar el nimero de
muestras y de explotaciones, se utilizaron los siguientes valores: una prevalencia
esperada del 50 por ciento con nivel de confianza del 95 por ciento y un error del 5
por ciento, resultando un tamafio de muestra de 384 explotaciones. El muestreo se
realizé en 386 explotaciones. Se tomaron de ocho a once muestras de sangre en
cada explotacién en base a una prevalencia entre el 25 y el 35% de C. burnetii y
Brucella (estudios preliminares) y un tamafio del rebafio de 1000 (valor superior

al tamafio del mayor rebafio muestreado en Ecuador), obteniéndose un total de
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muestras de suero obtenido de 2.668 (Tabla MM1). El tamafio de muestra para
detectar la enfermedad en cada rebafio fue calculado con el programa

WinEpiscope 2.0.

Tabla MM1: Niumero de explotaciones y muestras por cantones y provincias.

Provincia Cantones Explotaciones Muestras
Azuay Sig-Sig 7 35
Cuenca 46 334
Girén 5 33
TOTAL 58 402
Chimborazo Riobamba 3 20
Chambo 6 46
Penipe 6 36
Guamote 4 25
Pallatanga 4 27
Chunchi 21 67
TOTAL 44 221
Tungurahua Ambato 17 98
Pillaro 4 24
Salcedo 3 19
Quero 6 31
Pelileo 3 18
TOTAL 33 190
Cotopaxi Sigchos 4 32
Latacunga 22 176
La Mana 9 51
TOTAL 35 259
Pichincha Quito 31 227
Mejia 7 44
Cayambe 11 82
San Miguel de los Bancos 2 13
Pedro Moncayo 3 16
TOTAL 54 382
Santo Domingo de los Sto. Domingo 35 261
Tsachilas TOTAL 35 261
Manabi El Carmen 39 305
Flavio Alfaro 1 8
Jama 24 186
Junin 1 8
Pedernales 15 117
Sucre 2 16
Chone 21 155
Bolivar 3 19
TOTAL 106 814
Zamora Chinchipe Yantzaza 9 53
Centinela del Céndor 11 81
Zumbi 1 5
TOTAL 21 139
TOTAL 386 2668
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Durante el muestreo se llevaron a cabo dos actividades: 1) obtenciéon de
muestras de sangre de los bovinos para determinar la prevalencia de infeccién de
los agentes descritos y, 2) cumplimentacién de una encuesta epidemiolégica que
incluia las variables potencialmente asociadas con la seropositividad frente a cada

uno de los agentes.

3. Diseiio del cuestionario epidemioldgico y obtencion de los datos.

El disefio de la encuesta se basé en estudios similares publicados, visitas a
diferentes explotaciones para conocer el sistema de manejo e identificar las
posibles variables que podrian tener un efecto (Saa, 2009) y consulta a ganaderos
y veterinarios de la zona de estudio para su validacién. Finalmente se disefiaron

dos cuestionarios que se describen a continuacion:

1. Cuestionario por explotacién. Se incluyen datos relacionados con las
caracteristicas generales de la explotaciéon: ubicacién, extension, aptitud,
instalaciones, composicion del rebafo; variables asociadas al contagio o
introduccién de agentes infecciosos, asi como otras variables relativas al manejo,
alimentacion, manejo reproductivo y sanidad de la explotacion. En la tabla MM2 se

observa el modelo de la encuesta epidemioldgica que se aplico.

2. Cuestionario por individuos. En esta ficha se incluy6 la edad, el sexo y la
raza de cada uno de los animales muestreados, dejandose un espacio para

observaciones adicionales. El modelo de esta ficha se adjunta en la tabla MM3.

La fiabilidad del cuestionario se estableci6 mediante entrevista en 25
granjas no incluidas en este estudio y la repeticion del cuestionario en las mismas
granjas tras de un mes como control para validar la encuesta. El valor de fiabilidad
obtenido (nimero total de preguntas con la misma respuesta en las dos consultas /

numero total de preguntas en el cuestionario) fue del 87 %.

En Ecuador no se ha desarrollado atin una normativa estatal que regule la
obtencion de permisos de investigacién en animales. En consecuencia, se solicité y

se obtuvo la autorizacion para la realizacion de este estudio al organismo nacional
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encargado de la ejecucién de politicas y planes en agricultura y ganaderia
(Ministerio de Agricultura Acuacultura y Pesca - MAGAP). En cada una de las
explotaciones se inform6 a los ganaderos de forma detallada de los objetivos del
estudio y se solicito su consentimiento para participar en el mismo. Tras obtener
su aprobacién, se procedié a realizar las encuestas y la toma de muestras de

sangre.

Para el trabajo de campo se capacit6 a un grupo de seis estudiantes de
pregrado de Ingenieria Agropecuaria de la Universidad Técnica particular de Loja
(UTPL), que actuaron como ayudantes de campo y colaboraron tanto en las
entrevistas como en la obtencion de muestras. Las encuestas se cumplimentaron
mediante entrevista al propietario y/o a la persona o personas encargadas del
cuidado de los animales. En muchos casos no se pudo determinar el porcentaje
exacto de mortalidad de terneros y adultos, diarreas y abortos ya que solamente en
15 haciendas del total de las encuestadas se llevaban registros de produccidn,

siendo el resto de los datos referenciales.

Con respecto a las practicas de vacunacion, muchos de los ganaderos y
encargados de las unidades de producciéon confunden el término vacunar con la
accidon de desparasitar o aplicar cualquier medicamento a los animales por via
parenteral. Para establecer la veracidad de la vacunacion a las enfermedades en
estudio, se solicitdo a cada ganadero el nombre del producto o una muestra del

envase que utilizaba en la practica que él definia como vacunacién.
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Tabla MM2: Cuestionario epidemioldgico por explotacion.

ENCUESTA EPIDEMIOLOGICA

CARACTERISTICAS DE LA GRANJA

1.ID (Nimero de encuesta):_______ 2. Propietario:

3. Teléfono: 4. Fecha de visita:

5. Localidad: 6. Canton: 7. Provincia:

8. Coordenadas UTM: N S 9. Altitud:
10.Antigiiedad de la explotacidn (afios):

11. Aptitud de la granja: 1.Lechera___ 2. Aptitud mixta
12.Raza: 1.Criollo 2.Mestizo 3. Holstein

13. Tamafio util (Ha): 14. Tamafio de granja (Ha):

15. Numero total de animales : 16. Numero de terneros:

17. Numero de hembras en produccidén:

18. Edad del desvieje: 19. Porcentaje desvieje:_____ 20. Porcentaje reposiciéon:____

21. Pendiente (%):

INSTALACIONES

22.Instalaciones: 23. Ventilaciéon: 1. Buena 2. Mala
24. Limpieza: 1. Buena 2. Mala
25.Sala de ordefio: SI NO 26.Manga de manejo: SI NO 27.Establos: SI NO

28. Tipo de cama: 29.Cercas: SI NO 30. Division de pastos: SI NO

31. Pediluvios: SI NO

VARIABLES RELACIONADAS CON CONTAGIO/INTRODUCCION

32. Distancia a granja mds cercana(con vacas)(m): 33. Explotacion bovina colindante (m):

34. Densidad explotaciones ganaderas en zona:
35. Asistencia a ferias ganaderas: SI NO 36. Vuelven los animales ala granja: SI NO
37.Cada que tiempo van a las ferias ganaderas (semanas):

38. Visitas a la granja: 1 Técnicos IA 2. Veterinarios 3. Otros
39. Se mezclan rebafios distintos (entre granjas):  SI NO
40. Presencia de ovejas y/o cabras: SI NO
41. Presencia de rumiantes salvajes:  SI NO
42.Reposicion de los animales: Propia Externa
ALIMENTACION
43. Vigilancia toma de calostro: SI  NO 44. Edad destete (meses):
45. Leche o sustituto: 46.Uso de leche mamitis: SI NO
47. Numero de tomas: 48. Origen del agua: 1 Pozo___ 2.Rio/arroyo___ 3. Potable___

49. Empleo de pienso: SI NO 50. Origen del pienso:
51. Pastoreo: SI NO 52. Suplementacion de alimentacidn:
53. Otros alimentos:




Tabla MM2 (Continuacién)

54. Tipo de reproduccioén:
55. Sincronizacion de partos:

56. Vacuna IBR madres: SI NO
59. Vacuna Clostridial: SI NO
62. Revacunacion: SI NO

64. Desinfeccion cordén umbilical:

65. Desparasitacion adultos: SI

67.Mortalidad media anual terneros:

69. Cuarentena: SI NO

70. Porcentaje de diarreas (actual):

72. Observaciones:

REPRODUCCION

1. Monta dirigida 2.1A

Material y Métodos

SI  NO

SANIDAD

57.Vacuna DVB madres SI NO
60. Vacunacion terneros: SI NO
63. ;:De qué?:

SI  NO

NO 66. Desparasitacion terneros: SI
68. Mortalidad media anual adultos:

3. Monta libre

58. Vacuna Brucelosis: SI

61. ;De qué?:

71. Porcentaje de abortos (actual):

NO
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Material y Métodos

Explotacion Fecha de muestreo Provincia Cantén Localidad
Numero de Sistema de .
Muestra (Cod.) Edad Raza Sexo Explotacién Observaciones
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4. Obtencion y procesado de las muestras de sangre.

Las muestras de sangre se obtuvieron mediante venopuncién en la base de
la cola, empleando tubos Vacutainer® (Becton-Dickinson, UK) de 10 ml
previamente rotulados con la correspondiente identificacion de la muestra.
Posteriormente, fueron transportadas bajo refrigeracion (-4 °C) a las instalaciones
del Laboratorio de Sanidad Animal y Zoonosis de la UTPL. Las muestras de sangre
se centrifugaron a 2.000 rpm durante 10-15 minutos; a continuacidn, el suero fue
dispensado en alicuotas en microviales (tubos de reaccién) rotulados con una clave

numérica y, posteriormente, almacenados a -25 °C hasta el momento de su analisis.

5. Analisis seroldgicos.

El analisis seroldgico para cada uno de los agentes del estudio se realizd
mediante pruebas comerciales de ensayo por inmunoadsorcién ligado a enzimas o
ELISA (acrénimo del inglés Enzyme Linked Immunosorbent Assay); técnica de
inmunoensayo en la cual un antigeno inmovilizado se combina con el
correspondiente anticuerpo si estd presente en el suero y que esta ligado a una
enzima capaz de generar un producto detectable. A continuacion, se describen en
los siguientes apartados los protocolos realizados para cada uno de los agentes

estudiados.

5.1. Brucella spp.

La determinacion de niveles de anticuerpos séricos por ELISA se realiz6
utilizando el kit INGEZIM BRUCELLA COMPAC 2.0, multiespecie (10.BRU.K3) de la
empresa INGENASA, disefiado para detectar anticuerpos especificos frente a
lipopolisacaridos (LPS) de Brucella mediante el ensayo inmunoenzimatico de
bloqueo; este kit es capaz de detectar niveles bajos de anticuerpos en sueros de

distintas especies animales infectadas (bovino, ovino, caprino, cerdo, etc.).

La base de las placas esta recubierta con LPS purificado de Brucella abortus.
Después de adicionar las muestras de suero a la placa, si contiene anticuerpos
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especificos contra Brucella, estos se unen al antigeno. Mediante lavados se elimina
el material no unido y se aflade un anticuerpo monoclonal especifico (conjugado
con peroxidasa) contra el antigeno LPS (epitopo C); si las muestras contienen
anticuerpos frente al LPS, estos no permitiran la unién del conjugado (Mab-
anticuerpo monoclonal marcado). En contraste, si las muestras no contienen este

tipo de anticuerpos, el conjugado se unira libremente al antigeno de la placa.

Tras lavar la placa para eliminar todo el material no fijado, se puede
detectar la presencia o ausencia del anticuerpo monoclonal marcado mediante la
adicion del sustrato TMB (describir) que en presencia de la peroxidasa
desarrollara una reaccidon colorimétrica; asi, la aparicion de una reacciéon
coloreada, indicard que la muestra analizada no contenia anticuerpos especificos
del LPS de Brucella spp. y la ausencia de color indicard que la muestra contiene

dichos anticuerpos por lo tanto es positiva.

Todos los componentes del kit se almacenaron en refrigeracién (+4 °C);
siguiendo las instrucciones del fabricante, antes de empezar cada ensayo, todos los
componentes del kit se equilibraron a temperatura ambiente, se prepararon las
muestras y la solucién de lavado. Previo a iniciar el protocolo se procedié como

sigue:

a. Preparaciéon de las muestras: Dilucién 1/10 (90 ul de diluyente y ul de
suero). Se agitd suavemente para una correcta homogenizacion de la

mezcla.

b. Preparacion de la solucion de lavado: Dilucion de 40 ml de solucion

concentrada mas 960 ml de agua destilada.
Procedimiento: Se aplico el protocolo establecido en el kit de la siguiente manera:

1. Anadir en cada pocillo 100 pl de los sueros diluidos, luego se afiade100 ul

de los controles positivo y negativo.

2. Incubar durante una hora a temperatura ambiente (20-25 °C).
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3. Lavar cuatro veces. El volumen de liquido de lavado en cada ciclo es de 300
ul en cada pocillo. Las placas se agitan ligeramente antes de eliminar su
contenido y se inicia un nuevo ciclo. En todos los casos se utilizé un lavador

automatico de placas.

4. Afadir 100 ul de conjugado a cada pocillo, tapar la placa.

5. Incubar una hora a temperatura ambiente.

6. Lavar cuatro veces la placa segun el procedimiento descrito anteriormente.

7. Anadir a cada pocillo 100 pl de sustrato.

8. Incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se contabiliz6 el

tiempo a partir de la adicion de la solucion al primer pocillo.

9. Aiadir 100 ul de soluciéon de frenado a cada pocillo. La solucién de frenado

se dispenso en el mismo orden en que se afiadio el sustrato.

10.Leer los valores de OD4so (absorbancia a 450 nm). Se utiliz6 un

espectrofotometro Lector Tekan Modelo Sunrise.

Validaci6n de la prueba.

Para la validacién de la prueba se calculé la media aritmética de los valores
obtenidos en los dos pocillos para el control positivo y para el control negativo;

luego:

e El valor de absorbancia (ODa4s0) del control negativo (CN) debe ser
mayor de 1.

e Elvalor de absorbancia (0OD4s0) del control positivo (CP) debe ser menor

de 0.35.
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Interpretacion de los resultados.

Se calculé el porcentaje de inhibicién (PI) de cada muestra segin la

siguiente formula:
Pl =100 X [1 — (OD muestra/OD control negativo)]

e Muestras con PI > 40 % se consideraron positivas para anticuerpos
especificos de Brucella.
e Muestras con Pl < 40 % se consideraron negativas para anticuerpos

especificos de Brucella.

La sensibilidad del kit es de 98.00 % y especificidad de 99.90 %.

5.2. Coxiella burnetii.

Para la determinacion de anticuerpos frente a este agente se empleo el kit
comercial IDEXX Q Fever©, un inmunoensayo enzimatico para la detecciéon de
anticuerpos contra antigenos de la fase I y Il a partir de la cepa Nine Mile de C.

burnetii en muestras de suero, plasma y leche de rumiantes.
a. Preparacion de los reactivos

Solucién de lavado: Dilucion 1:10 de la solucion del lavado concentrada 10 x
con agua destilada/desionizada. La proporcién utilizada fue 270 mL de agua

destilada por cada 30 mL de solucién de lavado.

b. Preparaciéon de las muestras: Dilucién de las muestras de suero y los
controles Positivo y Negativo 1:400 en un tubo, utilizando la solucién de
lavado. La proporcién utilizada fue 798 pl de solucién de lavado, por cada

2l de muestra de suero bovino.
Procedimiento

1. Dispensar 100ul de las muestras y los controles previamente diluidos en los

pocillos. Tapar la placa.
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2. Incubar durante 60 minutos (+ 5 min.) a 37 °C (£ 3 °C).

3. Lavar tres veces con solucién de lavado; en cada lavado se utiliza 300 pl por

pocillo.
4. Dispensar 100 pl de conjugado en cada pocillo, cubrir la placa.
5. Incubar la placa durante 60 minutos (+ 5 min.) a 37 °C (+ 3 °C).
6. Lavar tres veces.
7. Dispensar 100 pl de sustrato TMB en cada pocillo.
8. Incubara 18- 26°C por 15 minutos (+ 1 min.).

9. Afiadir a cada pocillo 100pl de la solucion de frenado. La solucion de

frenado debe aplicarse en el mismo orden que el sustrato.

10. Leer los resultados con un espectrofotémetro a 450 nm. Las placas deben
ser leidas dentro de un periodo maximo de dos horas tras afiadir la solucién

de frenado.

Para la validacién de la placa, la densidad 6ptica del Control Positivo (CP A4so),
no deberia ser superior a 2.000 y la densidad 6ptica del Control Negativo (CN A4so)

no deberia exceder de 0.500.

La diferencia de la densidad éptica entre el Control Positivo y el Control

Negativo (CP A4so - CN A4s0) debe ser > 0,300.
Calculo de la Densidad o6ptica

e La densidad dptica del control positivo (CPx) asi como la densidad
Optica de las muestras (Muestra Asso) se corrigio restandoles el valor de
la densidad 6ptica del Control Negativo (CNx).

e DO corregida del Control Positivo: CPx - CNx

« DO corregida de la muestra: Muestra A4so - CNx

e Elvalor de cada muestra se calcul6 con relacion al control negativo (CN)

y control positivo (CP) con la siguiente formula:
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M/P% = 100 x (Muestra Ayso-CN, / CP, — CN,)

Interpretacion de resultados

e Una muestra fue clasificada como positiva cuando el porcentaje de
positividad fue = 40%
e Valoresde = 30% a > 40% dudoso

e Valores >30% negativo

De acuerdo al fabricante del kit los parametros de validez interna de esta

técnica son 100.00 % de sensibilidad y 97.80 % de especificidad.

5.3. Leptospira interrogans serovar Hardjo.

El kit utilizado para determinar anticuerpos contra L. interrogans serovar

hardjo fue PrioCHECK® L. hardjo Ab de la empresa Prionics AG Versién 1.0_es.

El ensayo es un ELISA indirecto. Las muestras de suero se agregan a los
pocillos de una placa de poliestireno recubierta con antigeno inactivado.
Los anticuerpos dirigidos contra L. interrogans serovar Hardjo presentes en
las muestras se unen al antigeno durante la incubacidn, y se detectan
con anticuerpo anti-bovino conjugado con peroxidasa. Para visualizar el
conjugado unido se incuban las muestras con la solucién de sustrato
cromogeno (TMB). Luego de la incubacion, se detiene el desarrollo de color.

Finalmente, el color se mide a una longitud de onda de 450 nm.
A continuacidn se describe el protocolo sugerido por el fabricante del kit:
a. Preparacion de los reactivos

Solucidn de trabajo del tampén de dilucién (5X): Diluir 5 veces el tampén de
dilucion concentrado en agua desmineralizada. (1 volumen de tampodn

concentrado + 4 voliumenes de agua desmineralizada).
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Suero equino (liofilizado). Equilibrar el vial a 22 + 3°C y reconstituir el

suero equino con 3.5 mL de agua desmineralizada.

Tampodn de ELISA: Agregar suero equino reconstituido a la solucion de
trabajo del tampén de dilucion hasta lograr una concentracién final del
1/100 (v/v). Por cada placa de ensayo se prepar6 40 mL (400 pl de suero
equino reconstituido + 39,6 ml de solucién de trabajo del tampoén de

dilucion).

Dilucion del conjugado: Diluir el conjugado (30x) 1/30 en la solucion de
trabajo del tampon de dilucion. Para cada placa de ensayo se prepar6 12 ml
(400 pl de conjugado + 11.60 ml de solucién de trabajo del tampon de

dilucion).

Sueros de referencia: Reconstituir los sueros con 0.5 ml de agua
desmineralizada. Por indicaciones del fabricante, los sueros reconstituidos
fueron alicuotados y almacenados a -20°C. Una vez descongelados los
sueros, se mezcl6 con cuidado sin volverlos a congelar. Solucién de lavado:
Diluir el liquido de lavado concentrado (200x) en agua desmineralizada. La
cantidad de liquido de lavado concentrado fue suficiente para preparar un

volumen final de 12 litros.

b. Preparacion de los sueros de referencia y de los sueros analizados. Se
diluy6 1:20 los sueros de referencia 1, 2 y 3 y los sueros del ensayo en una
placa sin recubrir. Para ello se mezclé 10 pl de suero con 190 pl de tampon

de ELISA.

Procedimiento

1. Agregar 100 pl de tampo6n de ELISA a los pocillos A1 y B1 de la placa de

ensayo (= blanco)

2. Agregar 90 pl de tampdn de ELISA a los pocillos C1 y H1
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3. Agregar 10 pl 1:20 de referencia 1 diluida (= control positivo) a los pocillos
C1y D1. La dilucion final fue 1:200

4. Agregar 10 pl de referencia 2 diluida 1:20 (= control negativo) a los pocillos
E1y F1. La dilucion final fue 1:200

5. Agregar 10 pl de referencia 3 diluida 1:20 (= control positivo débil) a los
pocillos G1 y H1. La dilucidn final fue 1:200

6. Agregar 90 pl de tampoén de ELISA al resto de pocillos. Agregar 10 pl de los
sueros del ensayo diluidos 1:20 a cada uno de estos pocillos. La diluciéon

final fue 1:200. Tapar la placa, agitar suavemente.
7. Incubar la placa 60 + 5 minutosa 37 £ 1 °C
8. Lavar la placa 6 veces con la solucién de lavado.
9. Agregar 100 pl de conjugado diluido a todos los pocillos.
10. Tapar e incubar la placa 60 * 5 minutos a 37 £ 1 °C.
11. Lavar la placa 6 veces con solucion de lavado.
12. Agregar 100 pl de sustrato cromégeno (TMB) a todos los pocillos
13.Incubar la placa 15 minutos a 22 * 3 °C.

14. Agregar 100 pl de solucion de frenado. Por indicaciones del fabricante la
solucion de frenado se agregd 15 minutos después de haber llenado el
primer pocillo con sustrato cromégeno, en el mismo orden y al mismo

ritmo.

La medicién de la densidad 6ptica (DO) de los pocillos se realizé a 450 nm

antes de 15 minutos luego de haber agregado la solucion de frenado.
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Calculo de los resultados

e Se calcul6 la media de la DO4so de los blancos 8 pocillos (Al y B1)

e LaDO4ss0 corregida de todas las muestras se calculd restando la media de la
DO4s0 de los blancos

e El porcentaje de positividad (PP) de las referencias 2 y 3 y de las muestras

del ensayo se calculé segin la siguiente formula:

DO,so corregida de las muestras
PP = : —| x 100
DO,s, corregida del suero de referencia

El PP se expresa como la DO4so corregida de todas las muestras sobre la

media de la DO4s0 corregida del suero de la referencia 1 (pocillos C1 y D1).
Interpretacion de los resultados
Criterios de validacion

¢ Lamedia de los blancos (pocillos A1 y B1) debe ser < 0,150.
e LaDO0450 corregida de la referencia 1 (pocillos C1 y D1) debe ser = 1,000.
e La media del PP del suero de la referencia 2 debe ser < 20.

e La media del PP del suero de la referencia 3 debe estar comprendida entre

20y 60.
Interpretacion del porcentaje de inhibicion

e PP =<20% Negativa
e PP=20%-45 % Dudosa
e PP => 459 Positiva

La sensibilidad y especificidad es de 96.8% y 100% respectivamente.
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5.4. Neospora caninum.

El kit utilizado para la deteccion de anticuerpos especificos frente a
Neospora caninum fue INGEZIM NEOSPORA (Prod Ref: 12.NC.K1) de la empresa
INGENASA. Este inmunoensayo enzimatico (ELISA) detecta la presencia de
anticuerpos especificos de N. caninum en suero bovino. Las muestras de suero se
diluyen 1/200 y se incuban durante 45 minutos en los pocillos sensibilizados con
antigeno de N. caninum (aislado NC1). Tras un primer lavado, se afiade un
conjugado anti-IgG bovina y se incuba 30 minutos mas. Después de lavar, se afiade
el sustrato y tras 15 minutos la reaccion se frena y el desarrollo de color en las
placas se lee en un lector de ELISA. El color verde en los pocillos indica la presencia
de anticuerpos especificos de N. caninum. Cuanto mas alta sea la concentracion de
anticuerpos en la muestra de suero mas intenso serd el color verde en el pocillo y

por tanto mayor se la densidad éptica. El protocolo se describe a continuacion:

a. Preparaciéon de las muestras: Dilucion 1/200 utilizando la solucién de
lavado 1x. Para ello se afiadié 796 pl de solucion de lavado 1x y 4 pl de

suero a un tubo. Se agité para una correcta homogenizacion de la mezcla.
b. Preparacion de los reactivos:

Solucién de lavado: Soluciéon 1/10 en agua destilada de la solucién
concentrada. Se preparé 100 ml de solucion 10 x en 900 ml de agua

destilada.
Conjugado: Dilucion del conjugado con solucién de lavado 1 x.
A continuacion se detalla paso a paso el procedimiento de la técnica:

1. Antes de empezar el ensayo, equilibrar placas, sustrato, soluciéon de

frenado y solucidn de lavado a temperatura ambiente.

2. Dispensar 100 pl de solucion de lavado a los pocillos para blancos (Al y
A2), 100 pl de control negativo en dos pocillos (B1 y B2), 100 ul de
control positivo en C1 y C2 y 100 ul de cada muestra diluida. Tapar la

placa.
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3. Incubar durante 45 minutos a 37 + 1°C.

4. Lavar tres veces con solucidn de lavado; en cada lavado se utiliza 300 pl

por pocillo.
5. Anadir 100 pl del conjugado preparado a cada pocillo y tapar la placa.
6. Incubar por 30 minutos a 37 * 1°C.

7. Lavar cuatro veces, afiadiendo 300 ul con el lavador automatico en cada

pocillo.

8. Anadir 100 pl del sustrato a cada pocillo, agitar suavemente y mantener
la reaccién durante 15 minutos a temperatura ambiente (23 + 2 °C) y en

oscuridad.

9. Aifadir 100 ul de solucién de frenado a cada pocillo en el mismo orden

en que se dispensd el sustrato.

10. Lectura de los valores de absorbancia a 450 nm dentro de los siguientes

15 minutos.

Lectura de los resultados
a. Calculo de DO corregida:

e DO control positivo (DO+): Se calcul6 la DO media de los pocillos (C1, C2) y
se resto la media de los pocillos blancos (A1, A2).

e DO control negativo (DO-): Se calcul6 la media de los dos pocillos (B1, B2) y
se resto la media de los pocillos blancos (A1, A2).

e DO muestras (DOm): Al valor de DO, se resto el valor medio de los pocillos

blanco (A1, A2).
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b. Calculo del Ratio:

Para obtener el ratio de muestras o controles, se dividié cada DO corregida

de la muestra o control (M), entre la DO corregida del control positivo (P):

B DO,
RATIO = DOy — >~ DOg
P

c. Validacién del test:
El test se considerd valido cuando:

e LaDO+ corregida = 0,75

e Ratio del control negativo < 0.25
Interpretacion de resultados

e Ratio de la muestra = 0.6 se considero positivo
e Ratio de la muestra < 0.45 se considero6 negativo

e Ratio de la muestra < 0.6 pero = 0.45 se consider6é dudoso

La sensibilidad y especificidad del kit de acuerdo a la informacién proporcionada

por el fabricante es de 99.40 % y 100.00 % respectivamente.

6. Métodos y analisis estadisticos.

Los datos epidemioldgicos, tanto colectivos como individuales, obtenidos
mediante las encuestas se analizaron usando el programa estadistico SPSS® 15.0
para Windows. Asi mismo, los resultados de los analisis seroldgicos se incluyeron

en la base de datos junto con las variables procedentes de la encuesta.
6.1. Eliminacion de variables.

Las variables incluidas con fines de identificar la explotacion, tales como el

nombre y direccion del propietario, o la localidad a la que pertenecia la explotacién
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fueron eliminadas de cara a la realizacién del analisis estadistico, asi como aquellas
variables dicotémicas en que una de las posibilidades superaba en frecuencia el 95
por ciento, debido a la dificultad para alcanzar conclusiones estadisticas relevantes
con estas variables. Asi mismo, dependiendo del agente estudiado, se eliminaron
en el analisis algunas variables adicionales debido a que la asociaciéon con la

infeccion no resultaba plausible.
6.2. Clasificacion y codificacion.

Las variables nominales fueron codificadas forma numérica con objeto de
facilitar su tratamiento estadistico con el programa SPSS 15.0 mediante la
asignaciéon de un numero a cada una de las categorias (primera categoria, 1,
segunda, 2 y asi sucesivamente). Por otra parte, a las variables dicotémicas se les
asigno el valor 1 si la respuesta era afirmativa y 2 en caso contrario (Thrusfield,

2007).
6.3. Andlisis estadistico.
Andlisis descriptivo.

En el caso de las variables nominales o categoricas, se determiné la
distribucién de frecuencias de cada categoria. Para las variables de diagndstico
serolégico, la distribucién de frecuencias proporciona directamente la prevalencia
de infeccidn, o la dispersion en el caso de que la prevalencia se haya calculado por

explotaciones.

Para las variables numéricas se calcularon los principales estadisticos de
tendencia central (media, mediana y moda) y de dispersion (varianza y desviacion
tipica), asi como el rango y los valores maximo y minimo. Aquellas variables con
mas de dos categorias se transformaron en dicotémicas mediante una categoria de
referencia. En el caso de Neospora, se decidi6 ademas categorizar las variables

numéricas segin la mediana, obteniéndose asi dos categorias para cada variable.
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Andlisis bivariable.

La seleccion de las variables antes de generar el modelo multivariante con
los factores de riesgo se realiz6 en dos pasos, que fueron distintos segun el tipo de
variable. Asi, para las variables nominales o categdricas se calculé en primer lugar
la Chi cuadrado, seleccionandose aquellas variables con una p < 0,2. A
continuacién, se estableci6o la existencia de correlaciones entre las distintas
variables independientes mediante el calculo de la Rho de Spearman. Cuando dos
variables de este tipo de encontraron asociadas con un valor de Rho > 0,4, tan solo
se selecciond aquella variable cuya asociaciéon con la infeccion resultaba mas

plausible.

Respecto a las variables cuantitativas (que permanecieron como tales en
todos los modelos menos Neospora), la selecciéon inicial fue realizada, tras
comprobar que todas las variables seguian una distribucién no paramétrica,
mediante un test Z de Kolmogorov-Smirnov para muestras independientes,
seleccionandose aquellas variables para las que se encontraron diferencias entre
seropositivos y seronegativos con una p inferior a 0,05. A continuacién, se verifico
la existencia de correlaciones entre las variables cuantitativas independientes
mediante una prueba r de Pearson, seleccionandose s6lo aquellas variables con
una asociacion mas plausible con la infeccion cuando el valor de r fue superior a

0,4.
Andlisis multivariable.

A partir de las variables seleccionadas en el paso anterior, se crearon
modelos GEE (Generalized Estimating Equations model) para cada una de las
infecciones incluidas en el estudio, utilizandose la granja como efecto aleatorio. Las
variables se fueron introduciendo una a una, evaludndose el efecto que tenian
sobre el modelo global a fin de ver si mejoraba con la incorporacién de cada nueva
variable (test de la razén de verosimilitud de Wald, p < 0.05). En el modelo final se
control6 el efecto de variables confundentes y de interacciones potencialmente
relevantes entre las variables independientes. La eleccién del modelo 6ptimo se

basé en el criterio de casi-verosimilitud bajo un modelo de independencia (QIC).
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La determinacion de las variables asociadas a la infecciéon de cada uno de
los agentes estudiados nos permite, en dltima instancia, disefiar un plan de lucha
para la poblacién de estudio. Todos los analisis estadisticos fueron realizados con

el programa SPSS 15.0 para Windows.

7. Diseiio del mapa coroplético

Los mapas coropléticos son mapas tematicos en el que las regiones o areas
se colorean mediante distintas tonalidades para representar cartograficamente la
prevalencia, de tal manera que tonalidades mas oscuras se corresponden con
mayores prevalencias. Para cada agente se han realizado dos mapas, uno para la

prevalencia individual y otro para la dispersion.

Los mapas coropléticos de las infecciones se disenaron en el programa
informatico Arc.GIS 9 Arc. Map. Version 9.2 y gvSIG 2.00 a través de la ubicacién de
los puntos o coordenadas UTM (GPS Magellan Explorist 600) de cada una de las

granjas muestreadas.
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Resultados

1. Analisis Descriptivo

El resultado del analisis de las variables de diagndstico serolégico indica la
prevalencia de infeccion o la dispersion si segin se considere como unidad el
animal o la explotacion, respectivamente. La prevalencia real se determiné con
base en la prevalencia aparente obtenida y a la sensibilidad y especificidad de las
pruebas de diagnoéstico establecida por los fabricantes de los kits de cada una de
las enfermedades analizadas. En el presente estudio tanto la prevalencia individual
como la dispersién es mayor para Neospora caninum (33% y 78,2%) en relacion a
los otros agentes que mantienen valores menores al 17% y 47%; estos resultados

se expresan en la tabla R1.

Tabla R1. Analisis descriptivo de las variables dependientes

Brucella Coxiella L. interrogans Neospora
spp- burnetii serovar caninum
Hardjo
Prevalencia aparente 16,7% 14,5% 16,5% 33,0%
Prevalencia real 17,0% 12,6% 13,7% 33,2%
Dispersion 45,1% 46,9% 42,0% 78,2%
Prevalencia intrarrebafio 10-100% 8-100% 12,5-100% 9-100%
38,9% 25,0% 36,46% 42,3%

Las variables independientes contenidas en el cuestionario se analizaron de
acuerdo a sus caracteristicas, calculandose la distribucién de frecuencias para las
variables categéricas y los estadisticos de tendencia central y de dispersion para
las numéricas o cuantitativas. En la tabla R2 se expone la distribucién de
frecuencias de las variables independientes categdricas. El mayor numero de
muestras obtenidas corresponde a la provincia costera de Manabi, observandose
ademas que la ausencia de instalaciones, el pastoreo o manejo extensivo, asi como
la monta natural en el manejo reproductivo caracterizan a la mayoria de las

granjas participantes en el estudio.
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Tabla R2. Frecuencia de las variables independientes categéricas.

Resultados

Numero de Frecuencia

Variable Categoria animales (%)
Provincia Azuay 401 15,0
Manabi 814 30,5

Sto. Domingo 261 9,8

Pichincha 381 14,3

Cotopaxi 278 10,4

Tungurahua 170 6,4

Chimborazo 221 8,3

Zamora Chinchipe 140 5,2

Estacion Humeda 961 36,0
Seca 1706 64,0

Aptitud Lactea 1772 66,4
Mixta 894 33,5

Instalaciones Si 916 34,3
No 1750 65,6

Ventilacién Buena 2492 93,4
Regular 64 2,4

Mala 110 4,1

Limpieza Buena 511 19,2
Regular 729 27,3

Mala 1426 53,5

Sala de Ordefio Si 541 20,3
No 2125 79,7

Manga de manejo Si 960 36,0
No 1706 64,0

Establo Si 834 31,3
No 1832 68,7

Cama Pasto 1206 45,2
Tierra 1078 40,4

Cemento 366 13,7

Viruta 16 0,6

Cercas Si 2289 85,8
No 377 14,1

Divisién de pastos Si 1428 53,5
No 1238 46,4

Pediluvios Si 32 1,2
No 2634 98,8

Asistencia a ferias Si 1680 63,0
No 986 37,0

Desvieje Si 1305 48,9
No 1150 43,1

Reposicion Si 983 36,9
No 1472 55,2
rf s



Tabla R2 (continuacion)

Resultados

Numero de Frecuencia

Variable Categoria animales (%)
Regreso de animales tras Si 1415 53,1
ferias No 1251 46,9
Visitas a la explotacién Técnico 1A 58 2,2
Veterinarios 2014 75,5
Otros 594 22,3
Mezcla de rebaifios Si 1321 49,5
No 1345 50,4
Presencia de ovejas Si 629 23,6
No 2037 76,4
Presencia de rumiantes Si 440 16,5
salvajes No 2226 83,5
Explotaciones ganaderas Si 1142 42,8
colindantes No 1524 57,1
Origen de los animales Compra 155 58
Nacidos en granja 1374 51,5
Compra y reposicién propia 1137 42,6
Ingesta de calostro Si 1807 67,8
No 859 32,2
Alimentacion del ternero Leche 2462 92,3
Sustituto 204 7,6
Uso de leche con mamitis Si 1595 59,8
No 1071 40,2
Numero de tomas de lecheal Unavez al dia 113 4,2
dia Dos veces al dia 1548 58,0
Ad libitum 1005 37,7
Fuente de agua Pozo 723 27,1
Rio/arroyo 1830 68,6
Potable 113 4,2
Balanceado Si 869 32,6
No 1797 67,4
Origen del balanceado Ninguno 1799 67,5
Comercial 819 30,7
Fabricacion propia 48 1,8
Pastoreo Si 2666 100,0
No 0 0
Suplementacién alimenticia Si 2149 80,6
No 517 19,4
Suplementaciéon mineralesy  Ninguno 16 0,6
vitaminas Sales minerales y vitaminas 124 4,6
Otros alimentos Si 1301 48,8
No 1365 51,2
Tipos de alimentos Ningtn producto 54 2,0
Cana de aztcar, melaza,
azucar morena solidificada 86 3,2
] e



Tabla R2 (continuacion)

Resultados

Variable Categoria N:ﬂ?;g?e(le Frec(:)l/:)n aa
Tipo de reproduccién Monta dirigida 47 1,8
Inseminacién artificial 660 24,7
Monta libre 1959 73,5
Sincronizacién de partos Si 392 14,7
No 2274 85,3
Vacuna IBR Si 161 6,0
No 2505 93,9
Vacuna DVB Si 161 6,0
No 2505 93,9
Vacuna Triple (clostridiales)  Si 1925 72,2
No 741 27,8
Vacunacion a terneros Si 1410 52,9
No 1256 47,1
Vacunacioén otras Aftosa 23 0,9
enfermedades Aftosa, brucelosis, rabia 8 0,3
Aftosa, rabia 101 3,8
Aftosa, rabia, leptospirosis 8 0,3
Revacunacion Si 1871 70,2
No 795 29,8
Desinfeccion de cordéon Si 824 30,9
umbilical No 1842 69,1
Desparasitacién de adultos Si 1656 62,1
No 1010 37,9
Desparasitacién de terneros  Si 1650 61,9
No 1016 38,1
Cuarentena Si 548 20,5
No 2118 79,4
Ser(?positividad Neospora Positivo 380 330
caninum
Negativo 1787 67,0
Seropo's.itividad Coxiella Positivo 385 14.4
burnetii
Negativo 2282 85,6
Seropositividad L. Positivo 441 16,5
interrogans serovar
Hardjo Negativo 2226 83,5
Sexo Macho 409 15,3
Hembra 2257 84,6
Raza Criollo 1604 60,1
Mestizo 942 35,3
Holstein Friesian 120 4,5
rf s
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Tabla R2 (continuacion)

Resultados

Variable Categoria N:ﬂ?;g?e(le Frec(:)l/:)n ca

Mes de toma de datos Enero 45 1,7
Febrero 129 4,8
Marzo 16 0,6
Junio 43 1,6
Julio 75 2,8
Agosto 161 6,0
Septiembre 552 20,7
Octubre 656 24,6
Noviembre 218 8,2
Diciembre 771 28,9
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Resultados

Segin se describi6 previamente, para el andlisis de las variables
independientes numéricas se calcularon los principales estadisticos de tendencia
central y de dispersion: media, mediana, moda, varianza y los valores minimo y

maximo. Los resultados se presentan en la tabla R3.

Tabla R3. Estadisticos de tendencia central y de dispersion de las variables
independientes numéricas.

Variable Media Mediana Moda Varianza Minimo Maximo
Edad (meses) 46,2 48 48 982,48 3 180
Edad del destete (meses) 401 5 <1 11,32 <1 88
Densidad de granjas en el 69,81 80 100 815,50 1 100
area

Antigiliedad de la finca 26,22 20 20 441,33 <1 200
(afios)

Tamafio total de la finca 110,60 30 40 93511,3 <1 3200
(hectareas)

Tamario util de la finca 82,42 25 30 55204,12 <1 3200
(hectareas)

Numero de bovinos 82,78 40 60 21507,90 2 1600
Numero de terneros 18,94 9 3 1438,53 0 500
Numero de hembras en 24,05 13 5 947,42 0 230
producciéon

Edad del desvieje (afios) 10,85 10 12 7,91 0 40
Porcentaje de desvieje 3,51 0 0 34,61 <1 40
Porcentaje de reposicion 7,34 0 0 351,15 <1 100
Distancia a granja mas 371,78 20 1 357855,98 0,5 3000
cercana (m)

Pendiente media de la 16,12 15 0 230,81 0 60
granja (%)

Altura (m) 1639,97 1767,07 200 1818645,44 2,5 3914,77
Ultima asistencia a ferias 7,08 1 0 221,78 <1 48
ganaderas (semanas)

Mortalidad terneros 14,78 10 <1 337,66 <1 100
(% anual)

Mortalidad adultos 4,44 1 <1 59,31 <1 45
(% anual)

Presencia de diarreas 15,95 10 0 473,14 0 100
(% actual)

Porcentaje anual de 8,72 5 <1 110,89 0 60

abortos (% actual)

138



2. Analisis bivariable

Resultados

Este analisis se realizé para cada uno de los agentes y de acuerdo al tipo de

variable. Para las variables nominales o categoéricas se calculé la Chi cuadrado,

seleccionandose aquellas variables con una p < 0,2. En el caso de las variables

cuantitativas se utilizé un test no paramétrico de Kolmogorov-Smirnov para todos

los agentes a excepcion de N. caninum y las variables seleccionadas fueron aquellas

para las que se encontraron diferencias entre seropositivos y seronegativos con

una p< 0,05. En las tablas R4 a R10 se describen las variables seleccionadas para

cada agente con los valores de Chi cuadrado o Z Kolmogorov-Smirnov.

Tabla R4. Variables seleccionadas en el analisis univariado para seropositividad de
Brucella abortus en bovinos de aptitud lactea y mixta de Ecuador (p<0,2).

Variable Categoria Seropositividad Chi-cuadrado
Positivo Negativo Chi 7
No. (%) No. (%)
Criollo Si 235(14,6) 1370(85,4) 12,19 <0,001
No 210(19,8) 851(80,2)
Mestizo Si 184 (19,7) 751 (80,3) 9,24 0,002
No 261 (15,1) 1470 (84,9)
Sexo Macho 28 (6,8) 381 (93,2) 33,71 <0,001
Hembra 417 (18,5) 1839 (81,5)
Estaciéon Seca 257 (15,1) 1448 (84,9) 891 0,003
Humeda 188 (19,6) 773 (80,4)
Provincia andina Si 285 (19,6) 1166 (80,4) 19,93 <0,001
No 160 (13,2) 1055 (86,8)
Aptitud Lactea 357 (20,2) 1414 (79,8) 45,44 <0,001
Mixta 888 (9,8) 806 (90,2)
Limpieza Buena 231(19,4) 959 (80,6) 11,44 0,001
Mala 214 (14,5) 1262 (85,5)
Monta natural Si 299 (15,3) 1659 (84,7) 10,71 0,001
No 146 (20,6) 562 (79,4)
Monta dirigida Si 1(2,1) 47 (97,9) 7,50 0,006
No 444 (17,0) 2174 (83,0)
Inseminacion artificial ~ Si 146 (21,7) 526 (78,3) 16,38 <0,001
No 299 (15,0) 1695 (85,0)
Sincronizacion de Si 94 (24,0) 298 (76,0) 17,52 <0,001
partos No 351 (154) 1922 (84,6)
Uso de leche con Si 247 (15,5) 1347 (84,5) 4,12 0,042
mamitis No 198 (18,5) 873 (81,5)
Alimentacion del Leche 378 (15,4) 2083 (84,6) 41,40 <0,001
ternero Sustituto 67 (32,8) 137 (67,2)
Alimentacién con Si 173 (19,9) 696 (80,1) 9,55 0,002
balanceado No 272 (151) 1524 (84,9)
Suplementacién Si 381 (17,7) 1767 82,3) 8,69 0,003
alimenticia No 64 (12,4) 454 (87,6)
Fuente de agua Si 42 (37,2) 71 (62,8) 35,58 <0,001
No 403 (15,8) 2150 (84,2)
wf e
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Tabla R4 (continuacidn)

Resultados

Variable Categoria Seropositividad Chi-cuadrado
Positivo Negativo Chi P
No. (%) No. (%)
Instalaciones Si 78 (8,5) 837 (91,5) 66,92 <0,001
No 367 (21,0) 1383 (79,0)
Ventilacién Buena 367 (21,0) 1383 (79,0) 19,40 <0,001
Mala 78 (8,5) 837 (91,5)
Manga de manejo Si 225 (234) 735 (76,6) 48,99 <0,001
No 220(12,9) 1485 (87,1)
Sala de ordefio Si 150 (76,8) 391 (72,3) 59,36 <0,001
No 295 (13,9) 1829 (86,1)
Cama-tierra Si 136 (12,5) 956 (87,5) 23,88 <0,001
No 309 (19,6) 1265 (80,4)
Cama- cemento Si 114 (31,1) 252 (68,9) 63,76 <0,001
No 331 (14,4) 1969 (85,6)
Cama-viruta Si 6 (37,5) 10 (62,5) 5,01 0,025
No 439 (16,6) 2211 (83,3)
Cercas Si 409 (17,9) 1880 (82,1) 15,97 <0,001
No 36 (9,6) 340 (90,4)
Presencia de rumiantes  Si 52 (11,8) 387 (88,2) 8,90 0,003
salvajes No 393 (17,7) 1833 (82,3)
Granjas bovinas Si 152 (13,3) 989 (86,7) 16,35 <0,001
colindantes No 293 (19,2) 1231 (80,8)
Reposicién externa Si 22 (8,8) 227 (91,2) 12,19 <0,001
No 423 (17,5) 1994 (82,5)
Desparasitacion de Si 340 (20,5) 1316 (79,5) 46,21 <0,001
adultos No 105 (10,4) 904 (89,6)
Desparasitacion de Si 333(20,2) 1317 (79,8) 37,80 <0,001
terneros No 112 (11,0) 903 (89,0)
Cuarentena Si 111 (20,3) 437 (79,7) 6,28 0,012
No 334 (15,8) 1783 (84,2)
Seropositividad BHV1 Positivo 277 (19,8) 1122 (80,2) 10,63 0,001
Negativo 167 (14,8) 959 (85,2)
Seropositividad BLV Positivo 104 (22,6) 356 (77,4) 13,93 <0,001
Negativo 341 (15,5) 1863 (84,5)
Seropositividad Coxiella Positivo 97 (25,2) 288 (74,8) 23,40 <0,001
burnetii Negativo 348 (15,3) 1933 (84,7)
Seropositividad L. Positivo 100 ( 22,7) 341 (77,3) 13,61 <0,001
interrogans serovar Hardjo Negativo 345 (15,5) 1880 (84,5)
Divisién de pastos Si 273 (19,1) 1155 (80,9) 12,95 <0,001
No 172 (13,9) 1065 (86,1)
Ingesta de calostro Si 328 (18,2) 1478 (81,8) 8,630 0,003
No 117 (13,6) 742 (86,4)
Alimentacién Ad libitum  Si 82 (8,2) 921 (91,8) 83,86 <0,001
No 363 (21,8) 1300 (78,2
Vacunacidn a terneros Si 258 (18,3) 1151 (81,7) 5,59 0,018
No 187 (14,9) 1069 (85,1)
Revacunacion Si 355 (19,0) 1515 (81,0) 23,55 <0,001
No 90 (11,3) 705 (88,7)
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Resultados

Tabla R5. Variables cuantitativas seleccionadas para seropositividad de Brucella en
bovinos de aptitud lactea y mixta de Ecuador (p < 0,05).

Z Kolmogorov-

Variable Smirnov p

Edad (meses) 2,88 <0,001
Numero de bovinos 2,12 <0,001
Numero de vacas 1,95 0,001
Numero de terneros 1,45 0,030
Tamafio total de la finca (hectareas) 1,74 0,005
Tamafio util de la finca (hectareas) 2,04 <0,001
Pendiente media en la granja (%) 1,68 0,007
Altura (m) 4,23 <0,001
Edad del destete (meses) 3,57 <0,001
Distancia a la granja méas cercana 2,46 <0,001
Densidad de granjas en el area 3,18 <0,001
Mortalidad terneros (% anual) 3,26 <0,001
Presencia de diarrea (%) 2,25 <0,001
Porcentaje anual de abortos(% ) 2,27 <0,001
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Resultados

Tabla R6. Variables seleccionadas en el analisis univariado para seropositividad de
Coxiella burnetii en bovinos de aptitud lactea y mixta de Ecuador (p<0,2).

Variable Categoria Seropositividad Chi-cuadrado
Positivo Negativo Chi p
No. (%) No. (%)
Sexo Macho 34 (8,5) 365 (91,5) 13,4 <0,01
Hembra 352 (15,5) 1917 (84,5)
Monta natural Si 263 (13,4) 1696(86,6) 6,5 <0,01
No 123 (17,3) 586 (82,7)
Monta dirigida Si 2(4,2) 46 (95,8) 4,2 0,04
No 384 (14,7) 2236(85,3)
Inseminacioén artificial Si 121 (18,0) 552 (82,0) 9,0 <0,01
No 265 (13,3) 1730(86,7)
Desvieje Si 198 (13,1) 1318(86,9) 5,6 0,042
No 188 (16,3) 964 (83,7)
Alimentacion del ternero Leche 331 (13,5) 2129 (86,5) 26,1 <0,01
Sustituto 55 (26,4) 153 (73,6)
Alimentacién con pienso Si 150 (17,1) 726 (82,9) 7,4 <0,01
No 236 (13,2) 1556(86,8)
Suplementacién mineral Si 330 (15,3) 1820 84,7) 6,9 <0,01
No 56 (10,8) 462 (89,2)
Instalaciones Si 91 (10,2) 802 (89,8) 19,8 <0,01
No 295 (16,6) 1480 (83,4)
Manga de manejo Si 164 (17,1) 797 (82,9) 82 <0,01
No 222 (13,0) 1485(87,0)
Cercado Si 354 (15,5) 1937 (84,5) 12,7 <0,01
No 32 (8,5) 345 (91,5)
Visita de técnico de Si 16 (27,6) 42 (72,4) 82 <001
Inseminacioén artificial No 370 (14,2) 2240 (85,8)
Mezcla de rebafos en la Si 216(16,4) 1105 (83,6) 7,5 0,02
misma area No 170 (12,6)  1177(87,4)
Desordenes respiratorios Si 235 (15,9) 1243 (84,1) 55 <001
durante el muestreo No 151 (12,7) 1039(87,3)
Desinfeccion del cordon Si 78 (9,4) 754 (90,6) 25,3 <0,01
umbilical No 308 (16,8) 1528(83,2)
Estacion Seca 328 (15,8) 1743 (84,2) 14,0 <0,01
Humeda 58 (9,7) 539 (90,3)
Seropositividad BRSV Si 344 (16,3) 1766 (83,7) 13,0 <0,01
No 39 (94) 377 (90,6)
Seropositividad BHV1 Si 243 (17,4) 1156 (82,6) 11,9 <0,01
No 140 (12,4) 987 (87,6)
Seropositividad BLV Si 85 (18,4) 376 (81,6) 7,1  <0,01
No 301 (13,7) 1904 (86,3)

142



Resultados

Tabla R7. Seleccion de variables cuantitativas para seropositividad de Coxiella
burnetii en bovinos de aptitud lactea y mixta de Ecuador (p < 0,05).

Z Kolmogorov-

Variable Smirnov p

Edad (meses) 3,60 <0,001
Numero de bovinos 2,34 <0,001
Numero de vacas 3,41 <0,001
Numero de terneros 1,74 0,005
Tamafio total de la finca (hectareas) 1,31 0,064
Tamafio util de la finca (hectareas) 1,45 0,030
Altura (m) 1,86 0,002
Edad del destete (meses) 2,28 <0,001
Densidad de granjas en el drea 1,24 0,092
Mortalidad terneros (% anual) 1,44 0,033
Mortalidad adultos (% anual) 1,96 0,001
Porcentaje anual de abortos (%) 1,21 0,108
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Tabla R8. Variables seleccionadas en el andlisis univariado para seropositividad de L.

Resultados

interrogans serovar Hardjo en bovinos de aptitud lactea y mixta de Ecuador (p<0,2).

Variable Categoria Seropositividad (%) Chi-cuadrado
Positivo Negativo Chi ()

No. (%) No. (%)

Sexo Macho 50(12,2) 359(87,8) 6,52 0,011
Hembra 391(17,3) 1866(82,7)

Estacion Humeda 314(18,4) 1392(81,6) 11,99 0,001
Seca 127(13,2) 834(86,8)

Provincia andina Si 179(12,3) 1273(87,7) 40,89  <0,001
No 262(21,6) 953(78,4)

Aptitud Lactea 255(14,4) 1517(85,6) 17,71 <0,001
Mixta 186(20,8) 708(79,2)

Alimentacion Ad libitum Si 185(18,4) 819(81,6) 4,17 0,041
No 256(15,4) 1407(84,6)

Uso de leche con mamitis Si 237(14,9) 1358(85,1) 8,14 0,004
No 204(19,0) 867(81,0)

Suplementacion Si 377(17,5) 1772(82,5) 8,14  0,0004
alimenticia No 64(12,4)  454(87,6)

Agua de pozo Si 153(21,2) 570(78,8) 15,38 <0,001
No 288(14,8) 1656(85,2)

Agua potable Si 259(14,2) 1564(85,8) 22,62 <0,001
No 182(21,6) 662(78,4)

Instalaciones Si 79(8,6) 1388(79,3) 63,36  <0,001
No 362(20,7) 837(91,4)

Manga de manejo Si 208(21,7) 752(78,3) 28,54 <0,001
No 233(13,7) 1473(86,3)

Establos Si 183(21,9) 651(78,1) 25,64  <0,001
No 258(14,1) 1574(85,9)

Cama-pasto Si 147 (12,1) 1066(87,9) 31,45 <0,001
No 294 (20,2) 1160(79,8)

Cama-tierra Si 218 (20,0) 874(80,0) 15,74 <0,001
No 223 (14,2) 1352(85,8)

Cama-cemento Si 75 (20,5) 291(79,5) 4,81 0,014
No 366 (15,9) 1935(84,1)

Cama-viruta Si 7 (43,8) 9(56,3) 8,64 0,006
No 434 (16,4) 2217(83,6)

Asistencia a ferias Si 252 (15,0) 1428(85,0) 7,82 0,005
No 189 (19,2) 797(80,8)

Reposicion propia Si 222(15,0) 1255(85,0) 5,43 0,020
No 219(18,4) 81,6(59,0)

Reposicion externa Si 210(18,6) 920(81,4) 5,96 0,015
No 231(15,0) 1306(85,0)

Divisién de pastos Si 273(19,1) 1155(80,9) 14,78 <0,001
No 168(13,6) 1070(86,4)

Presencia de ovejas Si 52(8,3) 577(91,7) 40,83 <0,001
No 389(19,1) 1648(80,9)

wf e
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Tabla R8. (continuacion)

Resultados

Variable Categoria Seropositividad (%) Chi-cuadrado
Positivo Negativo Chi ()

No. (%) No. (%)

Mezcla de rebafos Si 194(14,7) 1127(85,3) 4,07 0,044
No 247(18,4) 1098(81,6)

Granjas bovinas Si 158(13,8) 984(86,2) 10,60 0,001
colindantes No 283(18,6) 1241(81,4)

Desinfeccion cordon Si 92(11,2) 732(88,8) 24,97 <0,001
umbilical No 349(18,9) 1493(81,1)

Desparasitacion de Si 328(19,8) 1328(80,2) 33,76 <0,001
adultos No 113(11,2)  897(88,8)

Desparasitacion de Si 331(20,1) 1319(79,9) 38,84 <0,001
terneros No 110(10,8) 906(89,2)

Vacuna IBR Si 39(24,2) 122(75,8) 7,32 0,007
No 402(16,0) 2103(84,9)

Vacuna DVB Si 39(24,2) 122(75,8) 7,32 0,007
No 402(16,0) 2103(84,0)

Vacuna clostridiales Si 346(18,0) 1579(82,0) 10,29 0,001
No 95(12,8) 646(87,2)

Vacunacién terneros Si 261(18,5) 1149(81,5) 8,41 0,004
No 180(14,3) 1076(85,7)

Revacunacion Si 374(20,0) 1497(80,0) 54,02 <0,001
No 67(8,4) 728(91,6)

Seropositividad IBR Si 294(21,0) 1105(79,0) 40,16 <0,001
No 130(11,5) 997(88,5)

Seropositividad Brucella Si 100(22,5) 345(77,5) 13,61 <0,001
No 341(15,4) 1880(84,6)

Seropositividad Coxiella Si 95(24,7) 290(75,3) 21,60 <0,001
burnetii No 346(15,2) 1936(84,8)
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Resultados

Tabla R9. Seleccion de variables cuantitativas para seropositividad de Leptospira
interrogans serovar Hardjo en bovinos de aptitud lactea y mixta de Ecuador (p < 0,05).

Z Kolmogorov-

Variable Smirnov p

Edad (meses) 2,27 <0,001
Antigliedad de la finca (afios) 1,57 0,015
Numero de bovinos 5,58 <0,001
Niimero de vacas 3,78 <0,001
Numero de terneros 5,20 <0,001
Tamafio total de la finca (hectareas) 4,31 <0,001
Tamafio util de la finca (hectareas) 4,66 <0,001
Pendiente media en la granja (%) 1,71 0,006
Altura (m) 4,53 <0,001
Distancia a la granja méas cercana 2,50 <0,001
Mortalidad adultos (% anual) 1,83 0,002
Porcentaje de desvieje 2,52 <0,001
Porcentaje de reposicion 1,86 0,002
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Resultados

Tabla R10. Variables seleccionadas en el analisis univariado para seropositividad
de Neospora caninum en bovinos de aptitud lactea y mixta de Ecuador (p<0,02).

Variable Categoria Seropositividad Chi-cuadrado
Positivo Negativo No. Chi p
No. (%) (%)

Edad (meses) <48 384 (31,1) 851 (68,9) 7,02 0,008
>48 376 (36,4) 658 (63,6)

Numero de bovinos <30 371 (36,4) 649 (63,6) 6,89 0,009
>30 389 (31,1) 860 (68,9)

Numero de terneros <9 431 (38,1) 700 (61,9) 21,54 <0,001
>9 329 (28,9) 809 (71,1)

Aptitud Lactea 555 (35,8) 996 (64,2) 11,52 0,001
Mixta 205 (28,6) 513 (71,4)

Suplementacién mineral Si 587 (31,9) 1252 (68,1) 10,81 0,001
No 173 (40,2) 257 (59,8)

Desvieje Si 405 (30,9) 904 (69,1) 9,07 0,003
No 355 (37,0) 605 (63,0)

Agua de pozo Si 234 (39,3) 362 (60,7) 12,07 0,001
No 526 (31,4) 1147 (68,6)

Agua de rio/arroyo Si 485 (31,1) 1073 (68,9) 12,49 <0,001
No 275 (38,7) 436 (61,3)

Sala de ordefio Si 198 (37,6) 328 (62,4) 529 0,021
No 562 (32,2) 1181 (67,8)

Pastoreo Si 414 (39,1) 646 (60,9) 27,62 <0,001
No 346 (28,6) 863 (71,4)

Instalaciones Si 218 (29,7) 516 (70,3) 7,01 0,008
No 542 (35,3) 993 (64,7)

Cama -tierra Si 249 (28,1) 636 (71,9) 18,71 <0,001
No 511(36,9) 873 (63,1)

Visita Veterinario Si 614 (35,4) 1119 (64,6) 12,33 <0001
No 146 (27,2) 390 (72,8)

Visita otros Si 125 (28,5) 313 (71,5) 599 0,014
No 635 (34,7) 1196 (65,3)

Presencia de rumiantes Si 153 (39,5) 234 (60,5) 7,64 0,006
salvajes No 607 (32,3) 1275 (67,7)

Reposicién externa Si 339 (36,4) 592 (63,6) 6,03 0,014
No 421 (31,5) 917 (68,5)

wf e
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Tabla R10 (continuacién)

Resultados

Variable Categoria Seropositividad Chi-cuadrado
Positivo Negativo Chi p
No. (%) No. (%)
Cercado Si 632 (32,3) 1325 (67,7) 9,21 0,002
No 128 (41,0) 184 (59,0)
Presencia de ovejas en la Si 211 (39,8) 319 (60,2) 12,39 <0,001
granja No 549 (31,6) 1190 (68,4)
Desinfeccion del cordon Si 194 (27,2) 518 (72,8) 18,18 <0,001
umbilical No 566 (364) 991 (63,6)
Provincia andina Si 486 (37,7) 803 (62,3) 23,73 <0,001
No 274 (28,0) 706 (72,0)
Hectareas usadas por el <70 378 (35,6) 683 (64,4) 4,067 0,044
ganado (%) >70 382 (31,6) 826 (684)

La colinearidad entre las distintas variables independientes

seleccionadas se

determiné en un segundo paso a través del calculo de la Rho de Spearman para variables

nominales y la r de Pearson para las variables cuantitativas. Se conservaron las variables

mas légicamente asociadas con la infeccion si el valor de Rho o r fue = 0,4. En todos los

casos la p asociada a Rho o r fue < 0,001. En las tablas R11 a R14 se presentan las variables

eliminadas debido a la colinearidad.

Tabla R 11. Variables independientes eliminadas debido a la colinearidad (Rho de
Spearman / r de Pearson = [0,4]) entre las variables nominales asociadas con la

seropositividad a Brucella abortus.

Variable incluidas Variables eliminadas Rho de
Spearman
Criollo Mestizo -0,89
Estacion Revacunacion 0,46
Aptitud Provincia andina 0,64
Tierra -0,51
Inseminacién artificial Monta natural -0,94
Sincronizacién de partos 0,57
Balanceado 0,51
Sala de ordefio 0,51
Divisién de pastos 0,41
Instalaciones Manga de manejo -0,45
Cercas 0,48
Desparasitacion de adultos Desparasitacion de terneros 0,91
Numero de bovinos Numero de vacas 0,65
Numero de terneros 0,91
Tamafio total de la finca (hectareas) 0,68
Tamafio util de la finca (hectareas) 0,65
Edad del destete Altura -0,54
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Tabla R12. Variables independientes eliminadas debido a la colinearidad (Rho de
Spearman / r de Pearson 2 [0,4]) entre las variables nominales asociadas con la
seropositividad a Coxiella burnetii.

. . . Variables eliminadas Rho de
Variable incluidas
Spearman
Inseminacién artificial Monta natural -0,94
Niumero de bovinos Niumero de vacas 0,65
Numero de terneros 0,91
Total hectareas de la granja 0,68
Hectareas utilizadas por el ganado 0,65

Tabla R13. Variables independientes eliminadas debido a la colinearidad (Rho de
Spearman / r de Pearson = [0,4]) entre las variables nominales asociadas con la
seropositividad a Leptospira.

Variable incluidas Variables eliminadas Rho de
Spearman
Aptitud (Lactea) Provincia andina 0,63
Cama - tierra -0,51
Cama - pasto 0,42
Agua potable Agua de rio/arroyo -0,90
Manga de manejo Instalaciones 0,45
Establos 0,56
Vacunaciéon Revacunaciéon 0,40
Reposicién propia Reposicién externa -0,81
Presencia de ovejas en la granja Contacto con bovinos de otro rebafio 0,41
Desparasitacion de terneros Desparasitacion de adultos 0,92
Cercado Division de pastos 0,40
Niumero de bovinos Niumero de vacas 0,65
Numero de terneros 0,91
Total hectareas de la granja 0,68
Hectareas utilizadas por el ganado 0,65
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Tabla R14. Variables independientes eliminadas debido a la colinearidad (Rho de
Spearman / r de Pearson 2 [0,4]) entre las variables nominales asociadas con la
seropositividad a Neospora caninum.

Variable incluidas Variable eliminadas Rho de
Spearman
Aptitud (Lactea) Pastos 0,41
Cama - tierra -0,51
Provincia andina 0,64
Numero de terneros Tamarno total 0,52
Agua de rio/arroyo Agua pozo -0,88
Instalaciones Establos 0,41
Cercado -0,47
Visita Veterinario Otras visitas -0,88
Reposicién Reposicidn externa 0,81

3. Analisis multivariable

Tras la seleccion de variables realizado en el andlisis bivariable, la
asociaciéon entre las variables independientes y la seropositividad de los distintos
agentes se evalud a través de modelos GEE (Generalized Estimating Equations
model), incluyendo la granja como efecto aleatorio. La definicion del modelo
o6ptimo se basé en el criterio de casi-verosimilitud bajo el modelo de
independencia (QIC). En las tablas expuestas a continuacién (tabla R15 a tabla
R18) se exponen modelos obtenidos con las variables que mostraron asociacién
significativa (p <0,05) con la seropositividad a Brucella, Coxiella burnetii, L.
interrogans serovar Hardjo y Neospora caninum, respectivamente. En los cuatro
modelos se incluye la variable edad; la variable sexo esta asociada con la
seropositividad de Brucella y C. burnetii, y desinfeccién del cordén umbilical con la

seropositividad de C. burnetii y L. interrogans serovar Hardjo.
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Tabla R 15. Modelo GEE y factores de riesgo significativamente asociados (p<0,05) a
seropositividad con Brucella en granjas de aptitud lactea y mixta en Ecuador.

Variables Categoria p OR* 95% CI

Sexo Hembra 0,001 2,03 1,32-3,13
Macho

Aptitud Lactea 0,016 1,79 1,11-2,87
Mixto

Instalaciones Si 0,006 1,80 1,19-2,74
No

Alimentacién Ad libitum Si <0,001 0,32 0,19-0,54
No

Edad - 0,023 1,005 1,00-1,02

Pend.lente media de la - 0,020 1,013 1,00-1,03

granja (%)

Porcentaje anual de - 0,031 1,016 1,00-1,03

abortos

Criterio del modelo de independencia (QIC): 2149,6
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Tabla R 16. Modelo GEE y factores de riesgo significativamente asociados (p<0,05) a
seropositividad con Coxiella burnetii en granjas de aptitud lactea y mixta en

Ecuador.
Variable Categoria p OR Closo,

Edad <0,001 1,01 1,01-1,01

Alimentacion de terneros Sustituto 0,017 1,94 1,1-3,3
Leche - - -

Seropositividad BRSV Si 0,032 1,54 1,1-2,3
No - - -

Desinfeccion del cordon Si 0,005 0,60 0,4-0,9

umbilical No - - -

Criterio del modelo de independencia (QIC): 2071,7
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Tabla R 17. Modelo GEE y factores de riesgo significativamente asociados (p<0,05)
a seropositividad con Leptospira interrogans serovar Hardjo en granjas de
aptitud lactea y mixta en Ecuador.

Variable Categoria P OR Clos
Cama Viruta 0,009 9,152 1,73-48,30
Desparasitacion de terneros  Sj 0,036 1,592 1,03-2,46
No - - -
Seropositividad Coxiella Si 0,018 1,423 1,06-1,90
burnetii No . . -
Pediluvios Si 0,030 8,403 1,23-57,57
No - - -
Edad 0,041 1,004 1,00-1,01
Sexo Hembra 0,002 1,462 1,01-2,12
Macho - - -
Estaciéon Humeda 0,002 2,850 1,47-5,53
Seca - - -
Desinfeccién del cordén Si 0,000 0,431 0,27-0,68
umbilical No . . -

Criterio del modelo de independencia (QIC): 2089,24
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Tabla R 18. Modelo GEE y factores de riesgo significativamente asociados (p<0,05) a
seropositividad con Neospora caninum en granjas de aptitud lactea y mixta en

Ecuador.

Variables Categoria p OR Closo,
Edad >48 0,007 1,278 1,07-1,53
Reposicién externa 0,005 1,32 1,09-1,60
Numero de terneros <9 0,003 1,39 1,11-1,72
Rumiantes salvajes 0,011 1,36 1,08-1,73

Criterio del modelo de independencia (QIC):2859,52
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4. Asociaciones entre los distintos agentes

Los resultados obtenidos se relacionaron para todos los agentes con el
objetivo de determinar posibles asociaciones; en la tabla R19 y R20 se observa la
asociaciéon entre los agentes bacterianos y los valores calculados de Chi y la Odds
Ratio respectivamente.

Tabla R 19. Asociacidon de la seropositividad de los agentes reproductivos incluidos en el
estudio

Brucella Coxiella Leptospira Neospora

Positivo Positivo Positivo Positivo

(n®/%) (n%/%) (n%/%) (n%/%)
Brucella % Positivo - 97 (21,8) 100 (22,5) 160 (36,0)
% Negativo - 288 (13,0) 341 (154) 720 (32,4)
Coxiella % Positivo 97 (25,2) - 95 (24,7) 111 (28,8)
% Negativo 348 (15,3) - 346 (15,2) 769 (33,7)
Leptospira % Positivo 100 (22,7) 95 (21,5) - 153 (34,7)
% Negativo 345 (15,5) 290 (13,0) - 757 (32,7)
Neospora % Positivo 160 (18,2) 111 (12,6) 153 (17,4) -
% Negativo 285 (16,0) 274 (15,3) 288 (16,1) -

Tabla R.20. Estadisticos de la asociacion de la seropositividad de Brucella, Coxiella
burnetii, Leptospira Hardjo y Neospora caninum

Brucella Coxiella Leptospira Neospora
Brucella Chi (p) - 23,40 (<0,001) 13,61(<0,001) 2,10 (0,148)
OR (IC) - 1,87 (1,5-2,4) 1,60(1,2-2,1) 1,17 (0,9-1,4)
Coxiella Chi (p) 23,40 (<0,001) - 21,60 (<0,001) 3,53 (0,060)
OR (IC) 1,87 (1,5-2,4) - 1,83 (1,4-2,4) 0,80 (0,6-1,0)
Leptospira  Chi (p) 13,61 (<0,001) 21,60(<0,001) - 0,69 (0,406)
OR (IC) 1,60 (1,2-2,1) 1,83(1,4-24) - 1,10 (0,9-1,4)
Neospora  Chi (p) 2,10 (0,148) 3,53 (0,060) 0,69 (0,406) -
OR (IC) 1,17 (0,9-14) 080(0,6-1,0) 1,10(0,9-14) -
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5. Mapas coropléticos

Los resultados obtenidos en el andlisis serolégico se acoplaron a la
informacién obtenida en las encuestas con respecto a la ubicaciéon geografica de
cada una de las unidades de produccién intervenidas; se establecié asi una
representacion grafica sobre la distribucion de la prevalencia de cada una de las
enfermedades en estudio a nivel individual y de rebafio. Los mapas obtenidos se

observan en las figuras R1 a R8.
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Figura R1. Seroprevalencia de Brucella por individuos en granjas bovinas de
produccion lactea y mixta por provincias de Ecuador.
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Figura R2. Seroprevalencia de Brucella en rebafios bovinos de producciéon lactea y
mixta por provincias de Ecuador.
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Figura R3. Seroprevalencia de Coxiella burnetii por individuos en granjas bovinas de
produccion lactea y mixta por provincias de Ecuador.
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Figura R4. Seroprevalencia de Coxiella burnetii en rebafios bovinos de produccion
lactea y mixta por provincias de Ecuador.
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Figura R5. Seroprevalencia de Leptospira interrogans serovar Hardjo por

individuos en granjas bovinas de produccion lactea y mixta por provincias de

Ecuador.
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Figura R6. Seroprevalencia de Leptospira interrogans serovar Hardjo en rebafios
bovinos de produccion lactea y mixta por provincias de Ecuador.
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Figura R7. Seroprevalencia de Neospora caninum por individuos en granjas bovinas
de produccion lactea y mixta por provincias de Ecuador.
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Figura R8. Seroprevalencia de Neospora caninum en rebafios bovinos de produccion
lactea y mixta por provincias de Ecuador.
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Discusion

El disefio y cobertura a nivel nacional en el desarrollo del presente estudio
permite obtener una imagen clara de la situacion epidemiolédgica de los rebafios
bovinos del Ecuador con respecto a los agentes en estudio. En el presente capitulo
se analizan los resultados expuestos acerca de la seroprevalencia y factores de
riesgos asociados a la infeccion por Brucella, Coxiella burnetii, Leptospira Hardjo y
Neospora caninum en rebafios bovinos de produccién lactea y mixta; se espera con
ello contribuir al conocimiento y disefio de propuestas y politicas orientadas al

control y posible erradicacién de estas enfermedades.

Brucella.

Existen informes que aseveran la existencia de la brucelosis en
Latinoamérica desde la primera década del siglo veinte (Lucero y cols., 2008). En
los paises limitrofes con Ecuador, Colombia y Pert, no existe excesiva informacion
publicada en medios fiables sobre la situacion de la brucelosis bovina. En una
localidad de Colombia se realiz6 en el afio 2003 un estudio sobre 756 muestras de
leche de 200 rebafios bovinos en el que se determin6 un 19,7% de prevalencia
(Rivera y cols., 2003). Por otra parte, en Pery, en el afio 2011, Zavala y cols.
sefialaron una prevalencia del 0,02% en rebafios bovinos de una localidad de la
amazonia. En Ecuador, el primer estudio epidemioldgico de brucelosis bovina se
remonta al afo 1979, encontrando una prevalencia entre 1,3 y 10,6%
(AGROCALIDAD, 2009). Recientemente se han publicado estudios que describen la
presencia de brucelosis bovina en localidades del norte del pais, con prevalencias

comprendidas entre 0% y 12,5% (Poulsen y cols., 2014; Rodriguez y cols., 2015).

En Ecuador no existen estudios epidemioldgicos previos acerca de la
dispersion publicados en revistas de difusién internacional, si bien se han
encontrado algunos estudios locales realizados en el ambito universitario donde se
observa una gran variabilidad (1-48%). En este rango se sitian también los
resultados obtenidos en nuestro estudio (45,1%). Respecto a otros paises de

Sudameérica, los estudios sefialan también gran variabilidad: de 0,02% a 41,19% en
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Brasil (Chiebao y cols.,. 2015), 0,7% en Uruguay o 12,4% in Argentina (Aznar y
cols., 2014; Forty cols., 2015).

Respecto a la prevalencia individual nuestro hallazgo (17,0%) es superior a
resultados encontrados en estudios previos realizados por organismos oficiales
(10,1%) desde 2004 a 2009. En Ecuador existe un Programa Nacional de Control
de Brucelosis Bovina establecido desde el afio 2009 (AGROCALIDAD, 2009), pero
es de aplicacion voluntaria, no habiéndose encontrado que se siguiese en ninguna
de las explotaciones bovinas muestreadas, por lo que no ha interferido con los
resultados hallados en nuestro estudio. A nivel de Sudamérica, la prevalencia
hallada en distintas publicaciones resulta sensiblemente inferior a la encontrada
en nuestro estudio: 0, 4% en Uruguay, 0,2% en Chile, 1,8% en Argentina, 2,27% en
Bolivia y 3,15% en Paraguay, si bien algunos estudios localizados constatan la gran
variabilidad que puede existir en diferentes zonas de paises como Brasil, donde se
seflalan prevalencias del 0,06% en el sur del pais (Aznar y cols., 2014), 7,7% al
suroeste (de Alencar Mota y cols., 2016) y 10,20% en el medio oeste (Aznar et al.
2014).

En las figuras R1 y R2 se observa que Manabi es la provincia que registra
mayor seropositividad a nivel individual como de rebafio. Las provincias de la
sierra, Azuay y Pichincha presentan también mayor seropositividad a nivel
individual y de rebafio respectivamente. Estas tres provincias se caracterizan
porque concentran el mayor nimero de animales, tienen la mayor produccién de
leche a la vez que se observa mayor movilidad del ganado debido a la

comercializacién que existe en estas zonas.

Respecto a las variables incluidas en el modelo multivariable (tabla R 15), la
primera variable incluida fue el sexo. Las hembras presentaron mayor prevalencia,
lo cual se comprende debido a las condiciones favorables para el crecimiento y
permanencia de la bacteria en el tracto reproductivo, en especial en el utero
gravido (Tesfaye y cols., 2011). Las células de la placenta contienen gran cantidad
de receptores de manosa a los que se adhieren este tipo de moléculas presentes en

el extremo terminal del LPS de Brucella; a ello se suma el tropismo por el eritritol

164



Discusion

placentario bovino que promueve el crecimiento de B. abortus (Rivers y cols.,
2006; Olsen y Tatum, 2010) y consecuentemente la proliferacion en los
trofoblastos de la placenta que rodean al feto ocasionando una infeccién crénica,
placentitis, muerte fetal y aborto (Poester y cols., 2013). En este sentido las
hembras infectadas eliminan grandes cantidades de Brucella durante el parto o en
el aborto constituyéndose en la principal fuente de infecciéon y responsable del
mantenimiento de la enfermedad en el rebafio. El hecho de que usualmente en los
rebafios se separen los machos de las hembras puede también contribuir a la

prevalencia significativamente mayor encontrada en las hembras.

Con respecto a la aptitud de la granja, los rebafios destinados a produccién
de leche presentaron una prevalencia mayor que los rebafios destinados a
producciéon mixta (carne - leche). En Ecuador es una practica comuin el manejo
extensivo a través del pastoreo diario en pequefias extensiones o por “sogueo”,
practica en la que el animal se mantiene atado por medio de una cuerda al suelo
del pastizal y consume el alimento de una extensién no mayor a 1,5 metros. Este
practica de manejo determina que los animales pasen la mayor parte del tiempo en
el pastizal y se los retina diariamente en pequefias areas para realizar el ordefio o
para acceder a las fuentes de agua. Consecuentemente, el aborto se produce en las
zonas de pastoreo incrementando el acceso de los animales al forraje y agua
contaminados, asi como el riesgo de contacto entre los animales infectados y sanos.
Este sistema de manejo podria conducir al aumento de la prevalencia que se da en
los rebafios de produccion de leche. Es conocido que el riesgo para la transmision
de Brucella se reduce en sistemas de manejo extensivo por la baja densidad de
animales en el drea y menores probabilidades de contacto entre los animales
(Moreno, 2002); sin embargo, como reporta Aparicio (2013), el hecho de que las
vacas lecheras tengan mayor incidencia de la enfermedad viene determinado por
la convivencia cercana entre los animales, que se favorece en este tipo de

explotacion.

En cuanto a la presencia de instalaciones (establos, salas de ordefio, mangas

de manejo, etc.) como factor de riesgo, su inclusién de justifica por el mayor
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contacto que presentan los animales al ser introducidos en este tipo de

explotaciones, lo que incrementaria las posibilidades de contagio.

La siguiente variable del modelo fue la alimentacion ad libitum. De acuerdo
a las caracteristicas de manejo de los rebafios en Ecuador, la alimentacion
disponible de forma permanente es la que obtienen los animales mediante
pastoreo, tratdndose en Ecuador, en su mayoria, de pastizales viejos que se
mantienen con fertilizacién organica e inorganica; este tipo de manejo se ve
alterado con la estacién seca y la ausencia de sistemas de riego que impiden una
recuperacién adecuada de los pastizales, por lo que el valor nutritivo que aporta a
los animales es bajo. Ademas, la suplementacién con pienso, minerales o vitaminas
es una practica inusual y suele ser frecuente encontrar animales en estado de
desnutricion. Martin y cols. (2008) reportaron la reduccién de la respuesta inmune
durante periodos de restricciéon de alimento, mientras que (Beldomenico y Begon,
2010) establecieron que los individuos en condiciones nutricionales deficientes
pueden ser mas susceptibles a las infecciones, agravando ain mas su condicion y
aumentando el riesgo de sufrir nuevas infecciones, lo que explicaria el por qué la
alimentacién ad libitum se correlaciona con una menor prevalencia. Los animales
malnutridos infectados, constituirian ademas una nueva fuente infecciéon dentro de

la poblacién, propiciando un mayor contagio.

La edad es un factor de riesgo relacionado con el hospedador (Chand y
Chhabra 2013, ) y diversos autores han seflalado su asociacién con la presencia de
brucelosis bovina (Boukary y cols., 2013; Mugizi y cols., 2015). En este sentido, en
diversos estudios se describe una mayor seropositividad en los bovinos adultos
respecto a los jovenes (Asmare y cols.,, 2010; Chand y Chhabra, 2013; Dirar,
Nasinyama y Gelalcha, 2015; Ali y cols., 2017). Por otra parte la madurez sexual
supone un determinante importante de la enfermedad, es decir, los animales
sexualmente inmaduros son menos sensibles a la brucelosis (Radostits y cols,,

2000).

En referencia a la pendiente media de la granja, se encontr6 que la

seropositividad de Brucella aumentd en las granjas ubicadas en terrenos que
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presentaron un mayor desnivel. Esta variable se ha sefialado previamente como
factor de riesgo para la infeccion por el Herpesvirus Bovino 1 en Ecuador
(Carbonero y cols., 2011). La pendiente media de la finca fue estimada midiendo
diferentes puntos tomados al azar en la finca. En alrededor del 25% de las
explotaciones se observaron pendientes medias superiores al 30%. El gran
esfuerzo continuo que los animales que viven en estas granjas necesitan hacer,
junto con una dieta pobre, podria afectar al sistema inmune, predisponiendo a los
animales a las formas clinicas, y con ello, a una mayor eliminacién y contagio del

agente.

De acuerdo al modelo se identificé una asociacién directa entre el aborto y
la seropositividad de Brucella. En bovinos es sobradamente conocido el papel que
tiene este agente como causante de problemas reproductivos como abortos,
nacimiento de terneros débiles o infertilidad (de Alencar Mota y cols., 2016),
siendo el aborto el signo mas comun de la enfermedad en bovinos (Ali y cols.,
2017). Los animales infectados excretan gran cantidad de bacterias a través de los
fetos, placentas y secreciones que contaminan el entorno y lo constituyen en una
fuente de infeccién para los hospedadores susceptibles (Castro y cols., 2005; Olsen

y Tatum, 2010).

Coxiella burnetii.

A nivel de América del Sur se han realizado pocos estudios sobre la
presencia de C. burnetii, estando la mayor parte relacionados con casos en la
poblaciéon humana. Un estudio realizado en Colombia en el afio 1977 sefiala una
prevalencia del 25% en bovinos (Ruiz, 1977). Por otra parte, en Chile, en el afio
2003 se hall6 un 14% de prevalencia en un rebafio ovino importado, estudiado por
su implicaciéon en un brote de Fiebre Q en el personal de una Estacién
Cuarentenaria Pecuaria (Gonzalez y Moreira, 2003). Asi mismo, se realizé otro
estudio en ganado caprino de Venezuela donde se hall6 una prevalencia del
60,63% (Oropeza y cols., 2010). Esta falta de estudios a nivel de la region puede
determinar que se trate de una infeccion y enfermedad subdiagnosticadas, con las

repercusiones subsecuentes que de ello pueda derivar sobre la salud animal y
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humana. Este ha sido el primer estudio que se ha realizado en ganado bovino sobre

este agente en Ecuador.

La prevalencia individual que hemos encontrado (12,6%) se ubica dentro
de los valores reportados a nivel mundial, que oscilan desde el 0,6% en Australia
(Banazis y cols., 2010) al 46,6% en Japdén (Guatteo y cols., 2011). En paises tan
diversos como Dinamarca (Paul y cols., 2014) o Corea del Sur (Lyoo y cols., 2017)
se han observado prevalencias similares a las determinadas en nuestro estudio

(9,1y 10,5%, respectivamente).

La dispersion obtenida fue del 46,9%, valor que también se encuentra entre
los datos publicados a nivel mundial. Asi, Polonia registra el 0,6% y Alemania el
17,7%, en contraste con Suecia y Dinamarca que reportan el 61,4% y 75%,
respectivamente (EFSA, European Food Safety Authority, and ECDC y cols., 2012).
En Canadj, la prevalencia alcanza el 67% mientras que en Estados Unidos se
describen prevalencias comprendidas entre el 1% y el 73% (McCaughey y cols.,
2010). Los valores de la prevalencia intrarrebafio en nuestro estudio oscilaron
entre el 8% a 100% (media: 25.0%; Q1: 12.5%, Q2: 25.0%, Q3: 37.5%), valores
similares a los sefialados por Guatteo y cols. (2011) al realizar el analisis de varios
estudios de prevalencia (media: 26.3%, Q1:21.8%, Q3: 38.2%). Al comparar las
figuras R3 y R4 se puede observar la similitud en la distribuciéon de la
seropositividad individual y a nivel de rebano, destacandose los mayores niveles

en las provincias ubicadas en la sierra norte y en la provincia costera de Manabi.

Con respecto a los factores relacionados con la seropositividad de C. burnetii
(tabla R.16), se sefiala la mayor edad de los bovinos como un factor de riesgo en la
seroprevalencia de C burnetii, resultado que coincide con los encontrados por
otros autores (Alvarez y cols., 2012; Mazeri y cols., 2012; Paul y cols., 2012). La
explicacion para esta observacion se justifica, al igual que en otros agentes
infecciosos, con que la probabilidad de la exposicién a la bacteria aumenta con la
edad (McCaughey y cols., 2010; Ruiz-Fons y cols., 2010; Garcia-Ispierto y cols.,
2011; Paul y cols., 2014), uniéndose a ello la capacidad de C. burnetii para causar

infecciones persistentes durante toda la vida del animal (Bottcher y cols., 2011).
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La alimentacion de terneros con sustitutos de leche se asocid
significativamente con una mayor seropositividad de C. burnetii en el modelo GEE.
Este resultado podria explicarse debido a las condiciones de manipulacién al
preparar los sustitutos de la leche materna. En este sentido, los baldes y otros
fomites e incluso el agua que se utiliza para reconstituir el producto podria
contribuir a la transmision indirecta entre los terneros si no se limpian y
desinfectan profundamente, algo comun en las granjas ecuatorianas. Otra posible
explicacién estaria relacionada con el reducido valor nutricional de los sustitutos
de leche de baja calidad (frecuentemente utilizados en Ecuador) comparado con la

leche materna.

Se observo una asociacién entre las seropositividades de C. burnetii y del
Virus Respiratorio Sincitial Bovino. La presencia de los dos agentes se ha descrito
en el tracto respiratorio inferior bovino (Brodersen, 2010; Knobel y cols., 2013) y
en un estudio seroldgico realizado en bovinos del trépico de México (Barajas Rojas,
1998). Aunque la direccién de esta asociacion no esta clara, el Virus Respiratorio
Sincitial Bovino podria causar inmunosupresion (Woldehiwet y Sharma, 1992),
sugiriéndose por tanto que la infeccion por este virus seria un factor

predisponente para la infeccion por C. burnetii.

No han encontrado estudios previos que describan la relaciéon entre la
desinfeccion del cordén umbilical y la seropositividad de C. burnetii. El resultado
obtenido sugiere que el cordén umbilical podria ser una posible via de transmisién
para C. burnetii, una posibilidad real en un pais donde la limpieza del area de
partos no es frecuente. Ademas, la forma resistente de C. burnetii puede sobrevivir

durante largos periodos, contaminando asi el cordén umbilical al nacer.

El hecho de que el estudio se haya realizado en rebafios bovinos
caracterizados por su baja produccion y deficientes condiciones técnicas y de
manejo agrega valor a este trabajo y muy probablemente explica por qué los
factores de riesgo identificados aqui son diferentes de los encontrados en otros

estudios de paises industrializados. Factores tales como la cuarentena de los
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animales recién comprados o la aplicacion de practicas de higiene o de
bioseguridad adoptadas por los veterinarios antes de entrar en el establo se han
descrito previamente como asociados con la proteccion frente a la infeccion por C.
burnetii (Paul y cols., 2012); sin embargo no fueron identificados en el presente
estudio, muy probablemente debido a las bajas frecuencias de estas practicas en
Ecuador. No se evalu6 el uso compartido de maquinas entre las granjas (Agger y
cols.,, 2013) o la trashumancia de ganado vacuno (Mazeri y cols., 2012) debido a
que estas practicas no se realizan en los sistemas de produccién ganadero en

Ecuador.

Leptospira interrogans serovar Hardjo.

La leptospirosis bovina se encuentra ampliamente diseminada a nivel
mundial con prevalencias muy variables que van desde el 0,8% en Canada (Van De
Weyer y cols., 2011) al 91% en Chile (Salgado y cols., 2015). Ecuador no esta
exento de esta realidad, ubicandose la prevalencia individual (13,7%) entre los
valores descritos. Dicha prevalencia resulta sensiblemente inferior a la descrita en
otros paises sudamericanos, como Brasil (65,5%) (Chiebao y cols., 2015), Colombia
(60,9%) (Ochoa y cols., 2000), Venezuela (51,84%) (Gonzalez Gontafalla y Rivera

Pirela, 2015) o la previamente mencionada de Chile.

La dispersion de nuestro estudio (42%), resulta similar a la descrita en
paises tan dispares como Espafia (42,8%) (Alonso-Andicoberry y cols., 2001) o
Bangladesh (47,27%) (Parvez y cols., 2015). Al igual que sucediera con la
prevalencia individual, la dispersién hallada es inferior a la observada en otros
paises del entorno geografico como Brasil (89,7%) (Pimenta y cols., 2014) y 98,8%
(Chiebao y cols., 2015), Chile (75%) (Salgado y cols., 2014) o Venezuela (80,51%)
(Gonzalez Gontafalla y Rivera Pirela, 2015). En contraste, en Colombia se ha

descrito una menor dispersion (21,7%) (Hernandez-Rodriguez y cols., 2011).

Al observar las figuras R5 y R6 la mayor prevalencia tanto individual como
del rebafio se observa en las provincias de Pichincha, Manabi y Santo Domingo; las

dos ultimas provincias y algunas zonas de la provincia de Pichincha se caracterizan
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en su mayor parte por ser zonas de clima calido y humedo; al igual que en otras
provincias del pais, el sistema de manejo generalmente es extensivo y una
caracteristica importante en estas tres provincias es la alta movilidad de los
animales por el comercio existente. Estas condiciones se han presentado en varios
estudios como factores asociados a la supervivencia de las leptospiras y a la
transmision de la enfermedad (Hernandez-Rodriguez y cols., 2011; Salgado y cols.,

2014, 2015; Chiebao y cols., 2015; Favero y cols., 2017)

En relaciéon al modelo GEE (tabla R.17), la cama de viruta constituye un
factor de riesgo para la seropositividad de Leptospira Hardjo en los rebafios
bovinos de produccién lactea y mixta de Ecuador, factor que se explicaria por la
mayor supervivencia ambiental que esta bacteria presentaria en este tipo de
sustrato tras una contaminacion procedente por lo general de la orina de los
animales infectados. El papel de la orina en la transmisién de la leptospirosis esta
ampliamente documentado (Levett, 2004; Lilenbaum y Martins, 2014). La cama de
viruta se mantiene en los establos durante periodos de tiempo prolongados,
acumulando orina y otros desechos organicos. Se ha descrito que en las
condiciones adecuadas de temperatura y humedad las leptospiras pueden
sobrevivir durante varios dias e incluso algunas semanas (Acha y Szyfres, 2001;

Alonso-Andicoberry y cols., 2001; Bolin, 2003).

La desparasitacion de terneros también ha sido incluida en el modelo como
un factor de riesgo, probablemente relacionado con las condiciones de higiene
inadecuada de este tipo de actividades (principalmente, la ausencia de reemplazo
de agujas entre animales e incluso rebafios), que propiciarian un contagio
percutaneo (Carbonero y cols., 2015). Por otra parte, estd sobradamente
demostrado que es precisamente la percutanea la principal via de contagio de la

leptospirosis (Levett, 2004; Adler, 2014).

Se ha encontrado una asociacion entre las seropositividades de C. burnetii
y L. interrogans serovar Hardjo. Aunque las asociaciones entre los agentes
incluidos en esta tesis se discutirdn al final de la discusién, consideramos
relevante desarrollar esta asociacion al formar parte del modelo GEE. Existen

estudios previos donde se ha
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descrito la presencia conjunta de los dos agentes (Mazeriy cols., 2012; Vongxay y
cols,, 2012). Es posible que una primera infecciébn con C. burnetii debilite la
respuesta inmunoldgica del animal haciéndolo mas susceptible a la infeccién con
L. interrogans serovar Hardjo. C. burnetii tiene un ciclo de vida intracelular
obligatorio y posee un sistema de secrecién tipo IV, creyéndose que durante
la replicacion en las células fagociticas del hospedador, C. burnetii modifica la
respuesta inmune del huésped (Ghigo y cols., 2009; Bewley, 2013), lo que
apoyaria nuestra explicacion.

La presencia de pediluvios en las granjas es otro factor de riesgo para
la seropositividad de L. interrogans serovar Hardjo en los rebafos bovinos en
estudio. Esta bacteria puede sobrevivir en el medio ambiente durante
largos periodos de tiempo, especialmente en el principal habitat natural del
microorganismo que es el acudtico y, mas concretamente, las aguas
superficiales (Acha y Szyfres, 2001; Xue, Yan y Picardeau, 2009). Resulta
sumamente frecuente en las explotaciones ecuatorianas que no se realice
un correcto manejo de los pediluvios, apenas realizandose reposicion de los
desinfectantes. Asi, la posibilidad de que orina contaminada con leptospiras
procedente de los bovinos, e incluso de roedores, contamine estos pediluvios,
ya sin poder desinfectante alguno, seria altamente plausible, perdiendo su
papel profilactico para convertirse en una fuente de infeccion. El contacto de
los animales con agua contaminada es un factor de riesgo ampliamente
reconocido para la transmisiéon y permanencia de la enfermedad en un rebafio

R0t 7dn y cols., 2009; Adler y Moctezuma, 2010; Martins y Lilenbaum,

La siguiente variable incluida en el modelo fue la estacién humeda. En la
variable anterior ya hemos resaltado el papel fundamental que juegan los
ambientes acuaticos en la supervivencia y difusiéon de este tipo de bacterias. No
sorprende, en consecuencia, el hecho de que hayamos observado un incremento
significativo de la prevalencia durante la estacion huimeda. Otros autores han
sefialado previamente un incremento de los casos clinicos acontecido durante la

época lluviosa (Acha and Szyfres, 2001; Parvez y cols., 2015).
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Al igual que en los modelos anteriores, la edad también ha sido incluida
como factor de riesgo en el modelo de Leptospira. Consideramos que las razones
argumentadas para los agentes anteriores, también de etiologia bacteriana, siguen
siendo validas para esta bacteria: mayor tiempo de exposicién (Van Do Weyer y
cols., 2011; Mughini-Gras y cols., 2014). Otros autores han observado previamente
una asociacion entre la edad y la infecciéon con Leptospira (Schoonman y Swai,

2010; dos Santos y cols., 2012).

El sexo fue otra variable relacionada con el hospedador incluida en el
modelo, presentando las hembras mayor seropositividad frente a L.
interrogans serovar Hardjo. Ramirez y Rivera (1999) senalaron que las hembras
estdn sometidas a un mayor riesgo de exposicién a Leptospira debido al manejo
a distintos condicionantes como el parto o el ordefio, que propiciarian la
transmision principalmente por via percutanea (microheridas en los pezones,
prolapsos, dilatacion del aparato reproductivo, etc.). Ademas, se debe
considerar que estos animales pueden estar inmunocomprometidos por el
estrés causado por la desnutricién, parto y/o lactancia (Woodford, 2009),
aumentando por ello su susceptibilidad a la infeccién.

A diferencia de los factores anteriormente descritos, la desinfeccién del
corddn umbilical se ha incluido en el modelo como un factor de proteccion. Esta
practica de manejo impide la entrada de bacterias a través del cordon umbilical

después del nacimiento (Sigurdson, y cols., 2004; Carbonero y cols., 2015).

Neospora caninum.

Este agente, el tinico de etiologia parasitaria incluido en nuestro estudio, se
encuentra distribuido a nivel mundial, siendo considerado uno de los principales
patégenos reproductivos. En América Latina se ha descrito su presencia en
Argentina, Brasil, Chile, Costa Rica, Paraguay, Pert, Uruguay y Venezuela (Osawa y
cols., 2002; Moore, 2005; Romero y cols., 2005; Bafiales y cols., 2006; Lista-Alves y
cols., 2006; Bruhn y cols., 2013). En el presente estudio, ha sido el agente que ha
presentado una mayor prevalencia (33,2%) en las granjas de ganado lechero y de

doble propédsito de Ecuador. La seropositividad observada se situa dentro del
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rango de valores descrito por otros autores en Sudamérica, habiéndose realizado
estudios en Brasil (14.7%) (Chiebao y cols., 2015), Venezuela (17,23%) (Suarez y
Maldonado, 2012). Argentina (20,3%) (Fort y cols., 2015), Uruguay (28,8%)
(Furtado y cols., 2011), Paraguay (29,8%) (Osawa y cols., 2002) y Colombia (45%)
(Medellin, Anaya and Becerra, 2017). Con respecto a la dispersion, el valor
obtenido 78,2% resulta notablemente elevado y similar a las dispersiones
reportadas en Uruguay (73,8%) (Bafiales y cols., 2006), Brasil (87.4%) (Chiebao y
cols., 2015) y Venezuela (91,94%) (Suarez y Maldonado, 2012).

Al observar las figuras R7 y R8 se evidencia que N. caninum se encuentra
ampliamente distribuida en los rebafios bovinos de Ecuador. En las provincias del
sur y centro de la serrania ecuatoriana se observan las prevalencias mas altas a
nivel individual al igual que en la provincia costera de Manabi. Por otra parte, la
dispersion de N. caninum es elevada en todas las provincias en estudio, siendo ain
mas relevante en Azuay, Zamora Chinchipe, Cotopaxi, Tungurahua y Manabi; estas
provincias pertenecen a las tres regiones geograficas del pais: sierra, costa y

oriente.

A continuacidn se describen las variables asociadas a la seropositividad de
N. caninum, expuestas en la tabla R 18.

La edad de los animales, en concreto a partir de 48 meses de vida (valor de
la mediana de la variable), supuso un factor de riesgo en el modelo GEE. En el
mismo sentido que sucediera en los modelos anteriores, la mayor edad supone un
factor de riesgo por el mayor tiempo que tienen los animales para infectarse,
maxime considerando que las infecciones por este agente se prolongan durante
toda la vida del animal(Bartels y cols., 2006; Dubey y cols., 2007). En Ecuador, es
comun encontrar en los rebafios de produccién lactea animales que superan los 8 -
10 o mas afios de edad en las granjas. La permanencia de los animales adultos en la
granja esta supeditada al sacrificio o venta de estos animales como fuente eventual

de ingreso econdmico o por enfermedad.

Otro factor asociado con la seropositividad a N. caninum es la reposicion

externa, hallazgo similar al descrito por (Beck y cols., 2010; Asmare y cols., 2013).
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La reposiciéon de animales en las granjas se realiza ocasionalmente, siendo mas
frecuente la compra de terneros muy jovenes o adultos ya entrados en fase de
declive productivo debido a su menor precio. Por otra parte, la compra de estos
animales se realiza sin una certificacion sanitaria que valide el ingreso de animales
sanos a la granja. En consecuencia, la reposicion con animales infectados
provenientes de fuentes externas podria contribuir a la introduccion de la
infeccion en la granja. Otros autores han descrito que una buena politica de
reposicion puede contribuir a disminuir la prevalencia de Neospora, al reponer de
explotaciones certificadas como libres y realizar un desvieje selectivo de animales
positivos (Barling y cols., 2001; Dubey y cols., 2007). Sin embargo, como ya se ha

mencionado, este tipo de practica es marcadamente infrecuente en Ecuador.

Un numero menor de terneros en la granja se asocié en el modelo como
factor de riesgo para la seropositividad de Neospora caninum. Resulta una practica
habitual que los individuos en esta etapa inicial se mantengan durante varias
semanas cerca de la casa del cuidador o del ganadero, precisamente los lugares en
los que con mayor frecuencia deambulan los perros. Estos animales son parte
fundamental (e imprescindible) del ciclo vital de N. caninum, siendo sus
hospedadores definitivos de N. caninum. La eliminacion de ooquistes a través de
las heces caninas se produce de forma intermitente, contaminado las areas o
instalaciones para la alimentacién del ganado (Basso y cols., 2010). Un estudio
realizado en un rebafio afectado por una infeccién postnatal reciente relaciond la
seropositividad frente a N. caninum con la vivienda comin de los animales,
determinado la estrecha relacién de la infecciéon con el area de alimentacién

(Dubey y cols., 2007).

La variable rumiantes salvajes fue el tltimo de los factores de riesgo incluido en el
modelo. Algunos autores han sefalado la infecciéon por N. caninum en rumiantes
salvajes (Bregoli y cols., 2006; Almeria y cols., 2007; Panadero y cols., 2010; Garcia-
Bocanegra y cols., 2012). Si bien ain no ha podido ser demostrada la existencia de
un ciclo silvestre o selvatico de N. caninum, estos hallazgos apoyarian la
explicacion de que realmente existe en Ecuador una interrelacion entre el ganado

bovino y los rumiantes salvajes en el ciclo de Neospora, tal y como sugieren
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nuestros resultados. Observaciones similares han sido sefialadas en otros estudios
acerca de este agente en el ganado bovino (Almeria y Lopez-Gatius, 2013). La
presencia de rumiantes salvajes en las areas de pastoreo resulta frecuente en
Ecuador, especialmente en las granjas que estan cerca o dentro de las zonas de

amortiguamiento de areas protegidas.

Asociacion de agentes

Al analizar las tablas R19 y R20, se observa una asociacion entre la
seropositividad de todas las infecciones de etiologia bacteriana (p<0,001). Es
importante resaltar el hecho de que las asociaciones, en todos los casos, poseen un
sentido positivo (cuando se incrementa la seroprevalencia para un agente, también
aumenta para otro). En contraste, no se han hallado asociaciones significativas

entre ninguno de los agentes bacterianos y Neospora caninum (tabla R20).

Al respecto, todos los agentes bacterianos son Gram negativos con una
estructura similar en los LPS de su pared bacteriana y, al igual que Neospora
caninum poseen condicionantes comunes en su transmision tales como la edad,
mal manejo, deficientes medidas higiénicas entre otros; estos son factores que
condicionan la entrada de un agente y como los mecanismos de transmisiéon son
similares, también van a condicionar la entrada de los otros agentes; al estar
correlacionados es normal que si se incrementa la probabilidad de transmision de

un agente incremente la probabilidad de transmisién de otro.

Podria sugerirse la existencia de variables confundentes, sin embargo la inica
variable que ha salido comun a todos los modelos es la edad; sin embargo, no
parece que esta sea variable confundente porque siendo comun a Neospora, no

existe asociatividad entre los agentes bacterianos y Neospora.

Plan de lucha

En Ecuador no existen programas oficiales de control frente a la
leptospirosis, fiebre Q y neosporosis en los animales, no habiéndose realizados
estudios epidemioldgicos previos acerca de dichas enfermedades ni de los agentes

etiologicos que las originan. Se encuentra en vigencia el Plan Nacional contra la
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Brucelosis Bovina, si bien su caracter voluntario hace que apenas tenga
seguimiento en el pais. La certificacion zoosanitaria de importacion incluye a la
leptospirosis, brucelosis y neosporosis como enfermedades de interés
cuarentenario (AGROCALIDAD 2012); sin embargo, sélo estan consideradas
enfermedades de notificacion obligatoria la brucelosis y la fiebre Q

(AGROCALIDAD 2013).

Resulta preciso el disefio y aplicacién de programas de control basados
principalmente en:

1) el conocimiento de la enfermedad por parte del ganadero y del personal
relacionado con esta actividad productiva.

2) la mejora de las condiciones y practicas de manejo sanitario y
reproductivo.

3) la realizacién de estudios epidemioldgicos previos que permitan
clasificar los rebafios segtn se encuentren o no infectados.

4) la vacunaciéon como practica habitual.

De acuerdo a los modelos epidemiolégicos obtenidos en este estudio se
exponen a continuacion algunas recomendaciones a considerar dentro del disefio y

aplicacion de programas de control de las infecciones de los agentes estudiados.

a) Implementar medidas de bioseguridad acordes a las condiciones
propias de cada explotacion o granja; estas medidas permitiran
minimizar el riesgo de introduccion de los agentes infecciosos y

prevenir la propagacién de la infeccion dentro y fuera del rebafio.

b) Eliminacién adecuada de tejidos y residuos de abortos o del parto. Es
necesario que se mantengan a los animales que estan proximos al parto

en lugares e instalaciones que permitan la limpieza y desinfeccion.

c) Realizar la reposicion de animales considerando el ingreso de nuevos

animales con la correspondiente certificacion sanitaria. Es conveniente
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que se utilice como criterio para el desvieje los animales positivos a los

diferentes agentes infecciosos.

d) Mejorar las practicas con respecto al manejo de la alimentacién:
preparacion adecuada de los sustitutos de leche, mantenimiento de
concentrados y forraje aislados de posibles fuentes de contaminacion,

como roedores o perros.

e) Realizar la limpieza y desinfeccién permanente de las instalaciones; de
acuerdo a los factores de riesgo determinados seria necesario el cambio
periddico de la cama de los establos, asi como del agua y desinfectantes

que se mantiene en los pediluvios.

f) Mantener en buen estado las cercas que delimitan las explotaciones de
manera que se evite el acceso de animales silvestres a las zonas de

pastoreo.

Las acciones dirigidas al control de las enfermedades en los animales se
traducen no solo en la mejora de la salud de los animales y productividad de las
explotaciones, sino también en la disminucién del riesgo de infeccién para los

seres humanos en el caso de las enfermedades zoondticas.
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Conclusiones

Las infecciones bovinas que potencialmente pueden ocasionar trastornos de
tipo reproductivo se encuentran ampliamente distribuidas en Ecuador,
habiéndose encontrado cada una de las infecciones en todas las regiones
estudiadas. Se observd una dispersion, para todos los agentes estudiados,
superior al 40 por ciento. Mencion especial merece el caso de Neospora

caninum, agente para el que este valor alcanzo6 casi el 80 por ciento.

En relacién a la prevalencia individual, si bien sus valores resultan l6gicamente
inferiores a los anteriores, presentan unos niveles considerables que oscilan

desde el 12,6% para Coxiella burnetii hasta el 33,2% para Neospora caninum.

La seropositividad intrarrebafio mostré una enorme variabilidad entre los
distintos rebafios, alcanzando para todos los agentes un valor maximo del
100%, siendo el valor minimo bastante uniforme entre las infecciones
estudiadas (8-12,5%), si bien este valor minimo esta fuertemente influido por
el nimero de animales muestreados en cada explotacion. Atendiendo a la
prevalencia media intrarrebafio se puede concluir que Neospora caninum
presenta una mayor contagiosidad (42,3%), situandose C. burnetii en el

extremo opuesto (25%).

Respecto a las infecciones mixtas, se observa que ocurren con una elevada
frecuencia, estando significativamente asociadas las existentes entre agentes
de tipo bacteriano. En contraste, no existe ninguna asociacion significativa de

N. caninum con el resto de agentes bacterianos.

Han sido identificados como factores de riesgo para la infeccién por especies
pertenecientes al género Brucella el sexo hembra, la aptitud lactea, la
existencia de instalaciones en la explotacién, la alimentacién ad libitum, asi
como una mayor edad, pendiente media de la granja y tasa media anual de

abortos.

Se encuentran significativamente asociadas con la infeccion por Coxiella

burnetii, incluyéndose en su modelo multivariable, la alimentacién de los
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terneros con sustitutos lacteos, la seropositividad frente al Virus Respiratorio
Sincitial Bovino, la desinfeccion del cordén umbilical, que actiia como un factor
de protecciodn, y la edad, presentando los animales mayores un incremento de

la seropositividad.

En cuanto a la infeccion por Leptospira interrogans serovar Hardjo,
componen su modelo multivariable las siguientes variables: la cama de
viruta, la desparasitacién de terneros, la seropositividad frente a C. burnetii,
la existencia de pediluvios, la edad, el sexo hembra,la estacion himeda y

la desinfeccion del cordén umbilical.

Finalmente, han sido incluidos como factores de riesgo para la infeccién por
Neospora caninum una edad superior a 48 meses, la reposicién externa, un
numero de terneros inferior a nueve y la presencia de rumiantes salvajes en

los alrededores de la explotacion.
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Resumen

Se ha realizado un estudio epidemiolégico para determinar la
seroprevalencia y factores de riesgo asociados a la infeccion por Brucella spp.,
Coxiella burnetii, Leptospira interrogans serovar Hardjo y Neospora caninum
en rebafios bovinos de produccion lactea y mixta de Ecuador. Un total de
2.668 muestras de suero de 386 rebaflos se analizaron mediante Kkits
comerciales de ELISA, cumplimentidndose ademas en cada explotacién una
encuesta epidemiolégica que incluyé un total de 71 variables relacionadas con
el manejo, la alimentacion, las instalaciones, la bioseguridad y la sanidad animal.
Con el fin de determinar las variables asociadas a las distintas infecciones
como factores de riesgo se desarrollaron modelos GEE (Generalized

Estimating Equations model).

La prevalencia real obtenida para Brucella, C. burnetii, Leptospira
interrogans serovar Hardjo y N. caninum fue de 17,0%, 12,6%, 13,7% y
33,2%, respectivamente; asimismo, se identific6 una dispersiéon para estos
agentes del 45,1%, 46,9%, 42,0% y 78,2%, respectivamente. La prevalencia
intrarrebafio en el caso de Brucella estuvo comprendida entre el 10-100%
(media: 38,9%); para Coxiella burnetii estos limites tomaron un valor desde el
8% al 100% (media: 25,0%); siendo para Leptospira serovar Hardjo del 12,5% al
100% (media: 36,46%) y, finalmente, para Neospora caninum, su rango oscild
entre el 9y el 100% (media: 42,3%).

En el modelo GEE para la seropositividad de Brucella se incluyeron siete
variables: las variables cualitativas sexo hembra (OR: 2,03; 1C95%: 1,32-3,13), tipo
de explotacion (lechera) (OR: 1,79; 1C95%: 1,11-27 2,87), presencia de
instalaciones en la granja (OR: 1,80; 1C95%: 1,19-2,74), alimentacion ad libitum
(OR: 0,32; 1C95%: 0,19-0,54); y las variables cuantitativas edad (OR: 1,005; 1C95%:
1,00-1,02), pendiente media en la granja (%) (OR: 1,013; 1C95%: 1,00-1,03) y
porcentaje anual de abortos (OR: 1,016; 1C95%: 1,00-1.03).

Cuatro factores se incluyeron en el modelo GEE para la seropositividad de C.
burnetii: edad del ganado bovino (OR: 1,01; 1C95%: 1,016-1,014), alimentacién de

terneros con sustitutos de leche (OR: 1,94; IC95%: 1,1-3,3), seropositividad frente
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al virus respiratorio sincitial bovino (OR: 1,54; 1C95%: 1,1-2,3) y la desinfecciéon

del cordén umbilical (OR: 0,60; IC95%: 0,4-0,9).

Respecto a de L. interrogans serovar Hardjo, actuaron como factores de
riesgo las camas de viruta (OR: 9,15; 1C95%: 1,73-48,30), la desparasitacion de
terneros (OR: 1,59; 1C95%: 1,03-2,46), la seropositividad frente a C. burnetii
(OR: 1,42; 1C95%: 1,06-1,90), la existencia de pediluvios (OR: 8,40; 1C95%:
1,23-57,57), la edad (OR: 1,00; IC95%: 1,00-1,01), el sexo hembra (OR: 1,46;
1C95%: 1,01-2,12) y la estaciéon huimeda (OR: 2,85; 1C95%: 1,47-5,53), actuando
la desinfeccién del cordén umbilical como factor de protecciéon (OR: 0,43; 1C95%:
0,27-0,68).

Finalmente, en el modelo GEE obtenido para la seropositividad de N.
caninum se identificaron factores de riesgo: una edad superior a 48 meses (OR:
1,27; 1C95%: 1,07-1,53), la reposiciéon externa (OR: 1,32; 1C95%: 1,09-1,60), un
numero de terneros inferior a nueve (OR: 1,39; IC95%: 1,11-1,72) y la presencia de
rumiantes salvajes en las areas circundantes de la explotacion (OR: 1,36; 1C95%:

1,08-1,73).
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Summary

An epidemiological study was carried out to determine the
seroprevalence and risk factors associated with Brucella spp., Coxiella burnetii,
Leptospira interrogans serovar Hardjo and Neospora caninum in dairy and mixed
(dairy-beef) herds from Ecuador. A total of 2,668 serum samples from 386 herds
were analyzed using commercial ELISA kits. In addition, an epidemiological
questionnaire, which included a total of 71 variables related to management,
food, facilities, biosafety and animal health, was filled out in every farm.
Generalized Estimating Equations models (GEE) were developed in order to

determine the variables associated as risk factors for every infection.

The real prevalence observed for Brucella, C. burnetii, Leptospira
interrogans serovar Hardjo and N. caninum was 17.0%, 12.6%, 13.7% and
33.2%, respectively. In reference to the herd prevalence, it reached the next
values: 45.1%, 46.9%, 42.0% and 78.2%, respectively. On the other hand, the
within-herd prevalence ranged between 10 and 100% (mean: 38.9%) for Brucella
spp-; from 8% to 100% (mean: 25.0%) for Coxiella burnetii; from 12.5% to 100%
(mean: 36.46%) for Leptospira serovar Hardjo and, finally, from 9 to 100% (mean:
42.3%) for Neospora caninum.

The GEE model for Brucella seropositivity included seven variables: the
nominal variables female sex (OR: 1.79; 95% CI: 1.32-3.13), type of herd (dairy)
(OR: 1.80; 95% CI: 1.19-2.74), the existence of farm facilities (OR: 1.80; 95% CI:
1.19-2.74), ad libitum feeding (OR: 0.32; 95% CI: 0.19-0.54); and the quantitative
variables: age of cattle (OR: 1.005; 95% CI: 1.00-1.02), mean farm slope (%) (OR:
1.013; 95% CI: 1.00-1.03) and annual abortions rate (OR: 1.016; 95% CI: 1.00-
1.03).

Four factors were included in the GEE model for the seropositivity of C.
burnetii: age of cattle (OR: 1.01; 95% CI: 1.016-1.014), feeding of calves with milk
replacers (OR: 1.94; CI: 1.1-2.3), seropositivity to bovine respiratory syncytial
virus (OR: 1.54; 95% CI: 1.1-2.3) and disinfection of the umbilical cord (OR: 0.60;
95% CI: 0.4-0.9).
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Regarding to Leptospira interrogans serovar Hardjo, were identified as
risk factors the chip bed (OR: 9.15; 95% CI: 1.73-48.30), the deworming of calves
(OR: 1.59; 95% CI: 1.03-2.46), the seropositivity to C. burnetii (OR: 1.42; 95% CI:
1.06-1.90), (OR: 8.40; 95% CI: 1.23-57.57), age (OR: 1.00; 95% CI: 1.00-1.01), the
female sex (OR: 1.46; 95% CI: 1.01-2.12) and the wet season (OR: 2.85; 95% CI:
1.47-5.53). The disinfection of the umbilical cord was determined as protective

factor (OR: 0.43; 95% CI: 0.27-0.68).

Finally, in the GEE model obtained for the seropositivity of N. caninum, four
risk factors were observed: cattle age over 48 months (OR: 1.27; 95% CI: 1.07-
1.53), the external replacement (OR : 1.95; 95% CI: 1.09-1.60), a number of calves
less than nine (OR: 1.39; 95% CI: 1.11-1.72) and the presence of wild ruminants
around the farm (OR: 1.36; 95% CI: 1.08-1.73).
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