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RESUMEN

La Fiebre Q es una enfermedad zoonética causada por la
gammaproteobacterium  Coxiella  burnetii, responsable de diversas
manifestaciones clinicas agudas y cronicas en todo el mundo. Los rumiantes
domésticos son los principales reservorios de infeccion y transmision hacia los
seres humanos. Esta enfermedad esta asociada con un amplio espectro clinico,
desde cuadros asintomaticos con presentaciones inespecificas esporadicas,
hasta la manifestacién clinica de cuadros mortales. El objetivo del presente
estudio fue determinar la seroprevalencia y el impacto que tiene la Fiebre Q
sobre la produccién lechera en una granja de alta produccion de la provincia de
Santo Domingo, Ecuador. Se analizaron 1032 muestras de suero sanguineo
aplicando el método de ELISA Indirecto para Fiebre Q Multi-species. Asimismo,
se evaluaron los indices productivos de las vacas diagnosticadas de acuerdo con
las dos ultimas lactancias utilizando las pruebas estadisticas Chi-cuadrado, T-
test, Anova, Regresion lineal y Logistica, basandose en un analisis de caso-
control. La prevalencia obtenida fue del 47.87% (ICos%: 44,82% - 50.91%),
mientras que, en el analisis estadistico se identific una correlacion positiva entre
la edad y la seropositividad a Fiebre Q. Adicionalmente, los resultados del
estudio de caso-control sugieren una presentacion cronica de la enfermedad con
una leve reduccion en la produccion lactea. Estos resultados reflejan un leve
impacto de la Fiebre Q sobre esta produccidon ganadera. Se promueve el
seguimiento de la investigacion epidemiolégica de la Fiebre Q en la region, asi
como el andlisis a profundidad de los &mbitos productivo, econémico y zoonético

para mejor entendimiento de la enfermedad en el Ecuador.



ABSTRACT

Q Fever is a zoonotic disease caused by gammaproteobacterium Coxiella
burnetii, responsible for various acute and chronic clinical manifestations
worldwide. Domestic ruminants are the main reservoirs of human infection and
transmission. Q Fever is associated with a broad clinical spectrum, from
asymptomatic cases with sporadic non-specific presentations, to the clinical
manifestation of fatal conditions. The objective of the study was to determine the
seroprevalence and the effect that Q Fever has on milk production in a high
production farm in Santo Domingo province, Ecuador. 1032 blood serum samples
were analyzed with ELISA ID Screen ® Q Fever Indirect Multi-species. Besides,
the productive parameters of the diagnosed cows according to the last two
lactations were evaluated using Chi-square, T-test, Anova statistical tests, Linear
and Logistic Regression, based on a case-control analysis. The prevalence
obtained was 47.87% (ICos%: 44,82% - 50.91%), while in the statistical analysis
of the records a positive correlation between age and Q Fever seropositivity was
identified. Additionally, the case-control analysis suggests a chronic Q Fever
presentation with a reduction in milk production. These results show a slight
impact of Q Fever in this livestock production. The follow-up of the
epidemiological investigation of Q Fever in the region is promoted, as well as an
in-depth analysis of the productive, economic and zoonotic areas for a better

understanding if the disease in Ecuador.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

Coxiella burnetii es el agente causal de Fiebre Q, una zoonosis descrita por
primera vez en Brisbane, Australia en 1935. Desde entonces, el conocimiento
sobre el agente y sus implicaciones infecciosas han crecido drasticamente.
Fiebre Q es una enfermedad altamente contagiosa con una distribucion mundial
cuyo principal reservorio y fuente de infeccion para el hombre son los rumiantes
domésticos, en estos se producen innumerables pérdidas tanto productivas
como econOmicas. Tradicionalmente se ha discutido que Fiebre Q ocasionaba
un leve impacto en la produccion animal dada su esporadica presentacion
asintomatica. A pesar de que en la mayoria de los casos, la infeccion es
asintomatica; a través de los afios ha quedado demostrada la capacidad de C.
burnetii en producir importantes brotes epidémicos y ser considerada una de las
principales causas de abortos infecciosos o mortinatos cuando se manifiesta en

los rumiantes (Romero, 2018).

Los animales sintomaticos, asi como los asintoméaticos eliminan C. burnetii en
cantidades exuberantes durante el periparto, aunque también pueden eliminarlo
a través de la leche, heces y orina. En la actualidad, la investigacién asociada a
Su excrecion ha permitido que se demuestre la relacién entre la presencia de C.
burnetii y la aparicion de brotes de mastitis, pérdidas en la produccion lactea y la
reduccion de su vida productiva (Vaidya et al., 2010; Vicari et al., 2013). A pesar
de ello, muy poco se conoce del impacto productivo asociado a granjas de alta
produccion o su potencial efecto zootécnico en el continente sudamericano,
puesto que varia de region en region, asi como de especie a especie (A.
Rodolakis et al., 2007). Ademas, este microorganismo puede permanecer en el
ambiente por periodos de tiempo prolongados, sobreviviendo a condiciones
hostiles y pudiendo ser transportado por las corrientes de aire a distancias
lejanas, lo que sugiere que la dispersion ambiental es un factor de riesgo para la
aparicion de brotes, gracias a su capacidad de adherencia al polvo similar a una
esporay a su transmision por via aerégena (Center for Food Security and Public
Health [CFSPH], 2010).



Hoy en dia, se ha logrado identificar a C. burnetii mediante métodos de cultivo,
serologia y genética, pero a causa de que el microorganismo es potencialmente
peligroso se requiere de habilidades especiales y centros de diagnostico
capacitados que permitan llevar a cabo dichos procedimientos (Woldehiwet,
2004). Estos avances tecnolégicos han dado la apertura a un campo sin explorar
acerca de su filogenia y taxonomia, pudiendo existir otras raices genéticas
asociadas que pueden estar manifestandose en distintas areas geogréficas o
estaciones climéticas, distintos hospedadores o incluso con distinta virulencia
(Harris, Eales, Squires, Govan, & Norton, 2013). Tal es el caso de la cepa Z3055
causante de los brotes epidémicos de los Paises Bajos que acarrean diversos
problemas en torno a la salud publica (Hammerl et al., 2015); otras cepas han
sido aisladas de garrapatas, pulgas, piojos 0 mosquitos vectores de otras
enfermedades y también C. burnetii ha registrado similitudes taxondémicas con
algunos ejemplares del orden de las Legionellas y Rickettsias, por lo que
anteriormente se le clasificaba dentro de estos grupos (Eldin et al., 2017). Esto
demuestra cuanto falta por descubrir acerca de este patdgeno y mas aun, la

importancia que radica dentro del enfoque de una sola salud “One Health”.

En Ecuador, se ha logrado detectar la presencia de Coxiella Burnetii a nivel
serolégico tanto en animales como humanos (Carbonero et al., 2015; Echeverria
et al., 2019; Manock et al., 2009; Ordoiiez, 2017) y también a nivel molecular
(Rojas et al., 2012). Esto puede sugerir una asociacién entre la presencia de la
bacteria y la aparicion de brotes infecciosos en la industria ganadera. A pesar de
ello, la enfermedad es poco conocida y puede estar subdiagnosticada por lo que
el impacto que ocasiona C. burnetii en la produccion lactea es todavia
desconocido, al igual que la situacion epidemioldgica en relacion con las grandes
industrias de explotacion lechera. En este sentido, el presente estudio se basa
en determinar el impacto que ocasiona C. burnetii en la produccion lactea de una
granja de alta produccion en la provincia de Santo Domingo, donde se comparan
los indices de produccion lactea de acuerdo con las lactancias que presentan las

vacas seropositivas y seronegativas a C. burnetii.



1.1. Objetivos
1.1.1. Objetivo General

Determinar el impacto que ocasiona Fiebre Q en la produccion lactea, asi como
la situacién epidemiolégica de Coxiella burnetii en una granja lechera de alta
produccion de la provincia de Santo Domingo, mediante el diagndéstico seroldgico
y el analisis de los indices productivos de acuerdo con las lactancias de vacas

seropositivas y seronegativas.

1.1.2. Objetivo Especifico

e Determinar la situacién epidemiolégica de Coxiella burnetii empleando
estadistica descriptiva, en base al diagnostico serolégico de los animales
y al andlisis de los registros de la granja lechera de Santo Domingo, con
la finalidad de establecer la importancia que tiene Fiebre Q sobre esta
produccion ganadera.

e Comparar los indices productivos de acuerdo con las lactancias de vacas
seropositivas y seronegativas a Coxiella burnetii mediante andlisis
estadisticos, con ello establecer el efecto que acarrea Fiebre Q en esta
produccion ganadera.

1.2. Hipotesis

Cual es el impacto que ocasiona C. burnetii en la produccion lactea en una granja

de alta produccién en la provincia de Santo Domingo de los Tsé&chilas.



CAPITULO Il: MARCO TEORICO

2.1. Fiebre Q
2.1.1. Agente Etioldgico

Coxiella burnetii es una bacteria acidéfila cocobacilar inmovil Gram negativa
intracelular obligada, perteneciente al orden Legionellales, familia Coxiellaceae
donde es la Unica especie del género Coxiella (Farifias, Pedreira, & Diéguez,
2016). De acuerdo a la morfologia, su tamafio es de 0.2 a 0.4 um de anchoy 0.4
a 1 um de largo y es altamente pleomorfico (Eldin et al., 2017). A pesar de ser
categorizado Gram negativa por su estructura de membrana, no es posible
tefiirla con la misma técnica; sin embargo, la tincibn de Giménez es
extensamente utilizada cuando es aislada en cultivo o directamente de las
muestras tomadas; otras tinciones como Giemsa, Macchiavello y Stamp han sido
utiizadas en menor grado (Romero, 2018). C. burneti es una
gammaproteobacterium que presenta un cromosoma pequefio y circular de
aproximadamente 5 Mbps. Actualmente se encuentra en una evolucién
reductiva, comunmente observada en bacterias intracelulares obligadas
(Seshadri et al., 2003). Durante la reduccion, los genes que alguna vez tuvieron
una funcién importante acumulan mutaciones y eventualmente desaparecen
porque ya no estan bajo fuertes presiones selectivas (en efecto, si el habitat o el
hospedador han cambiado); por consiguiente, C. burnetii pasé hace poco a su
estilo de vida actual, protagonizando asi diversos brotes infecciosos y cuadros

gue en el pasado eran poco redactados (Raoult, Marrie, & Mege, 2005).

El desarrollo intracelular de C. burnetii ha evolucionado para sobrevivir dentro
del fagolisosoma de las células huésped, en donde adquiere caracteristicas
lisosomales para adaptarse a un pH acido (=4.5), péptidos cationicos e
hidrolasas acidas lisosémicas, que son ciertos mecanismos de defensa que le
convierten en una vacuola parasitofora (VP) (Eigura 1), con ello evitar la
fagocitosis o la apoptosis celular y adaptandose a un ambiente estresante (Voth
& Heinzen, 2007).
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Figura 1. Biogénesis de la vacuola parasitéfora de Coxiella burnetii.

Tomada de Voth & Heinzen, 2007.

2.1.1.1. Ciclo biolégico y Morfologia

C. burnetii posee un ciclo de desarrollo bifasico que, dentro de la célula huésped
presenta dos formas morfologicamente distintas que generan grandes
diferencias biolGgicas, ultraestructurales y fisiopatoldgicas: una variante celular
pequefia (SCV), la cual es una forma estacionaria no replicativa; y una variante
celular grande (LCV), la cual es una forma exponencialmente replicativa
(Coleman, Fischer, Howe, Mead, & Heinzen, 2004).

La transicion empieza muy temprano en la fase de retraso del ciclo de
crecimiento de C. burnetii, donde el SCV no replicante se diferencia en LCV
replicante, y asi caracteriza la fase exponencial, posteriormente se vuelve a
diferenciar en SCV durante la fase estacionaria en donde quedara por largo
tiempo desempefiando un papel trascendental en la transmision de la
enfermedad (Eigura 2) (Sandoz et al., 2016).
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Figura 2. Ciclo bifasico de Coxiella burnetii.

Donde presenta sus dos formas: variante de células pequefias (SCV) y variante
de células grandes (LCV). Tomado de Garcia, 2019.

Los SCV son cocobacilos diminutos 0.2 a 0.5 ym de largo, caracterizados por
una cromatina condensada, una envoltura gruesa y una membrana interna
inusual que le confiere caracteristicas particulares (Sandoz et al., 2016). En esta
forma C. burnetii realizara evasion inmune, ademas de presentar proteinas de
union al ADN (ScvA 'y Hqgl) (Eigura 3) que se relacionan con la condensacion de

la cromatina.

Ademas esta fase es muy estable en el medio ambiente a tensiones osmaticas,
mecanicas, quimicas y fisicas; demostrando una resistencia de alto nivel a la
radiacion UV, calor, desecacion y presion (20000 psi) (Seshadri et al., 2003). Asi
C. burnetii es capaz de sobrevivir fuera del huésped durante mucho tiempo,
confiriendo a su forma SCV la cualidad de extracelular infecciosa que se obtiene
de la leche, orina, heces, tejido placentario y amniético (Russell-Lodrigue et al.,
2009). Por lo que SCV puede sobrevivir de 7 a 10 meses en lana a temperatura

ambiente, mas de 1 mes en carne fresca y mas de 40-42 meses en leche y, a



pesar de que SCV se destruye con formaldehido al 2%, se ha logrado aislarlo de
tejidos almacenados en formaldehido durante 4 a 5 meses (Eldin et al., 2017).
Ademas, C. burnetii puede sobrevivir en mantequilla y queso fresco durante 42
dias, en polvo puede llegar a 120 dias, en agua a 36 meses, en heces de
artropodos puede llegar a 1-2 afios y a temperatura -20°C hasta 2 afios. Debido
al estudio de estas propiedades desde su descubrimiento, se acordd llevar a una
temperatura elevada (71.1°C) para la pasteurizacion en la década de los 50°s
(Enright, Salder, & Thomas, 1957).

Figura 3. Micrografia electronica de transmision que muestra SCV purificado de
cultivos de células Vero-envejecidas.

(A) Muestra la reaccion especifica de SCV por suero contra la proteina ScvA.
(B) Muestra la reaccion uniforme por suero anti-ScvA. (C) Muestra
morfologia y ultraestructura caracteristicas tipicas de SCV, con un tamafio
de 0.2 a 0.5 ym de largo con cromatina compacta y densa. Tomado de
Coleman et al., 2004.

Las LCV tienen un tamafio mayor a 0.5 ym; son células de tipo pleomorficas, con
una cromatina dispersa y una envoltura similar a las de las bacterias

gramnegativas clasicas (Figura 4).



Figura 4. Muestra las diferencias entre las dos formas que presenta C. burnetii.

SCV marcada por flecha blanca y LCV marcada por flecha negra, notese la
diferencias morfoldgicas y el tiempo de post infeccion en horas y dias (PI).
Tomado de Coleman et al., 2004.

2.1.1.2. Virulenciay patogenicidad

Hasta la actualidad, se conoce a los lipopolisacéaridos (LPS) como el Unico
mecanismo de virulencia confirmado, pero C. burnetii tiene la capacidad de
presentar una variacion antigénica del LPS de acuerdo a la composicion de la
superficie de la membrana externa de la pared celular (Romero, 2018). De esta

manera se presentan dos fases antigénicamente distintas: Fase | y Fase |l
(Eigura 5).

En la naturaleza, C. burnetii se encuentra principalmente en la fase |. Esta fase
se caracteriza por presentar una forma estructural lisa de longitud completa de
LPS en su pared celular, donde expresan una cadena lateral O (Antigeno O), el
cual no expresa la variante de fase Il (Andoh, Russell-Lodrigue, Zhang, &



Samuel, 2005). Es considerada un tipo salvaje, altamente infecciosa y virulenta,
debido a que se la ha aislado de animales, artrépodos y humanos infectados.
Ademas, esta fase es capaz de inducir la produccién de citoquinas inflamatorias
en monocitos y macrofagos, las principales células huésped de C. burnetii
(Dellacasagrande et al., 2000; Romero, 2018; Sobotta et al., 2016). El organismo
gue expresa la variante antigénica de fase | es altamente multiplicable en seres
vivos inmunocompetentes, por tal motivo se requiere contencion de bioseguridad
de nivel 3 (Anderson et al., 2013b).

En cambio, la fase Il se caracteriza por presentar una forma rugosa e incompleta
de LPS, debido a reducciones bioquimicas en las cadenas de azucares (Toman,
Skultety, & lhnatko, 2009). Los organismos que expresan antigenos de fase I
son menos infecciosos, no se encuentran en el ambiente y han sido aislados en
cultivos celulares (CFSPH, 2010). Estos organismos tienen la capacidad de
multiplicarse en el fagolisosoma de las células huésped, pero no puede volver a
la fase I, limitando su infectividad en huéspedes inmunocompetentes y siendo
finalmente eliminados (Jones, Nicas, Hubbard, & Reingold, 2006). Esto hace que
la bacteria que expresa la variante antigénica de fase Il requiera contencion de
bioseguridad de nivel 2 (Anderson et al., 2013b).
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Figura 5. Fagocitosis de Coxiella burnetii fase | y fase II.

Se muestra los mecanismos moleculares que cada variante antigénica activa
durante la fagocitosis en el macrofago. De esta manera CB fase | virulenta
interactua con la integrina avB3 que conduce a la remodelacién del citoesqueleto,
excluye el receptor 3 del complemento (CR3), esto dificulta levemente su
entrada. Ademas, provoca la activacion de tirosina quinasa y a la fosforilacion de
sustratos enddégenos mediante el compromiso de TLR4. Asi este mecanismo
lleva a la supervivencia de la fase |I. En cambio, la internalizacion de CB fase Il
avirulenta requiere la cooperacién de avB3 y proteina asociada a la integrina
(IAP) lo que activa la competencia fagocitica de CR3, esto provoca que CB fase
Il sea fagocitada con éxito. Tomada de Raoult et al., 2005.

La implicaciébn mas importante de ambas fases se encuentra en el &mbito del
diagndstico serologico (Velasco, 2007). En otras especies donde se distinguen
dos tipos de infecciones: agudas y crénicas, tradicionalmente se secretan
inmunoglobulinas especificas, con lo que se tienen titulos mas altos de IgM en
infecciones agudas e IgG en infecciones cronicas. Este concepto para C. burnetii
varia ligeramente, puesto que cada variante antigénica estimula la secrecion de
IgM e 1IgG, inclusive se ha registrado la secrecion de IgA (Angelakis, Raoult,
Angelakis, Raoult, & Veterinary, 2011).
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En base a este concepto, Raoult et al., (2005) y Abnave, Muracciole, & Ghigo,
(2017) mencionan que en el estadio agudo de la infeccion se identifican niveles
elevados de anticuerpos contra C. burnetii fase Il (IgG e IgM), ya que estos son
de facil deteccion y de produccién rapida en una cantidad mayor que los
anticuerpos contra fase | (IgG e IgM), los cuales se detectan en el estadio crénico
de la infeccion. Romero, (2018) asegura que este mecanismo se da porgue el
LPS completo de la fase | bloquea la union de los anticuerpos frente a la proteina
de membrana, dificultando la accidon de la respuesta inmune humoral. Esto
permite distinguir infecciones agudas de infecciones crdnicas, especialmente en

humanos (Mcquiston, Childs, & Thompson, 2002).

En animales su limitado uso, se ha guiado a la identificacion de anticuerpos para
ambas fases sin distincion alguna (Anderson et al., 2013?%). Pero no siempre va
a primoinfectar Cb fase Il, por lo tanto, cuando se presenta Cb fase | desde el
estadio agudo, la infeccién no es controlada por el sistema inmune y se mantiene
en el tiempo, provocando que pase desapercibida en las primeras semanas de
infeccion y que posteriormente se secreten titulos de anticuerpos elevados
contra Cb fase I, lo que dificulta su diagndstico y que ademas representa el

desarrollo del estadio crénico.

Asimismo, para la evasion inmune habra conversién de cierta cantidad de Cb de
fase | a fase Il, transcurrido un lapso de tiempo de infeccion, lo que ocasionara
un aumento en el titulo de anticuerpos contra fase Il, caracterizando brotes
hiperepidémicos! que ha sido reportado frecuentemente en la literatura, y que
son facilmente confundidos con cuadros agudos de la enfermedad (Corine E.
Delsing, Warris, & Bleeker-Rovers, 2011).

! Hiperendemismo: Transmisién intensa y persistente de una enfermedad que desata dos 0 méas cuadros
endémicos en una temporada o estacién. Conocido también como reemergente.
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2.2. Epidemiologia

2.2.1. Perspectiva general

Fiebre Q ha sido descrita en todo el mundo, excepto en Nueva Zelanda y la
Antértida; pero es necesario comprender que las caracteristicas epidemioldgicas
de la enfermedad varian acorde al area geografica, incluyendo situaciones
donde la enfermedad es endémica o hiperendémica, asi como la ocurrencia de
los grandes brotes epidémicos, como también en condiciones esporadicas
inusuales (Million & Raoult, 2015). De esta manera, la prevalencia de Fiebre Q
es increiblemente variable acorde a las disparidades epidemiologicas
mencionadas y, debido a si es reportada la enfermedad; por ejemplo, Fiebre Q
no fue sino hasta 1999 que se volvié una enfermedad de declaracion obligatoria
en E.E.U.U., donde hubo un aumento exponencial del niamero de casos
humanos en tan solo un par de afios después (cerca del 250%) (Mcquiston et
al., 2006).

Basados en el area geografica, se puede observar endemismo o brotes
epidémicos. En éareas de endemicidad, Fiebre Q se presenta en casos
esporadicos, usualmente luego de haber identificado actividades como factores
de riesgo, entre ellas: agricultura o ganaderia, centros de faenamiento o incluso
turismo rural. Este tipo de asociaciones se reportan mayoritariamente en paises
europeos, en donde ciertos casos de hiperendemismo pueden ser identificados
(Organizacién Mundial de Sanidad Animal [OIE], 2015).

Por el contrario, pequefios brotes (también conocidos como brotes familiares)
son muy comunes, debido al contacto con las fuentes de infeccion asociado a un
deficiente manejo de bioseguridad o al desconocimiento de la existencia de la
enfermedad en sectores de alto riesgo. Asi también, casos anecdéticos han sido
registrados, los cuales muestran reportes de la presencia de Fiebre Q en
especies poco convencionales o por vias de transmision inusuales que ponen en
alerta el estado de vigilancia actual, lo que intriga ain més a la comunidad

cientifica a seguir investigando sobre la enfermedad (Eldin et al., 2017).
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2.2.2. Reservorios

Fiebre Q afecta principalmente al hombre y a los animales de granja (caprinos,
ovinos y bovinos), quienes son los principales reservorios y fuentes de infeccion
para el ser humano (Romero, 2018). A pesar de ello, Fiebre Q presenta una
cantidad muy extensa de hospedadores, incluso diversos autores mencionan
gue la infeccion por C. burnetii se ha identificado en todo el reino animal,
abarcando diversas especies de vertebrados, incluyendo fauna silvestre,
mamiferos marinos, mamiferos domésticos, aves, reptiles, e incluso se ha

reportado en artropodos (Eldin et al., 2017; Maurin & Raoult, 1999).

2.2.2.1. Importancia de la fauna silvestre

La presencia de Fiebre Q en la fauna silvestre representa un riesgo significativo
para la salud publica a nivel mundial; esto se da debido a la excepcional
resistencia del patégeno al medio ambiente, permitiendo adaptarse e infectar a
diversas especies de animales silvestres en diferentes ecosistemas alrededor

del planeta.

Existen reportes en regiones calidas, incluso desérticas donde han logrado
identificar hospedadores como canguros y otros marsupiales (Banazis, Bestall,
Reid, & Fenwick, 2010; A. Cooper, Stephens, Ketheesan, & Govan, 2013; Potter,
Banazis, Yang, Reid, & Fenwick, 2011). A su vez, reportes han demostrado la
presencia de C. burnetii en regiones muy frias como Alaska, donde Minor et al.,
(2013) identificaron al patdgeno en lobos y leones marinos, asimismo, Duncan
et al., (2017) evaluaron la presencia de dos cepas en el ambiente gélido, asi
como Myers et al., (2013) evaluaron la viabilidad de C. burnetii en placentas de
focas, demostrando que las bacterias lograban sobrevivir en las placentas

infectadas, a pesar de las condiciones climéticas extremas.

Otros estudios exhiben la presencia de C. burnetii en islas como el Reino Unido
y las Canarias (Bolafios-Rivero, Carranza-Rodriguez, Rodriguez, Gutiérrez, &
Pérez-Arellano, 2017; Meredith, Cleaveland, Denwood, Brown, & Shaw, 2015);

quienes demuestran que las especies silvestres se deben considerar como
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reservorios significativos de infeccién tanto para el ganado como para el ser

humano.

En Sudamérica esta situacion no es ajena, ya que Davoust et al., (2014)
identificaron a un perezoso de tres dedos como la fuente mas probable de los
brotes de Fiebre Q en Cayena-Guayana Francesa, puesto que encontraron
concentraciones elevadas de C. burnetii en sus heces y en garrapatas que lo
parasitan. Ademas, Million & Raoult, (2015) mencionan que el incremento de
casos diagnosticados con Fiebre Q en esta regién, pueda tener relacion con que
han abierto un albergue para esta especie en el centro de la ciudad, lo que ha

permitido una mayor interaccion del patégeno con la poblacién.

2.2.2.2. Hospedadores domésticos y el ser humano

Muchos animales y artropodos actian como reservorios de la bacteria. Sin
embargo, la fuente mas importante de infeccion humana son los rumiantes
domeésticos tales como bovinos, caprinos y ovinos, en quienes se ha visto mayor
diseminaciéon de la enfermedad desde su aparicion, motivo por el cual se les

considera como los reservorios primarios de C. burnetii (Anderson et al., 2013a).

Aunque se tenga en claro que estas especies sean la principal fuente de
infeccibn humana, los reportes de infeccibn humana por otros animales
domésticos son cada vez mas frecuentes. Animales como gatos (Malo et al.,
2018; Shapiro, Norris, Bosward, & Heller, 2017), perros (Chitanga et al., 2018; B.
Davoust et al., 2019), cuyes, conejos y roedores (Bewley, 2013; Gregory, van
Schaik, Russell-Lodrigue, Fratzke, & Samuel, 2019), caballos (Desjardins et al.,
2018; Marenzoni et al.,, 2013), aves domésticas, en cautiverio urbano y
periurbanas como loros y palomas (Shivaprasad et al., 2014; Stein & Raoult,
1999), y cerdos (Seo, Ouh, Lee, & Kwak, 2016), han mostrado la capacidad de

diseminar la enfermedad al ser humano.

Aunque se ha mencionado la conexion de fauna urbana y silvestre, su reporte

es limitado; uno de los estudios mas completos en el ambito es el que desarrollé
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A. E. Cooper, (2011) en Queensland-Australia, quien elaboré una investigacion
seroepidemioldgica y molecular involucrando a todos los posibles reservorios de
C. burnetii tanto animales como artrépodos y el ser humano, encontrando una
prevalencia de: 43,8% en lobos, 38,7% en gatos ferales, 16,8% en ganado
carnico, 21,8% en perros domeésticos y 17,3% en perros salvajes y dingos, 6,1%
en gatos domeésticos y 3,5% en poblacion humana. A su vez, detectd la
prevalencia en especies silvestres (macrépodos, peramélidos y didelfimorfos) y
en algunas especies de garrapatas. De manera que se evidencio la presencia de
anticuerpos en una gran variedad de animales (de granja, domésticos, ferales y
nativos marsupiales), asi como también mediante ensayos PCR la presencia
fehaciente de C. burnetii; esto representa la complejidad de la enfermedad dentro
de un ecosistema donde gran variedad de animales pueden actuar como

reservorios de C. burnetii.

2.2.2.3. Hospedadores artrépodos

C. burnetii ha sido descrito en un gran nimero de especies de garrapatas tanto
duras como blandas. El primer aislamiento de cepas de la bacteria se realizé en
un Dermacentor andersoni (garrapata dura) en Montana, aislando la tan
conocida cepa Nine Mile, utilizada posteriormente en estudios de respuesta
inmunoldgica por su alta virulencia (Davis, Cox, Parker, & Dyer, 2016). Es
importante mencionar que la hematofagia es el factor determinante para que

estos hospedadores adquieran C. burnetii.

Otro aspecto importante del ciclo, es su ausencia de especificidad de vector,
siendo aislado de mas de 40 especies de garrapatas duras, cerca de 15 especies
de garrapatas blandas, asi como de otros artropodos como chinches, moscas
(Nelder, Lloyd, Loftis, & Reeves, 2008) e incluso acaros (Eldin et al., 2017). En
animales, se ha detectado a C. burnetii en pulgas que parasitaban ratas, conejos
y zorros (Gonzales-Barrio, 2015), a pesar de ello el rol que tienen en el ciclo de

la enfermedad es todavia cuestionable.
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2.2.3. Transmisioén

C. burnetii tiene la capacidad de transmitirse por contacto directo o aerosoles
contaminados, aunque han sido descritas varias vias de transmision que son
importantes abordar, entre animales y animal-humano. Se reitera que los
animales domésticos, principalmente bovinos, caprinos y ovinos, son los
principales causantes de la diseminacion de la enfermedad hacia la poblacion
humana. De tal manera, Fiebre Q se puede diseminar por diversas rutas de

transmision:

2.2.3.1. Excreciones de animales

Los rumiantes domeésticos infectados excretan C. burnetii durante el periparto,
especialmente si hay abortos. De manera que bovinos, ovinos y caprinos son
capaces de excretar altas concentraciones de la bacteria a través de: liquido
amniético, feto, placenta y membranas fetales, en donde alcanzan
concentraciones por encima de los mil millones por cm?(Mccaughey et al., 2010;

Nusinovici, Fréssling, Widgren, Beadeau, & Lindberg, 2015).

Sin embargo, Sting et al.,, (2013) mencionan que a pesar de no presentar
abortos, los animales infectados con partos normales pueden excretar elevadas
cantidades de C. burnetii similares a las que excreta un animal que abort6,
constituyendo un papel importante en la transmision de la enfermedad hacia la

poblacién humana.

Pero esta no es la Unica via de excrecion de la bacteria, otras vias donde se
disemina C. burnetii luego del parto, son la leche, las descargas vaginales,
heces, orina y semen (Annie Rodolakis, 2009; Romero, 2018). La excrecion por
estos medios puede tomar mucho tiempo (meses o afos) basandose en la
sucesion de partos y el patron de excrecion; asi dicho patron puede presentar
una dinamica continua (manteniendo la excrecion de C. burnetii permanente) o
intermitente (reactivandose por el acontecimiento del parto) (B. Davoust et al.,
2019).
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En el bovino, la principal via de excrecion de C. burnetii es la leche, aunque se
puede excretar por las demas vias mencionadas. Por tanto, Guatteo & Seegers,
(2006) analizaron que un 85% de las vacas infectadas que no presentaban
sintomatologia clinica de un hato excretaban la bacteria por leche y que apenas
un 2% excretaban simultaneamente por leche, heces y descargas vaginales

simultdneamente.

En contraste, otro estudio afirma que en un hato con sintomatologia clinica se
observdé que un 46% de los animales excretaban la bacteria en leche y
secreciones vaginales (R. Guatteo, Joly, & Beaudeau, 2012), asegurando que
esta es la combinacion mas comun de excrecion de C. burnetii, asi existen
autores que hablan de que un alto grado de excrecion via vaginal, puede sugerir
un riesgo de excrecion en leche (Raphaél Guatteo, Beaudeau, Joly, & Seegers,
2007).

Durante el parto, el periodo de mayor excrecién en leche se da dos semanas
antes y dos semanas después, pero no quiere decir que sea el Unico periodo de
excrecion, puesto que puede prolongarse durante un afo, e incluso mantenerse
constante por mas de tres afios (Raphaél Guatteo et al., 2006; A. Rodolakis et
al., 2007). Por tal motivo se ha considerado al bovino como la especie de
rumiante domestico en la que la excrecion es mas duradera, habiendo una
correlacion entre la serologia y la excrecion, asi animales seropositivos excretan
C. burnetii por un tiempo mayor que los seronegativos (Courcoul, Vergu, Denis,
& Beaudeau, 2010).

En descargas vaginales y heces la excrecion se encuentra alrededor de catorce
dias luego del parto (Raphaél Guatteo et al., 2006; A. Rodolakis et al., 2007).
Como se ha descrito anteriormente, existen patrones de excrecion, pero en el
bovino, la excrecidn es constante en leche, demostrando que C. burnetii tiene un
tropismo elevado por la glandula mamaria que por la via digestiva o reproductiva
(Garcia-Ispierto et al., 2013), ademas de que el bovino tiende a desarrollar
infecciones crénicas con excrecion persistente de C. burnetii en leche que otras

especies (Romero, 2018).
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2.2.3.2. Aerosoles contaminados

De la evidencia experimental como epidemiologica, no cabe duda que la
transmision por via respiratoria a través de la inhalaciobn de los aerosoles
producidos por materiales contaminados son el mecanismo principal por el cual
C. burnetii se transmite a los humanos, aunque no exime que esta via sea una
fuente importante de contagio hacia otros animales por lo que actualmente se ha
investigado (H. J. Roest et al., 2012; Romero, 2018).

Las personas en contacto con animales de granja pueden infectarse por
inhalacién de aerosoles primarios como fetos, liquido amniético, placenta u otras
secreciones contaminadas. También pueden infectarse por inhalacién de
aerosoles secundarios formados de material contaminado por animales como: la
cama, estiércol, lana, pelaje, cuero, la ropa y otros fémites (C. E. Delsing &
Kullberg, 2008; Panaiotov et al., 2009). Ademas, el riesgo de contaminacion por
aerosoles esta presente en el personal de laboratorio, personal de faenamiento
y tratamiento de curtiembres que trabaja con animales infectados (Angelakis et
al., 2011).

2.2.3.3. Ingestidn

Conocida también como la via de transmision oral. Esta via es una de las mas
controversiales debido a las diversas ambigiiedades descritas, a pesar de ello
bien se sabe que, especialmente en mamiferos, C. burnetii puede diseminarse
en leche, alin mas si ésta es consumida cruda; ya sea entre animales, cuando
existe amamantamiento de crias, o bien hacia humanos por no existir un proceso
de pasteurizacion, ya sea directamente con la leche o con subproductos de la
misma, asi esta es considerada una via de infeccion secundaria (Benson, Brock,
& Mather, 1963; Eldin et al., 2017; Fishbein & Raoult, 1992; Hatchette et al.,
2001; Krumbiegel & Wisniewski, 1970; Maurin & Raoult, 1999).

Segun Eldin et al., (2013), el ADN de C. burnetii se ha detectado alrededor del
64% de los productos lacteos en Francia y mas frecuentemente los de origen

bovino; a pesar de ello, no se logré aislar bacterias viables del queso y yogurt en
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dicho estudio. Sin embargo, existen otros estudios que afirman la presencia del
ADN de C. burnetii en dichos subproductos (Capuano et al., 2012; Galiero et al.,
2016), ademas se menciona que los productos elaborados con leche no
pasteurizada presentan una mayor concentracion bacteriana (Hirai, Nakama,
Chiba, & Kai, 2012).

En base a esto, Gale, Kelly, Mearns, Duggan, & Snary, (2015) mencionan que
los riesgos de contraer C. burnetii a través del consumo de leche y productos
lacteos no pasteurizados (incluido el queso) no son insignificantes, pero son
menores en comparacion con la transmision por inhalacion de aerosoles de
productos parturientes y contacto con el ganado. En consecuencia, incluso si la
ruta digestiva no puede representar una amenaza para la salud publica hoy en
dia, no deja de ser una alerta para que se tomen medidas de control y prevencion
(principalmente el manejo de la pasteurizacion desde que se describié su termo
labilidad) (Enright et al., 1957; Huebner, Jellison, Beck, & Wilcox, 2016).

2.2.3.4. Otras vias menos frecuentes

En humanos, De acuerdo con Angelakis et al., (2011) han sido reportadas: La
via percutédnea, la cual esta basada en la capacidad de los artrépodos
(generalmente garrapatas) para transmitir C. burnetii hacia mamiferos
domeésticos. La via de transmision sexual en animales, fue planteada al aislar C.
burnetii del semen de un toro (D. Kruszewska & Tylewska-Wierzbanowska,
1997), asi como también a través del analisis de la viabilidad de la bacteria en el
tracto reproductivo de un ratén (D. Kruszewska & Tylewska-Wierzbanowska,
1993). De igual manera, la via de transmision sexual en humanos se reporté por
Milazzo et al., (2001), quienes identificaron el contagio de C. burnetii de un
hombre a su esposa. Asimismo, Danuta Kruszewska, Lembowicz, & Tylewska-
Wierzbanowska, (1996) determinaron la ruta de transmision de la bacteria en

familias conyugales mediante el estudio seroldgico seriado.

Otros mecanismos mucho menos frecuentes de transmision de C. burnetii son

por via conjuntival (muy comun si es personal que trabaja con animales); a través
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del contacto de producto contaminado en heridas abiertas (Instituto Nacional de
Seguridad e Higiene en el Trabajo [INSHT], 2017).

Con respecto a transmision zoonotica, se han reportado casos familiares,
posiblemente ocurridos por la exposicion a perras (Buhariwalla, Cann, & Marrie,
1996; D’amato et al., 2014) y gatas parturientas (Malo et al., 2018). Casos
exclusivamente en animales, han sido descritos en perros que se relacionan con
comerse productos del parto de rumiantes como placentas contaminadas
(Romero, 2018), igualmente se han reportado brotes silvestres, asociado al
consumo de presas contaminadas (Meredith et al., 2015). Otros han mencionado
el riesgo de transmisién vertical por amamantamiento del calostro, asi como a la
ingestion de heces contaminadas (P. Plummer, 2019). Un resumen del ciclo se

describe en el siguiente esquema (Eigura 6).

Fuente de infeccion Via de eliminacion Modo de transmision Hospedadores

Transmision indirecta

/k_’}_,__———» Artropodos (Garrapatas)
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Rumiantes domésticos /4 Productos del x /
S parto/aborto /

.

Animales de = \\ / Influencia de: Seres humanos
m compania Heces \ / v Periodo de paridera.
U Fauna 1% Orina \ / v Condiciones ambientales Otras especies animales
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y climatologicas /

Transmision oral

Transmision directa

v Indicador de importancia

O Autoinfeccion”

neiker »
7‘ T%ds/i;n/bidireccional

tecnalia Esquema adaptado a partir del modelo de Roest et al., 2013

Ay -

Figura 6. Ciclo epidemioldgico de Fiebre Q.

Se toma en cuenta la fuente de infeccion, la excrecion, el modo de transmision y
sus hospedadores. El siguiente esquema es un modelo adaptado de Mori &
Roest, 2018.
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2.2.4. Factores de riesgo

Debido a la complejidad de C. burnetii en cuanto a su epidemiologia y
transmision, se resumen en cuatro principales patrones de riesgo. El primero
ocurre en rumiantes domeésticos, quienes actlan como los principales
reservorios y diseminadores hacia la poblacion humana; el segundo esta
relacionado a la poblacion humana y su actividad profesional; el tercero y no
menos importante, el ambiente, ya que gran parte del desarrollo epidemioldgico
de Fiebre Q tiene que ver con patrones espaciales y estacionales (P. Plummer,
2019).

Tomando en cuenta el papel de los rumiantes domésticos en la epidemiologia
de Fiebre Q, es importante mencionar que el mayor riesgo de transmision ocurre
durante el parto por inhalacion, ingestion o contacto directo con fluidos y/o

productos del parto, como la placenta (P. Plummer, 2019).

De igual manera, la bacteria se disemina en orina, heces, sangre y leche cruda,
por lo que estar en contacto de cualquier tipo con estos productos contaminados
se considera un factor de riesgo (P. Plummer, 2019). Por tanto, dentro de este
grupo se han desarrollado diversos estudios actualmente, donde se destacan
por su relevancia, definiendo factores de riesgo de alto impacto. Entre los

siguientes tenemos:

- Dentro de la produccion bovina, se ha considerado como un factor de riesgo
la presencia de otras especies en la produccién lo que eleva la
seropositividad a la enfermedad en el bovino; tanto perros y gatos (Cantas,
Muwonge, Sareyyupoglu, Yardimci, & Skjerve, 2011; Meredith et al., 2015)
como la crianza de ovinos y caprinos (Schimmer, 2018; van Engelen et al.,
2014).

- Se ha visto una relacion positiva entre la presencia de C. burnetii y la edad
de los animales: mientras mayor es la edad, mayor riesgo de seropositividad
(Browne et al., 2017; Selmi et al., 2018); el estado reproductivo: hembras que

han tenido historial de abortos o registros reproductivos deficientes (Selmi et
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al., 2018; To et al., 1998; Vaidya et al., 2010), asi como la presencia de crias
recién nacidas (Schimmer, 2018); el sexo, especialmente en hembras
(Larson et al., 2019); y la raza, donde la enfermedad es predominante en
ganado lechero (especialmente Holstein) mas que el ganado carnico
(Yohannes, 2018).

La produccion intensiva se encuentra directamente relacionada con el riesgo
de presencia de Fiebre Q , ya que aumenta la concentracion en la bacteria
en las excretas de los animales y asi al ambiente por medio de las esporas
(Romero, 2018). De tal manera que, dichos sistemas de produccién
ocasionan que incremente la densidad animal, con ello el hacinamiento y el
estrés, provocando un aumento en la interaccion de animales infectados y
susceptibles (Gonzales-Barrio, 2015; Romero, 2018). Dentro de este ambito,
la automatizacion del sistema de ordefio es tomado como un factor de riesgo
elevado para la presencia de C. burnetii en la produccion lechera (Schimmer,
2018; van Engelen et al., 2014).

La entrada de nuevos animales a la granja es considerada un riesgo potencial
para la presencia de C. burnetii en el hato, por tanto la cuarentena de un
animal recién introducido puede reducir la seroprevalencia en animales de la
produccion (Eldin et al., 2014; Yohannes, 2018).

La utilizacion del semen de toro para inseminacion artificial se considera un
factor de riesgo, ya que se ha visto la resistencia de la bacteria en pajuelas
mal almacenadas (Meadows, Jones-Bitton, McEwen, Jansen, & Menzies,
2015; Romero, 2018).

Por otra parte, la entrada de humanos a la granja, hace que exista un mayor
namero de fuentes de infeccion hacia los animales, puesto que la bacteria
puede transportarse en ropa, zapatos y material ergonémico contaminado,
haciendo que estos actien como vectores mecanicos (Romero, 2018;
Woldehiwet, 2004).

Ademas, se identificaron como factores de riesgo: la entrada de alimentos
(Karagiannis et al., 2009), los componentes con los que estan elaborados los

alimentos (Zubair et al., 2016), el contacto con estiércol, heno, paja, pieles y
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curtiembres de animales infectados (H. I. J. Roest et al., 2011) y la utilizacion
de pastos mixtos en sistemas silvopastoriles (Romero, 2018).

El factor de riesgo mas estudiado es la comercializacion de la leche y
subproductos de animales seropositivos y contaminados. Frente a este
aspecto, hay diversas investigaciones que argumentan la posibilidad de
presentar infeccién por consumo de leche cruda, representando un factor de
alto riesgo (Browne et al., 2017; Esmaeili, Golzar, Ayubi, Naghili, & Mostafavi,
2017; Fishbein & Raoult, 1992; Karagiannis et al., 2009; Selby, 2018; Signs
et al., 2012; Szymanska-Czerwinska, Jodelko, Pluta, Kowalk, & Niemczuk,
2011). Pexara, Solomakos, & Govaris (2018) concluyeron mediante revision
sistematica que la prevalencia en leche cruda de C. burnetii iba de un rango
entre 0% al 95% alrededor del mundo y que la probabilidad de contraer la
bacteria mediante su consumo es elevada, mas cuando no se ha logrado
pasteurizar.

Un patrén que ha fijado la atencion de los expertos como factor de riesgo
actualmente es la estacionalidad de partos (Romero, 2018). En produccion
bovina, este sugiere una diseminacién constante ya que se dan a lo largo del
afo, pero Taurel, Guatteo, Joly, Seegers, & Beaudeau, (2011) demostraron
una mayor prevalencia en bovinos con estacionalidad de partos al sur de
Francia.

En Ecuador, Carbonero et al., (2015) informaron que alimentar a los terneros
con leche comercial en lugar de leche materna se relacion6 con una mayor
seropositividad en el ganado, esto puede asociarse debido a la presencia de
recipientes y materiales para la elaboracion de la férmula contaminados.
Asimismo, los autores describen que se identific6 como factor de riesgo la
pobre higiene y desinfeccién del cordén umbilical de terneros, 1o que sugiere
una via alternativa de infeccion.

Por dltimo, Schimmer, (2018) y Gauchard, Hattenberger, Chevalier, &
Thomann, (2004) mencionan que la comercializacion de leche a granel, junto
a la introduccion de animales nuevos, la propagacién de animales de
compafiia y plagas, el uso de materiales importados y la inseminacion

artificial son factores de riesgo con un impacto muy alto por lo que es
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necesario realizar una evaluacion de los riesgos para la salud publica y
también definir estrategias que minimicen el riesgo de diseminacion de Fiebre

Q en la crianza de animales.

La dindmica de la transmision de la enfermedad envuelve, entre otras, a la
poblacion humana y sus actividades relacionadas con el ambito agricola-
ganadero (Mori & Roest, 2018), por ello diversos estudios perciben que la
aparicion de la enfermedad en humanos es esporadica y esta limitada a un cierto
grupo de individuos: carniceros, granjeros, veterinarios, personal de matadero,
personal de laboratorio y personal que trabaja en manufactura de alimentos y/o

material para la ganaderia (Mori & Roest, 2018; Whitney et al., 2009).

En la actualidad, esto ha se ido alterando por diversos patrones socioculturales,
demograficos y espaciales (Carrieri et al., 2002; De Rooij et al., 2016; El-
Mahallawy et al., 2016; Panaiotov et al., 2009). Un estudio informé de un brote
en trabajadores de una fabrica que realizaba filtracion de particulas (HEPA).
Sugiriendo que los trabajadores infectados no habian logrado tomar las medidas
de proteccion de la propagacion de organismos por el viento. Ademas, se
identificd un caso no ocupacional de Fiebre Q en el cényuge de unos de los
empleados infectados, lo que muestra el desafio que sugiere el control de la
fuente (Bond et al., 2016).

A partir de ello, Pexara, Solomakos, & Govaris (2018) informan que, a pesar de
gue se considere predominantemente un riesgo ocupacional de los profesionales
gue trabajan con animales no se limita a estos grupos, ya que actualmente han
emergido reporte de casos en personas que poco 0 nada han tenido contacto
con animales, lo que indica la importancia del control de Fiebre Q dentro de la
salud publica en los diversos continentes (Damasceno & Guerra, 2018;
Yohannes, 2018).

Por este motivo, el CFSPH, (2010) ha clasificado a C. burnetii como un agente
potencial de bioterrorismo de categoria B, lo que ha resultado en una

enfermedad de reporte obligatorio en algunos paises como en E.E.U.U. en donde
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se ha revelado que la enfermedad es mas comun de lo que se pensaba

previamente.

Segun Schimmer, (2018) se han identificado como factores de riesgo moderado
de infeccién: las localizaciones de las granjas en regiones urbanas o
periurbanas, personas que viven en areas con alta densidad de ganado, el uso
de coberturas, cortinas o rompevientos en los establos, manejo de suministros
animales y la falta de bioseguridad asociado a una deficiente higiene. A
continuacion, se describe un esquema del personal de riesgo mas susceptible y

gue se considera con el nivel de conocimiento mas bajo acerca de la exposicidon

a Fiebre Q (Eigura 7).

[ QFever Is a flu-fike sickness caused by the
germ Coxiella burmetii. Goats, sheep, cows,
and other animals carry the germ.

| Animals spread the germ when they give birth;

| People who help animals give birth, such as S e 7 —m

| farmers and veterinarians, have a higher Wind can carry bamyard dust mixed with Q

]‘ chance of getting Q Fever. Fever germs for miles. You may get sick when

¢ you breathe in this dust, even If you aren't
around animals.

.

Figura 7. Transmision y personal en riesgo de infeccidén por C. burnetii.

“Ciertas profesiones tienen un mayor riesgo de exposicion a C.
burnetii, incluidos veterinarios, trabajadores de plantas de
procesamiento de carne, trabajadores de lacteos, ganaderos e
investigadores en instalaciones que albergan ovejas y cabras. Las
personas que trabajan en estas areas pueden necesitar tomar
precauciones adicionales, pero la transmision no se limita a estos
sectores”. Extraido de Anderson et al., 2013b.
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Por ultimo, los factores de riesgo asociados al medio ambiente son diversos pero
muy importantes, puesto que pueden representar hasta un 95% de la causalidad
de la aparicion de Fiebre Q en regiones sin endemismo, en profesionales sin
riesgo ocupacional, o incluso en hospedadores poco frecuentes como elefantes
(Larson et al., 2019). En el contexto nacional, el ambiente puede llevar a la
aparicion de C. burnetii en especies que se encuentran vulnerables o en peligro

de extincidon, de manera que es necesario el desarrollo de firmes investigaciones.

2.2.5. Prevalencia Global

En Europa, la enfermedad es bien descrita; entre los afios 2007 y 2010, los
Paises Bajos sufrieron la devastacion mas grande jamas descrita de Fiebre Q,
presentando 4000 casos reportados y cerca de 40000 casos totales (H. I. J.
Roest et al., 2011).

El brote se habia suscitado en una localidad rural con baja seroprevalencia
(2.4%), pero en regiones cercanas, se encontraban desarrollando la produccién
intensiva de cabras lecheras, por lo que hubo un aumento en la poblacion
caprina, cerca de 6,4 millones de animales, y esto también produjo la expansion

del territorio productivo hacia zonas periurbanas (Eldin et al., 2017).

Se conoce mediante un estudio retrospectivo que los animales infectados fueron
introducidos al pais y que gracias a ello, se logré evidenciar la epizootia habia
empezado en 2005, con tasas de aborto bordeando el 60% en algunas granjas
(Dijkstra et al., 2012).

De manera que, la combinacion de un gran numero de animales infectados, la
ubicacién de granjas cerca de zonas urbanas, la falta de vigilancia y el bajo nivel

de proteccion inmunoldgica explican la magnitud de la epidemia de Fiebre Q

(Eigura 8).

Las autoridades holandesas tuvieron que desarrollar estrategias de salud publica
para controlar el brote, siendo la notificacién obligatoria de abortos en granjas y
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vacunacion obligatoria para granjas con mas de 50 animales infectados, pero
estas medidas no llegaron a surgir efecto e informandose el aumento de casos
mortales en humanos, se decidi6, un afio mas tarde, en sacrificar
sistematicamente cabras y ovejas gestantes, llegando al sacrificio mas de
cincuenta mil cabras (Hogerwerf et al., 2011; Schneeberger, Wintenberger, van
der Hoek, & Stahl, 2014). En 2010 el reporte de casos humanos comenzo a

disminuir.
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Figura 8. Numero de casos por cada 100000 habitantes de Fiebre Q en Holanda
en 2009.

Densidad de 1,133 casos reportados de Fiebre Q aguda en humanos. El area
delimitada en rojo es donde la vacunacién de cabras y ovejas lecheras fue
obligatoria en 2009. Tomado de Hogerwerf et al., 2011.

Como consecuencia de la epidemia, pacientes con problemas cardiacos podrian
haber estado expuestos a C. burnetii desarrollando infecciones vasculares y/o
valvulares mortales (Wielders et al., 2015). También mujeres embarazadas
podrian haber estado expuestas lo que conduciria a complicaciones obstétricas
y abortos espontaneos (Morroy et al., 2015). Por lo tanto, las consecuencias a

largo plazo para la salud publica de la epidemia de Fiebre Q, principalmente de



28

un gran numero de infecciones cronicas, sigue siendo una preocupacion

importante.

En cuanto a las pérdidas en produccion ganadera, los costos econdémicos se
aproximaron a 307 millones de euros, lo que incluyd: el control de la enfermedad
distribuido en diagndstico, vacunacion y sacrificio; las pérdidas productivas por
animal enfermo, pérdidas en produccion lactea, abortos, y fertilidad; y los costos
en salud publica por DALYs y YLDs (Van Asseldonk, Prins, & Bergevoet, 2013;
Wulansari, Mahawati, & Hartini, 2013). Asimismo, Torgerson et al., (2018)
describen que las pérdidas animales llegaron a abarcar hasta 85 millones de

euros en los brotes de Fiebre Q en los Paises Bajos en el periodo 2007-2011.

Otros estudios estimaron que las pérdidas totales causadas en este brote se
encuentran entre los 161 y 336 millones de euros o entre 225 y 600 millones de
euros, y en todos los casos se estimé que la pérdida en la calidad de vida se
aproxima 150 millones de euros y por inhabilidad laboral se estima 96.5 millones
de euros (Gonzéales-Barrio, 2015; Tempelman, Prins, & Koopmans, 2011; van

Asseldonk, Bontje, Backer, van Roermund, & Bergevoet, 2015).

A partir de ello, cada afio es mas intensivo el control de los brotes y su difusion
hacia la poblacion para el manejo, las estrategias de vacunacion y declaraciéon
obligatoria han permitido disminuir el nimero de casos, a la vez que se investiga

mas de los genotipos que se encuentran.

En Reino Unido la situacion es menor que en el continente pero se relaciona a
brotes industriales (Van Woerden et al., 2004). Otros paises como Alemania,
Bulgaria, Eslovaquia, Francia, Espafia, Italia y Suiza han reportado casos en
rumiantes menores entre los afios 1980 y 2007 (Anastacio, Carolino, Sidi-
Boumedine, & da Silva, 2016; Garcia, 2019).

Actualmente el EFSA canales de comunicacion global de la prevalencia y estatus
sanitario de cada pais. Ademas, proporciona herramientas para el manejo de

eventualidades, lo que ha permitido enfocarse mas en el control de Fiebre Q,
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esto fue corroborado en un estudio en Holanda, donde analizaron la variacion
espacial de la enfermedad tras el gran brote suscitado, identificando que no hubo
correlacion entre la seroprevalencia analizada y la incidencia de casos que hubo

en los afios del brote epidémico (Pijnacker et al., 2017).

Otra organizacion que se encuentra al pendiente es la ECDC, quien, en su
reporte anual de vigilancia en 2016, mostré la distribucion de los casos por
paises y por diversos factores, corroborando la disminucion de los brotes y

reiterando la eficacia del control (Eigura 9).
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Figura 9. Reporte anual de vigilancia 2016.

Distribucion de casos confirmados de Fiebre Q por mes en la Unidn Europea
entre los aflos 2012 y 2015. Tomado de European Centre for Disease Prevention
and Control [ECDC], 2016.

En Estados Unidos, el primer caso se reportd en 1999, y a partir de ello, los
estudios han ido perfilandose por determinar la prevalencia y minimizar los
riesgos que puede traer consigo un brote de Fiebre Q. Los animales han
mostrado una extensa variacion en la seroprevalencia: cabras (41.6%), ovejas
(16.5%), vacas (3.4%) (Mcquiston & Childs, 2002).

Otros estudios recientes identificaron la seroprevalencia en muestras de leche

de bovino en tanque a granel de 528 granjas, identificaron 76.9% de
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seroprevalencia (United States Department of Agriculture [USDA] & Animal and
Plant Health Inspection Service [APHIS], 2011); afios mas tarde, otro estudio que
condujo a través de 2001 y 2003, registraron una prevalencia del 94%, la cual ha
sido la mas grande registrada hasta ese momento en el mundo (Pexara et al.,
2018). La prevalencia de C. burnetii en bovinos es 60.08% y en caprinos es
2.50% (Bauer et al., 2016, 2015).

En especies silvestres se ha descrito en coyotes, lobos, roedores, mapaches,
liebres, ciervos y aves, de esta manera el CDC ha llegado a definir que la
enfermedad es enzootica en rumiantes y animales salvajes a través de muchas
regiones del pais, con ello aumenta la exposicion humana al patégeno (Anderson
et al., 2013a).

En América del Sur, la presencia de C. burnetii se ha descrito extensamente en
las Guayanas donde existe un hiperendemismo (Epelboin et al., 2016).

En Brasil, se ha logrado identificar a nivel molecular (Mares-Guia et al., 2014) y
se han reportado casos que sugieren a los clinicos tener en cuenta a la Fiebre Q
como uno de los diferenciales endémicos de enfermedad febril (Da Costa,
Brigatte, & Greco, 2006) y que ademas compromete a la salud publica como a la

fauna silvestre (Damasceno & Guerra, 2018).

En Colombia con una prevalencia del 25% en hatos lecheros. Contreras, Mattar,
Gonzélez, Alvarez, & Oteo (2014) identificaron ADN de C. burnetii en 45% de las
muestras de leche de tanques a granel y una prevalencia del 61% en los
trabajadores de dichas fincas, este ultimo concuerda con los resultados
obtenidos del estudio realizado por Betancur et al. (2015) que describe una

prevalencia del 60% en trabajadores de las fincas de Antioquia.

En Chile y Venezuela reportan una prevalencia de 14% y 60,63% en rebafios
ovinos y caprinos respectivamente (Gonzélez & Moreira, 2003; Orddéfiez, 2017;
Oropeza, Dickson, Maldonado, & Kowalski, 2010) En Chile, apareci6 un brote de

Fiebre Q en octubre de 2017, donde se presentaron cuadros respiratorios en
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adultos, algunos de gravedad, siendo relacionados con la labor agropecuaria;
esto llamé la atencion rapidamente, puesto que familiares y personal de salud
reportaron casos. En total de aquel brote, 47 casos fueron asociados, sin
muertes y recuperados, pero siguieron con seguimiento lo que llevé a alertar a
las autoridades y en la actualidad diversos estudios se estan llevando a cabo
para conocer el estatus nacional (Ministerio de Salud, 2017; Ministerio del Interior
y Seguridad Publica, 2018).

En Argentina y Uruguay la situacion es mas estudiada. En 2013, un grupo de
investigadores argentinos aislaron C. burnetii extraidas de garrapatas,
demostrando el rol potencial en la transmision del agente por vectores (Pacheco
et al., 2013). Asimismo, otro reporte determind una seropositividad del 15,4% en
caninos domésticos de la ciudad de Buenos Aires (Cicuttin, Lobo, Anda, & Jado
Garcia, 2013).

En Uruguay el primer reporte ya habia sido en el afio 1956, de un trabajador de
frigorifico; la prevalencia actual en humanos bordea entre 4.2% y 5.5%, en
animales se ha identificado un 0.9% para animales de abasto y hasta un 30% en
animales de industria. En ovinos se encontré un 10.3% de seropositividad, en
equinos de 5.5% hasta 21.7%, en cerdos su positividad rodea los 21.2% (Somma

Moreira, Caffarena, Pérez, Somma Saldias, & Monteiro, 2007).

En Ecuador, Manock et al. (2009) contemplaron el primer reporte de Fiebre Q en
humanos evidenciando el 4,9% de seropositividad contra C. burnetii en pacientes

febriles de la Amazonia.

Afios mas tarde, Carbonero et al. (2015) y Ordo6fiez (2017) reportaron la
prevalencia de C. burnetii en bovinos, teniendo una similitud entre sus
resultados: la prevalencia real a nivel nacional fue de 12,6%; la prevalencia por
hato fue de 46,9% vy la prevalencia intrarrebafio oscildé entre 8% al 100% (x=
25%), de igual manera Carbonero et al., (2015) report6 los factores de riesgo

gue se relacionan con la presencia de C. burnetii en el estudio: edad del ganado,
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alimentacion de las crias con lacto reemplazantes y seropositividad al virus

sincitial bovino.

Asimismo, Echeverria et al. (2019) realizaron un estudio de seroprevalencia para
Fiebre Q en bovinos y trabajadores de granjas lecheras, donde obtuvieron el
43% y 34% de prevalencia respectivamente y también identificaron la asociacion
de Fiebre Q con Neosporosis en un brote de abortos en el tropico (Changoluisa
et al., 2019).

Por otro lado, Rojas et al. (2012) identificaron mediante PCR en tiempo real, la
presencia de C. burnetii en leche cruda en Chimborazo y en las zonas fronterizas
con Colombia y Peru. Este estudio compone el primer reporte en detectar el
genoma de C. burnetii en leche de bovino, lo que demuestra la presencia del

patdégeno en el pais.

2.3. Patogenia

En los animales como en los humanos la ruta de entrada de C. burnetii es,
esencialmente, la respiratoria. El tiempo de incubacion puede llevar desde 21-28
dias hasta las 12 semanas, variado especialmente por la dosis de infeccion, la
inmunidad del hospedador y el tiempo de exposicion (Martinez, Cantet, Fava,
Norville, & Bonazzi, 2014; Porten et al., 2006; Vincent et al., 2015).

Por tanto, los primeros objetivos del patégeno durante la infeccion son los
macrofagos alveolares y las células de Kupffer, asi se ha logrado encontrar a C.
burnetii en monocitos y en macroéfagos dispersos por varios érganos como: bazo,
ganglios, médula 6sea, pancreas, higado, corazén y pulmones (Gauchard et al.,
2004). A pesar de ello, en los animales de granja es poco comun encontrar
infecciones pulmonares o cardiacas, Unicamente existe un reporte anecdético de
infeccidn experimental en novillas por inoculacion intradérmica, que les ocasiono
neumonia y una de ellas murid tres meses después con una insuficiencia
cardiaca (Pérez, 2012).
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Tras la primoinfeccién la infeccion se torna latente hasta que las condiciones
intracelulares sean 6ptimas para invadir los 6rganos diana; la razon de su
afinidad en las diferentes especies todavia sigue siendo desconocida.
Posteriormente se activa infeccion aguda, donde C. burnetii se encuentra en la
sangre, los pulmones, higado y el bazo, distribuyéndose hacia todo el organismo;
por ejemplo, a la glandula mamaria y al tracto reproductivo en los rumiantes, esto
puede llegar a tomar de 15 dias hasta 36 meses o incluso afios (A. Rodolakis et
al., 2007).

Para cuando la enfermedad se vuelve crénica tuvo que haberse establecido en
los 6rganos diana y es alli que durante la fase cronica se presenta un
desprendimiento persistente de la bacteria en la leche, heces y orina (Yohannes,
2018), aunque se ha visto que diferentes rutas de excrecion como la de fluidos
del periparto (Garcia-Ispierto et al., 2013).

2.4. Manifestaciones Clinicas

En los animales la Fiebre Q es también conocida como Coxiellosis, siendo una
enfermedad muy variable. A pesar de que la infeccién es muy comun en bovinos,
caprinos y ovinos, en la mayoria de los casos es asintomatica, incluida la falta
de fiebre (Selby, 2018). Pero cuando esta se presenta, las mermas en la
produccion son debidas a:

- Trastornos reproductivos: estos incluyen endometritis (De Biase et al., 2018),
metritis, muerte fetal y mortinatos (Vidal et al., 2017), placentitis (Bildfell,
Thomson, Haines, McEwen, & Smart, 2000), reduccién del peso al nacer e
infertilidad (Gonzales-Barrio, 2015), pero el mas importante son los abortos
durante el ultimo tercio de gestacion y los trastornos placentarios que deja
seguido de ello, lo que devasta la produccion y dificulta que la hembra pueda
volver a reproducirse (Rahal et al., 2018; To et al., 1998; Yohannes, 2018).
El nivel de mortalidad prenatal del hato y la tasa de abortos es
comparativamente mas alto en ovejas y cabras que en las vacas y la tasa de

abortos puede oscilar entre el 3 al 80% (Anderson et al., 2013a).
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En la mayoria de los casos abortivos, el feto parece fisicamente normal, no
se aprecian lesiones ni signos de infeccidn, pero si es observable un exudado
decolorado y engrosamiento fibroso intracotiledonario en una placenta
infectada (Angelakis et al., 2011; Krauss, 1989).

La inflamacién grave del miometrio es la manifestacion clinica
frecuentemente observadas en cabras, mientras que en vacas la metritis es
la Unica y patognomaonica manifestacion (A. Rodolakis et al., 2007).

Es bien establecido que C. burnetii se excreta en leche, ha sido aislada de la
glandula mamaria y sus linfonodo de casos mastitico (Agerholm, 2013). Por
lo tanto, la presencia de cuadros de mastitis clinica o subclinica debe ser un
diferencial muy importante para los veterinarios.

Un caso muy reconocido en la literatura es el que describieron Barlow et al.,
(2008), quienes identificaron la asociacién entre la excrecion de C. burnetii
en leche y la mastitis subclinica crénica en el ganado lechero. En este
explican una relacion positiva entre el estado de PCR de C. burnetii y la
puntuacion en el recuento lineal de células somaticas, proporcionando
evidencia de que puede haber manifestaciones especificas de infeccion por
C. burnetii en la glandula mamaria.

Asi mismo ese afio, otro estudio fue llevado a cabo para describir la
microbiota lactea de las glandulas mamarias de vacas lecheras en funcién
del estado de inflamacién antes y después del periodo de seco (resultados
del cultivo y el recuento de células somaticas). Se recogieron muestras de
leche de todos los cuartos inscritos hasta 150 dias en leche y se sometieron
a cultivo, asi como a extraccion de ADN total. Las bacterias mas prevalentes
incluian aquellas tipicas de intestino y piel, pero C. burnetii fue mayor para la
categoria de cuartos con nueva inflamacion (6.8%) que las otras bacterias.
Ademas, los investigadores hacen hincapié que los animales con la mayor
prevalencia de C. burnetii no se mostraban signos de mastitis clinica ni
abortos, pero si habian tenido antecedentes de cuadros subclinicos a
comparacion de otras vacas y que actualmente se encontraban en el grupo

de cuartos con nueva inflamacién tras los resultados de cultivo y conteo de
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células somaticas, lo que demostraria significativamente al patbgeno como
oportunista asintomatico (Metzger et al., 2018).

- Oftros trastornos asociados: en los animales infectados cronicamente,
clinicamente son imperceptibles y se puede observar aislados del rebafio,
bajas productivas, problemas mastitico recurrentes y autolimitantes,
afecciones osteoatrticulares, llevandolos al descarte y haciendo que la
identificacion del agente sea subreportada (Barlow et al., 2008; Metzger et
al., 2018; P. Plummer, 2019; Schukken, Barkema, Lam, & Zadoks, 2007).

Hace pocos afios, Agerholm, (2013) sugirié que se deben definir criterios para
establecer y confirmar un caso de Coxiellosis en el ganado, ya que las
infecciones experimentales han demostrado que los animales pueden desarrollar
una condicion febril autolimitante en los primeros dias después de la exposicion,
lo que parece explicar que en la literatura clasica afirman como cuadro subclinico

0 asintomatico.

Aunque la inoculacion directa de la bacteria a una dosis alta parece poco frente
a la exposicion espontanea, hace probable que al menos algunos animales se
vuelvan febriles. Esto permite pasar desapercibido para el criador o no estar
relacionado con la Fiebre Q. Por ello la necesidad de validad a la PCR como
método para determinar C. burnetii como causa de aborto, y varios estudios han

usado este proposito (Agerholm, 2013).

Asi, el EFSA propuso la siguiente definicion de caso de Fiebre Q en animales

(Anastacio et al., 2016; Saegerman, Speybroeck, Dal Pozzo, & Czaplicki, 2015):

- Confirmado: manejado bajo tres criterios (patrén clinico de Fiebre Q,
principalmente aborto, muerte fetal o mastitis subclinica; confirmacién de la
presencia del agente por PCR-positivo, aislamiento, tincion o pruebas de
inmunofluorescencia; y serologia positiva).

- Probable: manejado bajo dos criterios (patrén clinico de Fiebre Q,

principalmente aborto, muerte fetal o mastitis subclinica; y serologia positiva).
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Esto permite evaluar la exposicion a la Fiebre Q con un costo asequible,
combinando el reconocimiento clinico de los hatos sospechosos por parte de
veterinarios y el ELISA en leche de tanque a granel para confirmar la exposicion

(Czaplicki, Houtain, Mullender, Manteca, & Saegerman, 2009).

Cabe mencionar que si no existen signos clinicos la EFSA recomienda utilizar la
tasa anormal de aborto en el hato como la principal sefial de advertencia. Un
umbral de aborto del 3% se usa generalmente para clasificar rebafios sanos,
pero el aumento de este umbral podra deberse a problemas infecciosos como
no. Por tal razon, el umbral solo se tomard como un indicador no especifico y
habra que intervenir con pruebas moleculares para confirmar, asi como la
asociacion de infecciones. Una correlacion comun es la que se ha definido entre
Neospora caninum y las infecciones por C. burnetii en bovinos (Agerholm, 2013;
Echeverria et al.,, 2019; Garcia-Ispierto, Tutusaus, & Loépez-Gatius, 2014;
Gonzales-Barrio, 2015).

Se ha visto que en las hembras, la multiplicacion del patégeno es reactivada con
la gestacion, lo que ocasiona la colonizacion en la placenta, y que su excrecion
puede persistir mucho tiempo después del aborto o el parto (cerca de 70 dias en
ovejas y 110 dias en vacas) (Raphaél Guatteo et al., 2006). Pero las hembras
abortarian solo una vez y muy esporadicamente en otros partos (Raphaél
Guatteo et al., 2006). En cuadro de infeccidn cronica el punto critico constituye
la glandula mamaria y sus respectivos ganglios linfaticos, en donde se puede
llegar a encontrar hasta 20 meses tras la infeccion (Bontje, Backer, Hogerwerf,
Roest, & van Roermund, 2016; Gauchard et al., 2004).

2.5. Diagnoéstico

No existen signos clinicos especificos de infeccion por C. burnetii en animales,
aunque se establezcan pautas clinicas. Por lo tanto, el diagnéstico de laboratorio
es la unica forma de confirmar la enfermedad. Dado que el patégeno es

altamente infeccioso, se requieren laboratorios de nivel 3 de bioseguridad y
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personal de laboratorio altamente capacitado para manipular las muestras

contaminadas (Yohannes, 2018).

2.5.1. Recoleccion y almacenamiento de muestras

Para el diagnéstico de laboratorio, si es posible, el hisopado vaginal que sea el
mismo dia del parto, o por lo menos 8 dias después, lo que permitiria limitar los
resultados de PCR de falsos negativos (Marrie & Pollak, 1995). Ademas, se
puede tomar leche del tanque, leche individual, calostro (Marrie, Stein, Janigan,
& Raoult, 1996), muestra vaginal o fecal para la investigacion de la excrecion de
C. burnetii (Courcoul et al., 2010).

Varias muestras humanas y animales son adecuadas para la deteccién del
agente, pero su disponibilidad depende de la presentacion clinica. Todas las
muestras, excluyendo la sangre completa, deben mantenerse a 4°C vy
almacenarse a -80°C, ademas deben enviarse en hielo seco al laboratorio de
diagnéstico (Fournier & Marrie, 1998; Melenotte et al., 2018).

2.5.2. Cultivo

El aislamiento de C. burnetii se lleva a partir de muestras biologicas fuera de las
células HEL? utilizando las técnicas de cultivo de células con vial de cascara o
cultivo en los sacos de yema de huevos embrionados (Eldin et al., 2017). El
aislamiento de C. burnetii, debido a su presentacion intracelular obligada, ha
requerido la aplicacion de huevos embrionados, animales de laboratorio v,

actualmente, lineas celulares (Hogerwerf et al., 2011).

En todo caso, la dificultad diagndstica y su practicidad limitan mucho su uso para
la practica profesional. Las técnicas de cultivo y aislamiento son consideradas

técnicas de referencia para el diagndéstico de infecciones bacterianas (Romero,

2 |inea celular de eritroleucemia humana con expresién de globina esponténea e inducida.
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2018), pero particularmente para Fiebre Q, se considera la PCR como la prueba
Gold Standard.

2.5.3. Tincién

C. burnetii puede ser visualizada microscopicamente tras ser tefiida en muestras
de tejidos procedentes de muestras contaminadas como placentas u 6rganos de
fetos, como también de secreciones vaginales. Entre las técnicas de tincion mas
comunes se encuentran: el método Stamp, Giménez, Macchiavello, Koster
modificado y Ziehl-Neelsen modificado (Agerholm, 2013; Romero, 2018).

Siendo las tres primeras las que mas se utilizan y permiten identificar al patégeno
de mejor manera. Microscopicamente, la presencia de grandes masas de
cocobacilos de color rojo (Eigura 10) indicara un fuerte diagndstico presuntivo
de C. burnetii (Yohannes, 2018).

Figura 10. Tincion de Giménez para C. burnetii.

La flecha indica las grandes masas de cocobacilos de color rojos a nivel
intracelular lo que hace referencia a las SCV de C. burneti. Tomado de
Yohannes, 2018.

Entre las limitaciones se encuentran: la necesidad de una elevada carga
bacteriana en la muestra para su observacion, baja especificidad debido a que

se pueden ser sujeta a confusion con otros microorganismos que causan aborto
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como son Chlamydia spp. y Brucella spp., que microscépicamente se visualizan

similar (Raphael Guatteo & Seegers, 2006).

2.5.4. Inmunohistoquimica

Técnicas de inmunohistoquimica  como inmunofluorescencia e
inmunoperoxidasa, pueden ser empleadas para el diagnéstico de C. burnetii en
tejidos placentarios y fetos que hayan sido puestos en parafina, frotis de tejidos
o hisopos vaginales fijados con acetona (Bildfell et al., 2000; Hazlett et al., 2013;

Muskens, Wouda, Von Bannisseht-Wijsmuller, & Van Maanen, 2012).

El principio de esta técnica es mostrar mediante la adicion de anticuerpos
especificos que se unen a la bacteria seguido del empleo de un anticuerpo
secundario marcado con una proteina de fluoresceina en el caso de
inmunofluorescencia, o con peroxidasa en el caso de la técnica respectiva
(Romero, 2018).

Se ha utilizado para identificar pacientes Fiebre Q positivos con cuadros crénicos
de endocarditis, hepatitis y esplenomegalia (Brouqui, Dumler, & Raoult, 1994;
Fournier & Marrie, 1998) Actualmente esta técnica ha mejorado y se puede
emplear una hibridacion en vivo fluorescente (Jensen et al., 2007),
especialmente en muestras de placenta en donde se emplean sondas de
nucleétidos que hibridan el genoma. La ventaja es que permiten visualizar y

estimar la cantidad de bacterias presentes (Hazlett et al., 2013).

Sus limitaciones se encuentran en un costo elevado y su complejidad técnica,
ademdas de que es necesario tener una muestra en donde se sabe que la bacteria
se encuentra en altas concentraciones como la placenta y los fluidos del
periparto (R. Van den Brom, van Engelen, Roest, van der Hoek, & Vellema,
2015).
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2.5.5. Prueba de Fijacién del Complemento (CFT)

La presente técnica se basa en la capacidad del sistema del complemento del
sistema inmune del huésped para unirse al complejo antigeno anticuerpo, lo que
neutraliza la capacidad del complemento en lisar eritrocitos. Dependiendo del
titulo de anticuerpos se puede definir como una infeccién activa (tit. 1/80 o
mayor) o como infeccién persistente (tit. Entre 1/10 y 1/40) en suero (Romero,
2018).

La ventaja que presenta es que no requiere anticuerpos especificos de especie,
por lo que consideraba a esta técnica esencial para el diagnéstico serolégico de

Fiebre Q tiempo atras (Yohannes, 2018).

En cambio, las desventajas se encuentran en la baja sensibilidad y en que no
puede detectar etapas tempranas de infeccion debido a que los anticuerpos que
fijan el complemento no aparecen en individuos expuestos en las primeras
etapas de la infeccion, por lo que se requieren muestras de animales en fases
convalecientes y agudas para diagnosticar con precision (Angelakis et al., 2011).
Esto hace que, hoy en dia, otras técnicas se hayan posicionado por encima de
esta (Nathalie Arricau-Bouvery et al., 2006).

2.5.6. Inmunofluorescencia (IFA)

IFA es una prueba especie especifica y no se usa con frecuencia para el
diagnoéstico de infeccion por C. burnetii en animales. Ha sido ampliamente
utilizada y sigue siendo un método de uso frecuente para el diagndstico de
infeccion humana (Lucchese et al., 2015). IFA permite la diferenciacion entre la
sospecha de infeccidn clinica aguda y crénica en humanos basada en la

proporcion de anticuerpos de IgG de fase | y fase Il (Yohannes, 2018).

Si el titulo de la fase | es mayor o igual que la fase Il, la muestra es indicativa de
exposicion crénica y si el titulo de la fase Il es mayor que el titulo de la fase |, la
muestra es indicativa de una exposicion aguda (Serrano-Pérez et al., 2015).
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Lamentablemente, la principal limitacion es que todavia no hay kit comercial que
use IFA para investigacion veterinaria, lo cual hace que su uso sea menos
extendido que ELISA.

2.5.7. Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)

Esta técnica es el método de seleccion preferentemente recomendado por la OIE
para el diagndstico y monitorizacion en el ganado, constituyendo la técnica mas
aplicada en la actualidad para este campo (Romero, 2018; R. Van den Brom et
al., 2015). Su utilidad permite llevar a cabo estudios de cribado, rapidos y
sencillos en campo, asi como investigaciones seroepidemioldgicas a gran escala
(Bauer et al., 2016; Boone et al., 2017; Pérez, 2012; Schimmer, 2018; Taurel et
al., 2011).

La mayoria de los test comerciales son desarrollados para detectar IgG (de fase
| y fase Il), debido a que tienen mayor sensibilidad diagndstica, pero no existe
ningun kit comercial para la deteccion de IgM por el momento (Canevari et al.,
2018). Aunque si se ha utilizado pruebas ELISA para detectar IgM en ciertas
investigaciones, las cuales han permitido identificar perfiles serolégicos en los
gue se muestra IgM fase Il en ausencia de IgG fase I, lo que es indicativo de
infeccién temprana (H. I. Roest, Post, Van Gelderen, Van Zijderveld, & Rebel,
2013).

Las ventajas que tienen las pruebas ELISA son tanto por su alta sensibilidad y
especificad como por su amplitud diagnéstica y su practicidad (Rizzo et al.,
2016), lo que permite tener a la mano una técnica automatizable, que se puede
adaptar con un gran numero de muestras. Ademas, presenta una eficiencia en
los costos, existe una presencia sélida en el mercado y su interpretacion es
objetiva; asimismo, puede llevarse a cabo estudios con muestras de leche, que
permite ser obtenida sin ningun proceso invasivo y permite realizar una
evaluacion inicial del nivel de anticuerpos en granjas de produccién lactea
(Anastacio et al., 2016; R. Van den Brom et al., 2015; van Engelen et al., 2014).
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La evidencia de su uso incluso en fauna silvestre es bien documentada, tal es el
caso de un estudio que identificé anticuerpos contra C. burnetii de fase | y fase
Il determinados en suero mediante ELISA en un zoologico de Eslovaquia. La
prevalencia vario entre un 5% en gamos hasta un 70% en muflones, concluyendo
que algunos animales pueden arrojar C. burnetii y presentar un riesgo de
infeccidbn antes del desarrollo de anticuerpos, incluso algunos animales

infectados no seroconvierten (Dorko, Rimarova, Pilipinec, & Travnicek, 2009).

De igual manera, otro estudio conducido para la deteccion de C. burnetii en leche
y suero, concluy6 que la prueba de ELISA aplicada a leche es una herramienta
conveniente para establecer el estado seroldgico de las vacas lecheras lactantes

hacia la infeccién por C. burnetii (R. Guatteo, Beaudeau, Joly, & Seegers, 2007).

Por otro lado, estudios de comparacién y apoyo diagnéstico se han desarrollado
con PCR, ELISA, IFA, CFT en donde demuestran que luego de la PCR, la
serologia especifica ELISA, y sus variantes como MONA-ELISA (mdultiple de
actividad normal) (Sting et al., 2013) permiten una estimacién posible de la
excrecion de patégenos incluso antes del parto, asi como permite lograr
resultados valiosos determinando la fase de infeccion (Million & Raoult, 2015; P.
J. Plummer et al., 2018; Serrano-Pérez et al., 2015; Walraph, Zoche-Golob,
Weber, & Freick, 2018).

2.5.8. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Las pruebas detalladas para la deteccién molecular estan enfocadas en la PCR
gue se refiere en la amplificacion de fragmentos de ADN especificos de un
patdbgeno para generar un gran namero de copias (Barandika, Alvarez-Alonso,
Jado, Hurtado, & Garcia-Pérez, 2019). En los ultimos 30 afios, el PCR ha sido la
técnica mas utilizada para la deteccion del ADN bacteriano, con todas sus

variantes (Angelakis et al., 2011).

Las diferentes técnicas de PCR sirven para ser utilizadas en muestran de distinta

procedencia, tanto de extraccion clinica (placenta, semen, hisopados vaginales,
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leche, heces) (Desjardins et al., 2018; Garcia-Seco et al., 2016; Hazlett et al.,
2013; Pérez, 2012), de alimentos y sus derivados (Eldin et al., 2013; Galiero et
al., 2016), como de muestras ambientales (De Rooij et al., 2016; Desjardins et
al., 2018; Duncan et al., 2017).

Sus ventajas se encuentran en que se puede utilizar muestras congeladas como
frescas, conservadas o fijadas (Fournier & Marrie, 1998; Romero, 2018); otro tipo
de PCR multiple ha logrado detectar C. burnetii y otros patdbgenos causantes de

abortos (Mertens, Gerlach, Neubauer, & Henning, 2017; Metzger et al., 2018).

2.5.9. Diagnoéstico Diferencial

En animales, el diagnoéstico diferencial incluye diversas enfermedades que
causan aborto e infertilidad como neosporosis, leptospirosis, brucelosis,
listeriosis y salmonelosis (Changoluisa et al., 2019). Pero también se debe tomar
en cuenta los diferenciales para causas de mastitis subclinica en donde las
bacterias oportunistas pueden colonizar y confundirse con C. burnetii o producir
una infeccion multiple (Button & Stough, 2002; Epelboin et al., 2016; Metzger et
al., 2018; Ordoiez, 2017; P. Plummer, 2019; Woldehiwet, 2004).

2.6. Tratamiento

La sensibilidad de C. burnetii al tratamiento antimicrobiano esta limitado por su
naturaleza intracelular, lo que dificulta que este sea eficaz en animales infectados
(R. Van den Brom et al., 2015). En rumiantes domésticos el empleo de la
antibioterapia ha sido manejada como un método de control en producciones
ganaderas que han sido infectadas por C. burnetii. Con esto permiten, por un
lado, limitar la tasa de abortos para restringir las pérdidas econémicas y, por otra
parte, reducir el grado de excrecién de la bacteria evitando su dispersidén hacia
el ambiente y su consecuente contacto con animales susceptibles (Berri,
Souriau, Crosby, & Rodolakis, 2002; Romero, 2018).
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El uso de las tetraciclinas, especialmente la oxitetraciclina, ha sido registrado
frecuentemente en la literatura. El plan terapéutico corresponde a dos
aplicaciones de oxitetraciclina a dosis de 20 mg/kg durante el Ultimo mes de
gestacion, generalmente entre los dias 100 y 120 (Angelakis et al., 2011; Berri
et al., 2002; Garcia-Pérez et al., 2009; Pérez, 2012; A. Rodolakis et al., 2007).
La via de administracion recomendada es la intramuscular, debido a que la via
oral tiene una pobre absorcién, ademas que afecta la microbiota del animal
(Romero, 2018). De acuerdo con A. Rodolakis et al., (2007) este tratamiento no
suprime totalmente los abortos, ni el desprendimiento de C. burnetii durante el

parto.

En hatos donde se conocen a los animales infectados, la segregacion de
animales prefados, la quema o entierro de despojos reproductivos (utilizando
precauciones zoonéticas) o la administracion de tetraciclina a dosis de
8mg/kg/dia profilacticamente en el suministro de agua antes del parto puede

reducir la propagacion del organismo (Angelakis et al., 2011; Ordo6fiez, 2017).

Cabe mencionar que en hatos donde se maneje este tipo de actividades
profilacticas, se debe tener muy presente que el riesgo ocupacional veterinario
puede ser mayor, ya que se ha asociado a una mayor la seropositividad en el
personal veterinario con el tratamiento del ganado, definiéndolo como un factor
de riesgo. Por tanto, la decision de manejar de forma profilactica un hato
sospechoso, debe ser tomada mediante el analisis de todos los aspectos de

costo beneficio a profundidad (Whitney et al., 2009).

2.7. Control, Prevencién y Salud Publica

El control de Fiebre Q se torna dificil debido a la amplia distribucién de
hospedadores tanto domeésticos como silvestres, Entre las medidas de control
de la enfermedad se percibe principalmente la vacunacién; en cuanto a la
prevencion se habla de manejar medidas de higiene y profilaxis. Conforme a
esto, el éxito de estos programas se basaran en conocer la proporcion de

animales infectados, el contacto entre animales infectado-susceptibles, las



45

caracteristicas de produccion y enfoqgue de manejo (Ordofez, 2017; Pérez,
2012).

2.7.1. Vacunacion

La vacunacion ha logrado ser una medida eficaz en el control de la Fiebre Q,
ayudando a prevenir el aborto y reduciendo la excrecion de la bacteria a través
de la leche, heces, orina y otro tipo de secreciones (Bontje et al., 2016; H. I.
Roest et al., 2013; R. Van den Brom et al., 2015).

Tal es su efectividad que, hoy en dia, se considera la medida méas efectiva para
la disminucion de la excrecion en animales infectados y su vez, disminuye la
contaminacion ambiental en producciones que han sido diagnosticadas. Asi, por
ejemplo, un estudio reciente evalu6é la eficacia de una vacuna inactivada
monovalente que contiene C. burnetii de fase | para prevenir el desprendimiento
de la bacteria en vacas lecheras susceptibles dentro de hatos infectados en
comparacion con un placebo, donde concluyeron que en hatos donde la
seroprevalencia es baja, es necesario la vacunacion obligatoria para que la

infeccidn no se extienda (Raphaél Guatteo, Seegers, Joly, & Beaudeau, 2008).

La mayor tasa de efectividad se observa cuando se aplica en rumiantes no
infectados antes de su primer parto, cuando todavia son novillas (Hogerwerf et
al., 2011; R. Van den Brom et al., 2015). Ademas de manejar una revacunacion
anual, en zonas de riesgo, asi como a animales de reemplazo y a vacas de

gestaciones avanzadas (Garcia-Ispierto et al., 2013; Taurel et al., 2011).

Cuando los animales se han infectado naturalmente, la vacunacion no detiene el
aborto, a menudo también continda el desprendimiento, probablemente causado
por una infeccidn persistente de la glandula mamaria y el itero (Raphaél Guatteo
et al., 2006; A. Rodolakis, 2006).

En producciones lacteas, se ha observado la efectividad de la vacunacion, donde
se ha reducido la excrecién de la bacteria en leche, orina y heces, asi como la
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disminucién de la subfertilidad y la pérdida fetal temprana asociada a infecciones

por C. burnetii (Garcia-Ispierto et al., 2013; Serrano-Pérez et al., 2015).

Actualmente, la Unica vacuna comercial que se emplea en animales domésticos
es Coxevac ® producida a partir de la cepa Nine Mile de fase | completa
inactivada con formalina (Organizacion Mundial de Sanidad Animal [OIE], 2015;
Romero, 2018).

Esta se aplica por via subcutanea, protegiendo mas de tres meses con una
nueva dosis a las tres semanas y con una revacunacion anual en caprinos y cada
nueve meses en ovinos. En humanos, Unicamente en Australia se maneja la
vacunacion en el personal de riesgo Q-Vax ®, demostrando tener una eficacia
por encima del 98% (Bond et al., 2016).

2.7.2. Medidas de Higiene y Profilaxis

Se recomienda tomar en cuenta todas las normas de bioseguridad establecidas
por el CDC para el manejo en el ambito de reproductivo de hatos infectados,
puesto que se considera a C. burnetii como un agente potencial de bioterrorismo
(Anderson et al., 2013a). Para minimizar la transmision hacia el humano, la
principal actividad es la pasteurizacion de la leche o derivados lacteos de los
hatos infectados, con ello prevenir la infeccion oral, ya que se considera la
segunda ruta mas comun descrita en la literatura, después del contacto con los

fluidos del periparto (Raphaél Guatteo et al., 2006).

Se pueden proponer varias acciones para prevenir y reducir la contaminacién
ambiental. Las normas de higiene estan orientadas a minimizar la excrecion; por

ejemplo, el manejo de materia fecal y residuos durante el periparto.

El estiércol debe ser tratado con cal o cianuro de calcio al 0.4% o cianamida
célcica al 0.6% (N Arricau-Bouvery, Souriau, Moutoussamy, Ladenise, &
Rodolakis, 2001; Berri et al.,, 2002; Pérez, 2012) antes de esparcirse en los
campos; esto se debe hacer en ausencia de viento para evitar la propagacion
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del microorganismo a distancia (A. Rodolakis, 2006). Se puede manejar
compostaje, lo que provoca una fermentacion que mata a la bacteria a medida

que la temperatura aumenta.

Las personas ocupacionalmente expuestas, por ejemplo, veterinarios y
granjeros, deben usar ropa y equipo de proteccion personal, aunque se ha
demostrado que no previene completamente las infecciones en humanos
(Whelan et al., 2011). Sin embargo, se debe manejar un estricto cédigo de
vestimenta en las granjas positivas, lo que seria conveniente llevar ropa
desechable como overoles y mascarillas o ropa que no pueda salir de las
instalaciones y guantes para manipular cualquier producto (Pérez, 2012,
Shakespeare, 2009).

Una de las medidas mas drasticas que se ha descrito en los brotes de Fiebre Q
humana, es el sacrificio de animales gestantes y de animales infectados, ademas
gue se prohibe la monta e inseminacion con lo que se evitan los partos y
abortos(Mori & Roest, 2018). Durante la alerta de un brote, se deben aplicar
algunas medidas sanitarias para reducir la transmision hacia la poblacion

humana. Algunas de ellas pueden referirse (Anderson et al., 2013a):

- Cambios en las practicas agricolas, incluido el manejo del estiércol, la
cobertura y el compostaje natural o el arado.

- Desinfeccién de las instalaciones infectadas, incluyendo caminos y entornos
de la produccién.

- Manejar un sistema adecuado de biocontencién y bioseguridad y, declarar el
estatus al organismo competente (Yohannes, 2018).

- Establecer los focos de infeccion y aislarlos, asi como establecer el esquema
de dispersion de la enfermedad, por lo que las granjas de hasta 50 km a la
redonda, deben ser serolégicamente analizadas (Organizacion Mundial de
Sanidad Animal [OIE], 2018).

- De ser necesario, aislar al personal en riesgo para su posterior analisis clinico
y seroldgico, asi como proceder a la vacunacion obligatoria del resto del

personal en riesgo (Mori & Roest, 2018; Sellens et al., 2018).
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2.7.3. Zoonosis y Salud Publica

La Fiebre Q, como se conoce, ocurre con mayor frecuencia en personas que
tienen contacto profesional con especies de alto riesgo, pero se debe tener en
cuenta que no la enfermedad no solo se limita a este grupo como se ha descrito
anteriormente (Pexara et al., 2018). Una revision profunda de los reportes en

distintos profesionales es la que muestra Romero, (2018) en su investigacion.

La mayoria de los brotes en personas se han asociado con la dispersion del
viento de productos del parto desecados, contaminados con C. burnetii. Los
agricultores y los veterinarios estan en riesgo cuando realizan labor obstétrica a
ovejas, cabras o vacas; mientras que, los trabajadores de los mataderos estan
en riesgo al contacto con cadaveres, pelo y lana infectadas (Carrieri et al., 2002;
Porten et al., 2006). Por otro lado, la transmision puede ocurrir por el consumo
de leche no pasteurizada; mientras que, el manejo de tejido infectado representa

una amenaza para el personal de laboratorio (Harris et al., 2013).

La Fiebre Q se ha reportado en el personal y pacientes humanos en centros
médicos donde se utilizaron ovejas con infeccion latente para la investigacion
(Carcopino, Raoult, Bretelle, Boubli, & Stein, 2007). Por ello los centros médicos
gue utilizan rumiantes para la investigacion deben intentar adquirir los animales
de hatos libres de Coxiellosis 0 usar machos cuando sea posible. Ademas de
manejar equipos que permitan protegerse de la exposicion a aerosoles durante
los procedimientos médicos de alto riesgo, por ejemplo, el manejo de equipos
para filtrar el aire, reducir la humedad y la temperatura y desinfectar el ambiente

peribdicamente con luz ultravioleta (P. Plummer, 2019).

La vigilancia de la excrecion de C. burnetii en los hatos se puede realizar de
varias maneras. La investigacion obligatoria o voluntaria de fetos abortados,
placentas y/o corderos nacidos muertos es una herramienta de diagnéstico
adecuada, pero depende de la conciencia y voluntad de los ganaderos de enviar

estos materiales para la necropsia (Woldehiwet, 2004).
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La investigacion voluntaria se recomienda en hatos con seropositividad aunque
no hayan presentado abortos espontaneos, ya que no todos las gestaciones en
los rumiantes terminan en aborto, por lo que puede darse un parto normal y
corresponder a un animal seropositivo que este eliminando la bacteria, lo que se

estaria pasando por alto (R. Van den Brom et al., 2015).
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CAPITULO lll: MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion

El estudio se realizé en una Hacienda de alta produccion lechera ubicada en el
km 40 via Quevedo, en la parroquia Luz de América, en el cantén Santo
Domingo, en la provincia de Santo Domingo de los Tséachilas, en la region Costa
del pais sudamericano Ecuador. La Hacienda yace en la parroquia Luz de
América al suroeste de la provincia, conectada por la via panamericana troncal

de la costa que conecta Santo Domingo con Quevedo.

La Hacienda se encuentra ubicada a 500 msnm a 120 km del mar con latitud
0°32’05”S y longitud 79°22’35”0, con una superficie de 450 ha, en una zona
climatica tropical y lluviosa, presenta una temperatura promedio de 19°C (26.1°C
— 28.5°C) y un volumen de precipitacion de 3000 a 4000 mm anuales, variando
de 428 mm entre el mes mas seco y el mas humedo (INAMHI, 2014; Rivas,
2015). La Hacienda es parte de una empresa que tiene diversas actividades
productivas; entre las que son de importancia para el estudio estan: La

Produccion Ganadera y Lactea.

Ademas, existen acuerdos de confidencialidad con la Universidad de las
Américas, por lo que no se puede revelar mas informacion acerca de la Hacienda

o de la Empresa en estudio.

3.2. Poblacion y muestra
3.2.1. Poblacién

La poblacion estudiada constituyé un total de 1032 bovinos presentes en la
Hacienda, siendo todas hembras cruce 3/8 de la raza Sahiwal y Jersey
encontrandose en diferentes etapas productivas. Con esta poblacién se partié

para realizar el analisis epidemioldgico.
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3.2.2. Muestra

Las muestras biologicas correspondieron a 1032 muestras de sangre
recolectadas para diagnosticar la seroprevalencia a Coxiella Burnetii, aplicando
ELISA indirecto.

Con la finalidad de juzgar a los datos bajo los mismos criterios y que no existan
sesgos en el presente estudio, se establecio que entran al andlisis animales con

las siguientes caracteristicas:

- Bovinos que hayan completado su ultima lactancia y estén secas.
- Bovinos que tengan mas de dos lactancias en adelante.

De la poblacidn inicial se obtuvo 135 animales para proceder con el analisis de
los registros. Ademas, cada animal posee un chip intraluminal que describe sus
parametros productivos almacenados en una base de datos digital. Asi se
selecciond para el estudio los registros productivos de dos lactancias (una previa
y la actual terminada) de cada vaca que estéa en la base de datos de la empresa,

por lo que se obtuvieron 270 lactancias.

3.3. Materiales

e De campo:
o 1 bolsa roja para los desechos biologicos
o 1100 agujas vacutainer y 10 porta-tubos vacutainer
o 1100 tubos vacutainer tapa roja
o 22 gradillas de espuma con capacidad para 50 muestras
o 2 hieleras Cooler Coleman con capacidad para 600 muestras
o 1 uniforme completo (overol y botas)
o 20 cajas de guantes de latex /x100u
o 1 caja de crayones para marcaje animal /x20u
o 1 aerosol de alcohol

o 1 bastén registrador que anexa los datos a una base electronica
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e De laboratorio:

o

O

@)

o

4 Kits ELISA ID Screen ® Q Fever Indirect Multi-species
1 mandil o bata de laboratorio

3 cajas de pipetas Pasteur /x500u

3 micropipetas con capacidad de 20, 200 y 1000 pL

5 cajas de puntas para pipetas 20 — 1000uL /x500u

1 centrifugadora

1032 tubos eppendorf para almacenar suero sanguineo.

1 espectrofotémetro lector de ELISA

e De oficina:

o

De la base de datos publica: ID de los animales, edad, nimero de
lactancia, promedio de produccion por lactancia, dias en
produccion, nimero de mastitis presentes, dias abiertos, presencia
de abortos, Intervalo entre partos, y nimero de inseminaciones
(Obtenido del Coordinador que almacena las bases de datos de las
haciendas de la empresa). Esta informacion se recolecta en
formato Excel.

Aplicacion Android: Rueda de produccion, donde la informacion de
la Hacienda se almacena en tiempo real con lo que se tiene
conocimiento de la movilizacion de los animales con el diagnéstico
preliminar.

Computador Asus con sistema operativo Windows 10.

Programa Informatico: Microsoft Excel.

Programa Estadistico: Jamovi, JASP y RStudio.

3.4. Metodologia

3.4.1. Muestras biolégicas

3.4.1.1. Extraccion de muestras bioldgicas

La toma de muestras bioldgicas se llevo a cabo en la Hacienda en la provincia

de Santo Domingo. El procedimiento se basé en la “Guia para la correcta toma
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de sangre en bovinos de la Universidad Nacional de Colombia” (Zambrano &
Diaz, 2016).

a)
b)
c)
d)

e)

f)
9)
h)
i)
)

k)

Se rotuld el tubo vacutainer de acuerdo con el bovino muestreado.

Se coloco guantes de latex.

Se alist6 la aguja vacutainer conectada al porta-tubos.

Se levant6 la cola del bovino hasta posicionarla casi vertical, y se sujeto
el tercio medio de la misma.

Se limpid la zona con papel de cualquier residuo fecal.

Se localiz6 mediante palpacion la vena coccigea en la linea media, a nivel
del espacio intervertebral coccigeo.

Se empat6 el tubo en el porta-tubos armado sin perforar todavia.

Se inserto la aguja en el espacio intervertebral perpendicular a la cola.
Se perford el tapén de goma del tubo con el otro extremo de la aguja
vacutainer.

Se mantuvo estable la inyeccidn, hasta consumir todo el vacio y retirar el
tubo.

Se desechd la aguja en el guardian y el material contaminado en la bolsa
roja.

Se colocé el tubo en la gradilla de espuma.

3.4.1.2. Procesamiento, transporte y almacenamiento de muestras

biolégicas

El procesamiento de las muestras correspondié desde su transporte de la

Hacienda hasta el laboratorio “Centro Internacional de Zoonosis (ClZ)” ubicado

en el 3er piso de la Residencia Universitaria de la Universidad Central del

Ecuador, Quito-Ecuador. En dicho lugar se procesaron y analizaron las

muestras.

a)

Luego de terminada la jornada de extraccion de sangre cada dia, se
almacenaron las gradillas de espuma en el Cooler Coleman para

mantener la cadena de frio.
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b) Al completar todas las muestras de sangre extraidas se llevé el Cooler en
transporte terrestre hacia el laboratorio CIZ.

c) En el laboratorio ClZ, se centrifugaron los tubos para la obtencion de
suero.

d) Se rotularon los tubos eppendorf con la misma identificacion de los tubos
vacutainer.

e) Se extrajo el suero sanguineo con las pipetas pasteur de los tubos
vacutainer y se coloc6 en los tubos eppendorf. Aprox. 2 ml.

f) Se almacenaron los sueros sanguineos a -20°C, listos para procesar con
ELISA.

3.4.1.3. Andlisis e interpretacion de la técnica ELISA

El analisis de los sueros sanguineos se baso en la aplicacion del Kit ELISA ID
Screen ® Q Fever Indirect Multi-species (Innovative diagnostic kits [IDVET
Corp.], 2019).

Este kit tiene como principio detectar anticuerpos contra antigenos de fase | y
fase Il, dirigidos contra Coxiella Burnetii en suero, plasma o leche. Acorde a la
informacion provista por el fabricante, esta prueba ELISA tiene 100% de
sensibilidad (ICos%: 89.28% - 100%) y 100% de especificidad (ICos%: 97.75% -
100%)(Echeverria et al., 2019).

El mismo procedimiento se repitio para las 12 placas ELISA (cada placa contiene
96 pocillos); cabe mencionar que dentro de cada kit se presentaban los
materiales que se detallan en el procedimiento, ademas se utilizaron las

micropipetas con sus respectivas puntas para llevar a cabo el ELISA.

a) Las muestras de suero fueron ensayadas a la dilucion final 1:50 como
sigue:
a. En una placa pre-dilucion, afadir:
i. 5 ul de Control Positivo a los pocillos E12 y F12
ii. 5 ulde Control Negativo a los pocillos G12 y H12
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lii. 5 ul de cada muestra a analizar en los pocillos restantes.
iv. 245 ul de Diluyente 2 a cada pocillo
b. En la Placa Elisa, afadir:

i. 100 pl de Control Positivo pre-diluido a los pocillos E12 y
F12

ii. 100 pl de Control Negativo pre-diluido a los pocillos E12 y
F12

lii. 100 ul de las muestras pre-diluidas a los pocillos restantes

b) Se cubrié la placa y se incubd a 45 min £ 4 min a 21°C (x 5°C).

c) Se vaciaron los pocillos. Se lavaron 3 veces cada pocillo con al menos
300 ul de Solucion de lavado, evitando el secado de los pocillos entre los
lavados.

d) Se preparo el Conjugado 1X diluyendo el Conjugado Concentrado 10X al
1:10 en el Diluyente 3.

e) Se afadié 100 pl de Conjugado 1X a cada pocillo.

f) Se cubrié la placa y se incub6 a 30 min + 3 min a 21°C (£ 5°C).

g) Se vaciaron los pocillos. Se lavaron 3 veces cada pocillo con al menos
300 ul de Solucion de lavado, evitando el secado de los pocillos entre los
lavados.

h) Se afadio 100 ul de la Solucién de revelacién a cada pocillo.

i) Se cubrid la placa y se incub6 a 15 min = 2 min a 21°C (x 5°C) en la
obscuridad.

j) Se afiadi6 100 ul de Solucion de parada a cada pocillo, en el mismo orden

gue en el literal h) para detener la reaccion.

Para la interpretacién de las muestras procesadas se utilizé el espectrofotometro
lector de ELISA (ver Anexos).

a) Se procedi6 a abrir el programa para el analisis de datos ID Soft™ en un
ordenador para el célculo de los diferentes parametros del Kit.
b) La lectura de las placas se realiz6 a la densidad Optica de 450 nm.

c) Para la validacion:
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a. Ladensidad 6ptica media del Control Positivo (DOcr) es superior a
0.350.
b. El cociente del promedio de las densidades Opticas de los
Controles Positivo y Negativo (DOcp y DOcn) es superior a 3.
d) Para la interpretacion:

a. Para cada muestra, se calculo el porcentaje S/P (S/P%):

S o = DOmuestras — DOcn 100
p” DOcp — DOcn x

b. Para la interpretacién de las muestras de suero o plasma:

SUERO O PLASMA

RESULTADO ESTATUS
S/P % < 40 NEGATIVO
S/IP % 2 40 POSITIVO

3.4.2. Obtencion de datos de los registros productivos

Se realiz6 un estudio retrospectivo del periodo 2018-2019, donde se recabd
informacion de la base de datos publica que proporcioné la empresa. La
recoleccion de datos estuvo enfocada en la informacion accesible por lactancia

de vacas presentes en la Hacienda.

La informacion tomada fue: edad, numero de lactancia, promedio de produccion
por lactancia anterior y actual terminada, duracion de las lactancias anterior y
actual terminada, nimero de veces que presentd mastitis en la Ultima lactancia,
presencia de abortos en la Ultima lactancia, dias abiertos para la Ultima lactancia,

intervalo entre partos, y nimero de inseminaciones para la ultima lactancia.

3.4.3. Variables

En el estudio se emplearon las siguientes variables en la base de Datos (Tabla
1).



Tabla 1. Operacionalizacion de las variables
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Variable Tipo de Definicion Indicadores Unidad item Instrumento
S variable de
medida
Diagnésti  Cualitativa Vacas Serodiagn Positivo-  +/- ELISA ID
co Independient diagnosticadas Gstico Negativo Screen ® Q
e serolégicamente a Fever
C. burnetii Indirect
Multi-species
Numero  Cuantitativa  Numero de Lactancia  Numero Lts Base de
de Independient lactancia en la que de Datos
Lactancia e se encuentra Lactancia Empresa
actualmente
Edad Cuantitativa  Edad biol6gicaen Edad Afios Afios Base de
Independient afos que tienen Datos
e las vacas Empresa
Mastitis Cualitativa Presentacion de Mastitis Presencia S/N Base de
Independient mastitis clinica o - Ausencia Datos
e subclinica durante Empresa
la dltima lactancia
Duracion Cuantitativa  Dias desde el Duracion  Dias en Dias Base de
de la Dependiente  parto hasta el de la leche Datos
lactancia secado lactancia Empresa
Producci Cuantitativa  Litros de leche Producci6 Numero Lts Base de
on de Dependiente  producidos en la n lactea de litros Datos
Leche lactancia anterior y Empresa
daltima
Abortos Cuantitativa  Presentacion de Abortos Presencia S/N Base de
Independient abortos durante la - Ausencia Datos
e tltima lactancia Empresa
Dias Cuantitativa  Dias desde el Dias Dias Dias Base de
abiertos Dependiente  parto hasta que se abiertos abiertos Datos
tiene prefez Empresa
Intervalo Cuantitativa  Dias que pasan Partos Dias entre Dias Base de
entre Dependiente  entre un parto y el partos Datos
partos siguiente Empresa
Insemina  Cualitativa Numero de veces  Inseminac Numero Ins. Base de
cion Dependiente inseminada hasta  i6n de Datos
confirmacion de inseminaci Empresa
prefiez ones
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3.4.4. Diseio Experimental

El presente estudio se baso en determinar cual es el impacto que ocasiona
Coxiella burnetii en la produccion lactea en base a la comparacién de pardmetros
productivos obtenidos de vacas seropositivas y seronegativas. Este estudio

consta de varias partes:

En primer lugar, se realizé el diagndéstico serolégico (ELISA indirecto) de los
bovinos de la Hacienda frente a Coxiella burnetii por medio de la toma,
procesamiento y analisis de las muestras. En segundo lugar, de la base de datos
publica de la empresa se obtuvieron los parametros productivos
correspondientes a las lactancias (previa y actual terminada) de las vacas, con
ello se estandarizaron los datos y se definieron las variables. En tercer lugar, se
desarrollaron los andlisis estadisticos con diferentes enfoques: se desarrolld
estudio observacional transversal mediante la aplicacion del chi cuadrado, para
determinar si existe relacién entre el diagnéstico seroldgico y el nimero de
lactancia, y el diagndstico con la edad; también se realiz6 regresion lineal con la
finalidad de entender si la produccién de la Ultima lactancia esté influenciada por
el diagnodstico a Fiebre Q; de igual manera, se aplicé regresion logistica para
determinar si la edad, presencia de abortos y mastitis, influencian la produccién
de la ultima lactancia, la duracion de la lactancia, los dias abiertos, el intervalo
entre partos y el nUmero de inseminaciones, tomando al diagnostico a Fiebre Q

como un cofactor.

Por otro lado, se ejecutd un estudio observacional longitudinal aplicando
Repeated Measure ANOVA con la finalidad de conocer la diferencia entre la
produccion de la lactancia del afilo 2018 y 2019 de los mismos animales.
Ademads, se aplicd Z-Test de datos relacionados, con el objetivo de identificar
diferencias en la produccién lactea de las vacas seropositivas del afio 2018 y

2019, de igual manera se aplicé para las vacas seronegativas.

Por dltimo, se llevo a cabo un estudio retrospectivo de caso y control, en la cual

se seleccion6 una muestra aleatoria de 64 individuos, distribuidos por cada
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lactancia para el grupo caso (vacas seropositivas) y control (vacas
seronegativas), y se aplico el analisis de One Way ANOVA y T-Test de datos no
relacionados para conocer la relacidbn que existe entre las producciones de

ambos grupos de la ultima lactancia.

3.5. Analisis estadistico

3.5.1. Estadistica descriptiva

El andlisis estadistico descriptivo se basé en el protocolo implementado por
Ordoiiez, (2017), ya que se al haber sido realizado en Ecuador se ajusta

perfectamente a las condiciones del pais, pudiéndose replicar.

Para el desarrollo de la estadistica descriptiva se procedera a la valoracion de
los pardmetros de tendencia central y parametros de dispersion, asi se realizara
el calculo de: media, mediana, moda. desviacion estandar, percentiles siendo

detalladas en graficos y diagramas.

3.5.2. Estadistica analitica

Una vez estandarizados los datos y definidas las variables, se tabularon en Excel
para luego ser transformados en archivos compatibles con los programas
RStudio, JASP y JAMOVI. Para ello, las variables dependientes son: produccion
de leche, duracién de la lactancia, dias abiertos, intervalo entre partos y nimero

de inseminaciones.

Las variables independientes son: diagnostico, edad, nimero de lactancia,
presencia de mastitis y abortos. Ademas, se utilizé un nivel de confianza del 95%

y se calcularon intervalos de confianza acordes con los resultados obtenidos.

Por dltimo, las pruebas de hipétesis que se establecieron para cada prueba

estadistico se describen a continuacion:
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3.5.2.1. Chi Cuadrado

La aplicacion de Chi cuadrado permitio resolver las siguientes hipoétesis
estadisticas: “Existe relacion alguna entre el diagnoéstico serologico a Coxiella
burnetii y el numero de lactancia” y “Existe relacién alguna entre el diagndstico
seroldgico a Coxiella burnetii y la edad de las vacas”. Las hipotesis que se toman

para este estudio son:

Ho: No existen diferencias significativas entre las variables.

Hi: Si existen diferencias significativas entre las variables.

3.5.2.2. Regresion Lineal

La aplicacion de Regresion lineal permitio resolver la siguiente hipoétesis
estadistica: “Qué influencia tiene el diagndstico serologico a C. burnetii en la

produccion de la dltima lactancia”.

Ho: No existe influencia del diagnéstico en la produccion de la ultima lactancia.

Hi: Si existe influencia del diagnéstico en la produccion de la dltima lactancia.

3.5.2.3. Regresion Logistica

La aplicacién de Regresion logistica permitié resolver las siguientes hipotesis
estadisticas: “Qué influencia tiene la presencia de abortos y mastitis sobre la
produccion de la ultima lactancia, los dias abiertos, el intervalo entre partos y el

ndmero de inseminaciones, tomando en cuenta al diagndstico como un cofactor”.

Ho: No existe influencia alguna de las variables.

Hi: Si existe influencia alguna de las variables.
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3.5.2.4. Repeated Measure ANOVA

La aplicacion de Repeated Measure ANOVA permitid resolver la siguiente
hipotesis estadistica: “Qué relacion existe entre las producciones lacteas de
2018 y 2019 de los animales con diagnéstico serolégico a Coxiella burnetii”. Las

hipotesis que se toman para este estudio son:

Ho: No existen diferencias significativas entre la produccion de 2018 y 2019.

Hi: Si existen diferencias significativas entre la produccion de 2018 y 2019.

3.5.25. Z-test de datos relacionados

La aplicaciéon de T-test de datos relacionados permitié resolver la siguiente
hipotesis estadistica: “Existen diferencias entre la produccion lactea de 2018
frente a la produccion lactea de 2019 de los seropositivos” y “Existen diferencias
entre la produccion lactea de 2018 frente a la produccion lactea de 2019 de los

seronegativos”. Las hipotesis que se toman para este estudio son:

Ho: No existen diferencias significativas entre la produccion de 2018 y 2019.

Hi: Si existen diferencias significativas entre la produccién de 2018 y 2019.

3.5.2.6. Estudio de Caso y Control

El presente andlisis, es una adaptacion del estudio caso y control para variables
cuantitativas, por lo tanto, se evalud retrospectivamente la produccién lactea de
dos grupos: individuos seropositivos (grupo caso) e individuos seronegativos
(grupo control) que presentan caracteristicas similares.

Por tanto, se agruparon individuos clasificados por su niumero de lactancia

(segunda a séptima), donde se extrajo una muestra aleatoria (Tabla 2).
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Cada grupo contemplaba un nimero de animales caso y un niumero de animales
control para la realizacion de la prueba de One-Way ANOVA con la siguiente
hipotesis estadistica: “Qué relacion existe entre las producciones lacteas del afo
2019 de los animales seropositivos y seronegativos de todas las lactancias”,
mientras que para el T-Test de datos no relacionados la hipotesis estadistica es:
“Qué relacion existe entre las producciones lacteas del afio 2019 de los animales
seropositivos y seronegativos para cada una de las lactancias”.. Las hipotesis

gue se toman para estos estudios son:

Ho: No existen diferencias significativas entre las producciones de seropositivos

y seronegativos de cada lactancia.

Hi: Si existen diferencias significativas entre las producciones de seropositivos y

seronegativos de cada lactancia.

Tabla 2. Namero de muestras para el estudio Caso-Control por lactancia

NUmero de Lactancia NUmero de Muestra

2 12
(6 grupo caso — 6 grupo control)

3 20
(10 grupo caso — 10 grupo control)

4 8

(4 grupo caso — 4 grupo control)
5 12

(6 grupo caso — 6 grupo control)
6 6

(3 grupo caso — 3 grupo control)
7 6

(3 grupo caso — 3 grupo control)

TOTAL 64 muestras

(32 grupo caso — 32 grupo control)
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Resultados

4.1.1. Diagndéstico

El diagndstico serologico se realizé a la poblacion total mediante la aplicacion de
ELISA indirecto. Los resultados obtenidos fueron: de 1032 animales presentes
en la Hacienda, 494 individuos presentaron seropositividad (47,87%) y 538
individuos presentaron seronegatividad (52,13%). Los resultados del diagndstico

se detallan en la tabla 3.

Tabla 3. Resultados del Diagnéstico serolégico a Coxiella burnetii

Diagnostico  Animales Prevalencia Intervalos de Confianza
Positivos 494 47,87 % 0.4787 [0.4482 — 0.5091]os5% Iic
Negativos 538 52,13 % 0.5213 [0.4908 — 0.5517]es% Ic

Total 1032 100% -

4.1.2. Estadistica descriptiva

En primer lugar, se muestra una breve descripcion de la estadistica descriptiva
de la poblacion inicial, referente a los 1032 animales (494 animales seropositivos
y 538 animales seronegativos) diagnosticados a Fiebre Q° (Tabla 4 & 5).

Luego de los resultados iniciales, se aborda a profundidad la estadistica
descriptiva de la poblacion objetivo, que fue de 135 animales, correspondientes
a 66 animales seropositivos y 69 animales seronegativos a Fiebre Q. Los
resultados se muestran en detalle a continuacion (Tabla 6, 7, 8 & 9) (Eiguras
11,12, 13,14 & 15).

3 Para mayor practicidad estadistica se reemplazé a los animales seronegativos con 0, y a los animales
seropositivos con 1.
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Tabla 4. Tabla de frecuencias con respecto a la etapa productiva

Frecuencias para Etapa Productiva
FQ ETProd FrecuenciaPorcentaje

0 VacaOrdefio 431 80.11
VacaSeca 107 19.88
TOTAL 538 100.00

1 VacaOrdefio 396 80.16
VacaSeca 98 19.83
TOTAL 494 100.00

El 80% de las vacas en estudio se encontraban en ordefio, mientras que el 20%
pertenecian a las vacas secas, las cuales fueron objetivo para el analisis

estadistico.

Alrededor del 40% de las vacas en ordefio son seropositivas a Fiebre Q, mientras
gue cerca del 10% de las vacas secas son seropositivas, lo que muestra que la
mayor parte de animales seropositivos a Fiebre Q se encontraban en produccion.

Tabla 5. Tabla de frecuencias con respecto a la etapa reproductiva

Frecuencias para Etapa Reproductiva

FQ ETRpro Frecuencia Porcentaje

0 Frescal 48 8.92
Insemin 107 19.88
Noinsem? 42 7.80
Prefiada 219 40.70
Seca 88 16.35
Vacia 34 6.32
TOTAL 538 100.00

1 Frescal 33 6.68
Insemin 92 18.62
Noinsem? 41 8.30
Prefiada 203 41.09
Seca 78 15.78
Vacia 47 9.51
TOTAL 494 100.00

Nota. Fresca: vaca recién parida
2Noinsem: vaca que van al descarte y ya no se inseminan
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Las vacas recién paridas corresponden al 7.8% del total de la poblacion, de las

cuales el 3.19% fueron seropositivas a Fiebre Q.

Las vacas prefiadas representan el 40.9%, de las cuales el 19.67% fueron

seropositivas a Fiebre Q.

Las vacas que se han inseminado se muestran con el 19.3%, de las cuales el

8.91% fueron seropositivas a Fiebre Q.

Las vacas secas y vacias representan el 23.9%, de las cuales el 12.1% fueron

seropositivas a Fiebre Q.

Las vacas destinadas al descarte corresponden al 8.1%, de las cuales el 3.97%

fueron seropositivas a Fiebre Q.

Esto puede sugerir que Fiebre Q no tiene predileccién por ninguna etapa
reproductiva en especial, ya en cada una de ellas llega a representar cerca del
50% de la categoria. Sin embargo, en vacas prefiadas y secas se encuentra
alrededor del 30%, lo que hace suponer una mayor susceptibilidad a Fiebre Q

en estas categorl'as.

Tabla 6. Tabla de frecuencias con respecto a las lactancias

Frecuencia para Lactancia

R

LACT 0 1 Total
2 9 13 22
3 20 20 40
4 7 11 18
5 9 9 18
6 12 4 16
7 6 6 12
8 4 0 4
10 1 2 3
11 1 1 2

Total 69 66 135
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El 60% de la poblacién se encuentra agrupada entre la segunda, tercera y cuarta
lactancia. De esta poblacion, el 32.6% de vacas fueron seropositivas a Fiebre Q.
Esto sugiere que la mayoria de las vacas se encuentran en las lactancias mas
importantes para expresar su potencial genético y deberian contar con buenos
indices de produccién. Sin embargo, la situacion es diferente como se muestra
en el analisis estadistico de caso-control, por lo que no se descarta la posibilidad

de que Fiebre Q tenga un efecto sobre la produccion en las distintas lactancias.
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Figura 11. Caja de bigotes que describe la dispersion de los datos por lactancia.

La mayoria de los datos, como se observa en la caja de bigotes, se encuentran
entre las lactancias mas importantes para expresar su potencial productivo y

genético (segunda, tercera y cuarta lactancia).

En este sentido, se puede apreciar de mejor manera el posible efecto que tiene
Coxiella burnetii en la produccion de las primeras lactancias limitando la
expresion de todo el potencial productivo y muy probablemente se veran
perjudicadas las lactancias siguientes al quedar latente en su fase cronica
ocasionando pérdidas imperceptibles y provocando efectos secundarios en la
produccion como en problemas de mastitis subclinica y/o abortos, lo que llevaria
al descarte. Se reitera que cerca del 50% de los descartes, son seropositivos a
Fiebre Q.
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Tabla 7. Tabla de frecuencias con respecto a la presencia de mastitis

Frecuencia para la presencia de mastitis
FQ MAST? Frecuencia Porcentaje

0 O 45 65.21
1 24 34.78
Total 69 100.00

1 0 40 60.60
1 26 39.39
Total 66 100.00

Nota. !MAST: Presencia de Mastitis: 0= ausencia / 1=presencia

El 37% de la poblacion ha presentado mastitis en la Ultima lactancia (periodo
2019). El 19.3% de las vacas que han presentado mastitis fueron seropositivas
a Fiebre Q. Esto sugiere que la produccién lechera puede verse afectada por la
presencia de Fiebre Q, provocando pérdidas en produccion total e inversion

econdmica para control y tratamiento.

Tabla 8. Tabla de frecuencias con respecto a la presencia de abortos

Frecuencia para la presencia de abortos
FQ ABORT! Frecuencia Porcentaje

0 O 63 91.30
1 6 8.69
Total 69 100.00

1 0 61 92.42
1 5 7.57
Total 66 100.00

Nota. YABORT: Presencia de Abortos: 0= ausencia / 1=presencia

De acuerdo con la base de datos, la empresa tiene una tasa de abortos del 3%
anual (poblacién bovina total de la empresa, n=18000). En el presente hato se
registro el 8.14% de abortos en el periodo 2018-2019, de los cuales el 3.7%

fueron vacas seropositivas a Fiebre Q.

En este sentido, no se descarta la posibilidad de haber problemas reproductivos
relacionados con la presencia de Fiebre Q que afecten la reproduccion del hato

y que, ademas, eso pueda llevar al descarte sin previo diagnéstico.
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Tabla 9. Estadistica descriptiva respecto a la produccion lactea 2018-2019

LTOTP® DELP? LTOTA® DELAf DABIY

FQP 0 1 0 1 0 1 o 1 o0 1
Valor 69 66 69 66 69 66 69 66 69 66
Media 2320.43 2207.1 299 298.1 2247.5 2081.2 260.3 252.8 224.6 203.1
Mediana 1990 2085 293 301 2160 1575 2752145 201 143
Desv. Estandar 1711.01 1359.5 133.9 91.58 1415.6 1456.9 111.2 135.7 136 145.1
Minimo 80 150 97 113 320 110 33 32 43 3
Méaximo 10290 6620 912 526 5500 5720 516 590 580 555

Nota. » Existe mas de una moda
bFQ: diagnostico a Fiebre Q: 0= seronegativos / 1= seropositivos
°LTOTP: produccién total de la lactancia de 2018 (lactancia previa)
9DELP: duracion de la lactancia previa
*LTOTA: produccidn total de la lactancia de 2019 (Gltima lactancia)
'DEL: duracion de la tltima lactancia
9DABI: dias abiertos del altimo periodo

En el afio 2018, la media de produccion total de los animales seropositivos fue
de 2207.1 Lts de leche, mientras que para el afio 2019, la media de produccién
total fue de 2081.2 Lts de leche. La reduccion de la produccion en el periodo
2018-2019 en los animales seropositivos fue de aproximadamente 125.9 Lts.,
gue representa el 5.7%.

En el afio 2018, la media de produccion total de los animales seronegativos fue
de 2320.43 Lts de leche, mientras que para el afio 2019, la media de produccién
total fue de 2247.5 Lts de leche. La reduccion de la produccion en el periodo
2018-2019 en los animales seronegativos fue de 72.93 Lts., que representa el
3.14%.

Respecto a la duracion de la lactancia en los animales seropositivos, para el afio
2018 tuvo una duracion de 298 dias, mientras que para el afio 2019, tuvo una
duracion de 252 dias. Habiendo una reduccién de la lactancia en el periodo 2018-
2019 de 46 dias, que representa el 15.43%.

Respecto a la duracion de la lactancia en los animales seropositivos, para el afio

2018 tuvo una duracion de 299 dias, mientras que para el afio 2019, tuvo una
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duracion de 260 dias. Habiendo una reduccién de la lactancia en el periodo 2018-

2019 de 39 dias, que representa el 13%.

Esto demuestra que en el periodo 2018-2019, la reduccion de la produccion de
los animales seropositivos tiene una mayor variacion (5.7%) en comparacién con
la reduccion de la produccién de los animales seronegativos (3.14%). En este
sentido, no se descarta la posibilidad de que Fiebre Q tenga un efecto negativo
sobre la produccion lactea a través del tiempo, debido a que se podria estar
presentando en forma cronica la enfermedad, esto se ve aclarado con los
resultados de la regresion logistica y el Z-test de datos relacionados, asi como

el estudio de caso-control en sus respectivas secciones.

Por otra parte, la duracion de la lactancia en el periodo 2018-2019, la reduccién
de la duracién de la lactancia de los animales seropositivos tiene una mayor
variacion (15.43%) en comparacion con la reduccion de la duracién de la
lactancia de los animales seronegativos (13%). Por tanto, no se descarta la
probabilidad de que Fiebre Q tenga un efecto negativo sobre la duracion de la
lactancia a través del tiempo, ya que podria estar ocasionando inconvenientes

gue lleven a un secado mas rapido y reducir el tiempo de lactancia.

Respecto a los dias abiertos, los resultados muestran que en los animales
seronegativos existe un mayor niumero de dias (d=224) a diferencia de los dias
abiertos en los seropositivos (d=203). Esto puede deberse a diversos factores
de manejo (deteccion de celo, nimero de inseminaciones). En este sentido, la

probabilidad de que Fiebre Q se relacione con esta variable es baja.
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Figura 12. Histograma de los datos de la produccion lactea de 2018 (lactancia
previa).
En la figura 12, se observa a la izquierda la produccion total en litros y a la
derecha se observa el tiempo de duracion de la lactancia previa en dias; donde
el color amarillo corresponde al grupo de seronegativos y el azul al grupo de

seropositivos.

Esto demuestra que siguen una distribucién normal. Ademas, existen ciertos
individuos que se encuentran dispersos en el grupo de seronegativos; sin
embargo, se encuentran bajo el limite permisible de dos desviaciones estandar
(Tabla 9). Es importante mencionar que la produccién del afio 2018 de los
animales seropositivos a Fiebre Q se observa mas prominente, asi como la

duracion de la lactancia se observa mas sostenida y regular.

FQ
FQ

6 20'00 40'00 GOIOO 0 200 400 600
LTOTA DELA

Figura 13. Histograma de los datos de la produccion lactea de 2019 (Ultima
lactancia).
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En la figura 13, se observa a la izquierda la produccion total en litros y a la
derecha se observa el tiempo de duracién de la ultima lactancia en dias. Es
importante comparar esta figura con la anterior, puesto que existe mayor
uniformidad, lo que demuestra que siguen una distribucién normal. Ademas, la
produccion del afio 2019 de los animales seropositivos a Fiebre Q se observa
menos prominente que la del afio 2018 y la duracion de la lactancia se ve mas
estrecha y dispersa. Lo que puede suponer un efecto de la enfermedad a través

del tiempo.
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Figura 14. Distribucion en violin de los datos de la produccion lactea de 2018
(lactancia previa).

En la figura 14, se observa a la izquierda la dispersion de la produccion total de
la lactancia y a la derecha se observa la dispersion de la duracién de dicha
lactancia. En esta figura, se hace mas visible la dispersion de los datos en los
animales seronegativos con respecto a los seropositivos, lo que sugiere que
Fiebre Q puede llevar un efecto negativo tanto en la produccion lactea como en

la duracioén de la lactancia.
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Figura 15. Distribucion en violin de los datos de la produccion lactea de 2019
(dltima lactancia).
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En la figura 15, se observa a la izquierda la dispersion de la produccion total de
la lactancia y a la derecha se observa la dispersion de la duracion de dicha
lactancia. Aqui, se hace mas evidente la reduccion de los parametros productivos
de la ultima lactancia, especialmente en los animales seropositivos (5.7% en
produccion lactea 'y 15.43% en la duracién de la lactancia), lo que permite sugerir

un efecto negativo de Fiebre Q sobre dichos parametros productivos.

4.1.3. Estadistica analitica

41.3.1. Chicuadrado

De acuerdo con la hipotesis estadistica “Existe relacion alguna entre el
diagnéstico serologico a Coxiella burnetii y el nUmero de lactancia” se obtuvo el

siguiente resultado:

Tabla 10. Prueba de Chi-cuadrado (Diagnéstico VS Numero de Lactancia)

Chi.sq test

Value df p
X? 9.888 8 0.273
N 135

Por lo tanto, se toma como valida la hipétesis nula, ya que el p value = >0.05.

De esta manera, se descarta que el serodiagnéstico a Fiebre Q tenga algun

efecto sobre el nUmero de lactancia de la poblacion en estudio.

De acuerdo con la hipdtesis estadistica ““Existe relacion alguna entre el
diagnostico serolégico a Coxiella burnetii y la edad de las vacas” se tiene los

siguientes resultados:

Tabla 11. Prueba de Chi-cuadrado (Diagnéstico VS Edad)

Chi.sq test

Value df p
X2 22.354 10 0.013
N 135




73

Si existen diferencias significativas, por lo tanto, se toma como valida la hipétesis

alternativa, ya que el p value = <0.05.

En este sentido, se afirma que Fiebre Q puede llevar un efecto negativo sobre la

produccion lactea dependiendo la edad que tengan las vacas.

4.1.3.2. Regresién Lineal

La hipétesis estadistica fue: “Qué influencia tiene el diagnostico serolégico a C.

burnetii en la produccion de la dltima lactancia”. El resultado fue el siguiente:

Tabla 12. Regresion Lineal (Diagnéstico VS Produccién de la ultima lactancia)

Regresion Lineal

Model Unstandardized Standard Error Standardized t p
1 (Intercept) 2247.536 172.875 13.001 <.001
FQ -166.324 247.245 -0.058 -0.673 0.502

No existe influencia del diagndstico en la produccién lactea de la ultima lactancia,

por lo cual se toma la hipétesis nula como verdadera, ya que el p value = >0.05.

Asi, se descarta la posibilidad de que Fiebre Q tenga un efecto directo sobre la

produccion lactea de la ultima lactancia.

4.1.3.3. Regresioén Logistica

La primera prueba con regresion logistica fue: “Existe influencia de la presencia
de abortos y mastitis sobre la produccién de la udltima lactancia, tomando en
cuenta al diagnéstico a Fiebre Q como un cofactor”. El resultado de este analisis

fue:
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Tabla 13. Regresion Logistica (Mastitis-Abortos VS Produccion Lactea, cf.
Diagnostico)

Model Coefficients — MAST

Predictor Estimate SE z p
Intercept -0.234 0.376 -0.622 0.534
FQ:

1-0 0.170 0.360 0.472 0.637
LTOTA -1.80e-4 1.30e-4 -1.386 0.166

Note. Estimates represent the log odds of "MAST = 1" vs. "MAST = 0"

5. Model Coefficients — ABORT

Predictor Estimate SE Z P
Intercept -3.284 0.741 -4.434 <.001
FQ:

1-0 -0.104 0.640 -0.162 0.871
LTOTA 3.65e-4 2.10e-4 1.737 0.082

Note. Estimates represent the log odds of "ABORT = 1" vs. "ABORT = 0"

En ambos casos, tanto presencia de abortos como de mastitis, se toma como
verdadera la hipotesis nula, ya que el p value = >0.05. Por tanto, no existen
diferencias significativas.

Por lo tanto, no existe asociacion alguna entre la presencia de abortos o mastitis
sobre la produccién lactea de la ultima lactancia, siendo tomado en cuenta al

diagnéstico como un cofactor.

La siguiente hipotesis fue: “Existe influencia de la presencia de abortos y mastitis
sobre la duracion de la lactancia, tomando en cuenta al diagnéstico a Fiebre Q

como un cofactor”. El resultado fue:
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Tabla 14. Regresion Logistica (Mastitis-Abortos VS Duracion Lactancia, cf.
Diagnostico)

Model Coefficients — ABORT

Predictor Estimate SE z P
Intercept -3.43173 0.87911 -3.904 <.001
FQ:

1-0 -0.16453 0.63882 -0.258 0.797
DELA 0.00386 0.00257 1.505 0.132

Note. Estimates represent the log odds of "ABORT = 1" vs. "ABORT = 0"

Model Coefficients — MAST

Predictor Estimate SE Z P
Intercept 0.08907 0.45666 0.195 0.845
FQ:

1-0 0.17468 0.36193 0.483 0.629
DELA -0.00281 0.00151 -1.857 0.063

Note. Estimates represent the log odds of "MAST = 1" vs. "MAST = 0"

En ambos casos, no existen diferencias significativas, por lo que se toma como

verdadera la hipétesis nula, entendiéndose que el p value = >0.05.

Por lo tanto, se descarta la asociacién entre la duracion de la lactancia y
presencia de abortos o mastitis, siendo considerado al diagnéstico como un

factor influyente.

La siguiente hipotesis fue: “Existe influencia de la presencia de abortos y mastitis
sobre los dias abiertos, tomando en cuenta al diagnéstico a Fiebre Q como un

cofactor”. El resultado se muestra a continuacion:
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Tabla 15. Regresion Logistica (Mastitis-Abortos VS Dias Abiertos, cf.
Diagnostico)

Model Coefficients — ABORT

Predictor Estimate SE Z P
Intercept -2.89973 0.69406 -4.178 <.001
FQ:

1-0 -0.10959 0.63512 -0.173 0.863
DABI 0.00226 0.00210 1.080 0.280

Note. Estimates represent the log odds of "ABORT = 1" vs. "ABORT = 0"

Model Coefficients — MAST

Predictor Estimate SE Z P
Intercept -0.15960 0.38381 -0.416 0.678
FQ:

1-0 0.15319 0.36139 0.424 0.672
DABI -0.00215 0.00135 -1.586 0.113

Note. Estimates represent the log odds of "MAST = 1" vs. "MAST = 0"

En ambos casos, tanto para la presencia de abortos como de mastitis, se acoge
a la hipdtesis nula como valida, ya que el p value = >0.05. En este sentido, no

existen diferencias significativas.

De esta manera, queda descartada la influencia de la presencia de abortos o
mastitis sobre los dias abiertos, tomando en cuenta al diagndstico como un

cofactor.

Otra hipétesis fue: “Existe influencia de la presencia de abortos y mastitis sobre
el intervalo entre partos, tomando en cuenta al diagnostico a Fiebre Q como un

cofactor”. El resultado fue el siguiente:
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Tabla 16. Regresion Logistica (Mastitis-Abortos VS Intervalo entre Partos, cf.
Diagnostico)

Model Coefficients — ABORT

Predictor Estimate SE Z p
Intercept -1.978 1.27427 -1.553 0.121
FQ:

1-0 -0.173 0.63604 -0.273 0.785
IEPAR -7.97e-4 0.00260 -0.307 0.759

Note. Estimates represent the log odds of "ABORT = 1" vs. "ABORT = 0"

Model Coefficients — MAST

Predictor Estimate SE Z p
Intercept -0.160 0.71917 -0.223 0.823
FQ:

1-0 0.169 0.35970 0.469 0.639
IEPAR -9.94e-4 0.00144 -0.691 0.490

Note. Estimates represent the log odds of "MAST = 1" vs. "MAST = 0"

En ambos casos, tanto en la presencia de abortos como de mastitis no existen
diferencias significativas, asi la hipotesis nula se adopta como valida debido al p

value = >0.05.

De acuerdo con este resultado, la presencia de abortos o mastitis no tiene efecto
sobre el intervalo entre partos, siendo tomado en cuenta como cofactor al

diagnéstico.

La siguiente hipotesis fue: “Existe influencia de la presencia de abortos y mastitis
sobre el nimero de inseminaciones, tomando en cuenta al diagnostico a Fiebre

Q como un cofactor”. El resultado obtenido fue el siguiente:
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Tabla 17. Regresion Logistica (Mastitis-Abortos VS Inseminaciones, cf.
Diagnostico)

Model Coefficients — ABORT

Predictor Estimate SE z p
Intercept -2.1683 0.578 -3.748 <.001
FQ:

1-0 -0.1390 0.633 -0.220 0.826
VINS -0.0698 0.156 -0.448 0.654

Note. Estimates represent the log odds of "ABORT = 1" vs. "ABORT = 0"

Model Coefficients — MAST

Predictor Estimate SE z p
Intercept -0.64448 0.3369 -1.9129 0.056
FQ:

1-0 0.19685 0.3571 0.5512 0.581
VINS 0.00575 0.0807 0.0713 0.943

Note. Estimates represent the log odds of "MAST = 1" vs. "MAST = 0"

En ambos casos, se acoge como verdadera a la hipétesis nula porque el p value

= >0.05. Por ello, no existen diferencias significativas.

Para este caso, la presencia de abortos o mastitis no tiene impacto sobre el
namero de inseminaciones, habiéndose tomado en cuenta al diagndstico como

un factor influyente.

Debido al resultado del andlisis de Chi-cuadrado obteniendo diferencias
significativas, se realizd regresion logistica para aclarar la siguiente hipotesis
“Qué influencia tiene la edad sobre la produccion lactea, tomando en cuenta
como el diagnostico a Fiebre Q como un cofactor”. Los resultados mostraron lo

siguiente:
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Tabla 18. Regresion Logistica (Edad VS Produccién Lactea, cf. Diagndéstico)

Regresion Logistica — EDAD

EDAD Predictor Estimate SE z p
5-4 Intercept -1.55207 0.21613 -7.181 <.001
FQ:
1-0 2.92507 0.23942 12.217 <.001
LTOTA 3.26e-4 2.60e-4 1.253 0.210
6-4 Intercept -0.41341 0.43621 -0.948 0.343
FQ:
1-0 1.51686 0.38634 3.926 <.001
LTOTA 4.80e-4 2.35e-4 2.044 0.041
7-4 Intercept 0.07422 0.42799 0.173 0.862
FQ:
1-0 0.70479 0.40739 1.730 0.084
LTOTA 3.98e-4 2.41e-4 1.651 0.099
8-4 Intercept 0.26489 0.41838 0.633 0.527
FQ:
1-0 0.43008 0.41212 1.044 0.297
LTOTA 3.82e-4 2.41e-4 1.588 0.112
9-4 Intercept 0.25262 0.42184 0.599 0.549
FQ:
1-0 1.05715 0.40634 2.602 0.009
LTOTA 1.22e-4 2.63e-4 0.462 0.644
10-4 Intercept -0.90273 0.35102 -2.572 0.010
FQ:
1-0 -0.07067 0.34195 -0.207 0.836
LTOTA 6.61le-4 2.40e-4 2.756 0.006
11-4 Intercept -0.07399 0.34805 -0.213 0.832
FQ:
1-0 0.41318 0.30841 1.340 0.180
LTOTA 4.28e-5 3.12e-4 0.137 0.891
12-4 Intercept -17.45116 0.03094 -564.087 <.001
FQ:
1-0 16.75452 0.03094 541.569 <.001
LTOTA 3.85e-4 3.36e-4 1.145 0.252
13-4 Intercept 0.98721 0.02925 33.750 <.001
FQ:
1-0 -0.34789 0.03081 -11.293 <.001
LTOTA -0.00130 5.60e-4 -2.315 0.021
15-4 Intercept -2.58492 0.00529 -488.347 <.001
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Regresion Logistica — EDAD

EDAD  Predictor Estimate SE 4 p
FQ:
1-0 -12.49127 4.60e-8 -2.71e-8 <.001
LTOTA 7.21e-4 2.86e-4 2.520 0.012

Si hay diferencias significativas con respecto a las edades, donde se muestra el

p value = <0.05.

En base a este resultado, se muestra que si existe un impacto de la edad en la
produccién, dependiendo de la seropositividad. Viéndose diferencias
significativas en las edades: 6, 10, 13 y 15 afios. Por lo tanto, mientras mayor es
la edad del animal, mayor es la probabilidad de ser seropositivo y de tener una

mayor probabilidad de efectos negativos sobre la produccién lactea.

En este sentido queda demostrado que la edad es un factor en el que influye
Fiebre Q directamente; sin embargo, la asociacion con el nimero de lactancia y

la produccioén lactea se define en el estudio de caso-control.

5.1.1.1. Repeated Measure ANOVA

La hipotesis estadistica para el analisis Repeated Measure ANOVA fue “Qué
relacion existe entre las producciones lacteas de 2018 y 2019 de los animales
con diagnéstico seroldgico a Coxiella burnetii”. El resultado fue el siguiente:

Tabla 19. Repeated Measure ANOVA (Produccion Lactea 2018 de seropos. y
seroneg. VS Produccion Lactea 2019 de seropos. y seroneg.)

Within Subjects Effects

Sum of Squares df Mean Square F p
RM Factor 1 666646.202 1 666646.202 0.454 0.501
E('\?" Factor 1 & 47397.313 1 47397.313 0.032 0.858
Residual 1.952¢ +8 133 1.467e +6
Note. Type Ill Sum of Squares
Between Subjects Effects
Sum of Mean

Squares Square
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Within Subjects Effects

Sum of Squares df Mean Square F p
FQ 1.319¢e +6 1 1.319¢ +6 0.440 0.508
Residual 3.983e +8 133  2.995e +6

Note. Type Ill Sum of Squares

En cuanto al resultado, no existen diferencias significativas entre la produccién
de 2018 y 2019 de la poblacién en estudio, porque el p value = >0.05. Sin
embargo, la utilizacion de One Way ANOVA en el estudio de caso-control refleja

resultados contundente, que en este andlisis pasa desapercibido.

5.1.1.2. Z-test de datos relacionados

La primera hipotesis estadistica resuelta con la utilizacion del Z-test de datos
relacionados fue: “Existen diferencias entre la produccion lactea de 2018 frente
a la produccion lactea de 2019 de los animales seropositivos”. El resultado

muestra:

Tabla 20. Z-test de datos relacionados (Produccion Lactea 2018 seropositivos
VS Produccion Lactea 2019 seropositivos)

Z-Test de datos relacionados

T df P

LTOTPpos - LTOTApos 11.678 206 < .001

En base al resultado, se toma como verdadera a la hipotesis alternativa, debido
a que el p value = <0.05. Por lo tanto, si existen diferencias significativas entre la
produccion lactea de 2018 y 2019 de los animales seropositivos.

Esto muestra que se puede estar presentando la forma cronica de Fiebre Q,
donde la principal caracteristica es el impacto en la produccion lactea a través
del tiempo y por medio de la recopilacion de una base de datos extensa y
detallada, por lo que, para el presente caso puede estar pasando imperceptible

en un Unico periodo como se vio anteriormente.
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La siguiente hipotesis estadistica fue: “Existen diferencias entre la produccion
lactea de 2018 frente a la produccion lactea de 2019 de los animales

seronegativos”. El resultado que se obtuvo fue:

Tabla 21. Z-test de datos relacionados (Produccion Lactea 2018 seronegativos
VS Produccion Lactea 2019 seronegativos)

Z-test de datos relacionados

t df p

LTOTPneg - LTOTAneg 0.326 68 0.745

Se adopta como valida a la hipétesis nula, en sentido de que el p value = >0.05.

Asi se define que no existen diferencias significativas.

Los animales seronegativos a Fiebre Q no tienen diferencias en el andlisis de su
produccion lactea en estos periodos a diferencia de los seropositivos, por lo que
afirma que en los animales seropositivos se puede tener un leve impacto en la

produccion lactea.

5.1.1.3. Estudio de Caso y Control

Se recuerda, que para el estudio de caso-control se seleccioné un grupo
aleatorio de animales seropositivos (grupo caso) y animales seronegativos
(grupo control) siendo clasificados por su numero de lactancia (Tabla 2). Con
ello poder reiterar los analisis estadisticos One Way ANOVA y T-test de datos no
relacionados con ello, aclarar si la produccion por nimero de lactancia depende

0 no del diagnéstico a Fiebre Q.

La hipotesis estadistica de One-Way ANOVA despejada fue: “Qué relacion existe
entre las producciones lacteas del afio 2019 de los animales seropositivos y
seronegativos de todas las lactancias” y para el T-test la hipotesis fue: “Qué
relacion existe entre las producciones lacteas del afio 2019 de los animales
seropositivos y seronegativos para cada una de las lactancias”. El resultado
luego de la ejecucion de One Way ANOVA fue:



83

Tabla 22. One Way ANOVA del Estudio Caso-Control (Produccion Lactea 2019
seropositivos VS Produccion Lactea 2019 seronegativos de todas las
lactancias)

One-Way ANOVA

F dfl1  df2 P

LTOTA 136 1 454 <.001

El Resultado del One Way ANOVA refleja que la hip6tesis alternativa es acogida
como verdadera, es decir que si existen diferencias significativas debido a que
el p value = <0.05.

Esto muestra que Fiebre Q tiene un efecto sobre la produccion lactea, y que varia
de acorde a cada lactancia. A pesar de no haber tenido el mismo resultado con
la poblacion inicial para el estudio (n=135), queda demostrado que Fiebre Q

puede pasar imperceptible cuando se hace el estudio en un solo periodo.
El resultado del andlisis de T-Test de datos no relacionados fue:

Tabla 23. T-test de datos no relacionados del Estudio Caso-Control
(Produccion Lactea 2019 seropositivos VS Produccion Lactea 2019
seronegativos para la segunda lactancia)

T-test de datos no relacionados

Statistic df P

LTOTA  Student'st 4.53 10.0 0.001

Tabla 24. T-test de datos no relacionados del Estudio Caso-Control
(Produccion Lactea 2019 seropositivos VS Produccion Lactea 2019
seronegativos para la tercera lactancia)

T-test de datos no relacionados

Statistic df p

LTOTA  Student'st 7.13 18.0 <.001




Tabla 25. T-test de datos no relacionados del Estudio Caso-Control
(Produccion Lactea 2019 seropositivos VS Produccion Lactea 2019
seronegativos para la cuarta lactancia)

T-test de datos no relacionados

statistic df P

LTOTA Student's t 9.23 6.00 <.001

Tabla 26. T-test de datos no relacionados del Estudio Caso-Control
(Produccion Lactea 2019 seropositivos VS Produccién Lactea 2019
seronegativos para la quinta lactancia)

T-test de datos no relacionados

statistic df P

LTOTA Student's t 5.67 10.0 <.001

Tabla 27. T-test de datos no relacionados del Estudio Caso-Control
(Produccion Lactea 2019 seropositivos VS Produccion Lactea 2019
seronegativos para la sexta lactancia)

T-test de datos no relacionados

statistic df P

LTOTA  Student'st 3.19 4.00 0.033

Tabla 28. T-test de datos no relacionados del Estudio Caso-Control
(Produccion Lactea 2019 seropositivos VS Produccién Lactea 2019
seronegativos para la séptima lactancia)

T-test de datos no relacionados

statistic df P

LTOTA  Student'st 431 400 0.013

tiene Fiebre Q sobre la produccién lactea en promedio se encuentra en 5.7%.
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El andlisis de cada lactancia muestra que si existen diferencias significativas,

esto se corrobora ya que el p value = <0.05; demostrando asi el impacto que
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5.2. Discusion

5.2.1. Frecuencia de Presentacion de Fiebre Q

El diagnéstico seroldgico a Fiebre Q de la presente granja lechera correspondio
al 47.87% (ICos%: 44,82% - 50.91%), teniendo una poblacion de 1032 bovinos en
estudio. En base a este resultado, existen estudios previos que describen
prevalencia de Fiebre Q con un analisis previo de abortos o historial de abortos.
Por ejemplo, en Brasil, De Oliveira et al., (2018) describieron una seroprevalencia
de 55.1% en una granja lechera donde se habian presentado abortos. Similares
resultados en Venezuela, donde Oropeza, Dickson, Maldonado, & Kowalski,
(2010) informan de una prevalencia del 60.63% en un hato con un historial
elevado de abortos. En Colombia, se ha descrito una prevalencia en bovinos del
61.6% en el valle de Antioquia (Eraso-Cadena et al., 2018), basandose en un
analisis regional de presentacion esporadica de abortos. Otro estudio similar se
realiz6 en Ecuador, debido a la presencia de un brote de abortos en la empresa
a la que pertenece la granja en estudio, donde Changoluisa et al., (2019)
determinaron que Fiebre Q habia sido asociado como agente causal secundario,
y que el agente primario causante del brote fue Neospora, lo que demuestra la
habilidad de oportunismo de C. burnetii y que la enfermedad puede pasar

desapercibida.

A pesar de que los estudios mencionados se realizaron a partir de la presencia
de abortos, en la presente investigacion, la presencia de abortos se tomé como

una variable con la finalidad de poder asociar con otros parametros productivos.

Sin embargo, al no haberse realizado el diagnéstico respectivo y Unicamente
haber recopilado informacién de una base de datos, se sugiere que la
presentacion de abortos directamente ocasionados por Fiebre Q puede estar
subreportada o bien presentar una fase crénica que permanece latente y que se
reactiva con la prefiez y de esta manera haber obtenido una prevalencia elevada
en el presente estudio (De Biase et al., 2018; Sting et al., 2013; R. Van den Brom
et al., 2015).
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La prevalencia de Fiebre Q en Ecuador va desde 8% al 100% a nivel de rebafios
bovinos, habiendo una prevalencia nacional del 14.5% (Ordoiez, 2017); este
resultado estuvo asociado a factores como: nivel de produccion, manejo del
ordefio, higiene y bioseguridad, condiciones climéticas, entre otros. Asimismo,
otro estudio realizado por Carbonero et al., (2015), reportan una prevalencia de
Fiebre Q por hato del 46.9%, estos asocian la presentacion de la enfermedad a
factores como: materiales y alimentacion de terneros con leche comercial,
higiene y desinfeccion del cordon umbilical. En ambas investigaciones, las
condiciones de estudio son diferentes a las del presente estudio; a pesar de ello,
son importantes para describir que diversos factores pueden influenciar la

presencia de Fiebre Q en el Ecuador.

La granja en estudio pertenece a una empresa de produccion lechera, donde se
han llevado dos estudios previos de la prevalencia de Fiebre Q. El primer estudio
lo realizaron Changoluisa et al., (2019) con lo mencionado de la presentacion de
abortos. El segundo fue llevado a cabo por Echeverria et al., (2019) quienes
reportaron una prevalencia del 42.9%, esto demuestra fuertemente la presencia
de Fiebre Q en la empresa. De acuerdo con Gonzales-Barrio, (2015) & Romero,
(2018), la elevada prevalencia de Fiebre Q en las grandes industrias lecheras,
puede deberse al nivel de produccion intensiva con ello un alto nivel de estrés y
hacinamiento, lo que ocasiona una inmunosupresion en los animales y lleguen a
infectarse. Ademas, la comercializacion de piensos, pieles y subproductos
contaminados (Karagiannis et al., 2009; René Van Den Brom et al., 2015; Zubair
et al., 2016), el ingreso de nuevos animales (Eldin et al., 2014; Yohannes, 2018),

el ordefio automatizado (Schimmer, 2018; van Engelen et al., 2014)

La empresa y el hato en estudio manejan condiciones similares a las que se
describen anteriormente para la presentacion de Fiebre Q, lo que pone en
manifiesto la importancia de un adecuado manejo productivo y un correcto
control de estas caracteristicas para minimizar la presentacién de casos, que Si
bien es cierto pueden llegar a ser inespecificos o subclinicos, afectan a la

produccion lactea y que pueden repercutir en la economia de la empresa.
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5.2.2. Estadistica descriptiva

En base a los resultados de la estadistica descriptiva de la poblacién en estudio
(n=135), se considera una aparente relacion entre la presencia de Fiebre Q con

ciertas variables, siendo detallado a continuacion:

El 32.6% de las vacas seropositivas a Fiebre Q, estaban entre la segunda y la
cuarta lactancia, esto sugiere que puede haber un efecto sobre la produccién de
estas lactancias. Sin embargo, Eldin et al., (2017) describen que los efectos en
las primeras etapas de vida productiva por Fiebre Q son poco visibles, y si se
presentan, lo mas probable es que sean cuadros subclinicos e inespecificos.
Ademas, describe que la magnitud de estos efectos es observable a mediano y
principalmente a largo plazo. lgualmente, esto se ve fundamentado en lo que
mencionan Walraph et al., (2018), quienes afirman que se logra identificar un
titulo de anticuerpos C. burnetii de fase Il mas alto en las primeras etapas de
vida productiva, pero rapidamente ese nivel decrece con el tiempo, pero la
bacteria se torna resistente y es ahi donde acarrea todos los problemas

productivos y reproductivos.

Respecto a la presentacion de mastitis, el 19.3% de las vacas seropositivas
presentaron mastitis (sin especificar si es clinica o subclinica), pero como es de
conocimiento general, la mastitis puede deberse a varios factores tanto
infecciosos como de manejo. A pesar de ello, no es ajeno descartar la posibilidad
de que C. burnetii sea el agente causal de mastitis ya que en ciertos estudios
afirman la asociacion de Fiebre Q con mastitis subclinica y con la microflora

natural de la glandula mamaria (Barlow et al., 2008; Metzger et al., 2018).

La empresa maneja una tasa de abortos anual del 3%. Dentro del presente hato,
se registro el 8.14%, que se considera parte de la tasa anual de la empresa. De
estos resultados, el 3.7% corresponden a vacas seropositivas a Fiebre Q para el
periodo 2018-2019.
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En este sentido, Abushahba, Abdelbaset, Rawy, & Ahmed, (2017) hablan de que
las pérdidas reproductivas por Fiebre Q, respecto a los abortos, no son
observables directamente en un solo periodo y que deben tener seguimiento
durante toda la vida reproductiva y de ser posible, estudiada en la progenie.
Ademas, como se observo en el estudio de Changoluisa et al., (2019), Fiebre Q
puede ser considerada un agente secundario y puede estar asociado a
infecciones cruzadas por otros agentes patégenos como fue el caso de
Neospora, lo que hace mas complejo el diagnéstico, pero con un adecuado
manejo seroldgico y molecular se puede llegar a determinar y con ello establecer
medidas de control. Por lo tanto, diversos autores informan que si bien es cierto,
la presencia de los brotes de abortos puede deberse a diversos factores
infecciosos 0 no, como la presencia de Fiebre Q, primero se debe manejar un
plan diagnostico adecuado para descartar otras enfermedades reproductivas
como DVB, IBR, entre otras (Abushahba et al., 2017; Changoluisa et al., 2019;
De Biase et al., 2018; R. Guatteo et al., 2012; Muleme et al., 2017; P. J. Plummer
et al., 2018).

La produccion lactea de los animales seropositivos en el periodo 2018-2019, se
reduce en un 5.7%, lo que muestra que la produccién lactea se ve influenciada
por el diagndstico a través del tiempo; esto lo corroboran varias investigaciones,
gue muestran una reduccion en la produccion lactea por efecto de la
seropositividad a Fiebre Q y su repercusién a nivel econémico (Betancur et al.,
2015; R. Guatteo et al.,, 2012; Muleme et al., 2017). Por ejemplo, un estudio
desarrollado en una empresa lactea caprina informa que la produccion lactea
anual se ve afectada por C. burnetii hasta un 8.1%, esto en producciones
intensivas que manejan estacionalidad de partos (Van Asseldonk et al., 2013).
Recientemente, Torgerson et al., (2018) lograron identificar las pérdidas en la
produccion lactea por brote de Fiebre Q, teniendo una repercusion econémica
de 85 millones de euros y llegando a reducir hasta un 20% en la produccién

lactea y en fertilidad.

Respecto a la duracion de la lactancia, en el periodo 2018-2019 existe una

reduccion del 15.43% en los animales seropositivos, lo que no descarta la
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probabilidad de que Fiebre Q tenga un efecto sobe la duracion de la lactancia.
Asi, una investigacion reciente, afirma que Fiebre Q puede llegar a ocasionar
brotes infecciosos de abortos que afecten la produccion lactea, lo que lleve a
reducir la duracion de la misma tras el parto, y que eso merme la produccion
(Muleme et al., 2017). Con respecto al nimero de inseminaciones no hubo una

relacion positiva con la presencia de Fiebre Q.

A pesar de lo que informan diversos autores, de las investigaciones recientes y
del analisis de la estadistica descriptiva para el presente estudio, los resultados
de la estadistica analitica muestran una leve asociacion de las variables y el

diagnéstico serologico a Fiebre Q.

5.2.3. Estadistica analitica

5.2.3.1. Relacion entre el Diagnostico y el NUmero de Lactancia

Los resultados luego de utilizar Chi-cuadrado reflejan que el diagnéstico a Fiebre
Q y el numero de lactancia no tuvieron relacién alguna para el presente estudio.
La comprension detrds de esto se debe a que C. burnetii puede presentarse en
cualquier momento de la vida tras haber infectado a un animal, lo cual no afirma

tener predileccion por una lactancia en particular.

5.2.3.2. Relacién entre el Diagnéstico y la Edad

Los resultados de la aplicacion del Chi-cuadrado muestran que, el diagnéstico a
Fiebre Q y la edad si arrojaron diferencias significativas. Posteriormente, se
corroboraron estos resultados con la aplicacion de la regresion logistica,
mostrando que si existe influencia de la edad en la produccion lactea tomando
en cuenta al diagndstico a Fiebre Q como un cofactor; estas diferencias

significativas se observaron en las edades: 6, 10, 13 y 15 afos.

La interpretacion del resultado es que, mientras mayor edad presenta el animal
mas riesgo tiene de ser seropositivo a Fiebre Q. Este resultado coincide con los

mencionados en otros estudios (Alvarez et al., 2012; Béttcher et al., 2011; Mazeri
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et al., 2012; Orddnez, 2017; Paul, Agger, Agerholm, & Markussen, 2014). El
principio de esto es que, mientras mas envejece mayor es la exposicion y la
susceptibilidad inmunologica a C. burnetii como lo mencionan los distintos
autores. Ademas, tendrd la capacidad de provocar infecciones recurrentes
durante toda la vida, presentandose cuando el animal esta inmunodeprimido
(Carbonero et al., 2015).

5.2.3.3. Influencia del Diagnostico sobre la Produccion Lactea 2019

El resultado del andlisis de regresion lineal reflej6 que no hay influencia del
diagndstico sobre la produccion lactea de la ultima lactancia (afio 2019). Esto se
debe a que, la seropositividad no necesariamente se va a relacionar con la
produccion de una lactancia en especifico como se evaluo. El motivo, es porque
no se conoce cuando se infect6é el animal, con ello no se conoce la etapa de
infeccion que esta cursando, ya que pudiese estar cursando una infeccion

cronica subclinica.

Diversos autores han descubierto que la seropositividad no dependera
exclusivamente de la ultima produccion, incluso del dltimo parto, ya que la
enfermedad permanecerd latente y se reactivara cuando exista inmunosupresion
en el animal, pero generalmente es autolimitante (Canevari et al., 2018; Eldin et
al., 2017; Garcia-Seco, Pérez-sancho, Garcia, & Miguel, 2011; R. Guatteo et al.,
2007, 2012; Raphael Guatteo & Seegers, 2006). Debido a esto, es que la
enfermedad es dificil de diagnosticar en una produccién, de manera que el
seguimiento y los métodos profilacticos seran necesarias luego de la valoracién

de la situacién epidemiolégica de la region.

5.2.3.4. Relacion de la Presencia de Mastitis sobre la Producciéon Lactea

2019, tomando en cuenta al Diagnéstico como un cofactor

Los resultados del analisis de regresion logistica muestran que no hay influencia
de mastitis sobre la produccién lactea de la ultima lactancia. Dicha situacion es

similar a lo que ocurrié con el resultado del analisis anterior, ya que es bien
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documentado que C. burnetii ocasiona mastitis subclinica (Barlow et al., 2008;
Annie Rodolakis, 2009), pero un estudio reciente afirma que se ha aislado la
bacteria de la microbiota normal de la glandula mamaria (Metzger et al., 2018),
demostrando que no siempre ocasionara cuadros clinicos, y que, en la presente
investigacioén, los cuadros de mastitis que se dan, pueden estar asociados a otros
factores, mas no con la presencia de C. burnetii; entre ellos, estrés y condiciones
de alto hacinamiento, el manejo de pezoneras automaticas asi como la facilidad
de sufrir golpes y traumatismos como lo asocian Gonzales-Barrio, (2015) &
Romero, (2018) a la produccién intensiva.

5.2.3.5. Relacion de la Presencia de Abortos sobre la Producciéon Lactea

2019, tomando en cuenta al Diagndstico como un cofactor

Los resultados del andlisis de regresion logistica mostraron que no existe
influencia de la presencia de abortos sobre la produccién de la ultima lactancia.
En este sentido, los animales que abortaron, muy esporadicamente vuelven a
abortar en otro parto, a pesar de ello permanecen con problemas en el tracto
reproductivo que son recurrentes pero imperceptibles para definir un cuadro
infeccioso sintomatico, generalmente son cuadros subclinicos, lo que provocan
gue el animal disminuya sus parametros productivos y reproductivos cuando la
enfermedad avanza en su estado cronico (Raphaél Guatteo et al., 2006; Muleme
et al.,, 2017; Vaidya et al., 2010). Debido a esto, se describe la causa mas
probable de que los resultados de la ultima lactancia no hayan tenido diferencias

significativas.

5.2.3.6. Relacion entre las Producciones Lacteas de 2018 y 2019

El resultado del analisis de Repeated Measure ANOVA mostré que no hubo
diferencias entre la produccion lactea de 2018 frente a la produccion de 2019 de
los animales seropositivos y seronegativos (n=135). Esto puede deberse a
diversos factores, entre ellos, el manejo de los pardmetros como duracion de la
lactancia y dias abiertos, que pueden ocasionar que no se muestren diferencias

aparentemente (Muleme et al., 2017). No se descarta la posibilidad de que el
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diagnéstico tenga alguna relacion en un estudio longitudinal como lo muestra el

estudio de caso-control.

5.2.3.7. Relacion entre las Producciones Lacteas de 2018 y 2019 de los

animales seropositivos

El resultado obtenido al aplicar el analisis de Z-test de datos relacionados reflejo
la existencia de diferencias significativas entre las producciones de 2018 y 2019
de los animales seropositivos. La reduccion en la produccion lactea corresponde
hasta un 5.7%, lo que muestra que Fiebre Q si representa un efecto leve en la
produccion lactea de esta granja. Esto corrobora la afirmacion de Carbonero et
al., (2015), quienes enfatizan en que mientras mas envejece el animal, se
encuentra mas en riesgo de ser seropositivo a C: burnetii presentar fallas

productivas.

5.2.3.8. Relacién entre las Producciones Lacteas de 2018 y 2019 de los

animales seronegativos

Por el contrario, el resultado obtenido al aplicar el andlisis de Z-test de datos
relacionados reflej6 que no existen diferencias significativas entre las
producciones de 2018 y 2019 de los animales seronegativos De manera que,
hace mas presumible el hecho de que la seropositividad a C. burnetii puede
influenciar en la producciéon lactea en los animales seropositivos, haciendo

necesario la realizacion de mas estudios de caso-control.

5.2.3.9. Estudio de Caso y Control

Se recuerda, que para el estudio de caso-control se seleccion6 un grupo
aleatorio de animales seropositivos (grupo caso) y animales seronegativos
(grupo control) siendo clasificados por su numero de lactancia (Tabla 2). Con
ello poder reiterar los analisis estadisticos One Way ANOVA y T-test de datos no
relacionados con ello, aclarar si la produccion por niumero de lactancia depende

o no del diagnostico a Fiebre Q.
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5.2.3.10. Relacion entre el Diagndstico y las Producciones Lacteas de
2019 de grupo caso (seropositivos) y grupo control

(seronegativos)

El resultado del One Way ANOVA muestra que existen diferencias significativas
en la produccion de la ultima lactancia del grupo caso (n=32) y control (n=32); es
decir, la produccion lactea puede estar estrechamente influenciada por el
diagnéstico a Fiebre Q. Esto permite afirmar lo que diversas investigaciones han
descubierto acerca de que la seropositividad no dependera exclusivamente de
la Ultima lactancia y eso provocara que Fiebre Q pase desapercibida en estudios
con toda la poblacién, permaneciendo latente y siendo reactivada cuando existe
inmunosupresion (Bae et al., 2019; Canevari et al., 2018; P. J. Plummer et al.,
2018). Por lo que, en el presente estudio, se justifica el haber llevado a cabo un
estudio de caso-control realizando un filtro de individuos mas homogéneo para

lograr identificar de este modo las diferencias significativas.

5.2.3.11. Relacion entre las Producciones Lacteas de grupo caso
(seropositivos) y grupo control (seronegativos) en cada

lactancia

En este sentido, el T-test de datos no relacionados reflejé por cada lactancia
diferencias significativas. Esto corrobora lo que ciertos autores mencionan
acerca del riesgo de infeccion por C. burnetii (Canevari et al., 2018; Lopez-
Gatius, Almeria, & Garcia-Ispierto, 2012; Mccaughey et al., 2010; Ordéfiez,
2017), en donde describen, entre otras, al nimero de lactancia como un factor
de riesgo y que dependiendo de la epidemiologia de la regién pueden llegar a
ser susceptibles todas las categorias o0 como se ha descrito antes, solo aquellas
categorias que abarcan individuos de mayor edad. Para el presente estudio de
caso-control se define que Fiebre Q provoca una reduccion promedio de 5.7%
en la produccién lactea para la Gltima lactancia, aunque se sugiere que este valor
es unicamente un aproximado de la reduccion real, lo que deberia conducir al

desarrollo de un analisis longitudinal retrospectivo de mayor tiempo.
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5.3. Limitantes

Una limitacion del presente estudio es que no se tiene el conocimiento del
momento en que los animales se infectaron, por tanto, no se puede inferir como
el momento en que se infectaron al estudio desarrollado por Echeverria et al.,
(2019), sino como un diagndstico base para comenzar el seguimiento periédico

de los animales para describir la eco epidemiologia de la enfermedad.

Por otra parte, se considera que el periodo de afios en estudio fue muy limitado
para realizar el seguimiento de la produccion lactea de los animales y poder
observar la verdadera magnitud que tiene Fiebre Q en el presente hato. A pesar
de ello, se pudo reflejar en los resultados del andlisis estadisticos ciertas pautas

para identificar el impacto que acarrea en la produccion actual.

Otra limitacion es la posibilidad de que los animales seropositivos para este
estudio hayan desarrollado Fiebre Q cronica sin haber sido identificados en la
serologia. En este sentido, un diagnostico objetivo y preciso de los efectos a
largo plazo en la salud animal de Fiebre Q es dificil, pero las pruebas serolégicas
para anticuerpos especificos de fase | y fase Il pueden ayudar a clasificar mejor
a los pacientes. Sin embargo, esto no se realizé en el estudio porque los kits de

diagndstico no estan disponibles en Ecuador.

Por ultimo, una base de datos tan extensa como es la que maneja la empresa
se encuentra en constante innovacion, de manera que puede darse el caso de
algun error de registro de datos. A pesar de ello, la confiabilidad de los datos es

muy elevada.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Se concluye que el impacto que ocasiona Fiebre Q en la presente granja de alta
produccion es leve con una elevada seroprevalencia que representa el 47.87%.
Ademas, el andlisis de los indices productivos reflejo que las variables con mayor
importancia para el estudio fueron el diagndstico, la edad, la produccion lactea y
en menor medida la presencia de abortos, la presencia de mastitis, duracioén de

la lactancia y el nUmero de lactancias.

En definitiva, el andlisis descriptivo muestra que puede existir una relacién
aparente entre Fiebre Q y las siguientes variables: nimero de lactancia (el 32.6%
de vacas seropositivas se encuentra entre la segunda y cuarta lactancia), la
presencia de mastitis (19.3%), la presencia de abortos (3.7%), la produccién
lactea (reduccién en 5.7%) y la duracién de la lactancia (reduccion en 15.43%).
En relacién con esto, la importancia de Fiebre Q en esta produccién lechera
radica en que estas variables pueden estar fuertemente influenciadas por la
presencia de la enfermedad, pero Unicamente se detalla para el periodo 2018-
2019. Por lo que, la importancia del andlisis descriptivo también demuestra la
necesidad de desarrollar estudios de tipo longitudinal retrospectivos de mas
afos, que permitan identificar una verdadera asociacion entre Fiebre Q y estas
variables a través del tiempo y no solo para un periodo como el presente estudio,
haciendo que no se logre apreciar la magnitud real de la enfermedad.

Tras realizar el andlisis estadistico, se concluye que Fiebre Q acarrea efectos
leves en la produccion ganadera mediante una presentacion crénica. Para este
caso, el diagnostico a Fiebre Q se relaciona con la edad; donde se concluye que
mientras mas aumenta la edad existe mayor riesgo de ser seropositivo a Fiebre
Q y que las edades mas afectadas son: 6, 10, 13, 15 afios. Adicionalmente, se
descarta que la presencia de abortos y mastitis influencia la produccion de la
dltima lactancia. En relacion con el estudio de caso-control se concluye que

Fiebre Q provoca una reduccion en 5.7% de la produccion lactea para la tltima
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lactancia. De igual manera permite aclarar que la seropositividad no dependera
de la udltima lactancia y que el impacto puede volverse imperceptible cuando se
estudia una poblacién que no se encuentra bajo los mismos criterios de seleccion
(caso-control). Todo esto sugiere que, existe una presentacion cronica de Fiebre
Q y que es necesario un estudio longitudinal retrospectivo.

5.2. Recomendaciones

En cuanto al diagndstico, se recomienda manejar dos pruebas diagnosticas,
PCR y ELISA, que han sido comunmente utilizadas para asegurar tanto la
presencia de la enfermedad como la obtencién de una prevalencia real. En base
a esto, distintos autores describen que, en estadios cronicos de la enfermedad,
los animales no se encuentran excretando la bacteria y esto puede ocasionar

gue pase desapercibido unicamente con la serologia.

En cuanto al estudio, se recomienda profundizar en un analisis de caso y control
con registros de hasta 5 afios atras, con la finalidad de observar la fluctuacion en
los parametros zootécnicos de la Hacienda y entender el causal de las
variaciones actuales. Asimismo, realizar controles cada 6 meses, debido a que
la presentacion de la enfermedad en esta region es elevada, algunos animales
pueden seroconvertir y manifestar clinicamente a la enfermedad, ademas de
introducir con ello, los kits de diagndstico de fase especifica, para detallar la

presentacion aguda o crénica de la enfermedad.

Son varias las pautas que se dieron en el presente estudio, por lo tanto, es

recomendable:

En primer lugar, su divulgacion para que cada vez el conocimiento veterinario
sea mas amplio y se pueda tener a la Fiebre Q entre los diferenciales que causan

abortos esporadicos y mastitis subclinicas.

En segundo lugar, que sirva como base para estudios sobre la ecologia de la
enfermedad, puesto que nuestro pais es megadiverso, la presencia de distintos
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hospedadores, asi como de los medios de transmision pueden ser favorables

para que la enfermedad sea endémica.

En tercer lugar, que permita a futuro establecer la importancia econdémica y
zoonotica en las empresas de alta produccion lechera, con ello, tener un control
sanitario mas seguro y confiable, asi como el ofrecimiento de productos

derivados certificados y de alta calidad.
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ANEXOS



Anexo 1. Transito de Coxiella burnetii en los macroéfagos.
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La fagocitosis de la fase | virulenta conduce a la formaciéon temprana de un
fagolisosoma que adquiere marcadores endosémicos y lisosomales (catepsina
D), lo que resulta en la acidificacién del fagolisosoma.

La fagocitosis de la fase Il avirulenta conduce a la formacion temprana y tardia
de fagosomas, el marcador Rab7 esta envuelto en la maduracion del fagosoma
tardio, mientras adquiere catepsina D, para acidificar el ambiente.

Tomado de Newton, Latomanski, & Newton, 2016.

Anexo 2. Toma de muestras sanguineas en la Hacienda “San Pedro”.

La extraccion de sangre mediante la venopuncion de la vena coccigea estuvo
guiada por el protocolo tomado de Zambrano & Diaz, 2016.



Anexo 3. Hacienda donde se llevo a cabo el proyecto de titulacion.

El registro de datos se maneja con una base digital a través de la implementacion
de un chip intraruminal para identificacion de los animales.

Anexo 4. Hacienda ubicada en la region costa, provincia de Santo Domingo de
los Tséachilas.

El sistema de produccion en la hacienda es semi intensivo, aunque en las otras
haciendas el sistema de produccion que se maneja es el intensivo. Todas las
haciendas se trabajan con un sistema de alta produccién, incluso para el ordefio
manejan sistemas rotativos conocidos como ordefio en carrusel.



Anexo 5. Actividad de rotativo y extraccion de datos para el presente estudio
de titulacion.

Se observa al autor luego de una jornada laboral. El conocimiento, el impetu y
el deseo de seguir creciendo ha llevado al culmino de esta investigacion.

Anexo 6. Almacenamiento de las muestras biolégicas para su procesamiento.

El almacenamiento se realizé a 4°C. Se procesaron 1032 muestras de suero
sanguineo para ELISA indirecto.



Anexo 7. Momento del procesamiento de las muestras de suero para ELISA
indirecto.

Se observa las micropipetas utilizadas, el pocillo con el reactivo y la placa ELISA
con la formacion del complejo antigeno-anticuerpo.

Anexo 8. Procesamiento de las placas de ELISA.

A la izquierda se puede observar las placas reposando en obscuridad luego de
la colocacion del sustrato, que permite revelar el complejo antigeno-anticuerpo.

A la derecha se observa la placa lista para la lectura donde se ha colocado la
solucion de revelado.



Anexo 9. Espectrofotometro, lector de ELISA.

En las imagenes se observa al autor colocando la placa para la lectura mediante
la espectrofotometro, con ello los resultados se obtendran transcurrido 1-2
minutos.

Anexo 10. Programa con los resultados
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Las imagenes muestran los resultados de la lectura se vinculaban con un
programa informético, donde se podia realizar los andlisis correspondientes para
la validacion del diagnostico.






