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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue establecer la presencia de Chlamydophila abortus en
las fincas lecheras de la zona norte de Heredia y Alajuela mediante la determinacion de
anticuerpos. Para esto se analizaron 608 sueros de bovinos especializados en produccion de
leche, mediante un ensayo inmunoenzimatico (ELISA), las muestras fueron recolectadas
durante el 2012 en 24 fincas de la zona. Solamente un animal resultd positivo y otros dos
sospechosos, mientras el resto (n= 605) fueron negativos. En el 2013 a un total de 22
animales con valores S/P mayores a 22% en el ELISA, se les tomaron muestras de leche,
sangre ¢ hisopados para analisis mediante la PCR, resultando tnicamente un hisopado
vulvar positivo para Chlamydophila sp.; ademas, se les repitid el ELISA y todas las
muestras resultaron negativas. Al analizarse la informacion recaudada de las fincas, de los
animales y los resultados obtenidos se concluye que C. abortus no esta presente en forma
significativa (menos de 0.5%) en las fincas lecheras de la zona norte de Heredia y Alajuela,

Costa Rica.
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ABSTRACT

The aim of this study was to establish the presence of Chlamydophila abortus in
milk farms in the north of Heredia and Alajuela by determining antibodies. For this study,
608 serum samples of dairy cattle were analyzed by immunosorbent assay (ELISA). The
samples were collected during the last semester of 2012 in 24 farms; Only one animal
yielded positive results, two animals reacted weak positive, whereas the rest (n=605) were
negative. In 2013, milk, blood and swab samples from 22 animals with Sample-to-Positive
(S/P) values more than 22% in the ELISA were taken PCR analysis, only one vulvar swab
positive was amplified for Chlamydophila sp., therefore, ELISA was repeated, however all
samples yielded negative S/P values. The analyses of the collected information of the
farms, animals and laboratory results allow us to conclude, that C. abortus doesn’t have a
significant presence (less than 0.5%) in the milk farms in the Northern area of Heredia and

Alajuela, Costa Rica.



1 INTRODUCCION

1.1 Historia y epidemiologia

El aborto epizodtico bovino producido por Chlamydophila abortus es una
enfermedad importante en los continentes europeo y asiatico (Gibson da Silva et al., 2006).
Ha sido reportado en Francia (Giroud, 1957), Alemania (Schoop et al., 1965), Espana
(Blanco, 1969), el Reino Unido (Holliman et al., 1994) y el subcontinente indio (Nanda et
al., 1992). En Estados Unidos, se realizo el primer aislamiento de la bacteria de la familia
Chlamydiacea de un aborto bovino (Storz et al., 1960). Hasta en el 2001 se reportd el
primer caso de aborto clamidial bovino en Graunbunden, Suiza; simultineamente, se
reportd en esta region, la primera infeccion zoondtica y primer aborto en humanos por
infeccion con C. abortus, cuya transmision fue por medio de material abortivo caprino
(Borel et al., 20006).

En el continente americano, las investigaciones en torno a este agente son escasas. En
Meéxico y en la mayoria de los paises de Centroamérica y Suramérica, las investigaciones se
han limitado a determinar la presencia de anticuerpos contra este agente en las
producciones caprinas u ovinas y en uno que otro caso aislaron el mismo de material
abortivo (Gibson da Silva et al., 2006; Soriano et al., 2011; Lazcano et al., 2012). En cuanto
a Norteamérica, en el pasado (1966-1988) se reportaron multiples casos de abortos bovinos
por clamidia diagnosticados mediante la prueba de fijacion de complemento y aislamientos
del agente (Storz, 1971; Schachter et al., 1974; Shewen, 1980; Papp et al., 1996), pero en la
actualidad se encuentran pocos datos referentes a la prevalencia de C. abortus en las

poblaciones bovinas.



Son pocos los estudios que se han realizado en la poblaciéon bovina, probablemente,
debido a que el aborto por clamidia en el ganado vacuno no se ha considerado como una
amenaza importante para la industria ganadera. Aunque la enfermedad es similar al aborto
enzootico de las ovejas, el aborto clamidial, en el ganado bovino y en otras especies como
cerdos, es mucho mas esporadico y menos comun que la enfermedad en ovejas y cabras
(Griffiths et al.,, 1995). Sin embargo, algunos estudios demuestran prevalencias
significativas de este agente en poblaciones bovinas de distintas regiones del mundo como
37,5% en Taiwan (Wang et al., 2001), 51.9% en Brasil (Igayara-Souza et al., 2004), 51,3%
en Polonia (Niemczuk, 2005), de 4,7 a 12,6% en Turquia (Gokce et al., 2007), 100% en
Alemania (Biesenkamp-Uhe et al., 2007; Petit et al., 2008), y 28% en Suecia (Godin et al.,
2008).

En Costa Rica, las investigaciones relacionadas con el orden Chlamydiales se
enfocan, por el momento, en otras especies como las aves, ya que los problemas
reproductivos del ganado, hasta la fecha, se han atribuido a otros agentes importantes como
lo son el virus de la diarrea viral bovina (Murillo et al., 2005) y Neospora caninum
(Romero et al., 2005), entre otros.

1.2 Taxonomia y etiologia

C. abortus, anteriormente, conocida como Chlamydophila psittaci serotipo 1; cambid
de nomenclatura basado en el analisis de los genes 16S Y 23S rRNA (Gibson da Silva et
al., 2006). Los estudios sugieren que C. psittaci y C. abortus tienen un ancestro comun,
pero son especies diferentes, debido a sus grandes diferencias con relacion a patogenicidad,
reasociacion ADN-ADN y secuencia gendmica, entre otros (Van Loock et al., 2003). Este

agente pertenece al reino de las bacterias, phylum Chlamydiae, orden Chlamydiales, familia



Chlamydacea, y género Chlamydiophila/Chlamydia (Everett y Andersen, 1999; Everett et
al., 1999).

En 1999, Everett introduce un nuevo género (Chlamydophila) en la familia
Chlamydiaceae en el cual se reagrupan seis especies (Figura 1). Esto basado en el tamano
del genoma, la similitud de la secuencia de los genes ARNr 16S y 23S, reasociacion ADN-
ADN, similar codificacién de secuencia, y nuimero de operones ribosomales. Se cree que
las nuevas especies divergieron de las especies existentes, basandose en las diferencias que
existen entre ellas, en relacién con el tropismo por hospedador. Si bien esta clasificacion
ha encontrado una amplia aceptacion, algunos investigadores encuentran controversial la
divisién de este género y argumentan que la evidencia biologia existente contradice la

separacion de este género (Schachter et al., 2001; Li. et al, 2008).

Especies Chlamydiaceae Hospedador comun Clasificacion anterior

Chlamydophila psittaci Aves  ———
Chlamydophila abortus Rumiantes C. psittaci
Chlamydophila caviae Cobayos
Chlamydophila felis Gatos

; ) C. pecorum
Chlamydophila pecorum Mamiferos

C. pneumoniae

Chlamydophila pneumoniae Humanos

__Chlamydia trachomatis Humanos
—1__ch lamydia suis PR C. trachomatis
_______Chlamydia muridarum Ratones, hamsters -

Figura 1. Relaciones filogenéticas entre las especies de clamidias segtn la clasificacion de
Everett de Chlamydiaceae y comparacion con especies de clamidias reconocidas
antes de 1999 (Li. et al, 2008)



Las clamidias son bacterias gram-negativas, intracelulares obligadas, con un ciclo
de vida que alterna entre la forma extracelular infectante (cuerpos elementales, CE) y la
forma intracelular no infectante, metabdlicamente activa (cuerpos reticulados, CR)
(Schachter y Caldwell, 1980). El ciclo inicia cuando el CE infecta una célula susceptible
induciendo su propia endocitosis; luego, los pequefios CE se transforman en grandes CR y
se reproducen por medio de fision binaria (Ward, 1988; Moulder, 1991). Después de 24 a
48 horas, y varios ciclos de fision binaria, dependiendo de la especie, el CR se reorganiza
nuevamente en el metabdlicamente inactivo e infeccioso CE, que se liberard durante la lisis
de la célula huésped y pasara a invadir células vecinas (Figura 2). La parte central del ciclo
de replicacion es similar al de otras bacterias, excepto que el crecimiento y la division
celular de las clamidias se limitan a un medio ambiente intracelular. El principio y el final
del ciclo, sin embargo, son los que hacen a las clamidias unicos. El CE se caracteriza por su
resistencia tanto a los factores fisicos y quimicos del medio ambiente extracelular, asi como
por su falta de actividad metabdlica (Longbottom y Coulter, 2003). Las clamidias liberadas
al medio ambiente por células de animales infectados son resistentes a la actividad
proteolitica de ciertas enzimas y pueden sobrevivir en materiales fecales secos por varios
meses. Sin embargo, el alto contenido de lipidos de su pared celular los hace susceptibles a
la accion microbicida de los detergentes, solventes orgdnicos y de otros desinfectantes

(Perez y Storz, 1987).
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Figura 2. Ciclo de desarrollo de las clamidias (Longbottom y Coulter, 2003).

1.3 Patogénesis, sintomatologia y patologia
C. abortus causa multiples sintomas que son inespecificos y se pueden asociar con
otros agentes infecciosos. Dentro de la sintomatologia, se puede encontrar: repeticion de
celos en intervalos irregulares, aumento del intervalo entre partos, aumento de servicios o
inseminaciones (Shewen, 1980; Wittenbrink et al., 1993), retencion de placenta,

endometritis, vaginitis, metritis, abortos esporadicos en las ultimas dos o tres semanas de
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gestacion, partos prematuros y muerte fetal (Godin, 2008). Las vacas con infeccion por C.
abortus pueden dar a luz animales muy débiles, con sintomatologia respiratoria inespecifica
o encefalitis (Longbottom y Coulter, 2003; Godin, 2008); también pueden sufrir mastitis
clinica o subclinica (Jee et al., 2004; Biesenkamp-Uhe et al., 2006).

Los animales pueden infectarse con C. abortus por contacto directo e indirecto, ya
que el agente se elimina en grandes cantidades en el feto, la placenta, las descargas uterinas
y las secreciones genitales y conjuntivales (Longbottom y Coulter, 2003). Comunmente, la
transmision ocurre por la contaminacion directa de la comida con secrecion conjuntival o
genital, siendo esta la ruta mas importante. Una vez ingeridos los CE, se propagan en
sangre y linfa a otros 6rganos (Degraves et al., 2004). Los estudios experimentales han
demostrado la implicacion de la transmision sexual en la epidemiologia de la enfermedad:
los toros pueden transmitir las clamidias a las vacas como una enfermedad venérea a través
del semen, éstas se replican en las células del endometrio, causando dafio que puede
conducir a la muerte del embrion o infertilidad de la vaca (Bowen et al., 1978).

El aborto, probablemente, sigue a la infeccion sistémica, pero también puede ser
resultado de la inoculacion directa de CE en el aparato reproductor durante el contacto
sexual. Aunque el ganado vacuno puede experimentar la enfermedad clinica posterior a la
inoculacion con C. abortus, la respuesta mas tipica es un equilibrio entre el huésped y el
parasito, que resulta en infeccion asintomatica cronica (DeGraves et al., 2004).

Los mecanismos responsables del aborto no son claros, pero se cree que es el
resultado de las lesiones epiteliales coridnicas, que conducen a un deterioro del intercambio
de oxigeno y nutrientes entre la madre y el feto, y los cambios patoldgicos del feto, en
especial la necrosis focal del higado (Buxton et al., 2002). Sumado a lo anterior, los

cambios en las concentraciones plasmaticas de las hormonas progesterona, 17 estradiol y

6



prostaglandina E2 en el liquido amnidtico y alantoideo, como consecuencias de la infeccion
placentaria por C. abortus, pueden resultar en parto prematuro (Keer et al., 2005). Los
animales no abortados nacen muy débiles y con infeccion congénita, que esta latente y se
manifiesta en la primera prefiez (Papp y Shewen, 1996).

La patologia general del feto abortado es variable, puede ser normal o con diversos
grados de edema, ascitis, petequias en la boca, la lengua, el timo, los ganglios linfaticos y
en otros organos (Storz, 1971). El higado suele ser de color rojo amarillento y moteado.
Otras lesiones graves pueden incluir hemorragia subcapsular en el rindn, esplenomegalia, y
constriccion de los vasos sanguineos en el cerebro (Storz y McKercher, 1962; Reed et al.,
1975).

1.4 Diagnostico

El diagndstico de C. abortus puede hacerse directamente con tejidos de la placenta,
organos fetales, excreciones de la vagina (hasta 14 dias después del aborto) o semen,
mediante cultivo en huevos embrionados o cultivo celular; mediante improntas o tejidos
tefiidos con Giemsa o Ziehl Neelsen y observadas mediante microscopia directa; y
mediante amplificacion del ADN con la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR, por sus siglas en inglés) y posterior secuenciacion gendémica de los productos de la
PCR (Gibson da Silva et al., 2006; Albarracin, 2011). Estas técnicas son las mas confiables,
pero resultan tediosas y con un grado de complejidad elevado que las hace no aptas para
diagnosticos masivos.

Para la deteccion de anticuerpos contra C. abortus se utilizan pruebas
inmunoenzimaticas (ELISA, por sus siglas en inglés) que son las mas utilizadas y
recomendadas en la actualidad. El diagndstico se logra mediante la asociacion de

sintomatologia con un titulo elevado de anticuerpos. Las pruebas inmunofluorescentes son
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muy sensibles pero tiene la desventaja de ser subjetivas, y por ultimo la prueba de fijacion
del complemento, que es la recomendada por la OIE, a pesar de que es una prueba muy
lenta, brinda una sensibilidad moderada, y no permite diferenciar la especie de clamidia
(OIE, 2004; Gibson da Silva et al., 2006; Albarracin, 2011).
1.5 Tratamiento y control

La familia Chlamydiaceae ha demostrado ser susceptible a varios antibioticos como
las tetraciclinas, cloranfenicol, eritromicina y penicilina, siendo las tetraciclinas las mas
utilizadas. La oxitetraciclina de larga accion es comunmente administrada en animales de
produccion (20 mg/kg, via intamuscular). Sin embargo, no elimina la infeccion, solamente
suprime la replicacion del microorganismo, lo que reduce, en algunos casos, la severidad de
los sintomas clinicos y, permite asi, el nacimiento de animales vivos (Longbottom y
Coulter, 2003); por lo tanto, el tratamiento con antibidticos se recomienda solo en casos
excepcionales. La vacunacion representa el método preferible y econdémicamente favorable
para el control de la enfermedad en hatos donde la problemética por C. abortus es
significativa; ademas, se recomienda el aislamiento del animal infectado por al menos dos o
tres semanas, la destruccion de la placenta y la limpieza de los potreros contaminados
durante el aborto (Longbottom y Coulter, 2003). Ademas se enfatiza en las correctas
medidas de manejo, como lo son el uso de un guante de palpacion por animal, entre otros.

1.6 Justificacion

En Costa Rica se desconoce la presencia e implicaciones de C. abortus en el ganado
bovino, por ende, su importancia a nivel reproductivo; esto debido a que no se han
realizado estudios. Es importante avanzar en el estudio y conocimiento de este agente con

la finalidad de diagnosticar y tratar a los animales de forma certera, y verificar cuan



significativo es el papel de este agente en la problematica reproductiva de los hatos lecheros
especializados.

Por otro lado, esta bacteria no solo infecta a rumiantes, equinos y porcinos, también
puede infectar a diversos animales silvestres e incluso al ser humano, ocasionando sintomas
semejantes al resfrio (DeGraves et al., 2004). Existe evidencia creciente de que C. abortus
puede infectar al humano (Figura 3) y tener resultados adversos durante la gestacion de las
mujeres que conviven con rebafios infectados (Baud et al., 2008).

ikfﬁ-ﬂ

C. pecorum
C. suis

C. abortus

==p Transmision zoonotica demostrada
—= Limitada evidencia de transmision zodnotica

Potencial zoonotico desconocido
Figura 3. Potencial zoono6tico de los patégenos animales (Longbottom y Coulter, 2003).

Es vital que las personas involucradas en el manejo de animales y procesamiento de
alimentos de origen animal, tengan el conocimiento de la existencia de este agente y las
posibilidades de transmision, para que sean cuidadosas con sus practicas, y rigurosas en
cuanto a la higiene y saneamiento en el manejo de animales, caddveres o material

infeccioso (Shewen, 1980).



Este estudio busca determinar la presencia de anticuerpos contra C. abortus y hallar
alguna relacion entre la presencia de este agente con alguno de los multiples casos de
abortos o problemas reproductivos en bovinos. Ademds, se intentd una primera
aproximacion a la determinaciéon de la presunta responsabilidad de C. abortus en las
pérdidas econdmicas que sufren los productores de leche a causa de problemas de
infertilidad clinica o subclinica, asi como de mastitis en sus animales (DeGraves et al.,
2004, Jee et al., 2004, Yihang, 2008); todo con el objetivo de buscar reducir o evitar la
propagacion del agente y procurar el mayor bienestar tanto animal como productivo.

1.7 Hipotesis
Ho: No hay anticuerpos contra C. abortus en sueros sanguineos de bovinos de hatos
lecheros especializados de la zona norte de Heredia y Alajuela.
1.8 Objetivos
1.8.1 Objetivo general
Determinar, en una poblacion de bovinos de hatos especializados en produccion de
leche de la zona norte de Heredia y Alajuela, la presencia de anticuerpos contra C. abortus.
1.8.2  Objetivos especificos
o Determinar la presencia de anticuerpos contra C. abortus en sueros sanguineos de

bovinos recolectados en la zona norte de Heredia y Alajuela.

. Establecer la prevalencia global de C. abortus en bovinos lecheros de la zona norte
de Heredia y Alajuela.
o Relacionar la presencia o ausencia de sintomatologia clinica con el estatus

serologico de los animales muestreados.
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Tipo de estudio y poblacion de referencia
Se realiz6 un estudio transversal, de tipo descriptivo, para determinar la presencia de
anticuerpos contra C. abortus en bovinos de las razas Jersey, Holstein y cruces de la zona
norte de Heredia y Alajuela, mediante andlisis seroldgico.
2.2 Tamaiio de la muestra
El tamafio total de la muestra para este estudio fue de 582 muestras de suero bovino
(0.5% de prevalencia global esperada, con un 95% de confianza), calculado con la formula
de Cannon y Roe (1982) utilizando el programa Win Episcope 2.0 sobre una poblacién
aproximada de 11000 vacas y 70 fincas.
Formula de Cannon y Roe (1982) detallada a continuacion:

(1-a-noy) (V- 355—)
Se

n=s

Donde: n = tamafio de muestra necesario
N = tamafio de la poblacion base
D = prevalencia esperada
NC =nivel de confianza

Se = Sensibilidad

Para el primer nivel de seleccion de fincas, se asumid una misma probabilidad de
infeccion entre las fincas ya que se encontraban en una misma zona de vida, bosque pluvial
pre montano o montano bajo, con iguales condiciones: pastoreo, tipo de pasto y sistema de
rotacion de potreros similar, ordefios de forma mecanica dos veces al dia, ademés, dado

que: a) se desconocia la presencia o ausencia del agente, b) las condiciones de manejo vy,
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por consiguiente, de transmision eran similares y estaban presentes en la mayoria de las
fincas, c) todos los animales de las fincas mayores a un parto (dentro de cada finca)
tendrian la misma posibilidad de estar infectados. Por lo tanto, se realizd un muestreo
aleatorio simple a nivel de fincas.

Para el segundo nivel de seleccion, intra-finca, se calculo el tamafo de la muestra
necesario para comprobar la presencia o ausencia del agente, con una prevalencia esperada
del 10%, aunque algunos autores reportaban prevalencias de hasta un 50% intra hato (Wang
et al., 2001; Igayara-Souza et al., 2004; Niemczuk, 2005; Godin et al., 2008).

Debido a que los animales mayores a un parto son los que tienen mayor posibilidad
de estar infectados con C. abortus segin DeGraves et al. (2004), éstos se seleccionaron
aleatoriamente en cada finca, donde se tomo un nimero de muestras especifico
determinado por el nimero de animales en la finca (Cuadro 1), y se fueron restando del
total de muestras a analizar (582); asi, sucesivamente, hasta completar el nimero total de
muestras de suero requeridas.

Cuadro 1. Numero de animales a analizar dentro de cada finca, calculado segin formula de

Cannon y Roe (1982), mediante Win Episcope 2.0 (10% prevalencia esperada y
95% nivel de confianza).

Numero de animales Numero de animales

en la finca requeridos
<29 18

30-39 19-20
40-49 21-22
50-69 22-23
70-80 24

81-109 25

110-159 26

160-289 27

290-370 28
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El céalculo de la Prevalencia Global de la zona se obtuvo al dividir el nimero de
animales encontrados seropositivos, entre el total de animales analizados de la zona en el

periodo de tiempo determinado.

# Seropositivos

P lencia Global =
revaiencia ioba Total de animales analizados

2.3 Toma de muestras

La toma de muestras de sangre se efectud entre julio a diciembre del 2012 con
apoyo del personal de las fincas. Las muestras sanguineas fueron tomadas de la vena
coccigea media, para facilitar el proceso y minimizar el estrés de los animales, con previa
desinfeccion del sitio de sangrado, mediante torundas de alcohol con yodo, y con
vacutainer. Las muestras se depositaron en tubos al vacio, sin anticoagulante, debidamente
identificadas; se dejaron reposar para la correcta formacion del codgulo y se transportaron
en condiciones de refrigeracion (hielera portatil a una temperatura media de 4-7°C) al
Laboratorio de Medicina Poblacional de la EMV-UNA. Una vez en el laboratorio, se
centrifugaron durante 10 minutos a 10000 g para la adecuada obtencion del suero, el cual se
separ6 en tubos Eppendorf®. Posteriormente, se almacenaron a —20°C.

Se realizd un segundo muestreo entre enero y marzo del 2013, a animales
seleccionados (S/P > 22). De estas vacas se tomo6 dos muestras de sangre, una con y otra
sin anticoagulante, una muestra de leche, hisopados de la vulva y de la conjuntiva.

Las muestras de sangre sin anticoagulante se obtuvieron y procesaron de igual
forma que en el primer muestreo, arriba descrito.

Para los hisopados se emple6 hisopos de algodén estériles. Previo a la toma del

hisopado vulvar se limpi6 y secd la zona externa y se procedio a tomar la muestra con uso
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de guantes limpios y se colocod en tubos Eppendorf® con medio MEM (Medio Esencial
Minimo, por sus siglas en inglés).

La muestra de leche se tom¢ directamente de la ubre, primeramente se limpid y seco
la superficie de la ubre, se despunt6 adecuadamente los cuatro pezones y se procedio a
colectar la muestra en bolsitas de muestreo bacteriologico, las cuales se rotularon
previamente. Tanto los sueros, la sangre completa, los hisopados como la leche, se
transportaron en condiciones de refrigeracion al laboratorio, donde se congelaron a -20°C
hasta el momento de la prueba serologica o la extraccion de ADN.

2.4 Toma de datos

Durante la primera toma de muestras de sangre (julio-diciembre 2012) se realizo
una entrevista al propietario o encargado, para obtener informacion general de la finca
(existencia de aéreas exclusivas de cuarentena o de paricion, entrada de animales de otras
fincas, presencia de otros animales de produccion), del manejo reproductivo (monta natural
o inseminacion artificial), del manejo de terneras (tipo de leche para alimentacion, tiempo
de contacto con su madre) y del manejo de los animales en general (desinfeccion de
equipos, abordaje de partos, abortos, manejo de mastitis); ademas, para verificar si existia o
no conocimiento del agente en estudio (Anexo 1). Durante la entrevista se realizd6 una
revision de la finca para constatar algunas de las practicas de manejo; ademas, se obtuvo un
respaldo del programa VAMPP Bovino 3.0 (programa computacional para el manejo de
hatos bovinos lecheros) para corroborar datos reproductivos (intervalo entre partos, tasa de
servicios por concepcion, porcentaje de concepcion, nimero de pérdidas fetales).

Durante la segunda toma de muestras de sangre, hisopados y leche, se entrevisto al
manejador de la finca o encargado de los animales, con el fin de conocer la historia de los

animales seleccionados, dando énfasis a los detalles que no se suelen incluir en el VAMPP
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(historial de mastitis, cuartos afectados, la frecuencia de estos hallazgos, dificultades para
prefarse, otras infecciones).
2.5 Diagnéstico serologico

Se utilizo el ELISA ID Screen® Chlamydophila abortus Indirect Multi-species kit,
de la compaiia ID VET Innovative Diagnostics, Francia, para la deteccion de anticuerpos
contra C. abortus en rumiantes, suinos y caballos. Esta compaiiia reporta para este ensayo
una sensibilidad de 100% y especificidad de 99.7%. Los pozos de la placa estan recubiertos
con un antigeno especifico sintético de la proteina principal de membrana externa (MOMP
por sus siglas en inglés) de C. abortus, lo que reduce la posibilidad de reacciones
inespecificas. A los pozos se les anadio 90 pl del tampén de dilucion, luego 10ul de las
muestras a analizar y 10 pl de los controles positivos y negativos (por duplicado), y se
incubaron por 45 minutos a temperatura ambiente. Después, se lavo tres veces los pocillos
con la solucién de lavado, se anadio el conjugado (peroxidasa multiespecie) y se incubd
por 30 minutos a temperatura ambiente. Después de la incubacion se elimind el conjugado
por tres lavados y se afiadio la solucion de sustrato (TMB, tetrametilbenzidina), se incub6
por 10 minutos en la oscuridad y se paro la reaccién con solucion de parado. La coloracion
que resultd fue proporcional a la cantidad de anticuerpos especificos presentes en la
muestra. La placa se leyo a 450nm en un espectrofotometro de lectura de placas. Para la
validacion de los resultados el promedio de los controles positivos (PC) debié mostrar una
densidad optica (DO) mayor de 0.350 y la diferencia de los promedios de DO de los
controles positivos y negativos debio ser >3.

Para cada muestra se calcul6 el porcentaje S/P, mediante la siguiente férmula:

E — DOMuestra % 100
P DOpc
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Muestras con un valor S/P mayor o igual a 60% se consideraron positivas a C.
abortus, muestras con S/P menor o igual al 50% se consideraron negativas, mientras que
muestras menores a 60% pero mayores a 50% se catalogaron como sospechosas, segin lo
indicado en el ensayo.

2.6 Diagnostico Molecular
2.6.1 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN de los hisopados se realizé con el kit DNeasy Blood & Tissue
Kit de QIAGEN, segun el protocolo recomendado por la compaiia. Las muestras de leche se
extrajeron con el mismo ensayo, solamente se incluyd una fase con Trizol® y cloroformo
después de la incubacion de las muestras con proteinasa K, esto para lograr separar el exceso
de proteinas y grasas presentes en la leche del ADN, ya que podrian inhibir la PCR.

2.6.2 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

El PCR anidado para la deteccion de C. abortus se realizd segun lo descrito por
Biesenkamp-Uhe y colaboradores (2006), para amplificar parte del gen ompA (outer
membrane protein A) e identificar especies del género Chlamydophila spp. Los iniciadores
utilizados fueron: 19ICHOMP (5'-GCI YTI TGG GAR TGY GGI TGY GCI AC-3') y
CHOMP371 (5'-TTA GAA IC (GT) GAA TTG IGC (AG)TT IA(TC) GTG IGC IGC-3'). Se
prepar6 una reaccion con un volumen total de 12.5ul con 6.25ul de MasterMix 2x
(Fermentas®), 0.5 ul de cada iniciador a una concentracion de 20uM, 2.5 ul de ADN y
2.75 pl de agua molecular (Fermentas®). El protocolo de amplificacion consistiéo en una
desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 min., seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion (95°C
por 45 seg.), alineacion (50°C por 45 seg.), extension (72°C por 30 seg.) y una extension

final a 72°C por 7 min. Todas las muestras se sometieron a un segundo PCR utilizando los
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iniciadores CHOMP 336s (5'-CCR CAA GMT TTT CTR GAY TTC AWY TTG TTR AT-3") y
218PSITT 5'-GTA ATT TCI AGC CCA GCA CAA TTY GTG-3'), en una reaccion con
proporciones de reactivos igual a la anterior, variando las condiciones del termociclador:
desnaturalizacion inicial (95°C por 5 min.), seguido de 20 ciclos de desnaturalizacion (95°C
por 45seg.), alineacion (60°C por 45 seg.), extension (72°C por 30seg.) y una extension
final (72°C por 7 min.), para amplificar una porcion de 389-404 bp. Como control positivo
en los dos PCR se utilizO6 ADN de C. psittaci de una paloma de San José, CR
(GenBank: KF770962), como control negativo se utiliz6 agua molecular (Fermentas®).

Los productos del primer y segundo PCR fueron evidenciados mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1.5% en amortiguador TBE 0.5x (Tris Base, Acido acético glacial,
EDTA pH 8, 0.5 M), tefiidos con Gel Red (0.5 pg/ml) y corridos en una cdmara de
electroforesis a 100 voltios durante 30 min. El marcador utilizado fue Thermo Scientific
GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder (Sm0321). Fueron consideradas como positivas las
muestras en las que se observd una banda con los pesos respectivos esperados en ambos

PCR (576-597 bp en el primero y 389-404 bp en el segundo PCR).
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2 RESULTADOS

Se recolectaron un total de 608 sueros de 24 fincas. Quince se encontraban ubicadas
en la provincia de Alajuela: tres en el canton Central, dos en el cantdon de Grecia, dos en el
canton de Alajuela y ocho en el cantdén de Poas. Las otras nueve se ubicaron en la provincia
de Heredia: tres en el canton Central, cinco en el canton de Santa Barbara y una en el canton
de San Rafael. El nimero de animales en estas fincas oscilaba entre 60 y 535 animales. El
detalle de la ubicacidn, tamafio, edad promedio del hato y razas se desglosa en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Caracteristicas generales de las 24 fincas incluidas en el estudio.

. Provincia, canton, Animales en la Animales Edad promedio en

Finca e . Raza
distrito finca muestreados meses

1 Alajuela, Poas, Sabana 100 1 50 Holstein
Redonda

2 Heredia, - Heredia, Vara 23 43 Holstein y Jersey
Blanca

3 Alajuela, Poas, Sabana 150 24 35 Holstein
Redonda
Heredia, Santa Barbara, Holstein, Jersey,

4 Los Cartagos 150 25 40 y Pardo

5 Alajuela, Poas, San Juan 203 25 40 Holstein

6 Alajuela, Poas, San Rafael 125 26 51 Holstein y Jersey

7 Alajuela, Poas, Poasito 535 30 39 Jersey

8 A!a]uela, Grecia, San 90 24 44 Jersey
Isidro
Heredia, Santa Barbara, El

9 Roble 100 25 42 Jersey

10 Heredia, Santa Barbara, El 30 2% 34 Holstein
Roble

11 Heredia, San Rafael 80 25 68 Holstein

12 A!a]uela, Alajuela, San 300 35 38 Jersey
Isidro

13 Alajuqla, Alajuela, 240 3 45 Jersey, Holstein y
Sabanilla cruces

14 Heredia, Heredia, Vara 350 78 44 Jersey, Holstein y
Blanca cruces

15 Alajucla,  Grecia,  San 65 20 39 Jersey y Holstein
Roque

16 Alajuela, Poas, Sabana 30 20 50 Holstein
Redonda

17 Alajucla, - Pods,  Sabana 5, 28 39 Holstein
Redonda
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Cuadro 2. Caracteristicas generales de las 24 fincas incluidas en el estudio (continuacion).

. - PR Animales Animales Edad promedio
Finca Provincia, canton, distrito en la Raza
muestreados en meses
finca

18 Heredia, Santa Barbara, El Roble 80 25 33 Jersey

19 Heredia, Santa Barbara, El Roble 80 25 38 Jersey

20 Alajuela, Poas, San Juan 115 25 37 Holstein

21 Alajuela, Alajuela, San Isidro 150 25 51 Holstein, - Jersey
y cruces

22 Alajuela, Alajuela, Sabanilla 60 25 42 Holstein

23 Alajuela, Alajuela, San Isidro 113 25 37 Jersey

24 Heredia, Heredia, Vara Blanca 70 24 50 Holstein y Jersey

Las encuestas realizadas en estas fincas permitieron conocer caracteristicas y practicas
de manejo de las mismas, las cuales se desglosan en el Cuadro 3. En cuanto al manejo
reproductivo: 24 de las fincas utilizaron inseminacion artificial, pero en tres fincas
continuaban usando monta natural en ciertos casos. Dentro de la informacion general de las
fincas, nueve afirmaron tener un area exclusiva de cuarentena, solo siete fincas respondieron
tener un area exclusiva de paricion. En 20 de las fincas reportaron ausencia de cabras u
ovejas en la misma finca o en las cercanias. En 16 fincas reportaron ausencia de cerdos o
caballos en la finca o en sus alrededores. En 21 fincas criaban sus propios remplazos. En
cuanto a la crianza de terneras, solo en 2 fincas alimentaban las terneras con leche mastitica.
En 15 de las fincas, las terneras pasaban menos de 12 horas. con la madre. Finalmente en 11
fincas enterraban o roseaban con cal y enterraban los fetos abortados, placentas y material
bioinfeccioso, en las restantes fincas simplemente los botaban en algin lugar lejano de los
animales o nunca los encontraban, porque los perros se lo comian. Solo en 13 fincas
realizaban practicas de desinfeccion de equipos. En siete de las fincas se acostumbraba que
las vacas parieran en el potrero junto con el resto del grupo, en la mayoria de las fincas (18)
se trataba inmediatamente con antibidticos la vaca que presentaba mastitis, y solo en cuatro
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fincas separaban estos animales enfermos del resto del grupo. En ninguna finca respondieron

tener conocimiento alguno de C. abortus.

Cuadro 3. Resultado de la encuesta realizada a 24 hatos bovinos de la zona norte de
Heredia y Alajuela para determinar factores de riesgo para la transmision de C.

abortus.

Variable encuestada a cada finca

Numero de fincas con
respuestas afirmativas

Manejo

Desinfeccion adecuada del equipo

Paricion en potreros (de maternidad o de prontas)

Realizan un adecuado descarte de material bioinfeccioso (fetos, placentas)
Separacion de animales con mastitis

Se tratan inmediatamente los animales con mastitis

Manejo reproductivo

Utilizan inseminacion artificial

Utilizan monta natural

Informacion general de la finca

Remplaza exclusivamente con animales propios de la finca
Compra animales a otras fincas

Hay cabras u ovejas en la finca o alrededores

Hay caballos o cerdos en la finca o alrededores

Area exclusiva de cuarentena

Area exclusiva de paricion

Crianza

Usa leche mastitica en alimentacion de terneras

Terneras permanecen con sus madres menos de 12 horas

Terneras permanecen con sus madres mas de 12 horas
Otros

Conocimiento sobre C. abortus

13 (54.1%)
15 (62.5%)
11 (45.8%)
4 (16.6%)

18 (75.0%)

24 (100.0%)
3 (12.5%)

21 (87.5%)
3 (12.5%)
4 (16.6%)
8 (33.3%)
9 (37.5%)

7(29.1%)

2 (8.3%)
15 (62.5%)

9 (37.5%)

0 (0.0%)
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Del total de 608 muestras de suero recolectadas y analizadas se encontrd inicamente
una muestra positiva con un valor S/P de 62% en la finca 4 del canton de Santa Barbara y
dos sospechosas con valores S/P de 52% y 53% en las fincas 12 y 18 de los cantones Central
de Alajuela y Santa Barbara de Heredia, respectivamente. La mayoria (n=580, 95.4%) de los
sueros muestreados presentaron valores de S/P menores a 22%, mientras que 25 (4.1%)
mostraron valores S/P entre 22 y 50% (Figura 4, Cuadro 4). Por consiguiente la prevalencia

global aparente de la zona resulté ser 0.16%.

100
%0
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% 50_’_____00_’____0; -
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Numero del animal

Figura 4. Distribucién de 608 sueros bovinos de la zona norte de Heredia y Alajuela segiin
los valores S/P obtenidos en el ELISA para deteccion de anticuerpos contra C.
abortus. Linea intermitente: punto de corte negativo, linea continua: punto de corte
positivo, en medio de ambas lineas muestras sospechosas.
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Cuadro 4. Valores S/P agrupados por categorias, obtenidos de las muestras bovinas de la
zona norte de Heredia y Alajuela, analizadas en el 2012 mediante ELISA para
deteccion de anticuerpos contra C. abortus.

Valores S/P # Animales (%)
0-21 580 (95.4%)
22-50 25 (4.1%)
51-59 2 (0.3%)

>60 1 (0.1%)

Total 608 (100%)

En cuanto a la ubicacion geografica de animales con S/P entre 22 a 50 se determind
una en el cantén Central de Heredia (finca 2), cuatro en el canton de Santa Barbara de
Heredia (fincas 4, 10, 18, 19), tres en el canton de Poas (fincas 5 y 16), dos en el cantén de
San Rafael de Heredia (fincall), cinco en el canton Central de Alajuela (fincas 12 y 21) y
cuatro en el canton de Alajuela (fincas 13 y 22).

De los 28 animales que presentaron valores S/P mayores a 22 en el ensayo serologico,
se lograron recolectar muestras de 22 animales seis meses después (Cuadro 5). Al repetir el
ensayo serologico, el Uinico animal seropositivo obtenido en el 2012 resultd negativo (S/P
41%), uno de los sospechosos continuo similar (S/P 50%), mientras que el otro cambio a
negativo (S/P 14%). Ninguna de las restantes muestras tomadas (de animales con S/P entre
22 a 50%) resulto positiva (Cuadro 5).

Mediante la técnica de PCR solamente se logré obtener una muestra positiva (Figura
5) que provenia del hisopado vulvar de un animal de la finca 19 (Cuadro 5). Este animal
habia resultado con S/P de 45% en el primer andlisis serologico y S/P de 26% en el segundo
muestreo. Sin embargo no se logrd secuenciar el producto de PCR debido a que la cantidad

de la muestra fue insuficiente y el animal fue eliminado del hato para cuando se intentd un
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tercer muestreo. La finca en la que vivia este animal colindaba con la finca 18, donde un

animal resultd sospechoso en el primer ELISA, ambas fincas pertenecian a un mismo

propietario.
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Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa de los productos del PCR anidado para
Chlamydophila spp. (M: marcador molecular; C+: control positivo; 1: muestra
positiva; 2, 3, 4: muestras negativas a Chlamydophila spp.

La entrevista realizada a los manejadores de las fincas durante la visita para el
segundo muestreo, permitio establecer que poco menos de la mitad de los animales (9/19,
47.3%) reportaron problemas de mastitis cronicas o recurrentes. A tres animales no se les
tomo muestra de leche ya que se encontraban secas y por ende no se realiz6 la entrevista en

relacion a la salud de la ubre. En un total de 7 de 19 (36.8%) animales se reportd

dificultades para prefiarse; en tres casos el manejador no conocia el dato o no recordo

(Cuadro 5).
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Cuadro 5. Resultados de los exdmenes seroldgicos y moleculares, historial de mastitis y
prefiez de 22 de los animales que presentaron S/P> 22 en el primer analisis con

ELISA.
ELISA ELISA PCR PCR Historial
#. # ) (2012) (2013) Hisopado Hisopado PCR PCR Histo’r-ial dificultad
Finca Animal (S/P) (S/P) vulvar conjuntival Leche Sangre mastitis parii
preiarse
2 37 - (49) -(17) _ _ _ _ _ —
4 84 +(62) -(41 _ _ _ B + +
5 106 -(23) -(8) _ _ _ _ + —
5 116 -(39) -(31) _ _ ND _ _ +
10 236 -(32) -(27) _ _ _ _ _ —
12 255 S -(14) _ _ _ _ _ _
12 272 -337 -3 _ _ _ _ + —
12 278 -27 -(42) _ _ _ _ _ +
11 285 - (46) -(41) _ _ _ _ + —
11 281 -(26) -(11) _ _ _ _ _ —
13 315 - (25) -(8) _ _ ND _ _ +
13 326 -(36) -(34) _ _ _ _ _ +
16 388 -(31) -(22) _ _ _ _ + ND
18 447 S(52) -(50) _ _ ND _ _ ND
19 456 - (45) -(15) _ _ _ _ + ND
19 466 -(31) -(27) _ _ _ _ _ —
19 468 - (45) -(26) + _ _ _ + —
21 506 -(23) -9 _ _ _ _ _ +
21 523 -(33) -(14) _ _ _ _ + +
21 525 - (206) - (25) _ _ _ _ _ —
22 550 -(24) -(1D) _ _ _ _ + —
22 551 -(25) -(13) _

— = negativo, + = positivos, S = sospechoso,

ND = no determinado
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4 DISCUSION

En el presente trabajo no se logré determinar la presencia de anticuerpos contra C.
abortus en los bovinos de la zona norte de Heredia y Alajuela; ya que un tnico animal resultd
positivo en la prueba seroldgica y en el segundo muestreo el mismo resultd negativo, lo cual
hace pensar en la posibilidad de que se tratd de una reaccion falsa positiva del ELISA, lo que
concuerda con lo reportado para este ensayo (100% sensibilidad y 99.7% especificidad).
Estos resultados no concuerdan con estudios realizados en otras partes del mundo en los que
se determind altos porcentajes de seropositividad de C. abortus en los hatos bovinos: 51.9%
en Brasil (Igayara-Souza et al., 2004), 100% en Alemania (Biesenkamp-Uhe et al., 2006),
37.5% en Taiwan (Wang et al., 2001), 51.3% en Polonia (Niemczuk , 2005) y 28% en Suecia
(Godin et al., 2008). Sin embargo, en los estudios realizados recientemente en equinos y
ovinos de distintas zonas de nuestro pais, también se determinaron seroprevalencias bajas de
C. abortus. Asi, de un total 143 sueros equinos analizados 7 (4.9%) mostraron resultados
positivos y 5 (3.5%) resultaron sospechosos. Por otro lado en ovinos, la poblacion que mayor
seroprevalencia deberia mostrar, se analizaron 297 sueros, resultando 10 (3.4%) positivos y 7
(2.4%) sospechosos (Fonseca et al., 2013). Estos resultados pueden indicar tres cosas:
reacciones falsas positivas, reciente introduccion del agente en el hato o una baja prevalencia
del agente en los hatos de nuestro pais, lo cual tiene que ser aclarado en futuras
investigaciones.

Al repetirse seis meses después la prueba seroldgica a los animales con S/P > 22,
entre ellos el positivo y los sospechosos, y no encontrar evidencia de seroconversion en
ninguno de los animales, ya que todos continuaron negativos y el positivo y los sospechosos

resultaron negativos también, no se logr6 evidenciar la presencia de anticuerpos lo cual puede

25



ser confirmatorio de que se trataban de reacciones falsas positivas o que la introduccion del
agente pas6 hace mas de dos afios, tiempo en el cual suelen decaer los niveles de anticuerpos
(Gibson da Silva et al., 2006).

Entre los aspectos a valorar como explicacion a las altas prevalencias de este agente
en otras latitudes, y que no se dan en nuestro pais, podria deberse a que en buena parte del
continente Europeo y el Asiatico la produccidon ovicaprina es mucho mas intensa que en
nuestro pais, y en muchos casos ambos ganados pastorean juntos. Por otro lado, en Brasil,
donde también se han reportado algunos hatos bovinos con altas prevalencias serologicas
contra C. abortus, puede deberse a que en algunas regiones de este pais la produccion
ovicaprina también es muy intensa; asimismo, los hatos bovinos en donde se encontraron
estos resultados fueron en su mayoria de ganado de carne (Igayara-Souza et al., 2004), el cual
tiene un manejo muy distinto al ganado de leche; en estos hatos el manejo es poco, pastorean
en aéreas extensas de tierra sin ninguna supervision, por ende los diagndsticos de
enfermedades y tratamientos son escasos, las visitas del veterinario también son esporadicas
y ademds, se emplea principalmente monta natural, lo cual puede facilitar la entrada y
esparcimiento del agente.

Por otra parte, las encuestas realizadas a los manejadores permitieron demostrar que,
en la mayoria de las fincas, se presentan condiciones que hacen dificil la entrada y
transmision del agente, entre ellas: algunas de las fincas realizaban un adecuado manejo del
material bioinfeccioso que suele ser fuente de contagio de C. abortus, como lo son las
placentas y los fetos (Longbottom y Coulter, 2003); ademas, poseian un area exclusiva para
paricion la cual era desinfectada después de su uso, practicamente no existia la monta natural
(este agente también se transmite por el contacto sexual (Bowen et al., 1978)), en la mayoria

de las fincas no habian otros animales de produccién que podrian funcionar como reservorio
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de este agente, y en las que si los habia, no estaban propiamente en la finca sino en un area
vecina. Ademas, practicamente no se empleaba la leche mastitica en la crianza de terneras,
realizaban la crianza de sus propios remplazos, lo que significa que no habia ingreso de
nuevas enfermedades al hato, a través de animales de otras zonas.

Otro aspecto del manejo a tener en cuenta es que en las producciones especializadas
de nuestro pais, los animales son tratados generalmente de forma profilactica con
antibidticos, esto porque el constante contacto de los manejadores con los animales facilita la
deteccion temprana de cualquier cambio, o disminucion de su produccion, y muchas veces se
instauran terapias antibiodticas inespecificas e innecesarias, esto provoca que la reaccion
inmune del animal muchas veces se vea disminuida y por ende disminuida también la
produccion de anticuerpos, junto con la replicacion del agente y por consiguiente su
diseminacion en la finca.

Aspectos como el anterior deben contemplarse al analizar bajos niveles de anticuerpos
y minima o nula presencia del agente en hisopados y muestras de leche (Li, 2008).

En cuanto a la muestra positiva por PCR, la confirmacioén del resultado mediante la
secuenciacion de la muestra, habria probado la presencia del agente en el hato. Sin embargo,
al no haberse secuenciado, no se puede descartar que se tratara de un resultado falso positivo
al igual que lo obtenido en la prueba serologica.

Al analizar estos resultados se debe de tener presente, que un Unico muestreo de los
animales para PCR, disminuye la posibilidad de determinacion del agente. Para la busqueda e
identificacion del agente se recomienda realizar la toma de muestras por tres dias
consecutivos, esto porque la excrecion de las clamidias suele ser intermitente, por lo tanto,
periodos de muestreo mas extensos aumentan las posibilidades de encontrar el agente (Keer

et al., 2005; Jee et al., 2004). En futuras investigaciones es importante tomar esto en cuenta.
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Sin embargo, para este estudio los resultados de PCR son concordantes con los resultados de
la prueba seroldgica la cual posee un muy buen nivel de exactitud.

En cuanto a la ubicacion geografica de los animales con altos valores S/P, en dos
cantones (Santa Barbara de Heredia y San Isidro de Alajuela) se encontraron mayor niimero
de estos, sin embargo, no se considerd significativo, ya que no se muestrearon igual cantidad
de animales por canton.

El porcentaje de animales con problemas para prefiarse o de mastitis, de igual forma
no se considerd relevante ya que no se colectod la informacion de los demés animales con
valores S/P normales o bajos. Y segtn la epidemiologia de estas enfermedades, es probable
que ambas poblaciones (con altos y bajos valores S/P) tengan igual porcentaje de problemas,
ya que son muchos los agentes y factores involucrados en problemas reproductivos o

mamarios del ganado de leche.
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5 CONCLUSIONES

e No se determiné presencia de animales seropositivos a C. abortus en la zona norte de

Heredia y Alajuela.
e Se establecio una prevalencia menor a 0.5% en la zona.

e No se logré correlacionar sintomatologia clinica con el estatus seroldgico de los

animales muestreados.
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RECOMENDACIONES

Continuar la investigacion en torno a este agente, ya que la zona de investigacion de
este trabajo fue pequea y aislada en relacion con otras zonas lecheras del pais.

Para las proximas investigaciones, es de vital importancia realizar muestreos
durante tres dias en todos los casos, esto porque aumenta las posibilidades de
detectar el agente mediante PCR, debido a su excrecion intermitente.

Es sumamente importante que estudios semejantes se realicen en producciones de
pequefios rumiantes, ya que este es el hospedador predilecto de este agente y la

literatura menciona un gran impacto a nivel reproductivo.
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8 ANEXOS

8.1 Entrevista a los productores

ENTREVISTA

Informacion de la finca.
1. Nombre del entrevistado:

(Propietario, encargado)
2. Nombre de la finca:
3. Localizacion de la finca:
Provincia Canton Distrito
4. Ubicacion de la Finca (GPS):
5. {Cual es el nimero total de animales en la finca?
6. (Cuales razas son las que manejan en la finca?
(a) Holstein
(b) Jersey
(c) Otra:
7. (Utilizan el programa VAMPP Bovino en la finca?
(a) Si
(b) No
8. Inspeccion del area de cuarentena de la finca. Observaciones:

9. (Hay cabras u ovejas que tengan acceso a los potreros o instalaciones de la finca o a sus
alrededores en fincas vecinas?

(a) Si

(b) No

10. ;Hay caballos o cerdos en la finca o a sus alrededores en fincas vecinas?

(a) Si

(b) No

11. ;Cuanto tiempo pasan las terneras recién nacidas con sus madres tomando calostro?
(a) 0 horas

(b) 0-12 horas

(c) 12-24 horas

(d) 24-48 horas

(e) 48 horas o0 mas.

12. ;Calientan o pasteurizan el calostro antes de darlo a las terneras?
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(a) No
(b) Si — ;(Durante cuanto tiempo?
13. {Reciben remplazador las terneras?
(a) Si
(b) No
(c) A veces
14. ;Se utiliza la leche de vacas mastiticas en la cria de terneras?
(a) Si*
(b) No
(c) A veces*™
* — ;Calientan la leche antes de darla a las terneras? Si o No
15. ;Como se realiza el abordaje de un parto normal (sin asistencia) en la finca?, Describa
detalladamente, desde ubicacion o movilizacion de la vaca hasta manejo de material

bioinfeccioso.

16. Al asistir los partos, ;como se realiza? (Equipo utilizado, manejo del animal, del material
bioinfeccioso, etc.)

17. (Ha notado usted o su veterinario de algun patrén en cuanto a problemas reproductivos
de los animales de la finca?

(a) Si — (Cuales?

(b) No

18. ;Cudl considera usted que es el problema reproductivo mds comun en su finca, se ha
logrado determinar la causa? ;Cual es esta?

19. En caso de aborto, ;cudl es procedimiento de rutina?, describa detalladamente:

20. ;Se realiza el remplazo de animales solamente con animales propios?

(a) Si

(b) No

21. ;Compran animales a otras fincas, ya sea para remplazo o para otros fines?
(a) Si
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(b) No

22. ;Cada cuanto realizan pruebas para la deteccion de mastitis en la finca?
(a) Cada mes

(b) Cada dos meses

(c) Otro:
23. (Cual es el manejo de las vacas con

mastitis?

24.;Para la reproduccion utilizan inseminacion artificial o monta natural?
(a) LA.

(b) Monta natural

(c) Ambos

25. ;En monta natural los toros son propios o son prestados de otra finca?
(a) Propios

(b) Otra finca

26. Si es propio, /lo prestan a otras fincas?

(a) Si

(b) No

27. Siusan LA ;desde hace cuanto?

28. ;{Conocia o habia oido acerca de Chlamydophila o Chlamydia?

(a) Si

(b) No

29. (Los toros utilizados en IA tienen examenes de Chlamydophila spp.?
(a) Si

(b) No

Comentarios:

37



