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RESUMEN GENERAL

En la primera parte del trabajo se investigaron tres protozoarios intracelulares
obligados, Toxoplasma gondii, Neospora caninum y Besnoitia besnoiti, que han sido
asociados con problemas reproductivos en bovinos, ocasionando pérdidas econémicas en las
fincas. Eldiagndstico de estos apicomplexa se basa sobre todo en técnicas seroldgicas, ya
que permiten detectar de formarapida, tanto infecciones activas como infecciones cronicas.
El objetivo del estudio fue determinar la presencia serolégica de T. gondii y N. caninum en
bovinos de la Region Huetar Norte de Costa Rica, establecer coexposicionesy determinar los
valores predictivos de tres inmunoensayos indirectos (T. gondii, N. caninum y B. besnoiti)
utilizando el Teorema de Bayes. . Se seleccionaron un total de 327 bovinos (164
seropositivos y 163 seronegativos para B. besnoiti) de un banco de sueros, recolectado en 40
fincas de leche y doble propdsito de la Region Huetar Norte, los cuales se analizaron
mediante inmunoensayos para T. gondii y N. caninum. Para T. gondii se determinaron
prevalencias globales y a nivel de finca de 30,5% y 67,5%, para N. caninum de 18,0% y
75,0%, respectivamente. Ademas, se hallaron 42 (12,8%) animales con infecciones T. gondii
y B. besnoiti, 39 (11.9%) bovinos con infecciones N. caninum y B. besnoitiy 11 (3.3%)
animales con infecciones T. gondii y N. caninum. Siete animales (2,1%) presentaron
infecciones con los tres agentes. Se determindé un valor predictivo positivo de 91,4%, 64,7%,
100,0% y un valor predictivo negativo de 98,5%, 100,0% y 99,0% para los ELISA de T.
gondii, N. caninum y B. besnoiti, respectivamente. Se concluye, que las técnicas seroldgicas
mostraron un buen desempefio, y que existen bajas posibilidades de resultados falsos
positivos o negativos, con excepcién del ensayo de N. caninum. Los resultados confirman
ademas lacirculacién de T. gondii, N. caninumy B. besnoiti en los hatos bovinosde laRegion
Huetar Norte. Se recomienda alertar a productores y médicos veterinarios sobre la presencia
de estos parésitos, asi como sobre la posibilidad de infecciones concomitantes de dos y hasta
tres apicomplexaen fincas de la zona Huetar Norte. Se recomienda implementar programas
de educacion y control para reducir la toxoplasmosis, una enfermedad zoonética y

desatendida, de los hatos bovinos de Costa Rica.



En la segunda parte del trabajo se analizaron los agentes infecciosos Besnoitia
besnoiti, Coxiella burnetii y Chlamydia abortus ocasionan enfermedad reproductiva en
bovinos, mientras que los Ultimos dos se consideran ademas agentes zoondticos. Hasta la
fecha no se cuentan con reportes de prevalencia de B. besnoitiy C. burnetii en bovinos de
Costa Rica. El presente trabajo tuvo como objetivo determinar la seroprevalencia y
distribucion de B. besnoiti, C. burnetii y C. abortus en fincas en la zona Huetar Norte de
Costa Rica, asi como detectar estos agentes mediante técnicas moleculares. Se realizé un
estudio transversal descriptivo, en el que se analizaron 600 sueros de 40 fincas de bovinos de
leche y doble propésito (15 sueros por finca). Las fincas seleccionadas se localizaron en los
distritos de Aguas Zarcas (5), Ciudad Quesada (9), Fortuna (4), Monterrey (2), Muelle (3),
Venecia (5) y Zarcero (12). El analisis seroldgico se realizo utilizando los ensayos de la
compafiia IDVET (Montpellier, Francia): IDScreen® Besnoitia Indirect 2.0 ELISA,
IDScreen® Q Fever Indirect ELISA, e ID Screen® Chlamydophilaabortus Indirect Multi-
species ELISA. Ademas, se analizaron mediante técnicas moleculares3 quistes cutaneos para
B. besnoiti, 6 muestras de leche para C. burnetii y 4 hisopados vaginales para C. abortus. Las
seroprevalencias determinadas paraB. besnoiti, C. burnetiiy C. abortus fueron 27,3%, 16,8%
y 1,3%, respectivamente. Animales seropositivos a besnoitiosis se encontraron en todos los
distritos analizados, menos en la Fortuna, pero sobre todo en Aguas Zarcas (64%), Venecia
(36,6%) y Zarcero (33,3%). Los animales seropositivos a coxeliosis se encontraron tambien
distribuidos en todos los distritos, sobre todo en Zarcero (24,6%), Ciudad Quesada (19,2%)
y Aguas Zarcas (17,7%). Con respecto a C. abortus, se encontraron pocos animales
seropositivos en tres distritos: Aguas Zarcas (3,3%), Monterrey (3,3%) y Ciudad Quesada
(2,9%). Solamente se detect6 coexposicionesde B. besnoiti con C. burnetii en un total del
6,5% (n= 36) de animales infectados y en un 30,0% (n= 12) de fincas, que se ubicaron en
Zarcero (n=10), Aguas Zarcas (n=1) y Ciudad Quesada (n=1). Todos los andlisis moleculares
resultaron negativos. Se determind por primera vez la presencia de anticuerpos contra B.
besnoitiy C. burnetii en bovinos de la region Huetar Norte de nuestro pais. Se recomienda
alertar a los productores, personal veterinario y a las autoridades oficiales sobre estos
hallazgos, para tomar las medidas de prevencion y control necesarias, en particular para C.

burnetii por su potencial zoondtico. Se recomienda ademas realizar investigaciones para
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confirmar mediante aislamiento o diagnostico molecular, la presencia de los agentes
infecciososen el pais.

Palabras claves

inmunoensayo enzimatico, sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y negativo,

coexposiciones, reaccion en cadenade la polimerasa.
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INTRODUCCION GENERAL

1. Besnoitiosis

La besnoitiosis es una enfermedad que afecta a los bovinosy es causada por los quistes
generados por el protozoario intracelular obligado Besnoitia besnoiti del phylum
Apicomplexa, familia Sacrocystidae, subfamilia Toxoplasmatinae, y género Besnoitia, el
cual consta de 10 especies, de las cuales Besnoitia besnoiti, Besnoitia tarandi, Besnoitia
caprae y Besnoitia bennetti ocasionan enfermedad de leve a severa en ungulados (bovinos,
rumiantessilvestres, cabrasy equinos) (Alvarez-Garciaetal.,2014). Elprotozoario se ubica
en diferentes 6rganos, lo cual dacomo resultado abortos, baja ganancia de peso, compresion
testicular, mastitis y problemas cutaneos. Tiene una progresion lenta y afecta a los animales

de forma crénica una vez establecida la infeccion (Cortes et al., 2014).

El mayor impacto que causa este paréasito son las pérdidas econdmicas debido a los
efectos causados por formacidn de quistes en piel, glandula mamaria, escroto y 6rganos
internos en los animales infectados (Schares et al., 2009).

La distribucion de la enfermedad es mundial (Alvarez-Garcia et al., 2013a). En Europa
se considera una enfermedad emergente (Alemania, Espafia y Francia), por lo que en los
ultimos 10 afios se han intensificado las investigaciones mediante técnicas serold gicas y
moleculares, asi como aislamiento del agente mediante cultivo celular (Cortes et al., 2007;
Jacquiet et al., 2010; Nasir et al., 2012; Garcia-Lunar et al., 2013). La besnoitiosis fue
reportada en Ameérica por primera vez en Venezuela mediante diagnostico histopatolégico
(Vogelsang & Gallo, 1941) y mediante técnicas indirectas (serologia, inmunofluorescencia
y western blot) en Brasil (Uzeda etal., 2014).

Se desconoce el ciclo del parasito como también el hospedador definitivo, quien es el
que aloja los esquizontes y gamontes, y ademas libera los ooquistes después de la ingestion
de tejidos infectados. En los bovinos se han encontrado los taquizoitos y los bradizoitos en
quistes, por lo que se consideran hospedadores intermediarios (Schares et al., 2009; Alvarez-
Garcia et al., 2013a). Para algunas especies de Besnoitia (Besnoitia darlingi, Besnoitia
wallacei, Besnoitia oryctofelis y Besnoitia neotomofelis) se ha determinado al gato como
hospedador definitivo, mientras que para las demas especies (B. besnoiti, Besnoitia bennetti,
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Besnoitia jellisoni, Besnoitia caprae, Besnoitia tarandi y Besnoitia akodoni) se desconoce
aun el hospedador definitivo (Alvarez-Garciaetal., 2014).

El protozoario se transmite de forma mecéanica, mediante insectos chupadoresde sangre
de las familias Tabanidae y Muscidae, y iatrogénico mediante agujas hipodérmicas (Jacquiet
etal., 2010). La transmision por contacto directo durante la monta natural parece ser posible
(EFSA, 2010; Alvarez-Garcia etal., 2013a (Figura 1). El ganado infectado es el reservorio

del parasito para los vectores (insectos chupadores de sangre) (Alvarez-Garcia et al., 2014).
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Figura 1. Ciclo de viday transmision de Besnoitia besnoiti en bovinos (Alvarez-Garcia et
al., 2011).

Una vez infectadoslos bovinos con B. besnoiti, la besnoitiosis progresaen dos fases
(con periodo de incubaciénde 1 a 13 dias): la fase aguda febril, también llamada la fase de
anasarca. Esta fase es causada por los taquizoitos que se replican rapidamente en las células
endoteliales en tinica media y adventicia de las células endoteliales, y en células
mononucleares. Se caracteriza inicialmente por fiebre y luego por edema que puede durar de
4 a5 semanas. A esta le sigue la fase crénica o de escleroderma, en la cual se desarrollan los
quistes patognomonicos de laenfe  rmedad, los cuales causan las lesiones de piel (Alvarez-
Garcia et al., 2014). Subsecuentemente, los animales afectados permanecen infectados
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crénicamente. Los edemas y quistes pueden presentarse simultaneamente desde los 11 dias
hasta las 5 semanas post infeccion (Basson et al., 1970). En los bovinos ocurre una
multiplicacién rapida de los taquizoitos y una lenta multiplicacion de los bradizoitos en
quistes en los tejidos, lo cual ocasiona la fase aguda y la cronica, respectivamente (Alvarez-
Garciaetal., 2014).

Los taquizoitos se encuentran presentes en sangre solamente durante la reaccion
febril, mientras que los bradizoitos son liberados de los quistes y pueden ser transmitidos a
animales sanos (Alvarez-Garcia et al., 2014). Durante la fase febril aguda, los taquizoitos,
como parasitos intracelulares obligados, comienzan a invadir las células endoteliales de los
vasos sanguineos, causando lesiones vasculares necroticas y degenerativas, vasculitis y
trombosis, que posteriormente causan congestion, hemorragias e infartos (Alvarez-Garcia et
al., 2014).

Los taquizoitos liberados de las células endoteliales y de las células mononucleares
parasitadas son diseminados por la circulacién sanguinea, para parasitar nuevas células y
repetir el ciclo litico. Los taquizoitos pueden ser detectados en la sangre desde el tercer hasta
el 120 dia del inicio de la reaccion febril, ocasionando permeabilidad vascular y edema, que
aparece inicialmente en las areas de cabezay cuello, pudiendoavanzar hacia las extremidades
y partes ventrales del cuerpo, como lamamay el escroto, donde se hace mas visible (Alvarez-
Garciaetal., 2014).

La segunda fase de la enfermedad, también llamada la fase de esclerodermia se
produce por lareplicacidn lentade los bradizoitos dentro de los quistes tisulares con tropismo
para los tejidos conectivos, principalmente en las membranas mucosas, las capas
superficialesde lapiely el tracto genital masculino (Alvarez-Garciaetal., 2014). Los quistes
multifocales de tejido fino en la conjuntiva escleral son patognomanicosy, junto con los
localizados en la region vulvary en la mucosa nasal, pueden ser detectados en el examen
clinico tan pronto como 8 semanas post-infeccion. Los quistes maduros son de forma esférica
a subesférica y miden hasta 390 um de diametro, conteniendo aproximadamente 200.000
bradizoitos (Alvarez-Garcia et al., 2014).

En la etapa aguda se dan sintomas como fiebre de entre 2 y 10 dias, debido a un
aumento en el namero de taquizoitos en macrofagos, fibroblastos y células endoteliales de

los vasos sanguineos (Jacquiet et al. 2010; Esteban-Gil et al., 2014). La fiebre puede ir de
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40.8°C a 41.6°C, lo cual puede ocasionar abortos (Alvarez-Garcia et al., 2014). También
ocurre fotofobia, descargas 6culo-nasales, anorexia, aumento de la frecuencia cardiaca y
respiratoria, detencion de la rumia y orquitis (Jacquiet et al., 2010). Se pueden encontrar
hemorragias, necrosis, pseudo-membranas, edemas y erosiones en el tracto respiratorio
superior (Alvarez-Garciaetal., 2014).

La fase crdnica incluye agrandamiento de los linfonodos, se pueden observar
engrosadas las ubres y los testiculos, puede haber resistencia al movimientoy dolor en la piel
que se muestra engrosada y con hiperqueratosis. Los quistes se desarrollan en maltiples
tejidos (piel, conjuntiva esclerética, musculos, mucosa de la vulva, higado, bazo, corazon,
testiculos, epididimo, ampolla deferente y plexo pampiniforme), los cuales contienen
bradizoitos. En estaetapa se dala “clefantiasis” (piel engrosadacomo de elefante) y caquexia
(Jacquietetal., 2010).

El diagndstico de la enfermedad se basa en la aparicién de los signos clinicos y la
confirmacion mediante técnicas de laboratorio, entre la cuales se encuentran: aislamiento en
cultivo celular, técnicas moleculares y metodos indirectos como inmunoensayo enzimatico
(ELISA), inmunofluorescencia indirecta (IFAT) y Western Blot (WB). Las pruebas
indirectas permiten detectar tanto a los animales cronicamente infectados, asi como a los
subclinicos (Goldman and Pipano, 1983; Janitschke et al., 1984; Garcia-Lunar et al., 2013).
Para los estudios epidemioldgicos, se desarrollaron exdmenes de ELISA (Cortés etal., 2006),
IFAT (Scharesetal., 2010) y también de WB (Ferndndez-Garcia et al., 2009).

El diagndstico histopatologico de besnoitiosis se realiza utilizando biopsias cutineas
de bovinos que padecen de la enfermedad crénica (Cortes et al., 2014). Sin embargo, para el
diagndstico de animales infectados subclinicamente, la histopatologia no es posible por la
falta de quistes, por lo que se busca el agente en muestras de sangre, utilizando técnicas
moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Cortes et al., 2007a).

Las técnicas de PCR convencional y en tiempo real implementadas amplifican un segmento
delgen ITS1 del ADN del parasito (Cortes et al., 2007a), mostrando una alta sensibilidad y
especificidad (Cortes etal., 2007a).

Con respecto al tratamiento, en 1985 Shkap y colaboradores probaron la oxitetraciclina
en conejos experimentalmente infectadosy lo reportaroncomo un potencial terapéutico. Otro

medicamento que ha sido probado es la nitazoxanida, la cual demostrd un efecto inhibitorio
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en la invasion celular provocada por los taquizoitos que se encuentran extracelularmente
(Cortesetal.,2007b). A lafechanoexiste ningunavacunaque logre inmunizar efectivamente

a los animales (Alvarez-Garcia et al., 2013a).

2. Coxielosis

La coxielosis es una enfermedad en bovinos causada por Coxiella burnetii, un bacilo
gram negativo, de 0.3 a 0.5 micras de didmetro, aciddfilo e intracelular obligado, de
distribucion mundial (Jaton et al., 2013; Bielawska-Drozd et al, 2014).

Este agente, similar a las rickettsias, ocasiona problemas reproductivos, incluyendo
abortos. Los animales infectados transmiten la bacteria a través de fomites, leche y placenta,
tanto a otros animales como al ser humano, siendo muy resistente en el medio ambiente. Esta
zoonosis conocida como “Fiebre Q” se considera de importancia debido a la facilidad en su
transmision y a los sintomas tan graves que ocasiona (Eldin etal., 2017).

Coxiella burnetii se encuentra distribuida en todo el mundo, se ha detectado en
diferentes especies de animales, pero su principal reservorio son los rumiantes domésticos
(Vanderburg et al., 2014), reportandose brotes en Francia, Suiza, Gran Bretafia y Canada
(Mege etal., 1997).

El agente es una Gammaproteobacteria, orden Legionellales y familia Coxiellaceae,
Unica especie del género Coxiella (Duron et al. 2014). Aunque el estilo de vida y las
estrategias parasitarias de C. burnetii se parecen a las bacterias de familias como
Rickettsiaceae y Chlamydiaceae, su genoma difiere considerablemente en términos de
presencia de elementos méviles, grado de reduccién del genoma, capacidades metabdlicas y
perfiles de transportador (Seshadri et al., 2003). Se reportan diversas cepas de C. burnetii:
Q212, DOG_UTAD, Cbl109, RSA_493_16S, Z3055, Cb196_SAUDI_A, Dugway,
Cb175_Cayenne_FrenchGuyana, Q154, RSA331, Cb185 (Eldin etal., 2017).

La transmision entre animales ocurre mediante garrapatas duras
(Rhipicephalus, Ixodes, Amblyomma, Dermacentor, Haemaphysalis) y suaves
(Ornithodoros, Argas) (Duronet al., 2015). Ambos tipos de garrapatas se infectan durante la
alimentacidn, la bacteria se transmite tanto transestadial como transovaricamente (vector
biologico). La bacteria es excretada ademas a través de las heces, la saliva y el liquido coxal

de las garrapatas (vector mecanico en los bovinos). Las garrapatas no son consideradas un
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vector importante para la transmision del agente a las personas, sin embargo, se debe tener
cuidado al manipularlas (Mediannikov etal., 2010). La transmision se da ademas a través
de la manipulacion de placentas y fluidos uterinos (durante el parto y abortos), y a través de
la leche. Los animales también excretan el microorganismo en la fase aguda en orina, heces,
secreciones genitales, leche y exudados nasales, los cuales son inhalados por otros
animales (Kilig etal., 2016).

Se ha determinado que el microorganismo puede permanecer viable hasta 150 dias en
el ambiente, debido a que posee una morfologia muy similar a esporas bajo condiciones
ambientales, lo cual lo hace extremadamente resistente al calor, la presion, la desecaciony
otros compuestos antisépticos (Berri etal., 2007; Liu et al., 2013).

Después del aborto los animales pueden secretar la bacteria en la leche hasta por 32
meses. Durante el parto o el aborto, la concentracion del patdgeno aumenta en todas las
secreciones, placenta y otros fluidos producidos durante esta etapa, convirtiéndose en la
principal via de contagio de la enfermedad tanto para animales como para el ser humano
(Kilg etal., 2016).

Las ovejas, el ganado y las cabras son los reservorios mas comunes, sin embargo, los
perros y gatos también pueden transmitir la infeccion al ser humano. Las garrapatas
transmiten la bacteria a las especies de vida silvestre, especialmente a los roedores (ratones),
los conejos y a las aves. Los perros, los gatos y los humanos también pueden infectarse
cuando entran en contacto (o ingieren) especies de vidasilvestre o ingieren leche o productos
lacteos infectados (Sykes & Norris, 2013). Otras formas de transmision incluyen la
exposicion de personal de laboratorio al agente, transfusiones sanguineas, contacto sexual y

bioterrorismo (Madariaga et al., 2003) (Figura 2).
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Figura 2. Ciclo de transmisién de Coxiella burnetii (Sykes & Norris, 2013).

Después de la inhalaciéon de C. burnetii, el agente penetra los macréfagos alveolares
mediante fagocitosis dependiente de actina. Luego de 8 a 48 horas post-infeccion, se forma
una “vacuola que contiene Coxiella” (VCC), la cual se va agrandando conforme la bacteria
se multiplica formando sus propias vacuolasdentro de la estructura, hasta ocupar casi todo
el volumen de la célula huésped (Roman etal., 1991).

A los 6 dias post-infeccion, las vacuolas de Coxiella se dividen a su vez en vacuolas
mas pequerias. A esto se le llama capacidad fusogenica, quese basaen lasintesis de proteinas
de C. burnetii con el fin de favorecer su multiplicacion dentro del huésped. A pesar de esto,
la viabilidad de la célula huésped no se ve afectada por la expansion drastica de la vacuola,
la cual ocupa gran parte del citoplasma y con un volumen mucho mayor de la inicial. El
genoma de la célula huésped permanecen sin cambios, C. burnetii prolonga la viabilidad de
la célula huésped de dos maneras: inhibe activamente las vias de sefializacion apoptoticas e
induce factores pro-supervivencia (Shaik etal., 2013).

Durante la infeccion aguda, la dosis infectiva puede ser tan baja como 1-10 células de
C. burnetii, lo que sugiere que hay otros mecanismos que promueven la propagacion de la
bacteria para infectar otras células susceptibles. C. burnetii también es capaz de inducir la
apoptosis mediante la liberacién de Citocromo C por parte de las mitocondrias, en un
mecanismo que depende de lasintesis de proteinas bacterianas. La prevencion de laapoptosis
parece ser utilizada por C. burnetii para causar infecciones persistentes, mientras que la
induccidn de laapoptosis parece favorecer lapropagacion de la bacteria a células susceptibles
cercanas (Shaik etal., 2013).
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En las personas, la mitad de los infectados pueden permanecer asintomaticos. Sin
embargo, se describen formas sintomaticas de caracter agudo con signos clinicos
inespecificos: fiebre alta, dolor de cabeza severo (retro-orbital), mialgia, malestar general,
neumoniay hepatitis, que por lo general dura 1-2 semanas. En el 1-2% de los casos, la Fiebre
Q aguda se convierte en una infeccién crénica que se manifiesta con endocarditis, hepatitis,
vasculitis bacteriana o como un sindrome de fatiga y puede tener evolucion fatal en ausencia
de tratamiento. La sospecha y orientacion clinica correcta, asi como el diagnostico
microbioldgico constituyen un reto para el manejo adecuado de estos pacientes (Frangoulidis
et al., 2006; Farifias & Collado, 2010; Kili¢ etal., 2016; Shaik et al., 2013).

Los signos clinicos de la infeccidon aguda se desconocen en animales, mientras que la
infeccidn cronica causa abortos, infertilidad, metritis, placentitis, nacimientos prematuros,
natimuertos, y crias débiles en ganado bovino, ovino y caprino. Los abortos suelen ser
tardios, haciael final de la gestacidn y suele existir retencion placentaria. A veces se presenta
con cuadros de neumonia, conjuntivitis, infecciones urogenitales y artritis, pero suele serraro
(Shaik etal., 2013).

En humanos, el diagnoéstico se realiza indirectamente mediante serologia. C. burnetti
no crece en medios bacterioldgicos comunes y su aislamiento es largo, dificil y peligroso de
realizar, dado que requiere condiciones de bioseguridad de nivel 3. Rara vez se realiza el
diagnostico de rutina mediante aislamiento y esto se restringe a laboratorios especializados
que utilizan la técnica de cultivo celular (Arricau-Bouvery & Rodolakis, 2005; Agerholm,
2013).

Para el diagnostico directo, se realiza PCR. Se han desarrollado varios protocolos
especificos que amplifican segmentos de los siguientes genes: super 6xido dismutasa, 16S
ARN, el elemento repetitivo htpAB y htpA (Arricau-Bouvery & Rodolakis, 2005).

El diagndstico en los animales se basa en técnicas indirectas (serologia), debido a que no
presentan signos especificos en la infeccion aguda, que posteriormente se puede confirmar
mediante PCR (Arricau-Bouvery & Rodolakis, 2005).

Con respecto a las técnicas seroldgicas, las pruebas ELISA permiten analizar un
mayor numero de animales, muestran buena sensibilidad, ademéas se considera una
herramienta Gtil paraanalisis seroepidemioldgico, debido asu bajo costo. Latécnicade IFAT

es otra prueba que también se ha utilizado en el diagnéstico indirecto (Slaba et al., 2005).
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La mayoria de los animales que excretan C. burnetii en el moco vaginal, las heces o
la leche son seropositivos, sin embargo, se han reportado animales que excretan la bacteriay
permanecen seronegativos, dificultando la identificacidn de todos los animales infectados
(Arricau-Bouvery & Rodo lakis, 2005; Berri et al., 2001). En estos casos se recomienda el
diagnostico mediante PCR, analizando placentas o abortos, fluidos vaginales, leche, sangre
entera, higado o pulmon. La combinacion de ELISA (monitoreo) y PCR (confirmacion), es
hasta la fecha la mejor forma de diagnosticar la coxielosis en rumiantes (Agerholm, 2013;
Arricau-Bouvery & Rodolakis, 2005). Mediante PCR (punto final y tiempo real) se pueden
analizar tanto muestras clinicas (tejidos de animales después del examen post-mortem,
productos de nacimiento, hisopos, heces, suero sanguineo, leche), como alimentos
procesados de origen animal (queso, yogur, leche pasteurizada), pero también muestras
ambientales como suelo, polvo, y muestras de aire (Van den Brom, 2015).

El cultivo celular es la prueba de oro para el diagnostico de C. burnetii, ya que
confirma la presencia y se determina ademas la viabilidad de la bacteria en unamuestra. Las
bacterias se crecen en células Vero con medio RPMI 1640 suplementado con suero fetal
bovino al 3%, 0 DMEM con suero fetal bovino al 10%, y midiendo su propagacion en el
cultivo celular mediante el uso de PCR en tiempo real (Larson et al., 2017; Stewart et al.,
2015).

Las medidas terapéuticas y preventivas en los rumiantes tienen el fin de disminuir las
tazas de aborto y la diseminacion bacteriana, y por lo tanto también a reducir la
contaminacion ambiental. Se deben tomar medidas preventivas cuando se introduce un
animal nuevo a una finca libre de la enfermedad, para evitar la introduccion de la bacteria
(Arricau-Bouvery & Rodolakis, 2005).

Es dificil determinar la susceptibilidad de C. burnetii a los antibioticos, asi como
encontrar un farmaco eficaz para el tratamiento de la enfermedad. Esto ocurre debido a que
es un organismo intracelular obligado y a la naturaleza acida del ambiente intracelular en el
que reside el patdgeno (especialmente en las manifestaciones cronicas de la infeccién)
(Brennan & Samuel, 2003; Arricau-Bouvery & Rodolakis, 2005). Se han realizado varios
estudios para evaluar la eficacia de una amplia gama de antibioticos contra C. burnetii. Los
tratamientos recomendados para las infecciones por C. burnetii incluyen doxiciclina durante

2 semanas para infecciones agudas y doxiciclina méas cloroquina durante al menos 18 meses

XX



para infecciones cronicas (Brennan & Samuel, 2003). El hecho de que existen animales
asintomaticos que pueden portar y secretar la bacteria, asi como debido a la facilidad con la
que las personas pueden adquirir la infeccion se recomienda realizar el examen seroldgico a
los hatos, y en caso de ocurrir abortos, enviar muestras para analisis molecular. En caso de
encontrarse la bacteria en el hato, es importante evitar el consumo de leche sin pasteurizar
(esto aplica para los terneros y las personas), ademas de implementar medidas de limpieza y
desinfeccion en los corrales en los cuales permanecen los animales en lactacion (Guatteo et
al., 2006). El uso de una vacuna para los bovinos se ha descrito en Francia, la cual reporta

proteccién de un 80% de los animales en hatos seropositivos (Taurel etal., 2014).

3. Clamidiosis

La clamidiosis es una infeccion causada por Chlamydia abortus, una bacteria gram
negativa e intracelular obligada, C. abortus ha sido asociadaa con abortos y signos similares
a la gripe en humanos, y como causa del aborto enzootico e infertilidad en rumiantes
(bovinos, ovinos) (DeGraves et al., 2004; Salazar et al., 2015; Sachse et al. 2015). La
bacteria pertenece al phylum Chlamydiae, orden Chlamydiales, familia Chlamydiaceae y
género Chlamydia. Fue descrito por primera vez por Page en 1966 (Page, 1966; Sachse et al.
2015). En regiones endémicas se reportan hasta un 5-10% de abortos en hembras gestantes,
mientras que en brotes pueden presentarse abortos o nacimientos prematuros en hasta un 30%
de hembras prefiadas (Aitkenetal., 1993).

La presencia del agente ha sido detectada mediante ELISA, PCR y cultivo celular en
Africa, América, Asia 'y Europa (Wangetal., 2001; Jiménez-Estrada et al. 2008; Sting et al.,
2006; Wheelhouse et al. 2010; Pospischil et al., 2012). En Costa Rica se reportd su presencia
mediante técnicas seroldgicas en bovinos de leche y doble propdésito, asi como en ovinos
(Fonsecaetal., 2014; Villagra-Blanco et al., 2015; Fallas et al, 2018).

La bacteria se alterna en su ciclo de vida entre una forma extracelular infecciosa 'y
metabdlicamente inactiva llamada cuerpo elemental, y una forma intracelular no infecciosa
pero metabdlicamente activa llamada cuerpo reticular, como formas intermedias
(Longbottom & Coulter, 2003; Fonseca et al, 2015).

La transmisidn del agente ocurre por contacto directo con los cuerpos elementales en

las excretas (descargas uterinas, oculares, vaginales, orina, semen, productos del parto o
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abortos), o transmisidn venérea por monta natural o inseminacion artificial, como también
por inhalacion del agente en ambientes contaminados (Reinhold etal, 2011; Fonseca et al,
2015).

\

C. psittaci

:

Figura 3. El ciclo de transmision de la clamidiosis entre especies (Burnard &
Polkinghorne, 2016).

Una vez que los cuerpos elementales ingresan en el organismo a través de alimento o
fomites contaminados con material de abortos o placentas, por la via digestiva o aer6gena.
Posteriormente son endocitados por las células eucariotas del sitio de ingreso (mucosa
digestiva, respiratoria, etc), en donde permanecen en pequefias inclusiones citoplasmaticas,
convirtiéndose en cuerpos reticulares que se replican por fision binaria en la sangre y
linfonodos locales, distribuyéndose luego a los 6rganos blanco (Longbottom & Coulter,
2003).

Los cuerpos reticulares se multiplican y van llenando las inclusiones intracelulares,
que comienzan a expandirsey llenan la célula, en 24-48 horas estos cuerpos se transforman
de nuevo en cuerpos elementales, que se liberan al romperse la célula hospedadora,
invadiéndo las célulascercanas. (Longbottom & Coulter, 2003).

Los cuerpos elementales de C. abortus son muy resistentes a factores quimicos y

fisicosy al ambiente extracelular. Esto ocurre por la rigidez de la envoltura celular, que es

XXii



muy poco permeable y osmoticamente estable, lo cual le permite permanecer durante meses
en el ambiente en espera de infectar un huésped (Longbottom & Coulter, 2003).

El cuerpo elemental es muy resistente en ambientes frios, secos y oscuros, pueden
sobrevivirenaguafriahastapor 17 dias, y en hecessecas, polvo o plumas poralgunos meses.
Las temperaturas elevadas reducen la posibilidad de sobrevivencia del patdgeno y la
criopreservacion (como con el semen, por ejemplo), no inactiva la bacteria (Reinhold et al,
2011).

La bacteria toma la morfologia aberrante para regular su replicacion dependiendo de
la disponibilidad de nutrientes que encuentren en las células que los fagocitan (macroéfagos,
monocitos y granulocitos). Esto hace que el agente sea minimamente citotdéxico y
permanezca largo tiempo dentro de las células del hospedero, ademéas permite que la
enfermedad sea inmunomediada, persistente y asintomatica (Reinhold et al, 2011).

C. abortus se ha reportado principalmente en ovinos y cabras, pero también otros
huéspedes se ven afectados, como bovinos, suinos, equinos y aves (Reinhold et al, 2011). En
los bovinos causa endometritis, vaginitis, metritis, retenciones placentarias, natimuertos o
nacimientos prematuros (Praga-Ayala et al, 2014; Fonseca et al, 2015). También se ha
relacionado con otros problemas como neumonia, conjuntivitis, enteritis, poliartritis,
encefalitis y mastitis. Por su parte en los toros causa epididimitis, orquitis y vesiculitis (Praga-
Ayala et al, 2014). Ademas de estos problemas también se ha reportado inflamacion
pulmonar cronicay retraso en el crecimiento (Reinhold et al, 2011). Las novillas que han
sido infectadas permanecen como portadoras latentes y se mantienen asi por el resto de su
vida productiva, lo cual facilita la propagacion del agente en los hatos (Praga-Ayala, 2014).
El diagnostico presuntivo de C. abortus se basa en el historial clinico, la confirmacion
requiere de analisis de laboratorio. Los diagndsticos indirectos, que detectan anticuerpos, se
recomiendan para determinar prevalencias en una poblacion, pero pueden ser utilizadas para
confirmar una infeccion activa con C. abortus. En este ultimo caso es imprescindible
determinar un aumento significativo del titulo de anticuerpos en sueros pareados del animal
afectado (Fonsecaetal, 2015), lo cual se puede realizar con con técnicas inmunoenzimaticas
(Horigan etal., 2009).

El diagnostico directo de la bacteria se puede realizar mediante aislamiento en cultivo

celular (Reinhold et al, 2011; Li et al., 2005) o PCR, entre las cuales se han descrito las
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técnicas que amplifican un segmento del gen MOMP (Creelan & McCullough, 2000), o los
que amplifican segmentos de los genes 16sy 23s del ARN ribosomal (Hartley et al., 2001,
Opotaetal.,2017). Apartir de muestras de leche y productosde los abortos (fetos -pulmones
y abomaso, placentas y liquidos fetales) (Creelan & McCullough, 2000).

Las medidas preventivas y de control consisten en el uso de inseminacion artificial en
lugar de la monta natural, evitar el uso de leche con mastitis para la cria de terneros, no
permitir que los bovinos entren en contacto con ovicaprinos (ya que funcionan como
reservorios del agente), la identificacion de animales portadores mediante serologia o
técnicas directas y eliminacion de los mismos, analizar a los animales antes de entrar al hato
y en la medida de lo posible, criar los reemplazos en la misma finca (Fonseca et al., 2015).
En bovinos se ha reportado que la vacuna disminuye la aparicion de signos clinicos y la
cantidad de bacterias que es eliminada en la leche, sin embargo, no previene la infecciony la
eliminacidn de bacterias en la leche (Biesenkamp-Uhe, 2007). El tratamiento se basa en el

uso de tetraciclinas, cloranfenicol, eritromicinay penicilina (Fonseca et al., 2014).

4.  Neosporosis

La neosporosis es una enfermedad causada por Neospora caninum, un protozoario
intracelular. El agente pertenece al phylum Apicomplexa, clase Conoidasida, subclase
Coccidia, orden Eucoccidioria, suborden Eimeriorina, familia Sarcocystidae, y género
Neospora (NCBI, 2020). La enfermedad es comun y reportada a nivel mundial, primero
como una enfermedad de los perros y luego como una causa importante de problemas
reproductivos en el ganado durante los Gltimos treinta afios. El agente parasita caninos y
rumiantes, causando abortos y muerte neonatal en los hatos bovinos afectados (Dubey &
Schares, 2011). La enfermedad fue reportada por primera vez en perros en Noruega en 1984
(Bjerkas et al, 1984), y desde entonces se ha reportado la presencia de anticuerpos también
en bufalos de agua, zorros, coyotes, camélidosy felinos (Dubey etal., 1998). En Costa Rica
la neosporosis se ha reportado en perros (Morales et al., 1995, Palavicini et al., 2007), en
bovinos (Pérez etal., 1998; Romero etal., 2002) asi como en pequefios rumiantes (Villagra
etal., 2018, Villagra etal., 2019).
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Se ha determinado que el huésped definitivo del parasito es el perro (Canis familiaris)
y el coyote (Canis latrans) (Dubey, 2003; Gondim et al. 2004). Los carnivoros se infectan
con el protozoario al ingerir tejidos de rumiantes con quistes infectivos, que generalmente
son productos de abortos que ocurren en las fincas o potreros.

El ciclo de vida del parasito comprende tres principales etapas: ooquistes, bradizoitos
y taquizoitos. En primer lugar, los ooquistes se liberan en las heces de los perros. Esto ocurre
tras la ingestion de bradizoitos, que se encuentranen los quistes tisulares y se multiplican
lentamente. Estos quistes se ubican en el sistema nervioso central (SNC), tanto en el huésped
definitivo canino como en los hospedadores intermediarios (herbivoros). Los bradizoitos
causan una infeccion persistente e inactiva, controlada por la inmunidad del huésped. Por
ultimo, los taquizoitos consisten en la etapa de multiplicacion rapida (que se estimula por la
prefiez en los bovinos) y causan lesiones al multiplicarse y romper las células. Con el inicio
de la respuesta inmune vy fisiologica del hospedador, la multiplicacion de los taquizoitos
disminuye y se diferencian en bradizoitos (infeccion persistente por los quistes tisulares). La
aparicion de la destruccion celulary de la enfermedad, depende de un equilibrio entre los
taquizoitos que pueden penetrar y multiplicarse en las células del huéspedy la capacidad del
huésped para inhibir la multiplicacion del parasito (Buxton et al, 2002).

La infeccion en los bovinos ocurre por la ingestion de los ooquistes esporulados que se
ubican en alimento o fuentes de agua contaminados con heces de perros. Durante la prefiez
el parasito invade las células del Gtero gravido, lo que explica los brotes de abortos que
incluso suceden con bovinos que ya tenian una infeccidn persistente antes de que se
estableciera la gestacion. Hasta el 95% de los terneros que logran nacer de madres

seropositivas, pueden nacer clinicamente normales pero seropositivos (Buxton et al, 2002).
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Los abortos ocurren en las hembras que se infectan por primera vez, sin embargo, son
mas comunes las vacas que abortan por reactivacion de una infeccion persistente durante una
siguiente prefiez. La parasitemia es seguida por invasion de la placenta y del feto,
ocasionando el aborto por dafio directo a la placentay feto, y por la reaccién inflamatoria
(liberacion de prostaglandinas), que tiene un efecto luteolitico y porende abortivo. Los dafios
fetales se dan tanto por el efecto directo del parasito, como por la falta de irrigacion y
oxigenacion, y finalmente por la accién de citoquinas proinflamatorias, que inducen la
expulsion del feto. En infecciones experimentales se establecio, que entre més temprano
ocurre la infeccidn (primer trimestre de la prefiez), el efecto sobre el feto es mayor,
ocasionando la muerte de los fetos en la mayoria de los casos (Dubey, 2003), encontrandose
placentitis, necrosis fetal y de la placenta (Dubey et al, 2006). Los caninos presentan
problemas de paralisis muscular, disfagia, paralisis muscular respiratoria, incontinencia
urinaria (Dubey et al., 2006).

La principal manifestacion clinica en los bovinos es el aborto. Los fetos abortados
entre los 3 y 8 meses de gestacion generalmente presentan autolisis, aunque también tienden
a momificarse y permanecer retenidosen el Gtero por algunos meses. Los fetos que mueren
en el primer tercio de la gestacion generalmente son reabsorbidosy lo que se observa
clinicamente es la repeticion del celo (Dubey et al, 2006). Los bovinos seropositivos tienen

mas probabilidades de abortar que los seronegativos, ademas el 95% de las crias de madres
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seropositivas que logran llegar a término, nacen infectadas congénitamente, aunque se
muestren clinicamente normales (Dubey et al, 2006).

En algunos casos se han observado signos neuroldgicos en los terneros infectados
congenitamente menores de un mes de nacidos. Las caracteristicas son: bajo peso al
nacimiento, flexion de las extremidades anteriores o posteriores, ataxia, reflejo patelar
disminuido, y propiocepcion disminuida (Dubey et al, 2006).

La neosporosis bovina ha sido reportada mundialmente mediante técnicas indirectas
como inmunofluorescencia indirectay ELISA (Nishikawa et al, 2002; Sager et al., 2001) y
directas como la observacion de quistes mediante histopatologia, cultivo celular y analisis
mediante PCR (Gottstein etal., 1998; Razmi, 2009).

Las pruebasseroldgicas son muy utiles en el diagnostico de N. caninum. Los animales
positivos pueden indicar la presencia del agente en el hato, exposicion previa al agente o
incluso una infeccion persistente. Los sueros pareados con titulos significativamente
diferentes puedenindicar a N. caninum como posible causade aborto por infeccion reciente
0 reactivacion de una infeccion latente. Por otro lado, una prueba negativa no descarta la
presencia del agente porque la sintesis de anticuerpos depende de la edad de gestacion, el
nivel de exposicion al agente y el tiempo entre la infecciony el aborto (Dubey, 2003).
Existen varias pruebas serologicas disponibles para la deteccidon de anticuerpos para N.
caninum, como por ejemplo ELISA, IFAT, Western Blot. Estas tres técnicas han demostrado
ser capaces de detectar animales seropositivos de modo que no difieren significativamente
entre ellas. En el caso especifico del ELISA indirecto de la compafiia ID-VET, en un anélisis
comparativo con ELISAs de otras casas comerciales, se obtuvieron valores de sensibilidad y
especificidad de mas del 95% (Alvarez-Garcia et al, 2013b; Dubey, 2003; Andreotti et al,
2009). Por este motivo es la prueba elegida para la realizacién del anélisis seroldgico para
anticuerpos de N. caninum en el presente estudio.

Los tipos de muestra que se recomiendan para diagnosticar el parasito en los fetos
mediante histopatologia, inmunohistoquimica, técnicas moleculares o cultivo celular son:
cerebro, higado, corazdn, placenta, fluidos corporales y suero. Aunque el parasito puede
ubicarse en diferentes tejidos, el cerebro fetal es el drgano mas consistentemente afectado.
En caso de lisis del feto se recomienda fijar los tejidos en formalina al 10% y realizar el

andlisis histopatolégico con hematoxilina-eosina (HE). La lesion mas comdn es una
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encefalitis focal con necrosis e inflamacion no supurativa. Mediante inmunohistoquimica es
posible detectar quistes de N. caninum en los tejidos lisados, pueden no ser visibles en la
histopatologia, sinembargo, es unatécnica poco sensible. En la placenta se pueden encontrar
también lesiones tipicas, pero es mas dificil encontrar (Dubey, 2003).

El anélisis mediante PCR dependera del nivel de lisis del feto (Dubey, 2003),y se
basa en amplificar la region ITS-1y la secuencia Nc-5 (Collantes-Fernandez et al., 2002).
El aislamiento de N. caninum en cultivo celular se realiza en células VERO, las cuales se
incuban con DMEM, suero fetal bovinoy antibidtico al 1% (10,000 Ul de Penicilinay 10,000
pg de Estreptomicina/ml). (Basso etal., 2008).

Se recomiendael control de caninosy coyotesen los hatos, y evitar que estos consuman
productos de abortos (Dubey, 2003). Algunos autores recomiendan el sacrificio de animales
seropositivos debido a la infeccion latente que se reactiva durante la prefiez, otros prefieren
cruzar estos animales con toros de carne, para asi seguir utilizandolos, pero no perpetuando
la infeccion en el hato. Es importante analizar serolégicamente el hato, para promover la
permanenciade animales seronegativos, y reemplazar solamente conanimales seronegativos.
Los tratamientos recomendados incluyen clindamicina, sulfadiazina y pirimetamina (Dubey,
2003).

5.  Toxoplasmosis

La toxoplasmosis es una enfermedad causada por Toxoplasma gondii, un paréasito
coccidio formador de quistes, el cual parasita animales y seres humanos. En rumiantes
ocasiona abortos por infeccién congénita (Ugla & Buxton, 1990; Sanchez-Sanchez et al.,
2018). T. gondii es un protozoario intracelular obligado perteneciente al phylum
Apicomplexa, clase Conoidasida, subclase Coccidia, orden Eucoccidiorida, suborden
Eimeriorina, familia Sarcocystidaey género Toxoplasmacon Toxoplasmagondii como Unica
especie del género (NCBI, 2020). La enfermedad se encuentradistribuida a nivel mundial,
afectando un 25-50% de la poblacion mundial y es reconocida por la Autoridad de Seguridad
Alimentaria Europea como la zoonosis parasitaria con mayor incidencia en los humanos
(Sanchez-Sanchez etal., 2018). En Costa Rica se tienen reportes de la presencia del parasito
en heces de gatos desde 1975 (Frenkel etal., 1975).
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Los miembros de la familia Felidae, en especial los gatos domésticos (Felis catus),
son los hospedadores definitivos del parasito, los cuales se infectanal alimentarse de roedores
0 aves silvestres con quistes en sus tejidos, y en menor manera, al ingerir ooquistes
eliminados por otros felinos. Todos los mamiferos y aves pueden ser hospedadores

intermediarios de T. gondii (Sanchez-Sanchezetal., 2018).
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Figura 5. Ciclo de vida de Toxoplasma gondii (Dubey et al., 2006).

Infected tetus

Cuando los gatos ingieren carne infectada, los bradizoitos enquistados en los tejidos
se liberan gracias a las enzimas proteoliticas del tracto digestivo, penetrando la mucosa
intestinal y alcanzando tejidos extraintestinales en unas pocas horas post infeccién. Otros
bradizoitos penetran las célulasepiteliales del intestino delgado, y empiezan a desarrollar un
gran namero de generaciones de esquizontes asexuales. Los organismos (merozoitos) que se
liberan de los esquizontes constituyen gametos femeninos y masculinos. Una vez que el
gameto femenino es fertilizado por el masculino, se forma una pared de ooquiste alrededor
del gameto fertilizado. Cuandolos ooquistes maduran se liberan al lumen intestinal mediante
la ruptura de células epiteliales. EI parasito permanece en los tejidos intestinales y
extraintestinales por varios meses, algunos posiblemente durantetoda la vida del gato (Dubey
et al., 2006).
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Los ooquistes se forman solamente en los felinos (domésticos y silvestres), quienes
liberan los ooquistes al ambiente, los cuales no son esporulados (no infectivos). La
esporulacién ocurre, dependiendo de la oxigenacidn, humedady temperatura ambiental 1 a
5 dias en el medio ambiente) (Dubey et al., 2006). Los hospedadores intermediarios, como
por ejemplo pequefios rumiantes se infectan debido a la ingesta de agua y alimento
contaminado con ooquistes infectivos. Sin embargo, también es posible la transmision
vertical, ya sea por una infeccion nueva o por la reactivacion de una infeccion crénica
(Sanchez-Sanchez etal., 2018).

Las hembras infectadas desarrollan inmunidad, lo cual las protege contra abortos en
caso de futuras infecciones, con excepcion de las cabras, en las cuales se reportan abortos en
varias prefieces. Las infecciones tempranas (primer tercio de la gestacion) usualmente
resultan en la muerte fetal, mientras que las infecciones mas tardias (desde la mitad de la
gestacion en adelante) causan otros efectos como neonatos débiles, natimuertos o
momificaciones (Sanchez-Sanchezetal., 2018).

En los seres humanos, la mayoria de las infecciones se debe a la ingesta de came mal
cocinada, asi como fuentes de agua contaminadas, sobre todo en paises tropicales y
subtropicales (Sanchez-Sénchez et al., 2018). Cuando la infeccion ocurre en mujeres
gestantes, puede ocasionar lesiones en el cerebro, los 0jos, hasta la muerte del feto (Dubey et
al., 2006).

En rumiantes causa muerte embrionaria y reabsorcion, muerte fetal,
momificacion, abortos, natimuertos y muerte neonatal. La enfermedad se presenta
también en cerdos, caninos, felinos, aves, marsupiales, conejos, mamiferos marinos,
entre otros (Dubey etal., 2006).

El diagndéstico de la toxoplasmosis se basa en métodos histolgicos, seroldgicos, moleculares
y cultivo celular, asi como en la combinacion de estos. (Dubey et al., 2006).

Las pruebas seroldgicas que se usan son hemaglutinacién indirecta, inmunofluorescencia
indirecta, aglutinacién directa, y ELISA. La deteccion de anticuerpos en un suero solo
demuestra que el individuo fue expuesto al parasito, sin embargo, el analisis de sueros
pareados (analisis de dos sueros en un intervalo de 2-4 semanas, mostrando un incremento

/disminucidn significativa del titulo) indica una infeccion aguda (Dubey et al., 2006).
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Para los bovinos se ha determinado que en el caso de la prueba de aglutinacion no es
siempre indicadoras de la presencia de quistes intramusculares (Opsteegh et al, 2019). Sin
embargo, la prueba de ELISA indirecto de la casa ID-Vet ha sido recomendadatanto por la
sensibilidad como especificidad para el diagnostico indirecto de la toxoplasmosis (Mangili
et al, 2009).

El cultivo celular o en animales de laboratorio se puede hacer a partir de pacientes
infectados, la inoculacion se puede hacer con secreciones, excreciones, fluidos corporales,
tejidostomados mediante biopsiay tejidos con lesiones macroscépicas tomadas postmortem.
Estas muestras no solo permiten la inoculacion, sino también el analisis molecular mediante
PCR (Dubey et al., 2006), en el cual se amplifican los genes B1 y P30 (Fuentes et al., 1996;
Buchbinder etal., 2003; Reischl etal., 2003).

Las temperaturas extremas(frio o calor) matan al parésito. La carne debe ser cocinada
al menosa 67°C antes de ser consumida. Después de manejar carne cruda se recomienda
lavar las manos con aguay jabdn. Las mujeres embarazadas deben evitar el contacto con las
heces de gato, cajas de arena, tierra y carne cruda. Los gatos deben ser alimentados
Unicamente con alimento seco, enlatado o comida cocinada, ademas la litera debe ser
limpiada diariamente. Se recomiendael uso de guantes cuando se realiza jardineria o siembra
de vegetales, y todafruta o vegetal debe serbien lavada antes de ser consumida. Las personas
deben evitar tomar agua de fuentes como lagos, lagunas y rios. (Dubey etal., 2006).

El tratamiento se realiza con sulfadiazina y primetamina, que funcionan mejor en las
etapas agudas de la enfermedad (cuando se da la multiplicacion activa del parasito), sin

embargo, no eliminan la infeccion. (Dubey et al., 2006).
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ARTICULOI

Determinacion de valores predictivos de las pruebas inmunoenzimaticas indirectas
para Besnoitia besnoiti, Neospora caninum y Toxoplasma gondii en bovinos de la zona

Huetar Norte de Costa Rica

Resumen

En el presente trabajo se investigaron tres protozoarios intracelulares obligados,
Toxoplasma gondii, Neospora caninum y Besnoitia besnoiti, que han sido asociados con
problemas reproductivos en bovinos, ocasionando pérdidas economicas en las fincas. El
diagndstico de estosapicomplexa se basa sobre todo en técnicas seroldgicas, yaque permiten
detectar de forma rapida, tanto infecciones activas como infecciones crénicas. El objetivo
del estudio fue determinar la presencia seroldgica de T. gondiiy N. caninum en bovinos de
la Region Huetar Norte de Costa Rica, establecer coexposicionesy determinar los valores
predictivos de tres inmunoensayos indirectos (T. gondii, N. caninum y B. besnoiti) utilizando
el Teorema de Bayes. Se seleccionaron un total de 327 bovinos (164 seropositivosy 163
seronegativos para B. besnoiti) de un banco de sueros, recolectado en 40 fincas de leche y
doble propdsito de laRegion Huetar Norte, los cuales se analizaron mediante inmunoensayos
para T. gondiiy N. caninum. Para T. gondii se determinaron prevalencias globalesy a nivel
de fincade 30,5%y 67,5%, paraN. caninum de 18,0% y 75,0%, respectivamente. Ademas,
se hallaron 42 (12,8%) animales con infecciones T. gondii y B. besnoiti, 39 (11.9%) bovinos
con infecciones N. caninumy B. besnoitiy 11 (3.3%) animales con infecciones T. gondii y
N. caninum. Siete animales (2,1%) presentaroninfeccionescon los tres agentes. Se determind
un valor predictivo positivo de 91,4%, 64,7%, 100,0% y un valor predictivo negativo de
98,5%, 100,0% y 99,0% para los ELISA de T. gondii, N. caninum y B. besnoiti,
respectivamente. Se concluye, que las técnicas serolégicas mostraron un buen desempefio, y
que existen bajas posibilidades de resultados falsos positivos o negativos, con excepcion del
ensayo de N. caninum. Los resultados confirman ademas la circulacion de T. gondii, N.
caninumy B. besnoiti en los hatos bovinos de la Region Huetar Norte. Se recomienda alertar

a productores y médicos veterinarios sobre la presencia de estos parasitos, asi como sobre la



posibilidad de infecciones concomitantes de dosy hasta tres apicomplexa en fincas de la zona
Huetar Norte. Se recomienda implementar programas de educaciony control parareducir la

toxoplasmosis, una enfermedad zoonéticay desatendida, de los hatos bovinos de Costa Rica.

Palabras claves

inmunoensayo indirecto, sensibilidad, especificidad, valores predictivos, coexposiciones,

Z0ooNnosis

Abstract

In the present work, three obligate intracellular protozoa, Toxoplasma gondii,
Neospora caninum and Besnoitia besnoiti, which have been associated with reproductive
problems in cattle, causing economic losses in farms, were investigated. The diagnosis of
these apicomplexais based above all on serological techniques, since they allow rapid
detection of both active infectionsand chronic infections. The objective of the study was to
determine the serological presence of T. gondii and N. caninum in cattle from the North
Huetar Region of Costa Rica, establish co-infections and determine the predictive values of
three indirectimmunoassays (T. gondii, N. caninum and B. besnoiti) using Bayes' Theorem.
A total of 327 bovines (164 seropositive and 163 seronegative for B. besnoiti) were selected
from a serum bank, collected from 40 dairy and dual-purpose farms in the North Huetar
Region, which were analyzed by immunoassays for T. gondii and N. caninum. For T. gondii,
global and farm-level prevalences of 30.5% and 67.5% were determined, for N. caninum of
18.0% and 75.0%, respectively. In addition, 42 (12.8%) animals with T. gondii and B.
besnoiti infectionswere found, 39 (11.9%) cattle with N. caninum and B. besnoiti infections
and 11 (3.3%) animals with T. gondii and B. besnoiti infections. Seven animals (2.1%)
presented infections with the three agents. A positive predictive value of 91.4%, 64.7%,
100.0% and a negative predictive value of 98.5%, 100.0% and 99.0% were determined for
the ELISAs of T. gondii, N. caninum and B. besnoiti, respectively. It is concluded that the
serological techniques showed a good performance, and that there are low possibilities of
false positive or negative results, except for the N. caninum test. The results also confirm the

circulation of T. gondii, N. caninum and B. besnoiti in cattle herds in the North Huetar



Region. It is recommended to alert producers and veterinarians about the presence of these
parasites, as well as about the possibility of concomitant infections of two and up to three
apicomplexa in farms in the Huetar Norte area. It is recommended to implement education
and control programs to reduce toxoplasmosis, a zoonotic and neglected disease, in cattle

herds in Costa Rica.

Keywords

Indirect inmunoassay, sensitivity, specificity, predictive values, coinfections, zoonosis.

1. Introduccién

Toxoplasma gondii, Neospora caninum y Besnoitia besnoiti son protozoarios del filo
Apicomplexa y familia Sarcocystidae. Estos parasitos han sido asociados con diversas
enfermedades respiratorias, nerviosas, cardiacas, y principalmente con problemas
reproductivosen bovinos, ocasionando pérdidas econdmicas en las fincas (Gazzones et al.,
2019; Villagra-Blanco et al., 2019). Los tres protozoarios son patdgenos intracelulares
obligados y generan quistes en los tejidos bovinos, por los cuales tienen tropismo: T. gondii
enmusculosy sistemanervioso central (SNC), N. caninumen musculos, SNC, Uteroy tejidos
fetales, mientras que B. besnoiti genera quistes cutaneos (Hemphill etal., 2017).

La toxoplasmosis se reportdé por primera vez en 1908 (Dubey et al., 2009), la
besnoitiosisen 1916 (Franco & Borges, 1916), y laneosporosisen 1988 (Dubeyetal., 1988).
Los ooquistes de T. gondiiy N. caninum son eliminados en las heces de felinos y caninos,
respectivamente. La infeccion de los rumiantes ocurre a través de la ingestion de ooquistes
infectivos en pasturas, alimentos o fuentes de agua (Dubey et al., 2002; Dubey, 2003;
Jacquiet et al., 2010), los cuales migran a la musculatura en donde se enquistan. En el
momento de la prefiez se activa el parasito y migra, ubicandose en la placenta o
eventualmente en el feto, ocasionando reabsorciones, malformaciones, abortos,
momificaciones, natimuertos, neonatos débiles con sintomas neurolégicos o neonatos
asintomaticos (Dubey, 2009). Los parasitos se transmiten ademas en forma transplacentaria
de la madre al feto, y T. gondii a las personas (zoonosis) (Silva et al., 2002; Dubey et al.,

2009). La besnoitiosis se transmite mediante insectos chupadores de sangre (vectores



mecanicos), ocasionando inicialmente fiebre y sintomas inespecificos, hasta producir edemas
e hiperqueratosis, emaciacion, baja productividad, abortos e infertilidad en la fase cronica
(Jacquietetal., 2010).

El diagndstico de estos apicomplexa se basa sobre todo en técnicas seroldgicas, ya
que permiten detectar de formarapida, tanto las infecciones activas comoinfecciones latentes
0 cronicas, para tomar medidas preventivas y correctivas (Garcia-Lunar et al., 2013).
Estudios mediante la técnica de inmunoblot establecieron, que los anticuerpos contra B.
besnoitireconocenlos diez antigenos presentesen los taquizoitosy bradizoitosde B. besnoiti,
pero no los antigenos de Neospora caninum, Toxoplasma gondii, Sarcocystis cruzi,
Sarcocystis hominis o0 Sarcocystis hirsuta, estableciéndose pocas reacciones cruzadas entre
B. besnoiti y apicomplexa relacionados (Schares et al, 2010). En contraste, un estudio
realizado por Garcia-Lunar et al. (2013) determind reacciones falsas positivas en una prueba
de inmunoensayo enzimatico (ELISA) comercial para B. besnoiti, lo cual se asocio a la
presencia de anticuerpos contra N. caninum y Sarcocystis spp., por lo cual se recomendo la
validacion de resultados seroldgicos de besnoitiosis bovina mediante el analisis de la
presencia de anticuerpos contra agentes apicomplexa, para descartar reacciones falsas
positivas. Finalmente, Garcia-Lunar et al. (2015) investigaron las reacciones cruzadas en el
diagnostico serologico de infecciones apicomplexa utilizando sueros de animales infectados
experimentalmente. Se establecieron reacciones cruzadas en particular en las pruebas de
inmunofluorescencia (IFAT) del laboratorio SALUVET de Espafiay el ELISA INGEZIM
BES 12.BES.K1 del laboratorio INGENASA de Espafia, en amboscasos entre B. besnoiti y
N. caninum. No asi, en las demas pruebas analizadas: ELISA de PrioCHECK (Holanda),
ELISA de IDVET (Francia) y otros IFATs y Western Blots desarrollados tanto por la
Universidad Complutense de Madrid (Espafia), asi como por el Instituto de Investigacion
Federal Friedrich-Loeffler en Greifswald, Insel Riems, Alemania.

En Costa Rica se ha estudiado sobre todo la epidemiologia de la neosporosis bovina.
Pérez et al. (1998) reportaron por primera vez la presencia del parasito en bovinosy su
asociacion con abortos mediante el analisis histopatologico de fetos abortados y serologia
(ELISA e IFAT), mientras que Romero etal. (2002) encontraron un 39,7% (1191/3002) de
seropositividad (ELISA) en fincas lecheras de Poas de Alajuela, ademas, determinaron que

N. caninum se transmitia en los hatos sobre todo en forma vertical. En contraste, solamente



existe un estudio sobre T. gondii en bovinos (Arias et al.,1994), que encontré una
seroprevalencia de 34.4% (n=601) a nivel nacional, utilizando la técnica de
inmunofluorescencia indirecta. En un banco de sueros recolectado en 2017, de animales que
habian abortado, pero que habian resultado seronegativos a brucelosis y neosporosis, se
detectd por primera vez en el pais una seropositividad de 31.5% de B. besnoiti mediante
ELISA (Fallas-Elizondo etal.,2017). Conelfinde confirmar lapresencia de un nuevoagente
delgrupode los apicomplexaen el pais, asicomo para descartar de que se traten de resultados
falsos positivos, se analizd mediante inmunoensayos comerciales la presencia de anticuerpos
contra T. gondii, N. caninum y B. besnoiti en sueros bovinos y se establecieron los valores
predictivos, ademas, se determind la presencia serologica de T. gondiiy N. caninumen la

Region Huetar Norte de Costa Rica.

2. Metodologia

2.1. Tipo de estudio y poblacion a estudiar

Se realizé un estudio observacional transversal descriptivo, para establecer los valores
predictivos y las correlaciones entre las pruebas de ELISA para T. gondii, N. caninumy B.
besnoiti, ademas se determind la presencia serologica de T. gondii y N. caninumen la region
Huetar Norte de Costa Rica. La zona se eligi6 por la gran poblacion bovina presente (428844
cabezas de ganado) representando el 33,5% del total de los bovinos del pais (1278817 reses)
(INEC, 2014). Con el objetivo de aumentar la probabilidad de tener muestras seropositivas,
se utilizo la formula de calculo de Canon & Roe (1980), buscando detectar una prevalencia
minima de un 1%, con un nivel de confianza del 95%, en una poblacién de 428844 bovinos.
El nidmero minimo requerido de animales a muestrear fue de 299; sin embargo, se analizaron
327 muestras. El calculo del tamafio de muestra se realizé con el software WinEpi (Facultad
de Veterinaria de la Universidad de Zaragoza, Espafa).

Los sueros para este estudio se tomaron de un bancode sueros bovinos (n=600). Estos
sueros provenian de 40 fincas de leche y doble propésito de la Cooperativa Dos Pinos,
ubicadas en Aguas Zarcas (6), Fortuna (3), Monterrey (2), Muelle (3), Venecia (4), Zarcero
(13) y Ciudad Quesada (9) de la Region Huetar Norte de Costa Rica. De estos se

seleccionaron 327 sueros, 164 seropositivosy 163 seronegativos a B. besnoiti, los cuales
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habian sido analizados previamente con el ID Screen® Besnoitia Indirect 2.0 (97.2%
sensibilidad (Se) y 100% especificidad (Sp)) de la compafiia IDVet, Montpellier, Francia
(Lenfant, 2013) y de los cuales se conocian los valores S/P (ratio de muestra/positivo, por

sus siglas en inglés “sample/positive”).

2.2. Diagndstico seroldgico

Para la deteccion de anticuerpos contra T. gondii y N. caninum se utilizaron los
siguientes ELISA indirectos de la compafiia IDVet (Montpellier, Francia): ID Screen®
Toxoplasmosis Indirect Multi-species (96.7% Se y 96% Sp) (Mangili et al., 2011) y ID
Screen® Neospora caninum Indirect (100% Se 'y 88% Sp) (Alvarez-Garcia etal., 2013).

La realizacion de los ELISA se hizo de acuerdo con las recomendaciones del
fabricante. Previamente se prepararon los sueros en placas de 96 pocillos, esto para evitar
diferencias en los tiempos de incubacion entre las muestras. Se sacaron los reactivos del
refrigerador donde estaban almacenados a 5°C, y se dejé que todos los reactivos alcanzaran
la temperatura ambiente en el laboratorio (21°C), y se procedio a preparar la solucién de
lavado, diluyendo 1 parte en 20 de agua destilada.

El andlisis de los sueros se realizd de la siguiente manera: primero se agrego 90ul del
buffer de dilucion a cadapocillo de las placas previamente sensibilizadas con el antigeno. En
las posiciones Aly B1 se agregaron 10ul del control negativo y en las posiciones C1y D1
se agregaron 10ul del control positivo, y en los demas pocillos 10ul de suero bovino a
analizar. Los sueros se incubaron por 45 minutos a temperatura ambiente, después se
vaciaron los pocillos y se realizaron 3 lavados, con 300pl de la solucion de lavado. Luego
se preparé el conjugado diluyendo 1:10 con buffer de dilucion, se agreg6é 100l a cada pocito
y se dejé incubar 30 minutos a temperatura ambiente, para luego volver a realizar 3 lavados.
Finalmente se agregd 100ul de la solucién de sustrato, se dejé incubando 15 minutos en la
oscuridad y se detuvo lareaccion con 100ul de solucionde paradaen cadapocito. Por tltimo,
las placas se llevaron al lector de ELISA Multiskan EX de Thermo Labsystems®, en el cual
se realizd la lectura de las densidades 6pticas (DO) a 450nm. Para la validacién de las
pruebas, la Densidad Optica (DO) de los controles positivos debia ser >0.350, y el cociente
de la media de las DO de los controles positivos entre la media de la DO de los controles
negativos >3. Luego se procedio a calcular el porcentaje S/P utilizando la siguiente formula:

(OD muestra- OD control negativo/ OD control positivo — OD control negativo) x100. Sueros
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que arrojaron S/P <40% se consideraron negativos, entre 40%-50% dudosos 0 positivos

débiles y >50% positivos.

2.3. Anélisis de datos

Una vez obtenidos los resultados de los sueros en las pruebas de ELISA, se calcul el
valor predictivo de las pruebas (VPP y VPN) utilizando las siguientes formulas del Teorema
de Bayes (Tarabla & Signorirni, 2013):

\VPP= Prevalencia x Sensibilidad

Prevalencia x Sensibilidad + (1-Prevalencia) x (1-Especificidad)

VPN= (1-Prevalencia) x Especificidad

(1-Prevalencia) x Especificidad + Prevalencia x (1- Sensibilidad)

Para el calculo se utilizaron la sensibilidad y especificidad reportada para cada una de
las pruebas inmunoenzimaticas, y la prevalencia de T. gondii y N. caninum obtenida con los
327 bovinos, mientras que para B. besnoiti se utiliz6 la seroprevalencia determinada con 600
sueros (27,3%). Los valores predictivos cercanos al 100% se consideraron “altos”, cercanos
al 50% “intermedios” y cercanos al 0% “bajos” (Bravo-Grau et al., 2015). Posteriormente
se calculd la prevalencia aparente, que consiste en la suma de los verdaderos positivos mas
los falsos positivos.

Se establecid la presencia serologica de T. gondiiy N. caninum en la zona Huetar
Norte de Costa Rica y se realizaron correlaciones entre las pruebas, con resultados positivos
por pares (B. besnoitiy N. caninum, B. besnoitiy T. gondii, N. caninumy T. gondii) y para

las tres enfermedades para establecer coexposiciones.

3. Resultados

Del total de 327 sueros analizados, 100 y 59 resultaron positivos a T. gondii y N.
caninum, respectivamente. Se establecié VPP altos para el ELISA de T. gondii y B. besnoiti,
asi como un VPP intermedio para N. caninum. Los VPN determinados para los tres agentes
fueron altos (Cuadro 1). En el caso de la prueba de T. gondii se establecieron un 2,7% (n=9)

de resultados falsos positivosy 0,9% (n=3) de resultados falsos negativos, con N. caninum
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9,7% (n=32) resultados falsos positivos y ningun resultado falso negativo, y con B. besnoiti
ningun resultado falso positivo y 0,8% (n=2) resultados falsos negativos. Ademas, la
prevalencia aparente varié en el caso de N. caninum y T. gondii, pero no asi en el caso de B.
besnoiti. Las prevalencias ajustadas (resta de los falsos positivos de los verdaderos positivos)
para T. gondii, para N. caninum y para B. besnoiti se muestran en el Cuadro 1.
Cuadro 1. Determinacion de las prevalencias, VPP, VPN, falsos positivos, falsos negativos,
prevalencias aparentes y ajustadas a partir de los resultados serolégicos de ELISA IDVET®

para Toxoplasma gondii, Nespora caninum y Besnoitia besnoiti en bovinos de la Zona
Huetar Norte de Costa Rica, 2018

Parametro T. gondii N. caninum B. besnoiti
n=327 n=327 n=600
Prevalencia (%) 30,5 18,0 27,3
VPP (%) 91,4 64,7 100,0
VPN (%) 98,5 100 99,0
Falsos positivos (%) 2,7 9,7 0,0
Falsos negativos (%) 0,9 0,0 0,8
Prevalencia aparente (%0) 32,4 27,8 27,3
Prevalencia ajustada (%0) 27,9 11,6 27,3

Se determiné un porcentaje de muestras seropositivas global mayor de T. gondii
(30,5%) que de N. caninum (18,0%), sin embargo, N. caninum (75,0%) parece estar mas

ampliamente distribuido en las fincas que T. gondii (67,5%) (Cuadros 2y 3).

Cuadro 2. Porcentaje de muestras seropositivas a T. gondii y N. caninum en bovinos de siete
cantones de la zona Huetar Norte de Costa Rica

Canton T. gondii N. caninum
% (+/total) % (+/total)
Aguas Zarcas 34,4% (20/58) 24,1% (14/58)
Ciudad Quesada 10,7% (3/28) 7,1% (2/28)
Fortuna 31,1% (14/45) 15,5% (7/45)
Monterrey 23,3% (7/30) 3,3% (1/30)
Muelle 20,0% (1/5) 60,0% (3/5)
Venecia 22,7% (5/22) 31,8% (7/22)
Zarcero 35,9% (50/139) 17,9% (25/139)
Total 30,5% (100/327)  18,0% (59/327)




Cuadro 3. Porcentaje de muestras seropositivas a T. gondii y N. caninum en fincas de siete

cantones de la zona Huetar Norte de Costa Rica

Canton

Aguas Zarcas

Ciudad Quesada

T. gondii
% (+/total)
100,0% (6/6)
33,3% (3/9)

N. caninum
% (+/total)
100,0% (6/6)
100,0% (2/2)

Fortuna 100,0% (3/3) 100,0% (3/3)
Monterrey 100,0% (2/2) 50,0% (1/2)
Muelle 33,3% (1/3) 66,6% (2/3)
Venecia 50,0% (2/4) 100,0% (4/4)
Zarcero 76,9% (10/13) 92,3% (12/13)
Total 67,5% (27/40) 75,0% (30/40)

La coinfeccion mas frecuente fue la de T. gondii con B. besnoiti (12,8%, 42/327),
seguido de N. caninum con B. besnoiti (11,9%, 39/327) y T. gondii con N. caninum (3,3%,
n=11/327). En un 2,1% de los casos (n=7/327) se encontraron casos positivos para los tres

agentes.

4. Discusion

Los hallazgos del presente estudio concuerdan con lo reportado por Garcia-Lunar et
al. (2017), que las pruebas serolégicas de IDVET® presentan un excelente desempefio en el
diagnostico de parésitos apicomplexa. Para determinar el desempefio de la sensibilidad y
especificidadde lastécnicas seroldgicas, generalmente se utilizan andlisis de puntos de corte,
que utiliza lamediay dos o tres desviaciones estandar (Gutiérrez etal., 1994; Lenfant, 2013;
Mangili et al., 2009; Alvarez-Garcia et al., 2013). En el presente caso se determiné los
valores predictivos mediante un metaanalisis, que permite determinar el desempefio de las
técnicas. En la literatura no se encontraron valores predictivos de las pruebas de ELISA
utilizadas, de modo que este trabajo reporta por primeravez estos datos.

Los altos VPP determinados para los inmunoensayos de T. gondii (91,4%)y B.
besnoiti (100%), indican un buen desempefio de ambas pruebas para detectar verdaderos
positivos (Arias etal., 1994).



En contraste, con el ELISA de N. caninum, se obtuvo un valor de VPP intermedio
(64,7%), debido a la baja especificidad (88%) y baja positividad (18%) establecida. Estos
resultados (ninguna reaccién falsa positiva con B. besnoiti, 2.7% con T. gondiiy 9.7% con
N. caninum) son importantes tomar en cuenta por veterinarios y productores, cuando se
toman decisiones de descartar animales en base a resultados seroldgicos, ya que se podrian
estar descartando animales sanos, afectando la productividad de la finca por un problema de
baja especificidad de unaprueba diagndstica (Awinda etal., 2013).

Las tres pruebas mostraronaltos VPN (T. gondii 98,5%, B. besnoiti 99% y N. caninum
100%), indicando que solamente en menos de 1.5% de los casos pueden ocurrir reacciones
falsas negativas, lo que concuerda con Bravo-Grau & Cruz (2015), que encontraron VPN
altos cuando las prevalencias son bajas. A pesar de que es baja la probabilidad de obtener
resultados falsos negativos con los ELISA, es importante considerarlos, ya que estos
parasitos apicomplexa ocasionan infecciones persistentes, y animales infectados pueden
pasar los parasitos a su progenie y perpetuarse asi en los hatos, ademas pueden ser
transmitidos a otros animales a través de vectores (artropodos) como en el caso de Besnoitia
(Alvarez-Garcia etal., 2014). Los VPP y VPN ofrecen més valor a los resultados obtenidos
y reafirma su validez para ser utilizadas en estudios epidemioldgicos.

Se reporta por primera vez la seropositividad de T. gondii (30,6%) y N. caninum
(18,0%) en la zona Huetar Norte. Estudios previos habian reportado prevalencias de N.
caninum de 39,7% en fincas de la zona de Poas de Alajuela (Romero et al., 2002) y de un
34.4% para T. gondii a nivel nacional (Arias et al., 1994). En el caso de N. caninum, la
prevalencia fue méas baja que la reportada por Romero et al. (2002), probablemente por el
bajo niumero de animales muestreados por hato o porque en los ultimos 20 afios se han
realizado charlas sobre la enfermedad, de modo que los veterinarios y productores han
tomado conciencia de solicitar el diagndstico de neosporosis en caso de abortos (Romero et
al., 2005).

La prevalencia de T. gondii es similar a la reportada en 1994, esto se puede deber a
que no es diagnosticada regularmente (como si lo es N. caninum). Sin embargo, se considera
importante alertar a veterinarios y productores, porque ademas de que puede estar

ocasionando pérdidasecondmicas en los hatos por abortos (Stelzer etal., 2019) es un agente
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zoonotico, y parecieraque actualmente desatendido en la produccién pecuaria (Stelzer et al.,

2019).

Se establecié un buen desempefio de los ELISA 'y se confirmd la presencia serologica de los

tres agentes apicomplexa en hatos bovinos de la Region Huetar Norte de Costa Rica. Se

recomienda realizar estudios sobre el impacto que tienen estos agentes en la produccion

bovina de esta region, en infecciones sencillas o concomitantes, ademéas implementar

programas de educacion y control para lograr reducir la toxoplasmosis de hatos bovinos.

5. Conclusiones

Los VPP determinados para las pruebas fueron para T. gondii 91,4%, N. caninum
64,7%, y B. besnoiti 100%.

Las tres pruebas mostraron VPN altos (T. gondii 98,5%, N. caninum 100%, y B.
besnoiti 99,0%).

Se determind la seroprevalencia global y a nivel de fincas para T. gondii (30,5%y
67,5%) en la zona Huetar Norte de Costa Rica.

Se determind una prevalencia global de N. caninum de 18,0% con una prevalencia a
nivel de fincas de 75,0% en la zona Huetar Norte de Costa Rica.

Se determind coexposicionesde B. besnoiti y T. gondii en un 12.8% de los casos, B.
besnoitiy N. caninumenun11,9%y T. gondii y N. caninum en un 3,3% de los casos.
Los resultados confirman la circulacion de T. gondii, N. caninumy B. besnoiti en los

hatos bovinos de la zonanorte.

6. Recomendaciones

Informar a los productoresy personal médico veterinario de la Region Huetar Norte
sobre la presenciay circulacion de los tres agentes apicomplexa en hatos bovinos.
Implementar programas de educacion y control de latoxoplasmosis en el hato bovino,
para controlar esta enfermedad zoondticay desatendida en Costa Rica

Estudiar el impacto que tienen estos apicomplexa en el hato bovino de la region

Huetar Norte (infecciones sencillas o concomitantes).
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ARTICULOII

Seroprevalencia de Besnoitia besnoiti, Coxiella burnetii y Chlamydia abortus en hatos
bovinos de la zona norte de Costa Rica

Resumen

Besnoitia besnoiti, Coxiella burnetii y Chlamydia abortus ocasionan enfermedad
reproductiva en bovinos, mientras que los ultimos dos se consideran ademas agentes
zoonoticos. Hasta la fecha no se cuentan con reportes de prevalencia de B. besnoitiy C.
burnetii en bovinos de Costa Rica. El presente trabajo tuvo como objetivo determinar la
seroprevalenciay distribucion de B. besnoiti, C. burnetiiy C. abortus en fincas en la zona
Huetar Norte de Costa Rica, asi como detectar estos agentes mediante técnicas moleculares.
Se realiz6 un estudio transversal descriptivo, en el que se analizaron 600 sueros de 40 fincas
de bovinos de leche y doble proposito (15 sueros por finca). Las fincas seleccionadas se
localizaron en los distritos de Aguas Zarcas (5), Ciudad Quesada (9), Fortuna (4), Monterrey
(2), Muelle (3), Venecia (5) y Zarcero (12). El analisis seroldgico se realizé utilizando los
ensayos de la compafia IDVET (Montpellier, Francia): IDScreen® Besnoitia Indirect 2.0
ELISA, IDScreen® Q Fever Indirect ELISA, e ID Screen® Chlamydophila abortus Indirect
Multi-species ELISA. Ademas, se analizaron mediante técnicas moleculares 3 quistes
cuténeos para B. besnoiti, 6 muestras de leche para C. burnetii y 4 hisopados vaginales para
C. abortus. Las seroprevalencias determinadas para B. besnoiti, C. burnetii y C. abortus
fueron 27,3%, 16,8% y 1,3%, respectivamente. Animales seropositivos a besnoitiosis se
encontraron entodos los distritos analizados, menos en la Fortuna, pero sobre todo en Aguas
Zarcas (64%), Venecia (36,6%) y Zarcero (33,3%). Los animales seropositivos a coxeliosis
se encontraron también distribuidos en todos los distritos, sobre todo en Zarcero (24,6%),
Ciudad Quesada (19,2%)y Aguas Zarcas (17,7%). Conrespectoa C. abortus, se encontraron
pocos animales seropositivos en tres distritos: Aguas Zarcas (3,3%), Monterrey (3,3%) y
Ciudad Quesada (2,9%). Solamente se detectd coexposicionesde B. besnoiti con C. burnetii
en un total del 6,5% (n=36) de animales infectados y en un 30,0% (n=12) de fincas, que se
ubicaronen Zarcero (n=10), Aguas Zarcas (n=1) y Ciudad Quesada (n=1). Todos los analisis

moleculares resultaron negativos. Se determino por primera vez la presencia de anticuerpos
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contra B. besnoiti y C. burnetii en bovinos de la region Huetar Norte de nuestro pais. Se
recomienda alertar a los productores, personal veterinario y a las autoridades oficiales sobre
estos hallazgos, para tomar las medidas de prevenciony control necesarias, en particular para
C. burnetii por su potencial zoondtico. Se recomiendaademas realizar investigaciones para
confirmar mediante aislamiento o diagnéstico molecular, la presencia de los agentes

infecciososen el pais.

Palabras claves
inmunoensayo enzimatico, reaccion en cadena de la polimerasa, coexposiciones, zoonosis

Abstract

Besnoitia besnoiti, Coxiella burnetii and Chlamydia abortus cause reproductive
disease in cattle, while the last two are also considered zoonotic agents. To date, there are no
reports of the prevalence of B. besnoiti and C. burnetii in cattle in Costa Rica. The objective
of this study was to determine the seroprevalence and distribution of B. besnoiti, C. burnetii
and C. abortus on farms in the North Huetar zone of Costa Rica, as well as to detect these
agents using molecular techniques. A descriptive cross-sectional study was carried out, in
which 600 sera from 40 farms of dairy cattle and dual purpose (15 sera per farm) were
analyzed. The selected farms were in the districts of Aguas Zarcas (5), Ciudad Quesada (9),
Fortuna (4), Monterrey (2), Muelle (3), Venecia (5) and Zarcero (12). Serological analysis
was performed using IDVET (Montpellier, France) assays: IDScreen® Besnoitia Indirect 2.0
ELISA, IDScreen® Q Fever Indirect ELISA, and ID Screen® Chlamydophila abortus
Indirect Multi-species ELISA. In addition, 3 skin cysts for B. besnoiti, 6 milk samples for C.
burnetii, and 4 vaginal swabs for C. abortus were analyzed using molecular techniques. The
seroprevalences determined for B. besnoiti, C. burnetii and C. abortus were 27.3%, 16.8%
and 1.3%, respectively. Seropositive animals for besnoitiosis were found in all the districts
analyzed, except in La Fortuna, but especially in Aguas Zarcas (64%), Venecia (36.6%) and
Zarcero (33.3%). Coxeliosis seropositive animals were also found distributed in all districts,
especially in Zarcero (24.6%), Ciudad Quesada (19.2%) and Aguas Zarcas (17.7%).
Regarding C. abortus, few seropositive animals were found in three districts: Aguas Zarcas
(3.3%), Monterrey (3.3%) and Ciudad Quesada (2.9%). Coinfections of B. besnoiti with C.

18



burnetii were only detected in a total of 6.5% (n=36) of infected animals and in 30.0% (n=
12) of farms, which were in Zarcero (n =10), Aguas Zarcas (n=1) and Ciudad Quesada (n=
1). All molecular analyzes were negative. The presence of antibodies against B. besnoiti and
C. burnetii in cattle from the Huetar Norte region of our country was determined for the first
time. It is recommended to alert producers, veterinary personnel, and official authorities
about these findings, to take the necessary prevention and control measures, particularly for
C. burnetii due to its zoonotic potential. It is also recommended to carry out research to
confirm, through isolation or molecular diagnosis, the presence of infectious agents in the

country.

Keywords

indirect ELISA, S/ P percentage, analysis of coinfections, molecular analysis, PCR

1. Introduccion
Besnoitia besnoiti, Coxiella burnetii y Chlamydia abortus ocasionan enfermedad

reproductiva en bovinos. Besnoitia besnoiti es un protozoo intracelular obligado del phylum
Apicomplexa (Schares et al.., 2009), mientras que C. burnetii y C. abortus son bacterias
Gram negativas intracelulares obligadas (Jaton et al., 2013; Bielawska-Dro6zd et al., 2014;
Salazaretal., 2015).

La besnoitiosis ha sido reportada en Africa, Asiay América (Brasil y Canada), y se
considera una enfermedad emergente en Europa (Cortes et al., 2014; Gutérrez-Exposito et
al., 2012; Uzeda et al., 2014). Este protozoo se transmite por insectos chupadores de sangre,
como tdbanosy moscas, y la enfermedad cursacon una fase aguda caracterizada por fiebre,
fotofobia, descargas oculonasales y anorexia, seguida de una etapa crénica, con edemas e
hiperqueratosis, por la presencia de quistes en la piel, ubre, testiculos, fascias y érganos
internos que ocasionan pérdida de peso, infertilidad, aborto y baja produccidn lactea (Jacquiet
et al., 2010). La coxielosis y clamidiosis son zoonosis ampliamente distribuidas a nivel
mundial (Longtbottom & Coulter, 2003; Berri etal., 2007; Damasceno et al., 2018). Aunque
son especies no relacionadas filogenéticamente, muestran algunas similitudes en su
interaccion con el huésped y la patogenia de la infeccidn. Mientras C. burnetii se transmite a

través de garrapatas duras y suaves (Duron et al., 2015), C. abortus lo hace por contacto
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directo con material contaminado como secreciones conjuntivales, genitales, uterinas,
placentales y fetos abortados (Longtbottom & Coulter, 2003). Las bacterias son muy
resistentes y pueden sobrevivir por meses en el medio ambiente (Duron et al., 2015;
Longtbottom & Coulter, 2003). En los animales provocan abortos, infertilidad, natimuertos,
metritis, y placentitis (Longtbottom & Coulter, 2003). Los tres agentes ocasionan infecciones
persistentes en los bovinos, y en las personas C. burnetii es el agente etioldgico de la Fiebre
Q, que ocasiona en la etapa aguda fiebre y sintomas inespecificos, y en la etapa crénica
endocarditis y hepatitis que pueden ser letales (Van Shaik et al., 2013; Kili¢ et al., 2016);
mientras que C. abortus se hareportado como causante de abortos en humanos (Longtbottom
& Coulter, 2003).

Las técnicas diagnosticas utilizadas son las directas o moleculares(Cortes etal., 2007;
Kirkan et al., 2008; Campos-Hernandez et al., 2014), asi como las indirectas o seroldgicas;
las mas frecuentemente utilizadas son el inmunoensayo enzimético (ELISA), la
inmunofluorescencia indirecta (IFAT), el Western Blot y la fijacion de complemento
(Garcia-Lunaretal., 2012; O"Neill et al., 2018). El diagnéstico de anticuerpos es la técnica
de eleccion en bovinos para realizar monitoreos, programas de prevencion e investigacion,
por la facilidad de la toma de la muestra, el costo de la prueba, y el anélisis de muchos
animales en poco tiempo (Slaba et al.,2005; Sachse et al.,2009; Wilson et al.,2009;
Czopowicz etal.,2010; Diaz et al.,2014; Agerholmet al.,2013; Garcia-Lunar et al.,2013).

Los porcentajes de prevalencia de besnoitiosis han sido reportados en Espaiia
(48,6%), Portugal (5,1%) e Italia (44,1%) (Zacarias, 2009). En América Latina se realizd
unicamente un estudio de seroprevalencia en Brasil (3,4%), sin embargo, no se tienen datos
de otros paises del continente americano (Uzeda et al., 2014). La seroprevalencia de C.
burnetii hasido reportadaen muestrasde leche en Estados Unidos(96,0%) y Grecia (95,0%),
mediante la técnica IFAT en Brasil (23,8%) (Pearson et al., 2014; Pexaraet al., 2018; Mioni
et al., 2020). Las prevalencias seroldgicas de C. abortus se han determinado en China
(11,9%), en Bélgica (4,2%) y en México (4,9%) (Campos-Hernandez et al., 2014; Sunetal.,
2015; Yin et al.., 2014). También se han realizado analisis moleculares para detectar los
agentes, por ejemplo, para B. besnoiti la técnica fue implementada en Brasil, después de
encontrar anticuerpos mediante la técnica de IFAT, sin embargo, no se logré detectar el

agente mediante la técnica de reaccion en cadenade la polimerasa (PCR), lo cual los autores
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atribuyeron a la posible presencia de variantes antigénicas (Uzeda et al., 2014). Coxiella
burnetii ha sido reportado molecularmente en Latinoamérica en paises como Argentina,
Brasil y Cuba (Pacheco et al., 2013; Mares-Guia et al., 2014; Noda et al., 2016), mientras
que C. abortus ha sido detectada molecularmente en paises como Algeria, Egipto y Brasil
(Hireche etal., 2017; Selim et al., 2021; Silva-Zacarias et al., 2009).

En un anélisis preliminar realizado con un banco de 92 sueros recolectados en el afio
2017, de bovinos que habian abortado y resultaron seronegativos a brucelosis y heosporosis,
se determin0 por primera vez la presencia serologica de B. besnoiti (31,5%), C. burnetii
(36,9%) y C. abortus (58,6%) (Fallas et al., 2017). El presente trabajo tuvo como objetivo
determinar la seroprevalencia y distribucion de B. besnoiti, C. burnetii y C. abortus en fincas
en lazonaHuetar Norte de Costa Rica, asi como detectar lapresencia de los agentes mediante

técnicas moleculares.

2. Metodologia
2.1 Tipo y descripcion del area de estudio
Se realiz6 un estudio transversal descriptivo paradeterminar la seroprevalencia de B.
besnoiti, C. burnetii y C. abortus en bovinos de la zona Huetar Norte de Costa Rica. La zona
se eligio por la gran poblacion bovina presente (428844 cabezas de ganado), representando
el 33,5% del total de los bovinos del pais (1278817 reses) (INEC, 2014); ademas, por las
temperaturas calidas (24°C-30°C) y el régimen de lluvias de todo el afio (IMN, 2008), que

favorecen la presencia de los vectores y con eso la transmision de los agentes.

2.2 Tipo, tamafio y toma de la muestra

El tamafio de la muestra a analizar fue de 600 bovinos, lo cual se calculo con la
formula de Cannony Rowe (1982), asumiendo una prevalencia intrahato de un 20% (Fallas
etal., 2017), un intervalo de confianzadel 95% y un error esperado del 5%. Se seleccionaron
40 fincas al azar de una lista de 189 fincas de bovinos de leche y de doble propésito de la
zona Huetar Norte. Las fincas seleccionadas se localizaron en los distritos de Aguas Zarcas
(5), Ciudad Quesada (9), Fortuna (4), Monterrey (2), Muelle (3), Venecia (5) y Zarcero (12).
En estas fincas se tomaron muestras de sangre de 15 animales adultos por finca, hasta

completar la totalidad de animales requeridos (Figura 1). Las muestras de sangre se tomaron
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con vacutainer y se remitieron al laboratorio por los médicos veterinarios de la Cooperativa
Dos Pinos. En el laboratorio se centrifugaron por 10 minutos a 10000 g, se separo el suero y

se guardo a -20°C hasta su anélisis mediante ELISA.
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Figura 1. Ubicacién geogréfica y resultados seroldgicos de B. besnoiti, C. burnetii y C.
abortus en 40 fincas bovinas de leche y de doble propésito analizadas en la zona Huetar

Norte de la Provincia de Alajuela, Costa Rica, 2018.

2.3 Andlisis serolégico

El andlisis seroldgico se realizd utilizando los siguientes ELISA indirectos de la
compafiia IDVET (Montpellier, Francia): IDScreen® Besnoitia Indirect 2.0 ELISA con una
sensibilidad (Se) y especificidad (Sp) reportada de 97.2% y 100%, respectivamente (Garcia-
Lunar et al., 2013); IDScreen® Q Fever Indirect ELISA (100% Se y 100% Sp) (IDVET,
2016); y el ID Screen® Chlamydophila abortus Indirect Multi-species ELISA, (70.4% Se'y
95.6% Sp) (Diaz etal., 2014). Los ensayos se realizaron de acuerdo con las especificaciones
del fabricante. Primero, se dej6 que todos los reactivos alcanzaran la temperatura ambiente,
se colocaron lossuerosaanalizaren microplacas no sensibilizadas, con el fin de pasarlos con
unamicropipetamulticanal y evitar diferenciasen lostiempos de incubacion de las muestras,
y se preparo la solucion de lavado, diluyendo 1 parte de la solucién concentrada en 20 partes
de agua destilada. A las placas sensibilizadas con el antigeno se agregé 90ul del buffer de

dilucion a cada pocillo, se colocaron 10l de cada suero a analizary 10ul del suero control
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positivo y negativo por duplicado. Para las pruebasde B. besnoiti y C. burnetii se incubaron
los sueros por 45 minutos a temperatura ambiente, y para C. abortus 30 minutos a
temperatura ambiente. Después de realizar 3 lavados se diluyé el conjugado 1:10 con el
buffer de dilucion, se agregd 100ul a cada pocillo y se dejo incubando 30 minutos a
temperatura ambiente. Se realizaron otros 3 lavados y se agregaron 100pl de la solucion de
sustrato a todos los pocillos, se dejo incubando 15 minutos en la oscuridad y se detuvo la
reaccion con 100ul de solucion de parada. Por ultimo, se llevaron las placas al lector de
ELISA Multiskan EX de Thermo Labsystems®, en el cual se realiz6 la lectura de las
densidades oOpticas (DO) a 450nm. Para considerar validos los ensayos, las densidades
opticas (DO) de los sueros controles positivos debian de resultar >0.350, y el cociente de la
media de la DO de los controles positivos y la media de la DO de los controles negativos >3.
El porcentaje S/P de los sueros para besnoitiosis y clamidiosis se calculd con la siguiente
formula: (DO muestra/ DO control positivo) x 100. Para B. besnoitilos sueros con S/P <25%
se consideraron negativas, entre >25% y <30% positivos débiles, y >30% positivos fuertes.
Para C. abortus los sueros con S/P <50% se consideraron negativos,>50% y <60% positivos
débiles (+), >60% y <70% positivos medios (++) y >70% positivos fuertes (+++). Para la
coxielosis se utilizé la siguiente formula: [(DO muestra - DO control negativo) / (DO control
positivo- DO control negativo)] x 100. Sueros que arrojaron S/P <40% se consideraron
negativos, >40% y <50% positivos débiles (+), entre >50% y <80% positivos medios (+) y

>80% positivos fuertes (+++).

2.4 Anélisis molecular

Las fincas en los que se detectaron animales seropositivos con altos valores S/P en
ELISA se visitaron unavez mas, paratomar muestras de bovinos seleccionados para someter
éstas a anélisis molecular. En total se visitaron nueve fincas ubicadas en los distritos de
Zarcero, Aguas Zarcas y Ciudad Quesada. Para el analisis de B. besnoiti se encontraron solo
tres bovinos con lesionesen flancos y vulvaen 3 fincas diferentes de Zarcero y Aguas Zarcas.
Se tomaron muestras de los tres animales, los quistes se extrajeron con bisturi y se
transportaron en medio minimo esencial Dulbecco (DMEM), suplementado con 10% de
suero fetal bovino (SFB), para el diagnéstico de B. besnoiti. Para el diagndstico molecular de

C. burnetii se tomaron muestras de leche de 22 animales en 6 fincas ubicadas en Zarcero,
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Aguas Zarcas y Ciudad Quesada, recolectadas en bolsas Stomacher. De estas muestras
posteriormente se realizé anélisis molecular a 6 (solamente una por finca). En dos fincas de
Ciudad Quesada se tomaron 4 hisopados vaginales, los cuales se guardaron en DMEM, 10%
SFB. Todas las muestras se transportaron al laboratorio en condiciones de refrigeracion
(4°C) y se almacenaron a -20°C hasta ser procesadas mediante PCR. La extraccion del ADN
se realizé utilizando el kit comercial DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen®), siguiendo las
recomendaciones del fabricante.

Para B. besnoiti se implement6 un PCR convencional que amplificaun segmento de
243 pb del segmento ITS-1 (regidén espaciadora transcrita interna) descrito por Fernandez-
Garciaetal., 2009, utilizando los siguientes iniciadores: Bb-1TS-1-F: GGG TGC ATT CGA
GAAGTG TGy Bb-ITS-1-R: TCC GTG ATA GCA GAG TGA GGA GG v utilizando una
mezcla de 12.5uL Master Mix, 1.25uL (10uM) de cada iniciador, 9uL de agua de grado
moleculary 1puL de ADN. Como control positivo se utilizd ADN de extractos de taquizo itos
y bradizoitosdonadoporel Dr. Gereon Schares, Instituto de Investigacion Friedrich Loeffler,
Greifswald, Alemania, y como control negativo agua de grado molecular. El protocolo del
termociclador fue una desnaturalizacion inicial de 95°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos
de desnaturalizacion de 95°C por 1 minuto, hibridacion de 54°C por 1 minuto, y extension
de 72°C por 1 minuto, y una extension final de 72°C por 5 minutos. Los productos de la PCR
se mezclaron con GelRed para latincion del ADN y de utiliz6 el marcador de peso molecular
GenRuler 1000 pb DNA Ladder Plus (Fermentas®). Las muestras amplificadas en el PCR se
colocaron en un gel de agarosa al 2%, para su electroforesis a 90V por 45 minutos.
Posteriormente se visualizaron las bandas con luz ultravioletaen un transiluminador BioDoc-
It UVP®,

Para C. burnetii se implementd la PCR anidada como descrito por Rahimi et al.
(2010), que amplifica un segmento del gen OMP (proteina de membrana externa) de un
tamafio de 483pb. En la primera ronda se utilizaron los iniciadores OMP1 5°-AGT AGA
AGC ATC CCA AGC ATT G-3’y OMP2 5’-TGC CTG CTA GCT GTA ACG ATT G-3°,
y en la segunda ronda los iniciadores OMP3 5"-GAA GCG CAA CAA GAA GAA CAC-3»
y OMP4 5°-TTG GAAGTT ATC ACG CAG TTG-3". La primera amplificacion se realizo
con un volumen total de 25ulcon 5uL ADN, 12.5pL Master Mix, 1uL (1uM) de cada

iniciador y 5uL agua grado molecular. ElI protocolo del termociclador fue una
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desnaturalizacion a 94°C durante 4 min, seguido de 30 ciclos de desnaturalizaciéna 94°C
durante 1 min, hibridacion a 56°C durante 1 min y extension a 72°C durante 1 min y una
extension final a 72°C por 7 minutos. Para la segunda ronda, la reaccion se realiz6 con
volamenes iguales a la primera amplificacion, solamente que se utilizaron los iniciadores
OMP3 y OMP4 a una concentracién de 0,8 uM (1 pL cada uno) y 5pL de ADN amplificado
en la primera ronda. El ensayo de PCR se realizé con una desnaturalizacion inicial a 95°C
durante 4 min, sequido de 30 ciclos de desnaturalizaciona 94°C durante 1 min, hibridacién
a 57°C durante 1 minuto y extension 72°C durante 1 min. Como control positivo se utilizo
ADN de cultivos de la bacteria, donado por el Dr. Gereon Schares, como control negativo se
utiliz6 agua de grado molecular. Los productos de la PCR se mezclaron con GelRed para la
tincion del ADN vy se utilizo el marcador de peso molecular GenRuler 1000 pb DNA Ladder
Plus (Fermentas®). Las muestras amplificadas en el PCR se colocaron en un gel de agarosa
al 2%, parasu electroforesisa 90V por 45 minutos. Posteriormente se visualizaron las bandas
con luz ultravioleta en un transiluminador BioDoc-1t UVP®.

Para C. abortus se realizd una PCR anidada para amplificar parte del gen ompA
(proteina A de la membrana externa) de 389-404 pb segun el protocolo de Biesenkamp-Uhe
et al. (2006) como descrito previamente por Fonseca et al. (2015).

Muestras amplificadas en los PCR para los tres agentes se enviaron a secuenciar a
Macrogen (Corea). Las secuencias se secuenciaron con el software Bioedit 7.2.5y compararon

con las secuencias reportadas en el GenBank por medio del algoritmo BLAST.

2.5 Anélisis de los datos

El tamafio de muestra permitio establecer la seroprevalencia de B. besnoiti, C. burnetii y
C. abortus en la zona Huetar Norte, a nivel global, por distritos, y a nivel de fincas mediante
la siguiente formula: Prevalencia = casos detectados/ total de la poblacidn analizada. Los
niveles de S/P se categorizaron como negativos y positivos, y estos Gltimos a su vez en
positivos débiles, medios y fuertes, realizando un analisis descriptivo de niveles de valores
S/P. Las fincas se georreferenciaron y se creé un mapa con el programa ArcGIS Online®
para identificar las fincas negativas y seropositivas para cada agente, para dos o tres agentes.

Finalmente se realizo anélisis de coexposicionesentre agentes mediante tablasde 2 por 2.
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3. Resultados

En la Region Huetar Norte se determiné seroprevalencias de 27,3%, 16,8% y 1,3% para
B. besnoiti, C. burnetii y C. abortus, respectivamente. Animales seropositivos a besnoitiosis
se encontraron en todos los distritos analizados, menos en la Fortuna, pero sobre todo en
Aguas Zarcas (64,0%), Venecia (36,6%) y Zarcero (33,3%). Los animales seropositivos a
coxeliosis se encontraron también distribuidos en todos los distritos, sobre todo en Zarcero
(24,6%), Ciudad Quesada (19,2%) y Aguas Zarcas (17,7%). Con respecto a C. abortus se
encontraron pocos animales seropositivosen solamente tres distritos: Aguas Zarcas (3,3%),
Monterrey (3,3%) y Ciudad Quesada (2,9%) (Cuadro 1). La ubicacién de las fincas
seronegatvias y seropositivas a los agentes se muestra en la Figura 1. A nivel de fincas se
determind seroprevalencias de 80,0%, 70,0% y 17,5% para B. besnoiti, C. burnetiiy C.
abortus, respectivamente (Cuadro 2).

Cuadro 1. Seroprevalencia de B. besnoiti, C. burnetii y C. abortus por animales en hatos bovinos
lecheros 'y de doble proposito de diferentes distritos de la Region Huetar Norte de Costa Rica, 2018.

Distrito B. besnoiti C. burnetii C. abortus

% (+/total) % (+/total) % (+/total)
Aguas Zarcas 64,4 (58/90) 17,7 (16/90) 3,3 (3/90)
Ciudad Quesada 9,6 (13/135) 19,2 (26/135) 2,9 (4/135)
Fortuna 0 (0/45) 2,2 (1/45) 0 (0/45)
Monterrey 3,3 (1/30) 10,0 (3/30) 3,3 (1/30)
Muelle 11,1 (5/45) 8,8 (4/45) 0 (0/45)
Venecia 36,6 (22/60) 5,0 (3/60) 0 (0/60)
Zarcero 33,3 (65/195) 24,6 (48/195) 0 (0/195)
Total % (+/total) 27,3 (164/600) 16,8 (101/600) 1,3 (8/600)
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Cuadro 2. Seroprevalencia de B. besnoiti, C. burnetii y C. abortus a nivel de hatos bovinos lecheros
y de doble proposito en diferentes distritos de la Region Huetar Norte de Costa Rica, 2018.

Distrito

Aguas Zarcas

Ciudad Quesada

Fortuna
Monterrey
Muelle
Venecia

Zarcero

Total % (+/total)

8

B. besnoiti

% (+/total)

100,0 (5/5)
88,8 (8/9)
0 (0/4)
100,0 (1/1)
100,0 (3/3)
100,0 (4/4)

4.6 (11/13)

80,0 (32/40)

C. burnetii

% (+/total)

83,3 (5/6)
77,7 (719)
33,3 (1/3)
100,0 (2/2)
66,6 (2/3)
50,0 (2/4)
69,2 (9/13)

70,0 (28/40)

C. abortus

% (+/total)

33,3 (2/6)
44,4 (419)
0(0/3)
50,0 (1/2)
0(0/3)
0(0/4)

0 (0/13)

17,5 (7/40)

Un 51,2% (84/164) de los sueros positivos a B. besnoiti se clasificaron como

reacciones positivas debiles (+), un 27,4% (45/164) como reacciones positivas medias (++)

y un 21,4% (35/164) como reacciones positivas fuertes (+++). El distrito con mayor cantidad

de seropositivos en las 3 categorias (+, ++, +++) fue Zarcero (39%, 65/164) (Figura 2).

35
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Cantidad de animales

Positivos +++ (21,4)

Venecia

Monterrey

Positivos ++ (27,4)

S/P%

Aguas Zarcas

Positivos + (51,2)

Ciudad Quesada ® Muelle

Zarcero

Figura 2. Distribucion de animales seropositivos a B. besnoiti segin porcentaje S/Py

distritos de la Regién Huetar Norte de Costa Rica, 2018.
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Los sueros positivosa C. burnetii se ubicaron sobre todo en la categoria de reacciones
positivas medias (47,5%, 48/101), seguido de reacciones positivas débiles (37,6%, 38/101)
y en menor cantidad reacciones positivas altas (14,9%, 15/101). El distrito con mayor

cantidad de seropositivos en las tres categorias (+, ++, +++) fue Zarcero (47%, 48/101)

(Figura 3).
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Figura 3. Distribucion de animales seropositivos a C. burnetii segin porcentaje S/IPy
distritos de la Region Huetar Norte de Costa Rica, 2018.

Para C. abortus se establecio un 87,5% de reacciones fuerte positivas (+++),un 12,5%
positivos medios (++) y ningln positivo débil (+). El 50% (4/8) de los seropositivos (+++y

++) se encontraron en Ciudad Quesada (Figura 4).
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Figura 4. Distribucién de animales seropositivosa C. abortus segin porcentaje S/Py distritos
de la Region Huetar Norte de Costa Rica, 2018.

En un total de 36 (6,5%) animales se detectd coexposicionesde B. besnoiti con C.
burnetii (Cuadro 3), estos animales se encontraban en 12 (30,0%) hatos, sobre todo en
Zarcero (10), pero también en Aguas Zarcas (1) y Ciudad Quesada (1). No se detectd
coexposicionesde B. besnoiti y C. abortus (Cuadro 4), ni de C. burnetii y C. abortus (Cuadro

5).

Cuadro 3. Analisis de coexposicionespara las pruebas de serologia para los sueros positivos para B.
besnoiti y C. burnetii.

C. burnetii
+ - |Total
+ 39 125 164
B. besnoiti - 62 374 436
Total 101 499 600
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Cuadro 4. Analisis de coexposicionespara las pruebas de serologia para los sueros positivos para B.
besnoiti y C.abortus.

C. abortus
+ - Total
0 164 164
B. besnoiti 8 428 436
Total 8 592 600

Cuadro 5. Analisis de coexposicionespara las pruebas de serologia para los sueros positivos para C.
burnetii y C. abortus.

C. abortus
+ - Total
+ 0 101 101
C. burnetii - 8 491 499
Total 8 592 600

Se logré implementar los PCR para B. besnoiti y C. burnetii (Figuras 5y 6). Las
muestras de quistes, las muestras de leche y las muestras de hisopados vaginales resultaron

negativas en el PCR de B. besnoiti, C. burnetii y C. abortus, respectivamente.
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Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la PCR para Besnoitia besnoiti (1:
Marcador molecular, 2: Control positivo 0,5ul ADN, 3, 4 y 5: Control positivo 5pl, 6: Control

negativo, 8: Marcador molecular).

UVP03210 Junf01/2017

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa de los productos del PCR anidada para Coxiella
burnetii (1: Marcador molecular, 2 y 3: Control positivo, 4: Muestra de leche negativa, 5:

Control positivo, 6: Control negativo, 7: Marcador molecular).
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4. Discusién

Se logré determinar por primera vez la prevalencia seroldgica de B. besnoiti (27,3%), C.
burnetii (16,8%) y C. abortus (1,3%) en la zona Huetar Norte de Costa Rica. Ademas, es el
primer reporte de seroprevalencia para B. besnoiti y C. burnetii para Costa Rica y
Centroamérica. Para B. besnoiti Uzeda et al. (2014), obtuvieron un 3,4% (70/2014) de
seroprevalencia en Brasil, mediante la técnicade IFAT. No se tienen datos de prevalencia en
otros paises de América, pero en bovinos de leche en Australia (18,4%, 159/869) mediante
la técnica de ELISA (Nasir et al., 2012)y un 87,3% (55/63) en hatos bovinos de Espafia
mediante un ELISA casero (Gutiérrez-Exposito et al., 2014). En Europa la enfermedad se
considera endémicay la presentacion de la enfermedad se reporta mas en bovinos de came
por su manejo extensivo y porque la monta natural es una via de transmision. Ademas, se
reporta mas en animales mayores de los 2 afios y mas en machos que en hembras (Alvarez-
Garcia et al., 2014). En Costa Rica la alta prevalencia de anticuerpos, tanto en un analisis
preliminar (Fallas etal., 2017) como en el presente estudio, muestran la necesidad de seguir
investigando sobre la epidemiologia e importancia de este protozoario en nuestro pais.
Aunque en el presente estudio no se logré detectar molecularmente el agente en los quistes
que presentaron algunos bovinos seropositivos, esto se puede haber debido a la forma en que
se tomo la muestra (raspado del quiste), ya que los productores no estaban anuentes a que se
tomara una biopsia, para no dafiar el cuero, y también al pequefio nimero de muestras que se
lograron analizar (Jacquiet et al., 2010). Ademas, es posible que existan variaciones
antigénicas del parasito, con respecto al reportado en Europa, por lo que se recomienda
realizar estudios con biopsias y utilizar pruebas de PCR para el género de Besnoitia (Uzeda
et al., 2014). Es importante recalcar, que la seroprevalencia determinada para B. besnoiti en
el presente estudio no se debi6 a resultados falsos positivos, ya que el ELISA utilizado
reporté una Sey Sp de 97,2% y 100%; y valores predictivos positivo y negativo de 100,0%
y 99,0%, respectivamente.

Los casos positivos de besnoitiosis se encontraron sobre todo en los distritos de Zarcero
(39,6%, n=65/164) y Aguas Zarcas (35,3%, 58/164), presentando sobre todo reacciones
positivas debiles: (51,2%, 84/164). Estos resultados concuerdan con los de Esteban-Gil et al.

(2014), que indican, que existe correlacién entre signos clinicos y titulos de anticuerpos, asi,
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animales con signos clinicos presentaran titulos de anticuerpos mas altos en el suero que
animales sin lesiones. En nuestro caso los animales no mostraron signos clinicos, lo que
podria explicar las reacciones positivas débiles. Sin embargo, por tratarse de una infeccion
persistente, para la que aun no se cuenta con medicamentos o vacunas, se debe prevenir su
diseminacién en los hatos, detectando animales seropositivos, eliminando los animales que
presenten casos clinicos y controlando los vectores (Gollnick etal., 2015).

La prevalencia de C. burnetii (16,8%) determinada en la Region Huetar Norte es similar
a la reportada en bovinos de leche de Nuevo Ledn, México (28,0%), en una zona con un
microclima subtropical como Costa Rica y utilizando un ELISA indirecto (Salinas-Méndez
et al. 2002). EIl numero de sueros analizados, como la sensibilidad y especificidad de la
técnica utilizada permitieron establecer la prevalencia de C. burnetii en la region Huetar
Norte y descartar reacciones falsas positivas. Los distritos que presentaron mayor cantidad
de seropositivos fueron Zarcero (47,5%, 48/101) y Ciudad Quesada (25,7%, 26/101),
mostrando sobre todo reacciones positivas medias (47,5%, 48/101). Como la infeccién se
considera persistente en bovinos, y C. burnetii se considera un agente zoonotico, que se
transmite a las personas mediante leche, productos de abortos, orina 0 heces de animales
infectados, es importante dar seguimiento a estos hatos seropositivos e informar a las
autoridades de salud, paraque tomen las medidas correspondientes (Kersh et al., 2013; OIE,
2021). Se recomienda implementar medidas de bioseguridad en estos hatos, para prevenir
una diseminacion del agente a oros hatos (Paul etal., 2012) y tratar de aislar el agente. En el
presente trabajo no se logré determinar la presencia del agente en la leche de vacas
seropositivas, probablemente, porel reducido numero de muestras analizadas (n=6), y porgue
el agente es excretado en forma intermitente en la leche de los bovinos (Kersh etal., 2013).
Se recomienda, realizar mas investigaciones, paradeterminar la presenciadel agente en hatos
bovinos de Costa Rica y establecer si ocurren manifestaciones clinicas en los bovinos, como
aborto, muerte fetal, partos de crias débiles o prematuros. o si cursa en forma asintomatica
(Saegerman et al., 2015), ademas, si las personas que trabajan con estos animales han
presentado fiebre, cefalea, mialgias, tos, fatiga, escalofrios, sudores nocturnos, nauseas o
vomitos debido a la Fiebre Q (McQuiston et al., 2002). Para controlar esta zoonosis es
importante también controlar las garrapatas, que podrian transmitir el agente entre los

animales, también esimportante recordar que las bacterias sonexcretadas con las heces, orina
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0 membranas fetales de animales infectados, y pueden permanecer viables durante meses y
sertransportadasen formade polvo porelviento a otros lugares, representando asi una fuente
de infeccion parapersonas y animales (Salinas-Méndez et al., 2002).

La prevalencia determinada para C. abortus fue baja (1,3%), en concordancia con
resultados obtenidos previamente en bovinos de Poas (0,5%) y ovinos (5,2%) (Villagra-
Blanco et al., 2015; Salazar et al., 2015). Los distritos en los que se encontr6 la mayor
cantidad de seropositivos fueron en Ciudad Quesada (n=4) y Aguas Zarcas (n=3), mostrando
reacciones fuertes positivas 87,5% (7/8), que segiin O’Neill et al. (2018) indican que los
animales probablemente habian abortado recientemente. A pesar de que no se pudo
determinar la presencia del agente en muestras vaginales, probablemente por la pequefia
cantidad de muestras analizadas (n=4), por la excrecion intermitente del agente o por la baja
seroprevalenciadeterminada, esimportante seguir realizando investigaciones para establecer
su presencia en el pais y tomar en cuenta este agente como diagnéstico diferencial en abortos
(Borel et al., 2010). En un 6,5% (39/600) de los casos se establecieron coexposicionesB.
besnoiti y C. burnetii, lo cual no ha sido reportado con anterioridad. Se recomienda divulgar
a productores y veterinarios los resultados obtenidos en la presente investigacion, alertar a
las autoridades de salud sobre la presencia de agentes zoonoéticos en fincas bovinas de la
Region Huetar Norte y realizar mas estudios para aislar los agentes detectados.

5. Conclusiones

- Se determino por primera vez la presencia de anticuerpos contra B. besnoiti, C.
burnetiiy C. abortus en bovinos de la region Huetar Norte de Costa Rica.

- Se determind una seroprevalenciade 27,3% para B. besnoiti, 16,8% para C. burnetii

y de 1,3% para C. abortus en los bovinos de la region Huetar Norte de Costa Rica.
- Se determind seroprevalencias de 80,0%, 70,0%y 17,5% para B. besnoiti, C. burnetii

y C. abortus a nivel de fincas, respectivamente.

- Seestablecio la presencia de coexposicionespara B. besnoiti y C. burnetii en un 6,5%

de las muestras analizadas.
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Recomendaciones

Informar sobre los resultados y capacitar a los productores para que reconozcan las
patologias y eviten la introduccion de los agentes en sus hatos.

Promover el control de vectores artdpodos para prevenir la transmision de B. besnoiti
y C. burnetii.

Alertar a las autoridades de SENASA sobre los hallazgos, para que tomen las
previsiones del caso y eviten la diseminacion de los agentes infecciosos hallados en
este estudio, en particular de C. burnetiiy C. abortus por su potencial zoondtico.
Alertar a las autoridades de MINSA para que incluyan la coxeliosis y clamidiosis
como diagnoéstico diferencial en casos de insuficiencia cardiaca valvular,
enfermedades respiratorias y abortos.

Realizar estudios para confirmar la presencia de los tres agentes mediante técnicas de

aislamiento o diagndstico molecular.
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DISCUSION GENERAL

Los hallazgosde la primera parte del estudio concuerdan con lo reportado por Garcia-
Lunar et al. (2015), que las pruebas seroldgicas de IDVET® presentan un excelente
desempefio en el diagnéstico de parasitos apicomplexa. Para determinar el desempefio de la
sensibilidad y especificidad de las técnicas seroldgicas, generalmente se utilizan andlisis de
puntos de corte, que utilizalamediay dos o tres desviaciones estandar (Gutiérrezetal., 1994;
Lenfant, 2013; Mangili et al., 2011; Alvarez-Garcia et al., 2013). En el presente caso se
determind los valores predictivos mediante un metaanalisis, que permite determinar el
desemperfio de las técnicas. En la literatura no se encontraron valores predictivos de las
pruebas de ELISA utilizadas, de modo que este trabajo reporta por primera vez estos datos.

Los altos VPP determinados para los inmunoensayos de T. gondii (91,4%) y B. besnoiti
(100%), indican un buen desempefio de ambas pruebas para detectar verdaderos positivos,
confirmando reportes previos y estableciendo la presencia de estos agentes en nuestro pais
(Ariasetal., 1994).

En contraste, con el ELISA de N. caninum, se obtuvo un valor de VPP intermedio
(64,7%), debido a la baja especificidad (88%) y baja positividad (18%) establecida. Estos
resultados (ninguna reaccion falsa positivacon B. besnoiti, 2.7% con T. gondiiy 9.7% con
N. caninum) son importantes tomar en cuenta por veterinarios y productores, cuando se
toman decisiones de descartar animales en base a resultados seroldgicos, ya que se podrian
estar descartando animales sanos, afectando la productividad de la finca por un problemade
baja especificidad de unaprueba diagnostica (Awinda et al., 2013).

Las tres pruebas mostraronaltos VPN (T. gondii 98,5%, B. besnoiti 99% y N. caninum
100%), indicando que solamente en menos de 1.5% de los casos pueden ocurrir reacciones
falsas negativas, lo que concuerda con Bravo-Grau & Cruz (2015), que encontraron VPN
altos cuando las prevalencias son bajas. A pesar de que es baja la probabilidad de obtener
resultados falsos negativos con los ELISA, es importante considerarlos, ya que estos
parasitos apicomplexa ocasionan infecciones persistentes, y animales infectados pueden

pasar los parésitos a su progenie y perpetuarse asi en los hatos, ademéas pueden ser
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transmitidos a otros animales a través de vectores (artropodos) como en el caso de Besnoitia
(Alvarez-Garciaetal., 2016).

Se reporta por primera vez la seropositividad de T. gondii (30,6%) y N. caninum
(18,0%) en la zona Huetar Norte. Estudios previos habian reportado prevalencias de N.
caninum de 39,7% en fincas de la zona de Poas de Alajuela (Romero et al., 2002) y de un
34.4% para T. gondii a nivel nacional (Arias et al., 1994). En el caso de N. caninum, la
prevalencia fue méas baja que la reportada por Romero et al. (2002), probablemente porque
en los ultimos 20 afios se han realizado charlas sobre la enfermedad, de modo que los
veterinarios y productores han tomado conciencia de solicitar el diagndstico de neosporosis
en caso de abortos (Romero etal., 2005).

La prevalencia de T. gondii es similar a la reportada en 1994, esto se puede deber a
que no es diagnosticada regularmente (como si lo es N. caninum). Sin embargo, se considera
importante alertar a veterinarios y productores, porque ademas de que puede estar
ocasionando pérdidas econdmicas en los hatos por abortos (Stelzer etal., 2019) es un agente
zoonotico, y parecieraque actualmente desatendido en la produccidn pecuaria (Stelzer et al.,
2019).

Se establecio un buen desempefio de los ELISA y se confirm0 la presencia seroldgica
de los tres agentes apicomplexaen hatos bovinos de la Region Huetar Norte de Costa Rica.
Se recomienda realizar estudios sobre el impacto que tienen estos agentes en la produccion
bovina de esta region, en infecciones sencillas o concomitantes, ademas implementar
programas de educacion y control para lograr reducir la toxoplasmosis de hatos bovinos.

En el segundo estudio se logré determinar por primera vez la prevalenciaseroldgica
de B. besnoiti (27,3%), C. burnetii (16,8%) y C. abortus (1,3%) en la zona Huetar Norte de
Costa Rica. Ademas, es el primer reporte de seroprevalencia para B. besnoitiy C. burnetii
para Costa Ricay Centroamérica. Para B. besnoiti Uzeda etal. (2014), obtuvieronun 3,4%
(70/2014) de seroprevalencia en Brasil, mediante la técnica de IFAT. No se tienen datos de
prevalencia en otros paises de Ameérica, pero en bovinos de leche en Australia (18,4%,
159/869) mediante la técnica de ELISA (Nasir et al., 2012) y un 87,3% (55/63) en hatos
bovinos de Espafia mediante un ELISA casero (Gutiérrez-Exposito etal., 2014). En Europa
la enfermedad se consideraendémicay la presentacion de la enfermedad se reporta més en

bovinos de carne por su manejo extensivo y porque la monta natural es una via de
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transmision. Ademas, se reporta mas en animales mayores de los 2 afios y mas en machos
que en hembras (Alvarez-Garcia et al., 2014). En Costa Rica la alta prevalencia de
anticuerpos, tanto en un analisis preliminar (Fallas et al., 2018) como en el presente estudio,
muestran la necesidad de seguir investigando sobre la epidemiologia e importancia de este
protozoario en nuestro pais. Aunque en el presente estudio no se logré detectar
molecularmente el agente en los quistes que presentaron algunos bovinos seropositivos, esto
se puede haber debido a la forma en que se tomo la muestra (raspado del quiste), ya que los
productores no estaban anuentes a que se tomara una biopsia, para no dafiar el cuero, y
también al pequefio nimero de muestras que se lograron analizar (Jacquiet et al., 2010).
Ademas, es posible que existanvariacionesantigénicas del parasito, con respectoal reportado
en Europa, por lo que se recomienda realizar estudios con biopsias y utilizar pruebas de PCR
para el género de Besnoitia (Uzeda et al., 2014). Es importante recalcar, que la
seroprevalencia determinada para B. besnoiti en el presente estudio no se debi6 a resultados
falsos positivos, ya que el ELISA utilizado reporté una Se'y Sp de 97,2% y 100%; y valores
predictivos positivo y negativo de 100,0% Yy 99,0%, respectivamente.

Los casos positivos de besnoitiosis se encontraron sobre todo en los distritos de
Zarcero (39,6%, n=65/164) y Aguas Zarcas (35,3%, 58/164), presentando sobre todo
reacciones positivas débiles: (51,2%, 84/164). Estos resultados concuerdan con los de
Esteban-Gil et al. (2014), que indican, que existe correlacion entre signos clinicos y titulos
de anticuerpos, asi, animales con signos clinicos presentaran titulos de anticuerpos mas altos
en el suero que animales sin lesiones. En nuestro caso los animales no mostraron signos
clinicos, lo que podria explicar las reacciones positivas débiles. Sin embargo, por tratarse de
una infeccion persistente, para la que alin no se cuenta con medicamentos o0 vacunas, se debe
prevenir su diseminacion en los hatos, detectando animales seropositivos, eliminando los
animales que presenten casos clinicos y controlando los vectores (Gollnick etal., 2015).

La prevalencia de C. burnetii (16,8%) determinada en la Regién Huetar Norte es
similar a la reportada en bovinos de leche de Nuevo Ledn, México (28,0%), en una zonacon
un microclima subtropical como Costa Rica y utilizando un ELISA indirecto (Salinas-
Méndez etal. 2002). EI numero de sueros analizados, como la sensibilidad y especificidad
de la técnicautilizada permitieron establecer la prevalenciade C. burnetiien laregion Huetar

Norte y descartar reacciones falsas positivas. Los distritos que presentaron mayor cantidad
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de seropositivos fueron Zarcero (47,5%, 48/101) y Ciudad Quesada (25,7%, 26/101),
mostrando sobre todo reacciones positivas medias (47,5%, 48/101). Como la infeccion se
considera persistente en bovinos, y C. burnetii se considera un agente zoonético, que se
transmite a las personas mediante leche, productos de abortos, orina o0 heces de animales
infectados, es importante dar seguimiento a estos hatos seropositivos e informar a las
autoridades de salud, paraque tomen las medidas correspondientes (Kershetal., 2013; OIE,
2021). Se recomienda implementar medidas de bioseguridad en estos hatos, para prevenir
una diseminacion del agente a oros hatos (Paul etal., 2012) y tratar de aislar el agente. En el
presente trabajo no se logré determinar la presencia del agente en la leche de vacas
seropositivas, probablemente, porel reducido nimero de muestras analizadas (n=6), y porque
el agente es excretado en forma intermitente en la leche de los bovinos (Kersh etal., 2013).
Se recomienda, realizar mas investigaciones, paradeterminar la presencia del agente en hatos
bovinos de Costa Rica y establecer si ocurren manifestaciones clinicas en los bovinos, como
aborto, muerte fetal, partos de crias débiles o prematuros. o si cursa en forma asintomatica
(Saegerman et al., 2015), ademas, si las personas que trabajan con estos animales han
presentado fiebre, cefalea, mialgias, tos, fatiga, escalofrios, sudores nocturnos, nauseas o
vomitos debido a la Fiebre Q (McQuiston et al., 2002). Para controlar esta zoonosis es
importante también controlar las garrapatas, que podrian transmitir el agente entre los
animales, también esimportante recordar que las bacterias sonexcretadas con las heces, orina
0 membranas fetalesde animales infectados, y pueden permanecer viablesdurante meses y
sertransportadas en formade polvo porelviento a otros lugares, representando asi una fuente
de infeccion parapersonas y animales (Salinas-Méndez et al., 2002).

La prevalencia determinada para C. abortus fue baja (1,3%), en concordancia con
resultados obtenidos previamente en bovinos de Poas (0,5%) y ovinos (5,2%) (Villagra-
Blanco et al., 2015; Salazar et al., 2015). Los distritos en los que se encontré la mayor
cantidad de seropositivos fueron Ciudad Quesada (n=4) y Aguas Zarcas (n=3), mostrando
reacciones fuertes positivas 87,5% (7/8), que segiin O’Neill et al. (2018) indican que los
animales a lo mejor habian abortado recientemente. A pesar de que no se pudo determinar la
presencia del agente en muestras vaginales, probablemente por la pequefia cantidad de
muestras analizadas (n=4), por la excrecion intermitente del agente o por la baja

seroprevalenciadeterminada, esimportante seguir realizando investigaciones para establecer
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su presencia en el pais y tomar en cuenta este agente como diagnostico diferencial en abortos
(Borel et al., 2010). En un 6,5% (39/600) de los casos se establecieron coexposiciones B.
besnoiti y C. burnetii, lo cual no ha sido reportado con anterioridad. Se recomienda divulgar
a productores y veterinarios los resultados obtenidos en la presente investigacion, alertar a
las autoridades de salud sobre la presencia de agentes zoono6ticos en fincas bovinas de la

Region Huetar Norte y realizar mas estudios para aislar los agentes detectados.
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CONCLUSIONES GENERALES

- Los VPP determinados para las pruebas fueron para T. gondii 91,4%, N. caninum
64,7%, y B. besnoiti 100%.

- Las tres pruebas mostraron VPN altos (T. gondii 98,5%, N. caninum 100%, y B.
besnoiti 99,0%).

- Se determind la seroprevalencia global y a nivel de fincas para T. gondii (30,5%y
67,5%) en lazona Huetar Norte de Costa Rica.

- Se determind una prevalencia global de N. caninum de 18,0% con una prevalencia a
nivel de fincas de 75,0% en la zona Huetar Norte de Costa Rica.

- Se determind coexposiciones de B. besnoitiy T. gondii en un 12.8% de los casos, B.
besnoitiy N. caninumenun11,9%Yy T. gondii y N. caninum en un 3,3% de los casos.

- Losresultados confirman la circulacion de T. gondii, N. caninumy B. besnoiti en los
hatos bovinos de la zonanorte.

- Se determino6 por primera vez la presencia de anticuerpos contra B. besnoiti, C.
burnetiiy C. abortus en bovinos de la region Huetar Norte de Costa Rica.

- Se determind una seroprevalenciade 27,3% para B. besnoiti, 16,8% para C. burnetii
y de 1,3% para C. abortus en los bovinos de la region Huetar Norte de Costa Rica.

- Sedeterminé seroprevalenciasde 80,0%, 70,0% Yy 17,5% para B. besnoiti, C. burnetii
y C. abortus a nivel de fincas, respectivamente.

- Se establecio lapresenciade coexposiciones para B. besnoitiy C. burnetiien un 6,5%

de las muestras analizadas.
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RECOMENDACIONES GENERALES

Informar a los productoresy personal médico veterinario de la Region Huetar Norte
sobre la presenciay circulacion de los tres agentes apicomplexa en hatos bovinos.
Implementar programas de educacion y control de latoxoplasmosis en el hato bovino,
para controlar esta enfermedad zoonoticay desatendidaen Costa Rica

Estudiar el impacto que tienen estos apicomplexa en el hato bovino de la regién
Huetar Norte (infecciones sencillas o concomitantes).

Informar sobre los resultados y capacitar a los productores para que reconozcan las
patologias y eviten la introduccion de los agentes en sus hatos.

Promover el control de vectores artépodos, como medio preventivo en la transmision
de las patologias abordadas que tienen este tipo de diseminacion (B. besnoiti y C.
burnetii).

Alertar a las autoridades de SENASA sobre los hallazgos, para que tomen las
previsiones del caso y eviten la diseminacion de los agentes infecciosos hallados en
este estudio, en particular de C. burnetiiy C. abortus por su potencial zoonatico.
Alertar a las autoridades de MINSA para que incluyan la coxeliosis y clamidiosis
como diagnoéstico diferencial en casos de insuficiencia cardiaca valvular,
enfermedades respiratorias y abortos.

Realizar estudios para confirmar la presencia de los tres agentes mediante técnicas de

aislamiento o diagnéstico molecular.
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