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1. RESUMEN/ RESUMO/ ABSTRACT

1.1.RESUMEN
Coxiella burnetii es el agente etioldgico de la coxielosis en los animales y de la Fiebre Q en el ser
humano. Se trata de un patégeno altamente infeccioso y con elevada resistencia ambiental. En el
ganado vacuno, la coxielosis suele ser asintomatica, pero se ha sugerido una posible relacién con
distintos problemas reproductivos. Sin embargo, en Galicia existen pocos datos epidemiolgicos
en esta especie. Por ello, el objetivo de este estudio fue conocer la prevalencia de C. burnetii, su
distribucion, factores de riesgo y sus efectos sobre los parametros reproductivos en las
explotaciones bovinas lecheras de Lugo y A Corufia. Ademas, se estudid la relacion entre los
resultados de gPCR y ELISAI. De esta manera, se recogieron 36 muestras de leche en tanque y
se analizaron mediante qPCR y ELISAI. Asimismo, se realizd una encuesta epidemioldgica sobre
las caracteristicas de la explotacion y del manejo y, se obtuvieron los datos reproductivos de cada
explotacién de los ultimos seis meses para estudiar su relacion con la presencia de C. burnetii. En
total, un 52,3 % de las granjas presentaron eliminacion activa de la bacteria y en el 97,2 % se
detectaron anticuerpos frente a C. burnetii, con prevalencias eleva das en ambas provincias
(Lugo= 53,9 % y A Corufia = 71,4 %). El tamafio de granja y la presencia de lazareto se
identificaron como factores de riesgo para la presencia de C. burnetii. En relacion con los
parametros reproductivos, el porcentaje de abortos y la presencia de endometritis en las granjas
fueron significativamente mayores (p-valor < 0,05) en las granjas positivas a C. burnetii cuando
el grado de positividad en la qPCR fue alto (Ct < 32). Es decir, el porcentaje de abortos fue mayor
en estas granjas frente a las negativas (5,0 % vs 3,0 %) vy, el porcentaje de granjas positivas fue
superior en las que tuvieron endometritis (35,0 % vs 29,0 %). Finalmente, no se encontr6 una
asociacion estadisticamente significativa entre la ratio S/P y el Ct de la qPCR. Estos resultados
indican la existencia de una elevada presencia, exposicion y distribucion geogréafica de C. burnetii
en las explotaciones de vacuno lechero de esta region. La asociacion entre una mayor presencia
de la bacteria y el tamafio de la granja puede ser debido a las diferentes caracteristicas en funcion
del tamafio, las cuales podrian influir en el riesgo de que la bacteria esté en las explotaciones. Por
otra parte, la asociacion con los parametros reproductivos Unicamente en las granjas con un mayor
grado de positividad sugiere que esta se produzca en patrones epidemioldgicos concretos. La falta
de relacién entre los resultados de ELISAI y la gPCR también seria atribuible a este fenémeno.
Como consecuencia, es necesario determinar si la existencia de diferentes patrones serologicos y
de excrecion de la bacteria podrian afectar en estos resultados. En definitiva, este trabajo confirma
la existencia de una alta exposicion y presencia de C. burnetii en las granjas gallegas de bovino,
y sugiere la posibilidad de su implicacion en trastornos reproductivos en granjas con perfiles
epidemioldgicos concretos. Por ultimo, es importante considerar que la elevada presencia de C.

burnetii en las explotaciones lecheras podria suponer un riesgo para la salud publica.
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1.2. RESUMO
Coxiella burnetii é o axente etioloxico da coxielose nos animais e da Febre Q no ser humano.
Trétase dun patdxeno altamente infeccioso e con elevada resistencia ambiental. No gando vacun,
a coxielose adoita ser asintomatica, pero suxeriuse unha posible relacion con distintos problemas
reprodutivos. Porén, en Galicia existen poucos datos epidemioldxicos nesta especie. Por iso, 0
obxectivo deste estudo foi cofiecer a prevalencia de C. burnetii, a sta distribucion, factores de
risco e os seus efectos sobre os parametros reprodutivos nas explotacions bovinas leiteiras de
Lugo e A Corufia. Ademais, estudouse a relacion entre os resultados de gPCR e ELISAI. Desta
maneira, recolléronse 36 mostras de leite en tanque e analizaronse mediante qPCR e ELISAI. Asi
mesmo, realizouse unha enquisa epidemioldxica sobre as caracteristicas da explotacion e do
manexo e, obtivéronse os datos reprodutivos de cada explotacion dos Gltimos seis meses para
estudar a sUa relacién coa presenza de C. burnetii. En total, un 52,3 % das granxas presentaron
eliminacion activa da bacteria e no 97,2 % detectaronse anticorpos fronte a C. burnetii, con
prevalencias elevadas en ambas provincias (Lugo = 53,9 % e A Corufia = 71,4 %). O tamafio da
granxa e a presenza de lazareto identificaronse como factores de risco para a presenza de
C. burnetii. En relacion cos parametros reprodutivos, o porcentaxe de abortos e a presenza de
endometrite nas granxas foron significativamente maiores (p-valor < 0,05) nas granxas positivas
a C. burnetii cando o grao de positividade na gPCR foi alto (Ct < 32). E dicir, a porcentaxe de
abortos foi maior nestas granxas fronte as negativas (5,0 % vs 3,0 %) e, a porcentaxe de granxas
positivas foi superior nas que tiveron endometrite (35,0 % vs 29,0 %). Finalmente, non se atopou
unha asociacion estadisticamente significativa entre a ratio S/P e o Ct da gPCR. Estes resultados
indican a existencia dunha elevada presenza, exposicion e distribucion xeogréafica de C. burnetii
nas explotacions de vacun leiteiro desta rexion. A asociacion entre unha maior presenza da
bacteria e o tamafio da granxa pode ser debido as diferentes caracteristicas en funcion do tamafio,
as cales poderian influir no risco de que a bacteria estea nas explotacions. Por outra banda, a
asociacion cos parametros reprodutivos unicamente nas granxas cun maior grao de positividade
suxire que esta se produza en patréns epidemioldxicos concretos. A falta de relacion entre os
resultados de ELISAI e a gPCR tamén seria atribuible a este fendmeno. Como consecuencia, é
necesario determinar se a existencia de diferentes patrons seroldxicos e de excrecion da bacteria
poderian afectar nestes resultados. En definitiva, este traballo confirma a existencia dunha alta
exposicion e presenza de C. burnetii nas granxas galegas de vacun, e suxire a posibilidade da sta
implicacion en trastornos reprodutivos en granxas con perfis epidemioldxicos concretos. Por
altimo, é importante considerar que a elevada presenza de C. burnetii nas explotacions leiteiras

poderia supofier un risco para a saude publica.
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1.3.ABSTRACT
Coxiella burnetii is the etiological agent of coxiellosis in animals and Q fever in humans. It is a
highly infectious pathogen with high environmental resistance. In cattle, coxiellosis is often
asymptomatic, but a possible relationship with various reproductive problems has been suggested.
However, there is limited epidemiological data in this species in Galicia. Therefore, the aim of
this study was to determine the prevalence of C. burnetii, its distribution, risk factors, and its
effects on reproductive parameters in dairy cattle farms in Lugo and A Corufia. Additionally, the
relationship between gPCR and ELISAI results was investigated. Thus, 36 bulk tank milk samples
were collected and analyzed using gPCR and ELISAI. Furthermore, an epidemiological survey
was conducted on the characteristics and management of the farms, and reproductive data from
the past six months for each farm were obtained to study their relationship with the presence of
C. burnetii. In total, 52.3 % of farms showed active shedding of the bacterium, and antibodies
against C. burnetii were detected in 97.2 % of farms, with high prevalences in both provinces
(Lugo =53.9 % and A Corufia = 71.4 %). Farm size and the presence of quarantine facilities were
identified as risk factors for the presence of C. burnetii. Regarding reproductive parameters, the
abortion rate and the presence of endometritis on farms were significantly higher (p-value < 0.05)
in farms positive for C. burnetii when the gPCR positivity was high (Ct < 32). That is, the abortion
rate was higher in these farms compared to negative ones (5.0 % vs 3.0 %), and the percentage of
positive farms was higher in those with endometritis (35.0 % vs 29.0 %). Finally, no statistically
significant association was found between the S/P ratio and the gPCR Ct value. These results
indicate a high presence, exposure, and geographical distribution of C. burnetii in dairy cattle
farms in this region. The association between a higher presence of the bacterium and farm size
may be due to different characteristics depending on size, which could influence the risk of the
bacterium being present on farms. Furthermore, the association with reproductive parameters only
in farms with a higher degree of positivity suggests that this occurs in specific epidemiological
patterns. The lack of correlation between ELISAI and gPCR results could also be attributed to
this phenomenon. Consequently, it is necessary to determine if the existence of different
serological and excretion patterns of the bacterium could affect these results. In conclusion, this
study confirms the high exposure and presence of C. burnetii in Galician cattle farms and suggests
the possibility of its involvement in reproductive disorders in farms with specific epidemiological
profiles. Finally, it is important to consider that the high presence of C. burnetii in dairy farms

could pose a risk to public health.

Key words: Coxiellosis, cattle, bulk tank milk, ELISAi, gPCR, risk analysis, abortions,

endometritis.
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4. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La Fiebre Q es una enfermedad zoondtica causada por la infeccién con la bacteria Coxiella
burnetii. Esta se describi6 por primera vez en humanos en 1937, cursando con un cuadro febril.
El término Fiebre Q alude a que el patdgeno causante del proceso era en aquel momento
desconocido (la “Q” proviene del término inglés “query”, que significa interrogacion). El agente
causante de la Fiebre Q fue descubierto simultaneamente en Montana, -(EE. UU)-, y en
Queensland, -(Australia)-, en los afios 1930, honrando su nombre a los investigadores implicados
en su identificacion, Harold Cox y Frank Burnet (Dragan & Voth, 2020). Aunque la Fiebre Q es
un término muy extendido en la medicina veterinaria, su origen hace referencia a la
sintomatologia observada en los humanos al adquirir la enfermedad. Por ese mismo motivo,
resulta mas idoneo denominar a la enfermedad observada en los animales, como consecuencia de

la infeccidn por C. burnetii, como coxielosis (Agerholm, 2013).

4.1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA COXIELOSIS BOVINA

4.1.1. ETIOLOGIA

La coxielosis bovina estd causada por C. burnetii, una bacteria pleomorfica gram-negativa
intracelular obligada, del orden de las Legionellales y de la familia Coxiellaceae (Roest et al.,
2013). Coxiella burnetii presenta dos formas antigénicas relacionadas con una delecion gendmica
en el lipopolisacarido de membrana (LPS), que es el determinante antigénico mejor caracterizado
y reconocido de esta bacteria. EI paso de una forma antigénica a otra se conoce como “variacion
de fase”, y consiste en que C. burnetii pasa de producir antigenos de Fase | (fase virulenta) a
antigenos de Fase Il (fase avirulenta). La variacion de fase implica la modificacion en la que pasan
de una formalisa a rugosa (Figura 1A), semejante a lo que ocurre en la familia
Enterobacteriaceae (Abnave et al., 2017; Beare et al., 2018). Aunque microscOpicamente ambas
fases son indistinguibles, si tienen propiedades bioquimicas e inmunolégicas diferentes, y pueden
ser diferenciables mediante técnicas seroldgicas (Marrie & Raoult, 1997). Este cambio antigénico
es utilizado por el patégeno como estrategia para infectar a las células y desarrollar una infeccion
eficiente, modulando la respuesta inmune en el interior del hospedador y causando infecciones
cronicas y persistentes (Beare et al., 2018; Eldin et al., 2017). La modificacion del LPS se
considera que es mayoritariamente irreversible (Dragan & Voth, 2020; Trachsel et al., 2023). Las
bacterias de la Fase | se hallan en los hospedadores infectados de forma natural (humanos,
animales y artropodos), son virulentas y altamente infecciosas. Ademas, en la mayoria de sus
aislados se identifica la presencia del LPS de longitud completa (Van Schaik & Samuel, 2012).
Mientras que, las bacterias de Fase Il son avirulentas y menos infecciosas, y se pueden obtener

en laboratorio (medio de cultivo) tras sucesivos pases de la Fase I.
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Paralelamente a la transicion de las fases antigenicas, en el ciclo bioldgico de la bacteria también
existen tres variantes celulares (Figura 1B): la variante de células pequefias (SCV), de células

pequefias densas (SDC) y la de células grandes (LCV) (Arricau-Bouvery & Rodolakis, 2005; Van
Schaik & Samuel, 2012).

C. burnetii
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NMI NMC NMII
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Figura 1. A) Mecanismos genéticos de la variacién de fase de lipopolisacarido de Coxiella burnetii.
NMI/ NMII (Cepa de referencia Nine Mile Fase 1/ Fase II).

B) Ciclo de desarrollo intracelular de Coxiella burnetii. La bacteria ingresa en la célula eucariota
(SCV) y es fagocitada formando un fagosoma que da lugar a la vacuola parasitéfora (VP), posteriormente
se fusiona un lisosoma, acidificadndola y promoviendo un medio acido que favorece la supervivencia de
la bacteria. A continuacion, comienza la diferenciacion a variantes LCV y a replicarse. Al cabo de los 6
dias post-infeccién comienzan a formarse las SCV y, al mismo tiempo, es posible visualizar las SDC
como endosporas en las LCV. Por Gltimo, se produce la liberacién de las SDC y SCV fuera de la célula.
Fuente: A) Beare et al., 2018; B) Modificada a partir de: Garcia-Pérez, 2019.

Estas variantes celulares presentan diferentes caracteristicas antigénicas, metabdlicas y de
resistencia a agentes fisico-quimicos (Arricau-Bouvery & Rodolakis, 2005). Asi, las SCVy SDC
son las estructuras de resistencia extracelular, anélogas a las esporas (Gonzalez-Barrio, 2015) con
las que C. burnetii puede permanecer viable en el medio ambiente ante condiciones de desecacion,
temperaturas elevadas, variaciones de pH y, ademas son resistentes a muchos agentes
desinfectantes incluida la radiacién ultravioleta (Pires et al., 2023). De esta manera, las
caracteristicas de estas variantes celulares pequefias le confieren una muy elevada capacidad de
persistencia medioambiental (Van Schaik & Samuel, 2012).Esto explica su amplia capacidad para
infectar, durante un largo periodo, a humanos y a animales después de haber sido excretada por
un hospedador (Van Schaik & Samuel, 2012).

La variante SCV es la principal responsable de las infecciones naturales y es con la que el
hospedador se infecta. Esta contiene proteinas involucradas en la evasion del sistema inmune que
le permiten mantenerse en la célula. La variante LCV se desarrolla a partir de ella, es intracelular,

pleomorfica y metabdlicamente mas activa que la anterior, y sera la responsable de la
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multiplicacidn en el interior de la célula infectada (Van Schaik & Samuel, 2012). EI desarrollo
intracelular de la bacteria se realiza en la vacuola parasitéfora (VP) (Dragan & Voth, 2020).
Cuando la bacteria se replica, los LPS se sintetizan en su tamafio completo y, por tanto, en este
momento podemos detectar bacterias en Fase | dentro de la VVP. Parte de las LCV se diferencian
a variantes SCV y se empiezan a observar SDC dentro de las LCV en forma de endosporas que
se liberaran al medio tras la lisis de las LCV (Arricau-Bouvery & Rodolakis, 2005). En este punto
empieza a haber una predominancia de las formas en Fase Il. La evidencia sugiere que la funcion
de la SDC esta relacionada con la persistencia del microorganismo, ya que se trata de la variante
mas estable pero la menos activa metabodlicamente (Samuel et al., 2003). Las SDC posteriormente
cambian a SCV en un proceso dinamico influido por factores relacionados con su interaccion con
las células hospedadoras (Arricau-Bouvery & Rodolakis, 2005; Mccaul et al., 1991). En el medio
externo, la forma SCV es la forma infecciosa que puede persistir en el medio ambiente, en el
suelo, el polvo, las heces de animales infectados y otros materiales organicos durante periodos
extensos, manteniendo su viabilidad y capacidad de infectar a nuevos hospedadores (Arricau-
Bouvery & Rodolakis, 2005). Debido a su riesgo zoondtico, su marcada capacidad de sobrevivir
en el medio ambiente y su alta infectividad, C. burnetii ha sido catalogada como un agente de
bioterrorismo de categoria B (EFSA, 2010; Roest et al., 2013).

Ademas, C. burnetii muestra una amplia diversidad genética presentando 6 grupos genémicos
circulando en diferentes areas geograficas y especies animales (Hemsley et al., 2023; Hornstra et
al., 2011). Estas diferencias genémicas podrian implicar una diferente virulencia entre cepas
(Hemsley et al., 2023) e incluso tener diferente implicacion zoondtica. Conocer la distribucion de
los genotipos de la bacteria presentes en una regién es fundamental para poder detectar las fuentes
de infeccion principales e implementar las medidas de control oportunas (Astobiza et al., 2012a).
Por ejemplo, Tomaiuolo et al, (2021) en Bélgica, encontraron que las cepas en humanos estaban
relacionadas con las presentes en pequefios rumiantes sugiriendo que las fuentes de infeccién en
humanos se deben al contacto con estos. En Espafia no existe mucha informacion en cuanto a la
diversidad genotipica de C. burnetii. Sin embargo, los estudios realizados sugieren que las cepas
en ganado vacuno no estan relacionadas con problemas en humanos. Esto concuerda con un
estudio en el que se observo que casos humanos compartian los genotipos hallados con ovinos y
caprinos, pero, no sucedia lo mismo con el Gnico genotipo encontrado en el ganado vacuno (Jado
etal., 2012).

Se han usado diversas técnicas para genotipar y caracterizar cepas de la bacteria, normalmente
utilizando la cepa Nine Mile como referencia (Tomaiuolo et al., 2021). Actualmente, las méas
utilizadas son el andlisis de repeticion en tindem (MLVA) de mdltiples loci y la tipificacion de

secuencia multiespaciada (MST) (Astobiza et al., 2012a; Tomaiuolo et al., 2021), ya que son
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fiables y presentan la ventaja de no necesitar un cultivo previo de la bacteria (Astobiza et al.,
2012a).

4.1.2. EPIDEMIOLOGIA

Coxiella burnetii estéa presente en todo el mundo, con la excepcion de Nueva Zelanda y Antértida,
y la infeccion con la bacteria es de declaracion obligatoria por la Organizaciéon Mundial de
Sanidad Animal (OMSA) (OMSA, 2022).

A. HOSPEDADORES Y DISTRIBUCION

La bacteria es capaz de infectar a una amplia variedad de especies. Ademas de los rumiantes

domésticos y del ser humano, existen evidencias de infeccidén en rumiantes silvestres, camélidos,
carnivoros silvestres, aves y variados mamiferos como gatos, perros, conejos, caballos, cerdos,
etc. (Woldehiwet, 2004).

En bovino, la informacién disponible sobre la exposicion a la bacteria ha sido tradicionalmente
escasa, ya que la coxielosis no ha sido considerada un problema importante en esta especie
durante mucho tiempo (Woldehiwet, 2004). Sin embargo, en los ultimos afios, la percepcion del
riesgo clinico de la infeccion para el bovino ha aumentado, especialmente en relacion con la
aparicion de problemas reproductivos (Agerholm, 2013). Esto ha fomentado la realizacion de
estudios en las Ultimas décadas que buscan una mayor comprension de la epidemiologia de la
coxielosis en los rumiantes (Guatteo et al., 2011). En una revision realizada por Guatteo et al,
(2011) se encontrd que la presencia de C. burnetii varia considerablemente entre los distintos
paises. La prevalencia de excrecion en los estudios revisados oscilaba a nivel mundial entre
10,8 %y 84 % individual y, entre el 0 % y 45 % intrarrebafio. A su vez, en esta revision se detectd
que las seroprevalencias medias, observadas hasta 2010, en ganado vacuno eran altas: 20 %
individual y 37,7 % intrarrebafio, valores que resultaron significativamente mayores en
comparacion con los de ovino y caprino: 15 % individual y 25 % intrarrebafio (Guatteo et al.,
2011). Incluso dentro de un mismo conjunto geogréafico puede haber una gran oscilaciéon de
resultados. Por ejemplo, en EE. UU., se observaron diferencias en los distintos estados, con un
rango de seroprevalencia informada entre el 1 % al 73 % (Kim et al., 2005).

En Espafia, la presencia de infecciones por C. burnetii en rumiantes domésticos es endémica
(EFSA, 2010) y se encuentran valores elevados tanto a nivel individual como de explotaciones
afectadas (Tabla 1). Por ejemplo, observando los resultados de tanque de leche, todos ellos
superan el 50 % de deteccion de anticuerpos y de la bacteria en diferentes localidades. Esto indica
un alto nimero de explotaciones de ganado vacuno expuestas. A nivel individual también se
encuentran variaciones elevadas en la seroprevalencia en funcion de la zona (Tabla 1), desde el
18,4 % en Asturias hasta el 39 % en Andalucia (Espi et al., 2021; Ruiz-Fons et al., 2008).
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Tabla 1. Prevalencia de anticuerpos y de ADN de Coxiella burnetii en explotaciones de ganado

bovino en distintas localizaciones de Espafia.

o Sistema de o ) )
Provincia N » Muestra  Técnica  Prevalencia Referencias
produccién
Anticuerpos
. ) Ruiz-Fons et al.,
Andalucia 79 animales  Extensivo Suero IFA 39 %
2008
) 163 animales  Extensivo/ ) i
Asturias . ) Suero ELISAI 18,4 % Espi et al., 2021
intensivo
i 618 animales  Extensivo ) Ruiz-Fons et al.,
Pais Vasco Suero ELISAi#? 43 %
(>12 meses)  (carne) 2010
. . Intensivo ) Lopez-Gatius et
Lleida 781 animales® Suero ELISAIP 50,2 %
(lechera) al., 2012
. Intensivo/ ) Alvarez et al.,
Madrid 1100 ] Suero ELISAI 30 %
Extensivo 2012
B 90 Intensivo Tanque ) Nogareda et al.,
Catalufia ) ELISAIP 74 %
explotaciones  (lechera) de leche 2013
o 178 Intensivo Tanque ) Astobiza et al.,
Bizkaia ) ELISAI 66,9 %
explotaciones  (lechera) de leche 2012b
o 262 Intensivo Tanque .
Galicia ) ELISAI 60,1 % Yénez et al., 2024
explotaciones  (lechera) de leche
ADN
) Intensivo Aerosole .
Asturias 25 muestras gPCR 80 % Espi et al., 2021
(lechera) s/ polvo
o 178 Intensivo Tanque Astobiza et al.,
Bizkaia . PCR 51,7 %
explotaciones  (lechera) de leche 2012b

IFA: Inmunofluorescencia; ELISAI: Ensayo de inmunoabsorbancia enzimatica indirecto; qPCR: reaccion
en cadena de la polimerasa a tiempo real/cuantitativa. a) Cepa Nine Mile; b) Cepa aislada de un rumiante

domeéstico; ¢) Animales post-parto de 90 dias.

La exposicion a la bacteria se ha estudiado con diferente intensidad en distintas zonas de Espafia,
pero sigue habiendo una falta de informacion sobre la distribucién y prevalencias de coxielosis
en algunas comunidades autonomas en las que la produccion de esta especie tiene mucha
importancia, como Galicia. El Pais Vasco es la region en la que se han hecho més estudios en
diferentes especies por ser considerada una zona hiperendémica (Ruiz-Fons et al., 2010), debido

a una incidencia especialmente alta en casos de Fiebre Q humana (Montes et al., 2006), con
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multiples brotes asociados a pequefios rumiantes (Hurtado et al., 2023). No obstante, el porcentaje
de bovinos seropositivos observado por Ruiz-Fons et al, (2010) fue menor que el encontrado en
otras zonas de Espafia (Tabla 1). En este sentido, debe considerarse que las diferencias entre
ambos estudios en relacion con el disefio de los mismos, sistemas de produccion y técnicas
diagnosticas empleadas pueden influir en los resultados observados (Guatteo, 2013). Esto mismo
ocurre con la prevalencia de excrecién, que ademas se ve influenciada porque la bacteria se
elimina intermitentemente (se obtienen falsos negativos cuando se pretende identificar
directamente la presencia de esta) (Voss et al., 2023).

Pese a todo, la situacion de la coxielosis bovina en Galicia no se conoce bien. De hecho, solamente
se ha realizado un estudio en esta especie en Galicia para detectar la presencia de anticuerpos a
partir de muestras de tanque de leche de ganado vacuno (Yéafez et al., 2024), obteniendo una
seroprevalencia mayor que las observadas en los estudios similares en Asturias, Pais Vasco y
Andalucia (Tabla 1). Por tanto, son necesarios analisis de prevalencias individuales y de excrecion

para conocer mejor la distribucion de la infeccion en esta region.

B. TRANSMISION

Los rumiantes domésticos pueden excretar el microorganismo por distintas vias: leche, orina,

heces, moco vaginal y, a través de descargas vaginales o uterinas tras el parto o aborto; de forma
constante o intermitente. Sin embargo, la importancia y la duracién de la excrecion por cada via
depende de la especie y varia de forma considerable entre ellas (Guatteo et al., 2006; 2007). En
el ganado vacuno, la leche es una via de eliminacion muy importante ya que los animales pueden
excretar altas cargas bacterianas (Guatteo et al., 2007). Ademas, la bacteria se elimina durante
mas tiempo por esta via que a través de las descargas vaginales o de las heces (Tabla 2), a
diferencia de otros rumiantes como el ovino o el caprino (Rodolakis et al., 2007). Esto se
encuentra relacionado con una mayor capacidad del patégeno para establecer una infeccion
crénica en la glandula mamaria en las vacas en comparacién con otras especies, 10 que provoca

la excrecion persistente de la bacteria (Porter et al., 2011).

Tabla 2. Duracion de la excrecién de Coxiella burnetii en la especie bovina.

Via de eliminacién Dias
Descargas vaginales ‘ 15-28
Heces ‘ 14

Leche ‘ 390
Fuente: Elaborado a partir de: Guatteo et al.,2006; 2007; Ruiz-Fons et al., 2010; Sahu et al., 2021.
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En relacidn con la transmision, C. burnetii puede transmitirse de forma directa o indirecta. Debido
a las multiples especies que pueden ser susceptibles a la infeccion, el ciclo epidemiolégico de esta
bacteria es complejo e implica la participacidn de reservorios tanto domeésticos como silvestres
(Figura 2). El ganado vacuno es el principal reservorio de la bacteria en la naturaleza y adquiere
la infeccion fundamentalmente a partir de otros bovinos infectados o animales domésticos, mas
gue de animales silvestres. No obstante, hay pocos estudios sobre la prevalencia en las especies
silvestres, por lo que la importancia relativa de estas en el ciclo epidemioldgico de C. burnetii no

esta bien caracterizada (Voss et al., 2023).

Transmision aerdgena ) 'y .
Rumiantes domésticos

(viento) % o :
(principales reservorios)
O
\ &
&
bo
o
o
Ciclo Salvaje
Coxiella burnetii

Animales salvajes 1 l
. ¥
)

Depredadores

Figura 2. Ciclo epidemiolégico y transmisién de Coxiella burnetii en diferentes especies.

Fuente: Sahu et al, 2021.

La principal via de transmisidn es la aerdgena o respiratoria, tanto en animales como en humanos,
por medio de la inhalacion de aerosoles generados a partir de la excrecion de la bacteria (Sahu et
al., 2021). El viento también puede jugar un papel importante en la transmision aerdgena de la
bacteria ya que C. burnetii se dispersa a largas distancias (en condiciones climaticas adecuadas)
unida a particulas de polvo (Garcia-Seco, 2017). La evidencia sugiere que puede llegar a viajar
hasta 18 km, cuando se presentan vientos fuertes (Pires et al., 2023). De la misma manera, puede
suceder la transmisidn directa por la ingestion del material contaminado y por via venérea (Pires

et al., 2023), pero son menos comunes.
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La transmision mediante garrapatas puede ocurrir, pero no es esencial para el mantenimiento del
ciclo domeéstico, aunque si contribuye a la conservacion de la bacteria en el medio ambiente (ciclo
silvestre) y también constituye el nexo entre ambos ciclos (Figura 2) (Espi et al., 2021). Estos,
también pueden confluir ya que los animales domésticos y silvestres pueden interaccionar al
compartir entornos. Entre los géneros de garrapatas en los que se ha identificado C. burnetii estan
Amblyomma, Dermacentor, Hyalomma, Rhipicephalus e Ixodes (Pires et al., 2023), que albergan

especies que en algunos casos son muy comunes en Galicia (p.e., Ixodes ricinus).

La coxielosis se puede mantener de forma endémica dentro del rebafio bovino gracias a los
animales portadores persistentemente infectados y a la contaminacién del ambiente (Bottcher et
al., 2024). Las vacas infectadas persistentemente constituyen un reservorio en las explotaciones
lecheras y garantizan la persistencia del patdgeno en el rebafio a largo plazo, a través de la
excrecion en leche o durante el parto (Porter et al., 2011). Por lo tanto, para lograr la interrupcion
de la transmision de la bacteria en el rebafio es crucial la eliminacién de animales infectados
persistentemente, procurando que los animales susceptibles (fundamentalmente animales jovenes
que no han estado en contacto con el patégeno) no entren en contacto con fuentes de infeccion.
En este momento, las explotaciones pueden llegar a estar libres de la bacteria y se volverian
susceptibles de nuevo. El riesgo de iniciar un nuevo ciclo de infeccién provendria de una nueva

introduccidn de C. burnetii desde el exterior de la granja (Bottcher et al., 2024).

C. FACTORES DE RIESGO PARA LA TRANSMISION

La edad del animal ha sido relacionada con una mayor probabilidad de infeccion (Alvarez et al.,

2012), a mayor edad, mayor probabilidad de exposicion. De acuerdo con la presencia de cabras u
ovejas cohabitando con los bovinos, también se encontré6 como un factor de riesgo en
determinadas poblaciones (Van Engelen et al., 2014). Esto se asocia a que en ovejas y cabras la
infeccion tiene un mayor impacto clinico, causa abortos mas frecuentemente, lo que provoca una
gran contaminacion del medio y, por lo tanto, un mayor riesgo de infeccién para otros animales
gue cohabiten en la explotacién (Agerholm, 2013). Como se ha mencionado anteriormente,
también puede existir variabilidad entre la patogenicidad y la cepa de la bacteria, lo que
condicionaria la capacidad de transmision de la misma (Hemsley et al., 2023).

Con relacion al sistema de manejo, la prevalencia en explotaciones lecheras suele ser mayor que
en granjas de carne dado que la intensificacion de la produccion favorece las interacciones entre
animales, y asi el mantenimiento y la propagacion del patogeno (Alvarez et al., 2012). También,
en el analisis de riesgo realizado por Neare et al, (2023) en Estonia, se vio una mayor prevalencia
en las granjas de mayor tamafio. Se identific que, uno de los riesgos de introduccidn de la bacteria
en las explotaciones de mayor tamafio se debe a la entrada de un mayor nimero de personal

externo a las mismas. Paul et al, (2012) también encontraron que la cuarentena de los animales
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recién comprados conlleva una menor probabilidad de positividad a anticuerpos contra C. burnetii
(Paul et al., 2012).

Otros factores de riesgo relacionados con el manejo observados en multiples estudios son: la
reposicion externa, el uso de pastos compartidos, el contacto con especies silvestres, incluso la
presencia de animales de compafiia (perros y gatos), o la mala higiene en la zona del parto (Ali et
al., 2022; Neare et al., 2023; van Engelen et al., 2014).

4.1.3. IMPACTO EN LA SALUD PUBLICA

La presencia de explotaciones infectadas con C. burnetii supone un riesgo importante para la
salud humana. Muchos de los brotes notificados en personas se han vinculado a rumiantes
domésticos, principalmente ovejas y cabras, por ejemplo, el registrado en Paises Bajos
(2007 - 2010), siendo el de mayor duracién y extension (hasta 4000 personas afectadas) (Roest et
al., 2013). Ademas, Espafia es uno de los paises europeos con la mayor incidencia de casos
humanos desde 2017 (EFSA, 2023).

Se considera que la infeccion en los humanos ocurre fundamentalmente al inhalar aerosoles
contaminados, pero también puede producirse por el contacto con excrementos de animales
infectados o por el consumo de productos lacteos no pasteurizados (Roest et al., 2013). Incluso,
se ha considerado como un factor de riesgo de brotes de Fiebre Q en humanos la aerosolizacion
a través de la distribucion de fertilizantes en los campos (Pires et al., 2023). El largo periodo de
excrecion de esta bacteria en leche bovina también puede suponer un riesgo zoonotico,
especialmente en las regiones donde se consume leche cruda sin pasteurizar (Ruiz-Fons et al.,
2010). Sin embargo, la infeccion via oral no es tan eficaz como via respiratoria por inhalacion de
aire contaminado. Las altas prevalencias de infeccién en los animales también pueden suponer un
riesgo para la infeccion de garrapatas y la adquisicion de la enfermedad en humanos a través del
vector (Pires et al., 2023).

4.1.4. PATOGENIA

La forma mas frecuente de infeccién comienza cuando un animal inhala la variante SCV. Cuando
las SCV llegan al tracto respiratorio, invaden a los macréfagos alveolares y son interiorizadas en
una vacuola. Los macréfagos infectados se dirigen a los ganglios linfaticos e invaden a otras
células inmunitarias mediante un mecanismo que no esta completamente esclarecido (Roest et al.,
2013; Sireci et al., 2021). Como consecuencia de la propagacion de la bacteria a través de los
macrofagos, se puede establecer una bacteriemia que disemina la infeccion por el organismo. Asi,
en las primeras etapas de la infeccion se detecta C. burnetii en sangre, pulmones, bazo, higado,

tracto reproductivo, glandulas mamarias y en hembras gestantes, también en la placenta
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(Anastacio et al., 2022; Woldehiwet, 2004). De entre todos estos tejidos, la bacteria puede
conseguir establecer una infeccion persistente fundamentalmente en dos tejidos: las glandulas
mamarias y el tracto reproductivo (Gonzélez-Barrio, 2015):

- La bacteria presenta tropismo por el tejido mamario (Sobotta et al., 2017), donde se mantiene y
se replica en las células de la glandula evadiendo la respuesta inmune del animal. Desde estas
localizaciones se va a eliminar bacteria al exterior, por lo que el establecimiento de infecciones
persistentes es determinante para la transmision bacteriana desde el hospedador y la persistencia
de la bacteria en una poblacion (Sobotta et al., 2017). Asimismo, se sugiere una posible asociacion
entre la eliminacion de C. burnetii y las mamitis cronicas subclinicas en el ganado vacuno
(Barlow et al., 2008).

- Coxiella burnetii tiene tropismo por el tejido placentario donde puede establecer una infeccion
en los trofoblastos cotiledonarios bovinos (Figura 3), causando desde una inflamacion simple de
la placenta hasta una placentitis hemorragica y/o necrotizante (Gisbert et al., 2024). De esta
manera, las células trofoblasticas son el principal objetivo de multiplicacion de la bacteria y, las
celulas epiteliales corionicas infectadas intactas contienen vacuolas citoplasmaticas con un gran
naimero de bacterias en su interior, lo que daria lugar al establecimiento de una infeccion crénica.
Lo cual podria estar relacionado con las infecciones persistentes (Woldehiwet, 2004). Aunque, el
resultado de una infeccion intrauterina depende de la virulencia de la cepa, la respuesta

inmunitaria o de la gravedad de la infeccion, entre otros (Agerholm, 2013).

Figura 3. Tincion inmunohistoquimica de antigenos de Coxiella burnetii dentro del citoplasma de
trofoblastos cotiledonarios bovinos.

Fuente: Hansen et al., 2011.

4.1.5. EFECTOSEN LA REPRODUCCION

En el ganado vacuno la coxielosis suele ser asintomética (Porter et al., 2011), pero la infeccion
con C. burnetii se ha intentado relacionar con diferentes problemas reproductivos que incluyen el
denominado sindrome ASPW (aborto, parto prematuro, mortinato, nacido débil) (Figura 4). No
obstante, la implicacion real de la bacteria como agente etioldgico de algunos de estos problemas
reproductivos, como la infertilidad, todavia no se encuentra completamente esclarecida
(Agerholm, 2013; Bottcher et al., 2024).

19



En bovino solamente se ha reproducido experimentalmente la infeccién una vez mediante la
inoculacion intradérmica de la bacteria en 12 novillas de entre 8-11 meses, resultando en que dos
novillas abortaron y tres mostraron infertilidad (Plommet et al., 1973). Esto sugiere que puede
estar relacionada con problemas reproductivos, pero también gque se pueden encontrar infecciones
con la bacteria que no tengan consecuencias clinicas reproductivas. Ademas, hay animales que
excretan la bacteria en las descargas vaginales de partos normales a pesar de no mostrar signos
clinicos (Agerholm, 2013).

l Invasion del tero gravido y localizacidn en la placenta ]

————
’ Infeccion eliminada inmediatamente ] l Infeccion establecida ]
[
[ ]
[ Localizada | [ Infecciénfetal | | Eliminada [ Localizads l [ Generalizada ]
— —
[ g—— |
Infeccién latente | mhcimatva | | Viahematogma | [ Via tansplacental
v
[ Infeccién localizada o generalizada ]
L Y l v
Parto normal ] [ Sindrome ASPW o parto normal ]

Figura 4. Esquema de la infeccion intrauterina por Coxiella burnetii. ASPW (Aborto, parto prematuro,
mortinato, nacido débil).
Fuente: Modificada a partir de Agerholm, 2013.

Dentro de las posibles consecuencias reproductivas de la infeccion, segun los distintos estudios,
la implicacién de la bacteria en abortos parece ser una de las asociaciones mas plausibles. Una
revision reciente sefiala que, en el 77 % de los estudios realizados hay una mayor seropositividad
a la bacteria en las vacas abortadas que en las no abortadas (Gisbert et al., 2024).

Ademas, la bacteria ha sido detectada en lesiones placentarias de animales abortados (Hansen et
al., 2011). Si las bacterias contaminan el liquido amni6tico pueden infectar de forma activa al feto
por via amnidtica-oral. En estos casos, C. burnetii puede invadir los pulmones del feto por via
traqueobronquial provocando una bronconeumonia (Agerholm, 2013), y desde aqui propagarse a
otros tejidos del feto. El acceso de la bacteria al feto también es posible por via hematdgena
(Agerholm, 2013; Bottcher et al., 2024). No obstante, la infeccion puede producirse igualmente
sin desembocar en un aborto, pues se ha detectado C. burnetii en placentas de partos normales
(Hansen et al., 2011); y asi, nacer un ternero que puede o no estar infectado congénitamente. Del
mismo modo, también es posible la excrecion vaginal de la bacteria en el transcurso del parto y

posparto (Hansen et al., 2011) (Figura 4). De esta manera, la capacidad de la bacteria para estar
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presente en tejidos sin provocar un efecto clinico complica la asociacion causal de la infeccidn
con la clinica.

En cuanto a la infertilidad y a otras patologias reproductivas, la posible asociacion causal deriva
de observaciones epidemioldgicas que, algunas veces, proporcionan resultados contradictorios.
Mientras que hay trabajos que detectan cierta relacién de la infeccidn con infertilidad en los
animales (Gisbert et al., 2024), otros, encuentran que las vacas seropositivas tienen incluso una
mejor reproduccion y una menor probabilidad de padecer endometritis que las que no estaban
infectadas (Garcia-Ispierto et al., 2013). En este mismo estudio, se vio una falta de asociacion
entre la infeccion y la retencién de placenta. Si bien es cierto, estos autores indicaron que podria
deberse a limitaciones en el disefio de su proyecto (Garcia-Ispierto et al., 2013). Ademas, en la
revision de Gisbert et al, (2024) se examinaron 9 publicaciones que abordaron la retencion de
placenta encontrando una asociacion con la bacteria en solo 5 de los estudios. Los estudios
dirigidos a comprobar la relacion entre el patégeno y las metritis y endometritis son bastante
escasos. Muskens et al, (2011) establecieron como conclusion que C. burnetii no parecia ser una
etiologia importante de metritis puerperal. Hay que tener en cuenta que la retencién placentaria
es un factor de riesgo importante de cara a padecer metritis en el ganado vacuno, por lo que se
plantea la duda de si realmente las metritis ocurren por la infeccién con la bacteria o si son
consecuencia de la retencion placentaria (Quintela et al., 2004).

Agerholm, (2013) indica que la disparidad de resultados obtenidos, en los distintos estudios sobre
los efectos reproductivos, puede estar influenciada por el disefio e incluso por la interpretacion de
los resultados estadisticos. También es importante considerar la existencia de fases agudas y
crénicas de la infeccion que pueden tener diferentes implicaciones clinicas y, no son normalmente
tenidas en cuenta en los estudios; asi como, la existencia de formas subclinicas (Guatteo, 2013).
Ademas, infecciones con diferentes genotipos podrian tener diferente significacion clinica
(Astobiza et al., 2012a). Por consiguiente, todavia no se comprenden completamente las
implicaciones de la coxielosis bovina en la reproduccion. De cara a obtener una mayor
informacion sobre las consecuencias de la infeccion con la bacteria es importante, en primer lugar,
intentar adoptar unas metodologias estandarizadas para la deteccién de C. burnetii y establecer

unas definiciones mas precisas y coherentes de los parametros reproductivos (Gisbert et al., 2024).

4.1.6. DIAGNOSTICO

El diagnostico de los procesos causados por C. burnetii es complicado debido a la ausencia de
signos clinicos patognomoénicos y el hecho de que la excrecion bacteriana pueda
no correlacionarse con el estado serologico y eliminador (Agerholm, 2013). De forma general, el
diagndstico se basa en la deteccién de la propia bacteria o su material genético, o en el
reconocimiento de anticuerpos frente a la infeccion. La identificacion de C. burnetii confirma su

presencia en los animales o en la granja mientras que, la presencia de anticuerpos nos indica que
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los animales han tenido contacto con la bacteria (Roest et al., 2013; Voss et al., 2023). Los
métodos de diagndstico que permiten la deteccion directa de la bacteria o de su material genético
son el cultivo celular, tincién, inmunohistoquimica, o la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Se pueden realizar a partir de multiples muestras como leche, heces, tejidos, descargas
vaginales, orina o sangre (Guatteo, 2013). El aislamiento no se realiza frecuentemente ya que se
necesitan instalaciones de alto nivel de seguridad bioldgica (Gonzalez-Barrio, 2015). Las técnicas
de tincion (tincion Stamp) sobre tejidos lesionados, como la placenta, pueden servir como
“screening”, pero tienen una mala sensibilidad y especificidad, ya que otras bacterias pueden
presentar una morfologia parecida (Chlamydia spp., Yersinia spp., Brucella spp.) y, en caso de
utilizarse, lo méas recomendable seria combinarlas con otras como la PCR (EFSA, 2010).

La PCR es una técnica con una alta especificidad y sensibilidad, que sirve para detectar el material
genético e identificar asi la presencia de eliminacion activa de la bacteria en cualquier tipo de
muestra bioldgica (Bottcher et al., 2024). La PCR a tiempo real (qPCR) permite la cuantificacion
o semicuantificacion de la concentracion de ADN diana, es rapida, con poco riesgo de
contaminacion, y el andlisis de un gran nimero de muestras (EFSA, 2010).

Para la determinacion de esta bacteria mediante PCR se han descrito varios protocolos destinados
a la localizacion de varias dianas o genes, siendo asi la diana méas frecuentemente utilizada la
secuencia de insercion 1S1111 (Jones et al., 2010). Ademas, las técnicas moleculares nos permiten
genotipar la cepa para identificar las cepas circulantes en un area y especie determinada, realizar
estudios filogenéticos y comparar con la situacion epidemiolégica de otras regiones (Gonzéalez-
Barrio, 2015). No obstante, debido a que es posible la presencia asintomatica de la bacteria en los
tejidos, la combinacién de las técnicas directas junto con el uso de técnicas histoldgicas, que
pongan de manifiesto la presencia de lesiones en concomitancia con la presencia de la bacteria,
es muy interesante para llegar a un diagnoéstico mas seguro (Guatteo, 2013). Ademas, se pueden
utilizar métodos de deteccion indirecta. La deteccion de anticuerpos frente C. burnetii puede
hacerse a partir de suero o de leche (Yéafiez et al., 2024). Existen diferentes técnicas seroldgicas
que se pueden utilizar para el diagndstico de C. burnetii como la fijacion del complemento (CFT),
la inmunofluorescencia indirecta (IFI) y el ensayo de inmunoabsorbancia enzimatica (ELISA)
(EFSA, 2010). De todas estas, la que presenta una mayor sensibilidad y la més utilizada en el
diagndstico veterinario y en los estudios epidemioldgicos, ya que ademas presenta protocolos
estandarizados entre laboratorios, es el ELISA (Gonzalez-Barrio, 2015; Lurier et al., 2021).
Existen diferentes tipos de kits comerciales de ELISA para la deteccion de anticuerpos que pueden
estar preparados a partir de antigenos aislados de rumiantes (mas sensibles), y otros con antigenos
procedentes de aislados de garrapatas (cepa Nine Mile) (EFSA, 2010; Rodolakis et al., 2007). Las
técnicas seroldgicas permiten detectar anticuerpos para las distintas variaciones de fase de la
bacteria, tanto Fase I, como Fase Il 0 ambas (EFSA, 2010). La diferenciacion entre fases puede

ayudar a estimar el tipo de infeccion (aguda/cronica) que sufre el animal. Por ejemplo, la
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identificacion de anticuerpos producidos en la Fase 1l se utiliza para detectar infecciones agudas
en medicina humana. Sin embargo, en medicina veterinaria la mayor parte de los kits comerciales
estan disefiados para detectar ambas fases a la vez. Los anticuerpos frente a la Fase Il son
producidos tras la infeccion con la bacteria y se considera que los animales transitan desde un
patrén Fase I/Fase 1™ (més frecuente en una infeccién aguda en la granja) a Fase 1*/Fase I1* (méas
frecuente en una infeccion crénica). Los anticuerpos producidos en esta Fase Il pueden durar afios
(Roest et al., 2013). No obstante, debe considerarse que la dinamica seroldgica de C. burnetii es
compleja y no esta completamente conocida, por lo que esta diferenciacion de fases puede no ser
estricta a nivel individual. Por ejemplo, se ha observado que la transicion parece depender de la
edad, y animales de uno o dos afios pueden volverse negativos en lugar de seroconvertir. Por otra
parte, la deteccion de la bacteria mediante PCR (en tejidos o abortos) esta relacionada con la
deteccion de solamente anticuerpos de Fase Il (Bottcher et al., 2011), pero también pueden existir
animales eliminadores negativos (Serrano-Pérez et al., 2015).

Por tanto, el problema que puede presentar la interpretacion de técnicas serolégicas como el
ELISA es que se pueden encontrar animales seropositivos afios después de la infeccion; incluso,
otros que nunca lleguen a seroconvertir aunque se hayan infectado, independientemente de la
eliminacion o no de la bacteria. Es decir, un resultado negativo no permite asegurar que el animal
no esté infectado (Arricau-Bouvery & Rodolakis, 2005; EFSA, 2010). De este modo, los ensayos
serologicos resultan mas adecuados para el “screening” a nivel de las explotaciones que para la
confirmacion individual de la exposicién de los animales (EFSA, 2010). Por ello, suele ser mas
adecuado combinar técnicas directas e indirectas en el diagndstico, p.e., g°PCR y ELISA (EFSA,
2010). En este sentido, para la investigacion del estado sanitario del rebafio el hecho de poder
detectar tanto material genético como anticuerpos en el tanque de leche resulta muy Util ya que
permite caracterizar de forma barata y rapida la exposicion y presencia de la bacteria en el rebafio
(Porter et al., 2011).

4.1.7. TRATAMIENTO Y CONTROL

Para el control de la infeccion es necesario adoptar medidas de bioseguridad en el manejo de la
explotacion que minimicen la transmision horizontal del patégeno, como por ejemplo tener un
local exclusivo destinado a los partos y, la eliminacidn, limpieza y desinfeccion de los restos de
estos para dificultar lo méaximo posible la contaminacion ambiental (Garcia-Seco, 2017). En caso
de la aparicion de brotes, se han propuesto medidas terapéuticas como el uso de antibi6ticos, por
ejemplo, la oxitetraciclina. Sin embargo, la utilidad de esta medida por si sola presenta gran
controversia porque realmente no suprime la infeccion y, si no se acompafia de las medidas de

bioseguridad, puede no ser suficiente para controlar el brote en el rebafio (Guatteo, 2013).
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La vacunacion es el método mas eficaz para la prevencion de la coxielosis. Las vacunas
comerciales administradas en rumiantes (Coxevac® suspension inyectable para bovino, caprino y
ovino) contienen C. burnetii de Fase | inactivada, porque la accién protectora de las vacunas
requiere la presencia del LPS completo de la de Fase | de la bacteria. Taurel et al, (2011)
encontraron que las vacas vacunadas tenian un menor riesgo de sufrir aborto que las no vacunadas
(OR =0,7), asi como una mejora en la fertilidad, especialmente en novillas. De igual manera, las
novillas vacunadas antes de la cubricion presentaron una menor probabilidad de eliminar la
bacteria a través de descargas vaginales. Ademas, es interesante vacunar al animal cuando no esté
gestante porque hay menor riesgo de que se vuelva eliminador (Guatteo, 2013), aunque
administrarla en el dltimo tercio de la gestacion no provoca reacciones adversas ni partos
prematuros (Guatteo et al., 2008). Por tanto, la vacunacion es recomendable en rebafios
seronegativos o en los que la seroprevalencia es baja (Pifiero et al., 2014), pero en explotaciones
endémicas no es tan eficiente ya que no logra prevenir la diseminacion de la bacteria. Esto ultimo
es debido a que la contaminacion ambiental puede llevar a una elevada presion de infeccion por
la alta capacidad de resistencia ambiental de la bacteria. Por otro lado, la vacunacion también
puede tener beneficios para la salud publica. Por ejemplo, en Australia, la aplicacion de la vacuna
tiene como objetivo proteger a los trabajadores expuestos a esta bacteria, como veterinarios y
ganaderos (Guatteo, 2013).

4.2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, la coxielosis es una enfermedad de importancia
creciente en las explotaciones lecheras de ganado bovino, pero para la que todavia falta
informacién sobre su asociacion con problemas reproductivos en el vacuno lechero. De esta
manera, en este estudio se han definido los siguientes objetivos:
1. Determinar la prevalenciay seroprevalencia de C. burnetii a nivel de explotacion a partir
de muestras de leche de tanque en el ganado vacuno lechero en las provincias de Lugo y
A Corufia.
2. Investigar la influencia de distintos factores asociados con el manejo y caracteristicas de
las granjas en la presencia de C. burnetii en las explotaciones lecheras.
3. Analizar la asociacién entre los parametros reproductivos y la presencia de C. burnetii
en las explotaciones.

4. Comparar los resultados en tanque de leche obtenidos mediante gPCR y ELISAI.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1.DISENO DEL ESTUDIO Y TOMA DE MUESTRAS

El estudio se realizd sobre explotaciones de bovino de aptitud lactea de las provincias de Lugo y
A Corufia desde el mes de enero hasta mayo del afio 2024. La participacién en el estudio fue
voluntaria y se ofrecid a los ganaderos de ambas provincias a través de veterinarios clinicos de
Lugo. Las explotaciones que aceptaron participar fueron incluidas en el estudio siempre y cuando
cumpliesen los siguientes dos requisitos: pertenecer a una Agrupacion de Defensa Sanitaria
Ganadera (ADSG) y realizar controles de pardmetros reproductivos, manteniendo un registro de
los mismos. Como resultado, 36 explotaciones cumplieron con los requisitos establecidos y
fueron incluidas en el estudio.

En cada una de las 36 explotaciones seleccionadas se recogié una muestra de 50 mL de leche de
tanque. Las muestras fueron tomadas por los veterinarios colaboradores que trabajan en la
explotacion y se recogieron en tubos Falcon estériles después de remover el contenido del tanque,
para asegurarse de que fuesen lo mas homogéneas posible. A continuacion, las muestras se
mantuvieron en refrigeracion (4-8 °C) en una nevera portatil con acumuladores de frio en su
interior y fueron transportadas al laboratorio del grupo Investigacion en Sanidad Animal de
Galicia (INVESAGA) en el departamento de Patologia Animal de la Universidad de Santiago de

Compostela (USC), donde se mantuvieron en congelacion a -20 °C hasta su posterior analisis.

5.2.RECOGIDA DE DATOS Y DE LA INFORMACION EPIDEMIOLOGICA

En cada explotacion muestreada se registrd la ubicacion de la granja, el censo y el nimero de
vacas en ordefio, y se llev6 a cabo una encuesta epidemioldgica que incluia variables relacionadas
con factores de manejo y caracteristicas de la granja (Tabla 3) en base al conocimiento de los

distintos factores de riesgo de infeccion de C. burnetii.

Adicionalmente, se tomaron los siguientes parametros reproductivos de la explotacion
correspondientes a los 6 meses anteriores a la fecha de recogida de las muestras (Tabla 4):

e Indices reproductivos en vacas: dias abiertos (intervalo parto-gestacion), tasa de

concepcidn en la 12 inseminacion artificial (% fertilidad 12 1A), tasa de concepcion global
(% fertilidad global), tasa de prefiez.

e indices reproductivos en novillas: tasa de concepcidn en la 12 inseminacion artificial, tasa

de concepcion global (% de fertilidad) y tasa de prefiez.

e Enfermedades reproductivas: abortos, mortalidad embrionaria, metritis (< 21 dias

post- parto), endometritis (> 21 dias post-parto), retencién placentaria. En el caso de los
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abortos se calculo el porcentaje (Tabla 4), para metritis, endometritis y retencion

placentaria, se registraron el nimero de eventos y se categorizo la explotacion como

presente 0 ausente de esta patologia.

Los datos reproductivos fueron registrados por la explotacion y recogidos utilizando el software

de gestion reproductiva GANDO (https://www.gando.es).

Tabla 3. Factores asociados al manejo y caracteristicas de la granja incluidos en la encuesta

epidemioldgica realizada a las explotaciones lacteas en intensivo de Galicia.

Variables

Categorias

Compra de animales fuera de Galicia.
Presencia de zona de partos

Presencia de zona de cuarentena
Presencia de lazareto

Presencia de otras especies en la nave
Contacto de animales de otras granjas
Contacto con rumiantes silvestres
Reposicion propia externa

Presencia pequefios rumiantes
Presencia de toro

Presencia de perros y gatos

Presencia de otros animales
Capacidad zona de partos

Realizacion de Inseminacién Artificial

Sistema de ordefio

Presencia de diarrea virica bovina (BVD)
Presencia de rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR)

Tamarnfio de granja

No/Si.

Individual/ >1 animal.

Otros/ Ganadero.

Circuito/ Robot/ Sala de ordefio.

Negativo/ Presencia anticuerpos/ Presencia virus.
Negativo/Positivo.

Pequefia: <135 animales.

Mediana: 135-212 animales.

Grande: >212 animales.

Tabla 4. Férmulas de los pardmetros reproductivos empleados en el estudio, calculados tanto para el

conjunto total de reproductoras como para novillas.

Parametros

Férmulas

Intervalo parto-gestacion
(dias abiertos)

9% Fertilidad 12 1A

N2 de (animales totales/novillas) gestantes en la 12 [A

Media del nimero de dias entre parto y la IA fecundante.

x 100

(animales totales o novillas)
% Fertilidad global

(animales totales/ novillas)

Tasa de prefiez
(animales totales/ novillas)

Abortos

N® de animales inseminados 12 IA

N2 de (animales totales /novillas) gestantes

100
N2 de animales inseminados

Tasa de deteccién de celos x Tasa de concepcién
100
N2 de abortos

—_——x
Partos totales
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5.3.ANALISIS LABORATORIAL

53.1. PCRATIEMPO REAL

A. PREPARACION DE LAS MUESTRAS Y EXTRACCION DEL ADN

En primer lugar, se descongelaron las muestras, se homogeneizaron con un agitador vibrador para
tubos y se transfirieron 200 pL de leche a un tubo Eppendorf ™ con rosca.

La extraccion de ADN a partir de las muestras de leche se realiz6 mediante el empleo del kit
comercial de purificacion en columna “High Pure PCR Template Preparation Kit” (Roche®
Mannheim, Alemania), siguiendo las instrucciones del kit. Para la realizacion de este protocolo
fue necesario el empleo de un termostato de bloque seco “Eppendorf ThermoMixer® C”

(Hamburgo, Alemania) y una centrifuga “BenchMixer™ V2” (Nueva Jersey, EE. UU.).

B. gPCR

El andlisis qPCR se realiz6 utilizando el kit comercial “EXOone Coxiella burnetii - oneMIX
qPCR kit 100 tests” (Exopol S.L., Zaragoza, Espafia) para la deteccion del gen 1S1111, siguiendo
las instrucciones del fabricante. Para la realizacion de la gPCR se utilizé un volumen final de
20 pL compuesto de 5 uL de ADN extraido de la muestra de leche y 15 pL de “Master mix”
proporcionada por el kit, que incluye todos los componentes necesarios para llevar a cabo la

reaccion: “primers”, nucleétidos, Taqg polimerasa (enzima ADN polimerasa) y MgCl..

Las muestras se analizaron junto a dos controles: uno positivo y otro negativo; ambos
proporcionados por el kit y de los cudles se afiadieron 5 pL. de cada a 15 pL de “Master mix”.
Ademas de los controles positivo y negativo, el kit utilizado estd disefiado para detectar
simultaneamente la presencia del gen de la B-actina, que es una proteina que se encuentra en la
mayoria de los tipos celulares. Esta funciona como un control interno positivo para verificar que
no ha habido problemas de inhibicién en cada reaccion analizada, es decir, asegura que los
resultados obtenidos son fiables. Una vez llenados todos los pocillos de las muestras y controles
con la cantidad correspondiente, se centrifugd la placa entera durante un minuto para
homogeneizar la mezcla y evitar que quedasen gotas pegadas en las paredes de los pocillos y, por

altimo, se introdujo en el termociclador para realizar el analisis.

La gPCR se realizd segun el protocolo térmico recomendado por el fabricante durante 42 ciclos
(Tabla 5). ElI umbral de corte para considerar que la fluorescencia de la muestra supera
significativamente el ruido de fondo de la lectura, se establecié en el 5 % de la fluorescencia

méaxima obtenida en el ensayo.
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El ciclo umbral (Ct) se consideré como aquel ciclo en el que la fluorescencia super6 el umbral
anterior. De acuerdo con las instrucciones del fabricante, un resultado se considerd positivo
cuando la curva de amplificacion producto de cada muestra supera dicho umbral, y el Ct de esa
muestra fue inferior a 38. La qPCR se realiz6 utilizando un termociclador “QuantStudio 5 qPCR”

(Applied Biosystems™: Thermo Fisher Scientific®, Waltham, MA, EE. UU.).

Tabla 5. Protocolo térmico de amplificacién de la qPCR para la deteccion de Coxiella burnetii en

muestras de tanque de leche.

Ciclos Tiempo Temperatura Fases
1 ciclo ‘ 5 minutos 95°C Activacion
. ‘ 15 segundos 95°C Desnaturalizacion
42 ciclos - - .
‘ 60 segundos 60°C Alineamiento, extensién y lectura

5.3.1. ELISA INDIRECTO

En primer lugar, se prepar6 una placa madre con el fin de organizar las muestras. Para ello se
elabor6 un diagrama de organizacion de pocillos que fue empleado posteriormente para la placa
de ELISA. Este diagrama también sirvio para facilitar la posterior interpretacién de los resultados.
Asi, siguiendo el esquema, se introdujeron 150 ulL de cada una de las muestras en su pocillo
correspondiente. Antes de comenzar con la técnica se prepararon los reactivos, atemperandolos a
temperatura ambiente y se reconstituyeron a sus diluciones de uso. Se prepar6 la solucion de
lavado diluyéndola a 1:20 en agua destilada y la solucién de conjugado al 1:10 en el diluyente 3

proporcionado por el kit.

La técnica de ELISA indirecto se realizo utilizando el kit comercial “ID Screen® Q Fever Indirect
Multi-species” (IDvet, Grabels, Francia), basado en antigenos purificados de Fase | y Fase Il de
C. burnetii. La sensibilidad y especificidad de este kit es del 100 % segun el fabricante. Se utilizan
antigenos de C. burnetii aislados de bovinos, lo que proporciona una mayor sensibilidad en
comparacion con otras opciones que emplean antigenos de cepas aisladas de garrapatas (p.e., Nine
Mile) (Rodolakis et al., 2007). Asi, el ensayo se realiz6 de acuerdo con las instrucciones indicadas
por el fabricante y, una vez completado el procedimiento, la placa se leyd utilizando un
espectrofotometro a una longitud de onda de 450 nm “Multiskan EX” (Thermo Scientific®,

Waltham, MA, EE. UU.).
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Las absorbancias obtenidas fueron convertidas a ratio S/P siguiendo la siguiente formula:

S o _DOmuestras—DOCN 100
p O =—35cr—pocy ¥

Siendo en esta formula:
e S/P: Ratio de la densidad dptica entre la muestra y el control.
e DO muestras: Densidad 6ptica de las muestras.
o DO cn: Densidad optica del control negativo.

e DO ¢p: Densidad dptica del control positivo.

Se clasificaron las muestras de tanque de leche en funcion del valor S/P, siguiendo el criterio
establecido por el kit (Tabla 6).

Tabla 6. Interpretacién de los resultados segun el porcentaje S/P para cada muestra de tanque de

leche.
Resultado Estado
S/P % < 30% ‘ Negativo
30 % < S/P % < 40% ‘ Dudoso

SIP > 40% ‘ Positivo

5.4. ANALISIS ESTADISTICO

Se evaluo la relacion entre el resultado a la gPCR y la presencia de factores asociados al manejo
y caracteristicas de la granja (Tabla 3) utilizando modelos de regresion logistica. En primer lugar,
se realizé un andlisis univariante para cada una de las variables consideradas utilizando la prueba
chi-cuadrado o Fisher segin correspondiese. Las variables que presentaron un p-valor < 0,1 se
incluyeron en modelos logisticos multivariantes. Cuando fue necesario, se evalué la presencia de
colinealidad utilizando el factor de inflacion de la varianza.

En relacion con los parametros reproductivos (Tabla 4), se realizd un modelo de regresién
empleando como variable dependiente cada uno de ellos y como variable independiente el
resultado (positivo/negativo) a la qPCR en tanque de leche mediante modelos de regresion lineal
cuando los datos fueron cuantitativos. En el caso de las variables mortalidad embrionaria,
retencion placentaria, metritis y endometritis, dado que el nimero de granjas fue bajo y que
muchas de las explotaciones declararon no tener problemas, estas variables se recodificaron a
variables dicotémicas para la presencia o ausencia de cada condicién. De esta manera, se
analizaron en este caso utilizando una regresion logistica. Adicionalmente, dado que en las granjas
positivas podrian existir diferentes situaciones epidemiolégicas en funcién del grado de

positividad, el resultado a la qPCR se utiliz6 para construir una nueva variable (grado de
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positividad) con tres categorias: negativa, para granjas con resultado negativo; positiva débil a la
gPCR, para granjas positivas con un Ct superior a 32; y positivas fuertes, para granjas con un Ct
inferior a 32. El valor de 32 se estableci6 como umbral ya gque se correspondi6 con la mediana de
los valores de Ct obtenidos. Una vez hecho esto, los analisis anteriores para los pardmetros
reproductivos se repitieron considerando en este caso la variable grado de positividad como
variable independiente. En estos modelos, se evalu6 la presencia de otras enfermedades (diarrea
virica bovina, BVD, y rinotraqueitis infecciosa bovina, IBR) incluyendo estas variables como
cofactores.

Finalmente, se compararon los resultados entre la gPCR y el ELISAI analizando la relacion entre
la ratio S/P y la positividad y el grado de positividad a la g°PCR mediante regresion lineal; y en
las granjas positivas a qPCR se evaluo la correlacion entre la ratio S/P y el Ct utilizando la
correlacion de Pearson.

El andlisis estadistico se realizé utilizando el programa estadistico R v.4.4.0 (R Core Team, 2024).
Las asociaciones encontradas fueron consideradas estadisticamente significativas cuando el p-
valor < 0,05. La idoneidad y ajuste de los diferentes modelos se analiz6 utilizando el paquete
estadistico “DHARMa” (Hartig, 2022).
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6. RESULTADOS

Los resultados de los andlisis de las muestras de tanque de leche mostraron que, de las 36
explotaciones incluidas en este estudio, 19 resultaron positivo a gPCR, es decir, un poco mas de
la mitad de las granjas presentaron eliminacion activa de la bacteria (52,3 %). Sin embargo, con
relacion a los resultados del ELISAI se observd una mayor exposicion al patégeno al encontrar
que el 97,2 % (35/36) de las explotaciones fueron seropositivas. Es importante mencionar que
ninguna de las granjas del estudio vacunaba frente a C. burnetii.

Coxiella burnetii se mostr6 muy extendida geograficamente ya que la presencia directa de la
bacteria se identifico en 15 de las 24 parroquias muestreadas (62,5 %) (Figura 5) y se detectaron
anticuerpos en 23 de las 24 con el ELISAI (95,8 %). A Corufia mostrd una mayor prevalencia en
comparacion con la provincia de Lugo (71,4 % vs 53,9 %) (Figura 5), aungue no se han observado

diferencias significativas en cuanto a la presencia de la bacteria entre las dos provincias

muestreadas (p-valor = 0,686).

% Explotaciones
positivas
0-20
20-40
40 -60
60 - 80
80 - 100

A Coruna) 71,43 %

53,85 %

Figura 5. NUmero de explotaciones muestreadas por cada parroquia y distribucién espacial de las
positivas a gPCR en las distintas parroquias de las provincias de Lugo y A Corufia. Porcentaje de

explotaciones positivas a Coxiella burnetii mediante qPCR segun la provincia.

Se encontr6é una mayor proporcion de granjas positivas a qPCR cuanto mayor era el tamafio de
la explotacion y el nUmero de animales en ordefio. Asi, en las dos variables se encontraron
diferencias estadisticamente significativas, con lo cual la probabilidad de ser positiva aumentaria
a medida que incrementan el nimero total y en ordefio de animales en una explotacion
(p-valor < 0,001 en ambos casos). Por otra parte, de las 36 explotaciones muestreadas, 32 de ellas
cubrieron la encuesta epidemioldgica. La Figura 6 muestra la relacion entre el porcentaje de
granjas positivas a C. burnetii y los diferentes factores asociados al manejo y caracteristicas

de la granja, que se incluyeron en el anlisis. Entre los factores considerados, es destacable que
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el porcentaje de granjas que estaban eliminando C. burnetii fue mayor en: las que presentaban
lazareto y sala de ordefio, las que realizaron compra de animales fuera de Galicia en el Gltimo afio
y en las gque tenian una capacidad de la zona de partos para méas de un animal (Figura 6). Estas
asociaciones no fueron estadisticamente significativas, si bien es cierto que se encontré cierta
aproximacién a la significacion estadistica en la compra de animales fuera de Galicia (p-
valor = 0,052), en las granjas que poseen sala de ordefio (p-valor = 0,086) y en la presencia de

lazareto (p-valor = 0,053). Por este motivo, estas variables fueron evaluadas posteriormente en el
andlisis multivariante.
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Figura 6. Relacion entre la deteccion directa de Coxiella burnetii (QPCR) y los distintos factores
asociados al manejo y caracteristicas de la granja (n = 32).
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En cuanto a la presencia de otros patdgenos, se observé que el porcentaje de granjas positivas a
C. burnetii en tanque de leche fue mayor en las explotaciones negativas a BVD e IBR (Figura 7).

A pesar de esto, no se hallaron asociaciones estadisticamente significativas.
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Figura 7. Relacion entre la deteccién directa de Coxiella burnetii (qQPCR) y la presencia de otras
enfermedades (n = 32).

El anélisis multivariante detectd diferencias estadisticamente significativas para la variable de
lazareto y tamafio de granja (Tabla 7). Las granjas que tenian lazareto tuvieron una mayor

probabilidad de ser positivas a C. burnetii mediante gPCR (OR = 23,9); asimismo, las granjas de

tamafo grande resultaron ser un factor de riesgo (OR = 26,3) frente a las pequefias.

Tabla 7. Resultados del andlisis multivariante de los factores de riesgo que presentaron una asociacion
estadisticamente significativa para la presencia de Coxiella burnetii (n = 32).

Variable Categoria n/total (%) OR 1C95% p-valor
NO * * * *
Ll Si 8/9 (89) 23,9 2128867 0,028
N Pequefia * * * *
Tamafo de Mediana 5/11 (45) 08 0,032a8,1 0,827
granja Grande 10/11 (91) 26,3 2,82657,4 0,012

* Categoria de referencia.

Los datos reproductivos fueron remitidos de 34 de las 36 explotaciones muestreadas. La Figura 8
muestra la variabilidad de los valores de cada parametro reproductivo recogido en el estudio en
funcién del resultado a la qPCR. Para estudiar la influencia entre los distintos parametros
reproductivos y la deteccion del patégeno mediante gPCR, se llevaron a cabo modelos

univariantes para cada parametro en relacién con el resultado de la gPCR en tanque.

Aungue en la mayor parte de los pardmetros no se observaron diferencias significativas entre los

valores en granjas positivas y negativas, si que se detectd un porcentaje de abortos mayor en las
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explotaciones positivas (4,3 % vs 3,3 %). Los porcentajes de tasa de prefiez, fertilidad 12 1A y
fertilidad global fueron ligeramente superiores en las granjas que dieron negativas a la gPCR.
Ademas, el numero de dias abiertos también fue un poco mayor en las granjas positivas (Figura

8). No obstante, los modelos de regresion no detectaron diferencias significativas.

—_
— e _ —_ O
1 — e !
o o= 1 1 N o ]
! |
é l E ig " 1
L - = m
g : £ o] —
5] H o A :
2 o : | = | | 1
< 1 —— B !
1 < &_| !
o — 1 = o= [ —
I. I. | T.
Negativo  Positivo Negativo  Positivo
=
\? —t JE— — é Q— O
S H _
=z & : ! = A T i
_ S \n 1
= S |
3 ° |
g o T T v
I
= - ] T = ' T
= ] H = —] —_ 1
E o ! T own_| 1
& — L‘C: (o] | _i_
I I .
Negativo  Positivo Negativo  Positivo
O
@» o
o o
[T
5 a
=
B
<<
£ [ ]
a p— —
[
= — J——

Negativo  Positivo

Figura 8. Diagramas de cajas de para los valores de cada pardmetro reproductivo considerado, en
funcion de la deteccidn de Coxiella burnetii en tanque de leche mediante gPCR de las explotaciones
incluidas en el estudio (n = 34).

Dado que muchas de las granjas no presentaron problemas de mortalidad embrionaria, retencion
placentaria, metritis y endometritis en los Gltimos seis meses, estas variables se recodificaron
como variables dicotémicas (Tabla 8). Se observd un mayor porcentaje de explotaciones con
mortalidad embrionaria en aquellas que resultaron negativas a qPCR en comparacion con las
positivas (56 % vs 44 %). La presencia de problemas de retencién de placenta y metritis en las
explotaciones fueron muy similares en funcion de la deteccion de C. burnetii. No obstante, fue
destacable el mayor porcentaje de granjas positivas que tuvieron endometritis respecto a las
negativas (71 % vs 29 %). Sin embargo, no se hallaron asociaciones estadisticamente

significativas para ninguno de estos pardmetros.
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Tabla 8. Presencia de mortalidad embrionaria, retenciéon placentaria, metritis y endometritis, en

funcion de la deteccién en leche de Coxiella burnetii (n = 34).

gqPCR
Variable
Negativo Positivo N° total
Mortalidad | N° 5 (33 %) 10 (67 %) 15
embrionaria | 10 (56 %) 8 (44 %) 18
Retencion | O 3 (43 %) 4 (57 %) 7
placentaria | g 12 (44 %) 15 (56 %) 27
No 1 (25 %) 3 (75 %) 4
Metritis

Si 14 (47 %) 16 (53 %) 30
No 10 (59 %) 7 (41 %) 17

Endometritis
Si 5 (29 %) 12 (71 %) 17

Debido a que C. burnetii puede estar presente en una explotacion en diferentes situaciones
epidemioldgicas, las granjas positivas se reclasificaron en positivas débiles o fuertes dependiendo
del valor Ct encontrado en el andlisis. Cuando se evaluaron estos indicadores en relacion con este
grado de positividad de qPCR si que se hallaron asociaciones estadisticamente significativas con
las variables porcentaje de abortos en las granjas (Figura 9) y la presencia o no de endometritis

en las explotaciones.
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Figura 9. Diagrama de cajas del porcentaje de abortos segun la clasificacién del grado de
positividad de la gPCR (n = 34).
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En este sentido, se encontraron porcentajes de abortos significativamente superiores en las granjas
gue presentaron un grado de positividad fuerte (Ct < 32) en comparacion con las granjas negativas
(5% vs 3%) (OR =1, 03; 1C95% de 1,001 a 1,033; p-valor = 0,034). Sin embargo, no se encontrd
una relacidn significativa entre las positivas débiles (4 %) y las negativas (OR = 1,0; 1C95% de
0,9 a 1,02; p-valor = 0,409) (Figura 9). En el caso de las endometritis, las explotaciones con un
Ct méas bajo (positivas fuertes) presentaron una mayor tendencia a tener problemas de
endometritis respecto a las negativas (35 % vs 29 %) a qPCR (OR = 12; IC95% de 1,5 a 262,1,
p-valor = 0,04). En cambio, tampoco se descubri6 una diferencia significativa entre las
explotaciones con un menor grado de positividad respecto a las negativas (OR = 2; 1C95% de 0,4
a 10; p-valor = 0,384). Por ultimo, se realiz6 una comparacion entre los datos obtenidos de la
gPCR y del ELISAI. En primer lugar, todas las granjas positivas a qPCR también lo fueron a
ELISAI. Al comparar los resultados de ambos analisis, se observo que las granjas positivas a
gPCR mostraron unos valores S/P méas elevados con respecto a las negativas (120,3 frente a
100,7), pero estos resultados no fueron estadisticamente significativos (Figura 9). Seguidamente,
con el objetivo de buscar una relacion entre los valores de la ratio S/P y el Ct de la gPCR, se
realizé el analisis en base a las categorias del grado de positividad de la gPCR. Las categorias de
positivas fuerte y débil presentaron valores de ratio S/P superiores a las negativas (119,7, 120,7y
100,7 respectivamente), pero fueron muy similares entre ellas. En cualquier caso, no se detectaron
asociaciones estadisticamente significativas entre los resultados a gPCR y a ELISAI.
Adicionalmente, en las granjas positivas a gPCR se analizé la presencia de correlacion entre los
valores de la ratio S/P y el Ct de la qPCR, pero no se detectd una correlacion significativa (p-
valor = 0,609, r = - 0,1) (Figura 10).
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Figura 10. Diagramas de cajas para la variacion de la ratio S/P del ELISAI en funcion del resultado
a la qPCR: presencia/ausencia y grado de positividad; y, diagrama de dispersion entre la ratio S/P
del ELISAI y el valor Ct de la gPCR de las muestras en tanque de leche de las 36 explotaciones
incluidas en el estudio (n = 34).
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7. DISCUSION

El presente estudio es el primero en Galicia en el que se realiza una evaluacién simultanea de la
prevalencia y seroprevalencia frente a C. burnetii en ganado vacuno de leche. Los resultados
mostraron una elevada proporcidn de granjas con infeccion activa frente a C. burnetii asi como
una amplia exposicion a la bacteria en las explotaciones de ganado bovino lechero en las
provincias de Lugo y A Corufia, encontrando anticuerpos en casi la totalidad de las granjas
analizadas. Esto confirma que C. burnetii es un patégeno endémico en las explotaciones lecheras
de esta region. En estas circunstancias se resalta la necesidad de estudiar la posible repercusion
que pueda tener la bacteria en el rendimiento productivo en los rebafios ya que muchas
explotaciones van a estar expuestas. Ademas, la elevada presencia de la bacteria en el ambiente
ganadero constituye un riesgo importante para la salud publica, especialmente en determinados

grupos de poblacién como ganaderos o veterinarios.

En este estudio se han utilizado muestras de leche en tanque ya que presentan caracteristicas muy
atiles para obtener informacion sobre la infeccion con C. burnetii. Estas son econdmicas y faciles
de recolectar y, pueden sintetizar el estado sanitario de la explotacion en una muestra,
proporcionando datos epidemiolégicos valiosos (Astobiza et al., 2012). Ademas, son un tipo de
muestra especialmente interesante en esta bacteria debido al largo periodo de excrecion por leche
en vacuno. Pese a todo, cabria considerar como el posible efecto dilucion de las muestras de leche
en tanque podria afectar a los resultados obtenidos. No obstante, en este trabajo no parece haber
tenido influencia ya que se encontré una asociacion estadistica en la que la probabilidad de

detectar la bacteria fue mayor cuando el nimero de animales en ordefio fue superior.

La prevalencia de rebafios con eliminacion de la bacteria en este estudio (52,3 %) fue mayor que
en el estudio realizado en el Pais VVasco (51,7 %) a partir de muestras de tanque de leche. Esto es
importante ya que en el Pais Vasco se considera una region hiperendémica en seres humanos
(Astobiza et al., 2012b) por tanto, es posible que el contacto con la bacteria en Galicia pueda ser
también alto. Por otra parte, el Ct obtenido en la gPCR es proporcional a la cantidad de bacteria
presente en la muestra. Esta cantidad fue muy elevada en algunas muestras, que tenian valores
de Ct relacionados con una alta eliminacion (Ct < 32). Las granjas con estos valores podrian
indicar la existencia de una alta prevalencia intrarrebafio, dado que se ha encontrado cierta

correlacion entre el nivel de excrecion y la prevalencia intrarrebafio (Boroduske et al., 2017).

En relacion con los resultados de seroprevalencia, los resultados obtenidos en este estudio
(97,2 %) demostraron un incremento destacable frente a los descritos por Yafiez et al, (2024)
realizado en el afio 2010 en la misma regién (60,1 %), en el cual se detectaron anticuerpos en

leche de tanque de 262 explotaciones lecheras. Una explicacion para el incremento en el nivel de
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exposicion puede ser la falta de actuaciones de control frente a la coxielosis bovina (p.e, no esta
incluida en los programas de control sanitario de las ADSG de Galicia a diferencia del IBR o
BVD, y generalmente tampoco se suelen realizar programas dirigidos a esta bacteria en las
explotaciones). Esta falta de control rutinario y la no aplicacién de medidas de prevencion
especificas como la vacunacién, favorece que la difusidn y exposicidn del patégeno aumenten.
En una situacién de alta exposicion esto puede implicar una mayor posibilidad de sufrir
consecuencias clinicas por el patdgeno. Los resultados de seroprevalencia hallados en este estudio
también fueron mayores que los encontrados en otros estudios hechos en Espafia (con un rango
entre el 30 % y el 74 %) (Alvarez et al., 2012; Lopez-Gatius et al., 2012; Nogareda et al., 2013;
Ruiz-Fons et al., 2008; Garcia-Seco, 2017). Dado que muchos de esos estudios no son recientes,
seria necesario investigar si podria haber aumentado la exposicién de forma generalizada ante la
falta de un control especifico. No obstante, hay que tener en cuenta que las diferencias encontradas
tanto a nivel de deteccion directa como indirecta también podrian ser fruto del diferente disefio
de los estudios, animales muestreados o de las diferentes técnicas diagnoésticas utilizadas (IFA,
ELISAi, gPCR...). En este sentido, en lo referente al considerable porcentaje de seroprevalencia
detectado respecto a otros trabajos es conveniente indicar que, en el presente estudio se usé un
ELISAI con antigenos de cepas provenientes de rumiantes domésticos, que proporciona una
mayor sensibilidad diagndstica que los ELISAI a partir de antigenos extraidos de la cepa de
referencia Nine Mile aislada en garrapatas (Lurier et al., 2021). De igual manera, la técnica de
deteccidn directa gPCR que fue seleccionada en este estudio aporta mejores resultados que una
PCR convencional (Guatteo et al., 2007). Por tanto, es posible que la presencia y exposicion de

la bacteria en otras zonas pudiera estar siendo ligeramente infraestimada.

Ademas, resulta interesante contrastar los resultados de este estudio con las seroprevalencias
halladas en las explotaciones de pequefios rumiantes de Galicia, ovino y caprino, ya que en este
caso las seroprevalencias de rebafio fueron menores (34,1 % y 60 %, respectivamente) (Diaz, et
al., 2014). Coxiella burnetii puede encontrar diferentes hospedadores en los rumiantes domésticos
que pueden servir de fuente de infeccion. La falta de asociacidn estadistica encontrada en este
estudio entre la presencia de la bacteria en la explotacién y la presencia de pequefios rumiantes
(Figura 6) sugiere que estas especies no estan suponiendo un riesgo de infeccion destacable para
el bovino. Al contrario, la mayor seroprevalencia en vacuno podria indicar que esta especie puede
estar actuando como un reservorio para pequefios rumiantes. Esto es especialmente relevante si
tenemos en cuenta que C. burnetii cursa de forma més grave en pequefios rumiantes, en los que

se considera un agente abortivo importante (Guatteo, 2013).

El modelo multivariante identific6 como posibles factores de riesgo para la presencia de
C. burnetii en explotaciones lecheras de ganado bovino en Galicia al tamafio de la granjay a la

presencia de lazareto. La influencia del tamafio de la granja frente a la prevalencia ha sido
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detectada también en varios estudios (Boroduske et al., 2017; Nokhodian et al., 2016), y no solo
se ha encontrado relacionado con la presencia directa de la bacteria, sino que esta tendencia
también se observa cuando se valora la seroprevalencia (Neare et al., 2023; Yéfiez et al., 2024;
van Engelen et al., 2014). La mayor probabilidad de presencia de la bacteria en explotaciones
grandes puede ser debida a que en estas suele ser mas frecuente encontrar una mayor densidad de
animales, lo que favorece una mayor interaccion entre los susceptibles e infectados. Ademas, el
contacto con el patdgeno también se puede ver incrementado por un mayor nimero de partos ya
que suele haber una elevada excrecion de la bacteria alrededor de este momento, por via genital
y por leche. Esto facilita la dispersion y el mantenimiento de la bacteria en la explotacion. Por
otra parte, es posible que el tamafio de la explotacién influya sobre el tipo de practicas de manejo
que se llevan a cabo. Asi, explotaciones de distinto tamafio pueden presentar diferentes riesgos
para la entrada y difusion de la bacteria. Por ejemplo, Yafiez et al, (2024) identificaron una mayor
seropositividad en granjas que compraron animales, sin embargo, esto solo ocurri6é cuando las
explotaciones eran de pequefio tamafio (< 36 animales). En el presente estudio se vio que las
granjas que usaban reposicion externa y que compraban animales fuera de Galicia presentaron
una mayor probabilidad de ser positivas mediante gPCR (Figura 6), pero no se hallaron
diferencias significativas. La bioseguridad también puede ser diferente en funcién del tamafio de
granja. Por ejemplo, explotaciones de mayor tamafio tienen una tendencia a recibir una mayor
afluencia de visitas externas, lo que potencia el riesgo de introduccion del patégeno (Neare et al.,
2023; Paul et al., 2012). Todas estas diferentes situaciones que pueden darse en explotaciones de
distinto tamafio podrian explicar la mayor probabilidad de presencia de C. burnetii en las granjas
mas grandes encontrada en este estudio, y plantean la necesidad de realizar futuras investigaciones

gue permitan caracterizar mejor estos riesgos.

En este contexto, en este trabajo se encontr6 un nimero significativamente mayor de granjas
positivas a qPCR cuando estas presentaban lazareto. Esta relacion no es comudn en otros estudios,
y podria atribuirse a este manejo diferenciado que puede existir en funcién del tamafio de las
granjas. De hecho, en este estudio se observd que las explotaciones de menor tamafio no
presentaban dicha estancia (solamente el 9 % de las explotaciones con menos de 135 animales
contaba con ella). Sin embargo, la variable se retuvo en el modelo ya que la asociacion se mantuvo
cuando ambas variables estuvieron presentes en el modelo, con lo que se podria estar
enmascarando otras no incluidas en este estudio que tengan una mayor probabilidad de tener
C. burnetii. Los resultados reiteran la importancia de caracterizar mejor los factores de riesgo en
granjas de mayor tamafio para comprender la dinamica del patdégeno. De esta manera, seria
interesante realizar estudios posteriores mas detallados para entender la influencia de esta y otras

variables en el riesgo de presencia de C. burnetii.
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En lo relativo a la influencia sobre los distintos parametros reproductivos solamente se encontro
una asociacion significativa cuando se analizaron segun el grado de positividad de gPCR y no
cuando se analizaron como presencia/ausencia; observandose una mayor probabilidad de abortos
y endometritis cuando las explotaciones tenian una excrecion muy elevada de la bacteria en
tanque de leche (positivas fuertes a qPCR). Esta diferencia en el efecto sobre los pardmetros
reproductivos dependiendo de si se analizan solamente por presencia/ausencia o por grado de
positividad sugiere que la asociacion con problemas reproductivos en bovinos por C. burnetii son
mas probables cuando la cantidad de bacteria en el tanque es mas elevada, y que granjas con
niveles de bacteria en tanque mas bajos no parecen estar asociadas a problemas reproductivos.
Por otra parte, debido a que con este tipo de muestras no es posible identificar cuéles son los
animales infectados, esta mayor cantidad de bacteria en tanque puede corresponderse con varias
circunstancias. Puede ser consecuencia de una alta prevalencia intrarrebaiio (muchos animales
infectados) o bien producida por unos pocos animales persistentemente infectados que eliminen
altos niveles de C. burnetii en leche.

La asociacion con problemas de abortos ha sido sefialada anteriormente en la bibliografia
(Gisbert et al., 2024). Ademas, la mayor probabilidad de padecer abortos hallada en este estudio
es consistente con un trabajo realizado previamente en Galicia, en el cual C. burnetii fue el agente
identificado con mayor frecuencia en fetos abortados (Gonzalez-Warleta et al., 2016). En relacién
con la endometritis, la mayor probabilidad de detectar este problema en granjas infectadas no
solo se detect6 en otros estudios que realizaron qPCR a partir de muestras de tanque de leche
(\Valla et al., 2014), sino también en los que analizaron la presencia de anticuerpos en tanque de
leche (Yéafez et al., 2024). Sin embargo, estas asociaciones no se han reproducido de forma
sistematica en todos los casos. Por ejemplo, en un trabajo se encontré una menor probabilidad de
sufrir endometritis en animales seropositivos eliminadores (Lopez-Gatius et al., 2012).
La presencia de otros patdégenos que puedan afectar a la reproduccion bovina también puede
influenciar en los resultados hallados. En este sentido, resulta pertinente mencionar que los
modelos de regresion desarrollados en el presente estudio entre los parametros reproductivos y el
grado de positividad a C. burnetti tuvieron en cuenta el estado sanitario con respecto a IBR y
BVD, y no se detectd un efecto de estas enfermedades en los resultados obtenidos; ademas, la
mayoria de las granjas que dieron positivo a la prueba directa frente a C. burnetii, fueron negativas

a estas enfermedades (Figura 7).

La falta de concordancia entre los resultados obtenidos en diferentes estudios podria verse
afectada por los distintos patrones de infeccion que pueden estar presentes en las explotaciones.
De esta forma, Bottcher et al., (2024) han sugerido que las explotaciones positivas pueden
presentar diferentes resultados diagndsticos en funcion de la predominancia en la explotacion de

situaciones agudas o cronicas. Por ejemplo, infecciones agudas estan relacionadas con patrones
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de respuesta seroldgicos positivos a Fase 1, pero negativos a Fase I, y la eliminacién de la bacteria
se da de forma mas frecuente en estas situaciones agudas, cuando la respuesta es solamente frente
Fase Il (Bottcher et al., 2024). EI hecho de que una infeccidn esté cursando de forma aguda o
crénica podria influir en la manifestacién clinica de la infeccion de igual forma que influye en la
eliminacion. El hecho de presentar un Ct mas bajo podria reflejar que la explotacion presenta
muchos animales sufriendo una infeccion aguda y siendo eliminadores. Esto tal vez explicaria la
asociacion con problemas reproductivos en granjas con mayor grado de positividad a gPCR, que

podrian ser explotaciones con una mayor proporcién de animales con infecciones agudas.

En relacion con esto, no se hall6 una correlacién estadisticamente significativa entre el Ct de la
gPCRYy laratio S/P en ELISAI. Esto podria sugerir que es posible tener explotaciones con niveles
de anticuerpos similares, pero con diferente grado de excrecion de la bacteria dado que, en
ocasiones, las infecciones con C. burnetii se han caracterizado por presentar una ausencia de
concordancia entre el resultado serol6gico y la excrecion ya que puede gue esto se encuentre
influenciado por el tipo de infeccion (aguda/crénica) que sufra el animal (Boéttcher et al., 2011).
Los ELISAIi comerciales, como el empleado en este estudio, no permiten diferenciar los
anticuerpos de cada Fase, por lo que la falta de asociacién entre la ratio S/P y el grado de
positividad es probable que esté relacionada con que la mayor excrecion de la bacteria se produce
en una Fase antigénica especifica. Por ejemplo, anticuerpos producidos en respuesta a una Fase |
podrian ser detectados en una elevada magnitud, pero no ir acompafiados de eliminacion porque
el estado de la infeccion es mas cronico. De esta manera, se puede encontrar una alta excrecién
independientemente de la ratio S/P mostrada en el ELISAI ya que los anticuerpos detectados en
el ELISAI podrian provenir de infecciones mas o menos relacionadas con la eliminacion. Esto
seria consistente con los resultados que se han observado al analizar los pardmetros reproductivos
y el grado de positividad. No obstante, en otros estudios como el de Astobiza et al., (2012b) si
que se observo una relacion positiva entre las dos técnicas. Estas diferencias también se podrian
atribuir a las distintas situaciones epidemioldgicas entre estudios. Por otra parte, debe
considerarse que en este estudio el nimero de muestras fue limitado, lo cual puede influir en la

capacidad para detectar asociaciones.

En resumen, este trabajo confirma la existencia de una alta exposicion y presencia de C. burnetii
en las granjas gallegas de bovino, y sugiere la posibilidad de su implicacion en trastornos
reproductivos en granjas con perfiles epidemioldgicos concretos, por ejemplo, con alta
prevalencia intrarrebafio o con alta eliminacion. En base a los resultados presentados en este
estudio, seria interesante llevar a cabo investigaciones en las que se emplee un ELISAI que
permita discernir entre los anticuerpos de Fase | y de Fase Il, para poder evaluar si los distintos
perfiles serolégicos que pueden presentar las granjas se pueden asociar a niveles de excrecion

especificos de la bacteria y a mayores consecuencias clinicas de la infeccion. Dada la complejidad
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de la dindmica de la infeccion por C. burnetii en las granjas, determinar estas asociaciones podria
ayudar a entender mejor su impacto clinico en las explotaciones. De esta forma, se podrian definir
mejor los métodos de control mas adecuados para prevenir la infeccién. Por lo tanto, estos
resultados suponen una estimacion preliminar de la presencia de C. burnetii en granjas de leche
de Galicia y puede servir para disefiar nuevos estudios que permitan esclarecer la influencia de
las infecciones con esta bacteria sobre la situacién sanitaria y productiva de los rebafos: estudios
con un mayor nimero de muestras, de analisis a nivel individual, sobre el impacto econémico
asociado con la enfermedad...; incluso, investigaciones longitudinales con el proposito de
entender el comportamiento de C. burnetii en las explotaciones de ganado vacuno de una manera
mas precisa (Rabaza et al., 2021). Por Gltimo, es importante destacar el caracter zoonoético de la
enfermedad y el riesgo que podria suponer en vista de la alta presencia encontrada en el bovino
gallego. En este sentido, conocer el grado de exposicion y los genotipos circulantes en los rebafios
de Galicia también seria interesante para caracterizar la epidemiologia y el riesgo para la salud
publica.

8. CONCLUSIONES

Tras la realizacion de este trabajo, se podrian considerar las distintas conclusiones que se exponen
a continuacion:

1. Se encuentra una elevada presencia, exposicion y distribucion geografica de
Coxiella burnetii en las explotaciones de vacuno lechero de Lugo y A Corufia, con valores
de prevalencia de 52,3 % y de seroprevalencia de 97,2 %.

2. El tamaiio de granja y la presencia de lazareto son factores asociados significativamente
con una mayor presencia de C. burnetii en el vacuno lechero de Galicia. Las diferentes
caracteristicas de las explotaciones en funcion de su tamafio podrian influir en el riesgo a
que la bacteria esté presente en las explotaciones.

3. Las explotaciones con un mayor grado de positividad de la bacteria en tanque de leche
(Ct < 32) presentaron mayores porcentajes de abortos y una mayor probabilidad de sufrir
endometritis.

4. No se identificd una asociacion estadisticamente significativa entre los resultados de
ELISAI y la gPCR. Debe discernirse si la existencia de diferentes patrones serologicos y
de excrecion de la bacteria pueden influir en la falta de asociacion ente las técnicas
empleadas.

5. Seria recomendable analizar la influencia de C. burnetii en los pardmetros reproductivos

teniendo en cuenta el tipo de infeccion (aguda/cronica) existente en la explotacion.
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