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1. INTRODUCCION, JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

“Soy en verdad un viajero solitario, y los ideales que han iluminado mi
camino y han proporcionado una y otra vez nuevo valor para afrontar la vida
han sido: la belleza, la bondad y la verdad”

Albert Einstein

Desde el florecimiento de la epidemiologia moderna en el siglo XIX esta
disciplina ha aportado soluciones a multitud de problemas sanitarios que afectaban
tanto a las poblaciones vegetales y animales como a las humanas. Esto contribuyo al
control en algunos casos y erradicacion en otros, de enfermedades, sobre todo
infectocontagiosas, si bien a lo largo de la evolucién de esta disciplina el area de
estudio se extendi6 a enfermedades de muy diversas etiologias (Martin y cols.,
1997).

En los paises desarrollados, poco a poco se ha logrado dar soluciones a la
presencia de las pestes y de otras enfermedades que, sin llegar a tener esta
gravedad, ocasionan importantes pérdidas econdmicas y suponen un riesgo
importante de cara a la salud publica. El concepto de ir priorizando enfermedades en
funcion de lo devastador de sus efectos, fue asumido por la Organizacion Mundial
de Sanidad Animal (O.1.E.) en la 51 Asamblea General del Comité Internacional
celebrada en 1983, creando las consabidas listas oficiales A y B de enfermedades que
entraron en vigor en 1984. La fiebre Q se incluy6é en la lista B al igual que otras
enfermedades que aquejan a los pequefios rumiantes como la brucelosis ovina
(causada por Brucella ovis) o la brucelosis ovina y caprina (causada por Brucella

mellitensis) (Blaha y cols., 1995).

Posteriormente, y ante la complejidad creciente del comercio internacional de
materias primas y el transporte de animales, unido a fendbmenos como el cambio
climatico global y la situacibn actual de emergencia de muchas enfermedades
infectocontagiosas y parasitarias, la O.l.E. ha optado por unificar la lista de
enfermedades de declaracién obligatoria en una Unica lista. Ademas, este organismo
ha realizado una serie de recomendaciones concretas para cada una de las
enfermedades incluidas en la misma a las autoridades competentes de los diferentes
paises miembros para su consideracion en base al comercio y transporte
internacional de materias primas y animales. La fiebre Q figura en la ultima

actualizacion de la mencionada lista Unica de la OIE realizada en enero de 2012,




Introduccién

concretamente, en el apartado de enfermedades comunes a varias especies
(Enfermedades de la lista de la OIE, 2012).

Las Islas Canarias estan oficialmente consideradas territorio libre de brucelosis
ovina y de brucelosis ovina y caprina (Directiva 91/68/CEE del Consejo; Real Decreto
1941/2004). Sin duda, este estatus sanitario les confiere a los productores de queso
artesanal de Canarias una oportunidad estratégica de cara a diferenciar sus
productos en los mercados. Este hecho deberia fomentar la inversibn de mas
recursos al estudio de enfermedades con importantes tasas de presencia en Canarias
y a las que organismos como la O.l.E. consideran con una repercusion importante en
el plano econémico y de salud publica comparables a la de enfermedades como la
brucelosis. De entre estas patologias, una de las mas destacadas es, sin duda, la
fiebre Q (Pascual, 1994; Bolafios y cols., 2003; Bolafios y cols., 2004; Rodriguez y
cols., 2010; Maurin y Raoult, 1999; Marrie, 1990a; Arricau-Bouveri y Rodolakis,
2005).

Como se vera en el desarrollo del capitulo de revision bibliografica de esta
tesis doctoral, la incidencia anual en Canarias de casos de fiebre Q clinica en la
especie humana, es comparable a la de paises como Australia, donde las autoridades
sanitarias han aplicado un plan de lucha y control contra la enfermedad basado en la
vacunacion de profesionales de riesgo (personal de mataderos y ganaderos
principalmente) que, como se vera, ha redundado en la mejora de la salud de estos

colectivos (Pascual, 1994; Bolafos y cols., 2003; Gidding y cols., 2009).

Por otro lado, existen estudios seroldgicos que demuestran que el agente
causal de la fiebre Q est& presente en los rebafios de ganado caprino, ovino y bovino
de Canarias, siendo los niveles de seroprevalencia detectados en el ganado caprino
de Gran Canaria elevados (Pascual, 1994; Rodriguez y cols., 2010). A parte, el
estudio de Berri y colaboradores (2007), relaciona datos de seroprevalencia con los
efectos adversos de la fiebre Q en los indices reproductivos en el ganado caprino.
Uniendo estos datos a la valoracién que se realiza por parte del Instituto Canario de
Estadistica (ISTAC) sobre las producciones de leche y carne de los rumiantes
domésticos de Canarias en general y, prestando especial atencién a las producciones
del subsector caprino, principal especie productora en esta region, se llega a la
conclusién, como se vera en el capitulo de epidemiologia aplicada, de que es muy
probable que las pérdidas anuales causadas por la fiebre Q en el sector ganadero de
este archipiélago se puedan valorar en millones de euros (Berri y cols., 2007;

estadisticas del sector primario del ISTAC). Estos datos justifican la necesidad de
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implantar planes de lucha y control contra la fiebre Q en las poblaciones animales

como el desarrollado con éxito en Eslovenia (Serbezov y cols., 1999).

A ello afladimos que Canarias cuenta con un elevado censo de mascotas
(perros y gatos), especies que pueden actuar como nexo entre las poblaciones de los
rumiantes domésticos (principal reservorio de Coxiella (C.) burnetii) y las poblaciones
humanas (base de datos de ZOOCAN; Marrie, 1990b; Kocianova, 1993). Cada vez
estin mas de moda determinadas actividades de ocio o el fendbmeno de la
especulacién inmobiliaria, que acercan a las poblaciones humanas urbanas, con baja
inmunidad poblacional frente a la fiebre Q, al entorno rural, el cual cuenta con un
grado de contaminacion ambiental por C. burnetii mayor que el entorno urbano
(Hellenbrand y cols., 2001; Escudero Nieto y cols., 2006). La intensificacion de
muchas explotaciones ganaderas (sobre todo de ganado caprino) acaecida en el
archipiélago durante los ultimos 30 afios (Tarasevich, 1987; Capuano y cols., 2001;
Martinov, 2007; Kennerman y cols, 2010), la alta densidad poblacional registrada,
sobre todo en las islas capitalinas, unido a fenédmenos climatoldgicos como la calima
o la formacion de neblinas por parte de los vientos alisios en las islas de mayor
relieve, también pueden favorecer la transmision de enfermedades como la fiebre Q,
cuyo mecanismo de transmision principal es la via aerégena (Babudieri, 1959; Alayo
Arrugaeta, 1986; Garcia y cols., 2001; Tissot-Dupont y cols., 2004; Gelado y cols.,
2005; Alonso-Pérez y cols., 2007). Por ultimo, afiadimos la masiva afluencia de
turistas, muchos de ellos provenientes también de zonas urbanas con escaso
contacto con el agente causal de la fiebre Q (Jensenius y cols., 1997), lo cual hace
que no sea dificil imaginar que podemos tener todos los ingredientes necesarios para

lograr un fendmeno de emergencia de la fiebre Q en el Archipiélago Canario.

De la lectura de esta breve introducciéon, se desprende la importancia de la
aplicaciéon de planes de lucha y control contra la fiebre Q que contribuyan a reducir
las pérdidas originadas por esta enfermedad en las explotaciones ganaderas
afectadas, a la vez que contribuyen a disminuir la contaminacion ambiental por C.
burnetii de las zonas rurales. Todo ello contribuira muy probablemente a disminuir la
incidencia de casos de fiebre Q clinica en las poblaciones humanas de estas zonas,
las cuales, son las mas afectadas por la infeccibn por C. burnetii en Canarias

(Pascual, 1994; Bolafios y cols., 2003).

En este escenario, el contar con herramientas de diagndstico eficaces y de
facil aplicacion, que permitan un analisis rapido y eficaz de un nimero importante de

muestras, no sélo son necesarias para poder realizar estudios de la situacion
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epidemioldgica actual, sino que ademas, son necesarias para evaluar la eficacia de
los planes de lucha y control contra la fiebre Q, una vez éstos sean instaurados.
Técnicas serolégicas como la Inmunofluorescencia Indirecta (I1.F.1.) o el
enzimoinmunoensayo (ELISA) han sido utilizadas con éxito hasta ahora en Canarias
con el fin de detectar anticuerpos contra la enfermedad en estudios epidemioldgicos
realizados en poblaciones animales y humanas y, para confirmar la sospecha de
fiebre Q clinica en la especie humana (Pascual, 1994; Bolafios y cols., 2003; Bolafios
y cols., 2004; Rodriguez y cols., 2010).

Las técnicas serolégicas disefiadas hasta ahora no permiten diferenciar
anticuerpos vacunales de los anticuerpos producidos tras la infecciéon natural. Por
tanto, se precisa de una técnica diagnoéstica que permita su utilizaciéon antes y
durante la aplicacion de un plan de lucha y control contra la enfermedad que incluya
la posibilidad de vacunar contra la fiebre Q, ya que la correcta inmunizacion del
ganado afectado ha demostrado que contribuye a disminuir la eliminacion de C.
burnetii al medio por parte de los animales infectados portadores eliminadores de la
bacteria. Su utilizacion produce una importante interrupcion del ciclo evolutivo de C.
burnetii en un momento crucial en el mismo, por lo que se rompe la estrategia
principal de este microorganismo de cara a su transmisién, que no es otra que la
capacidad de permanecer durante un amplio periodo de tiempo, de forma masiva y
en determinadas épocas del afio en el medio externo al hospedador (Arricau-Bouveri

y cols., 2003; Guatteo y cols., 2008).

Por tanto, las técnicas que permitan la deteccidon del grado de eliminacién de
C. burnetii al medioambiente mediante la deteccion de portadores excretores de la
bacteria al medio, o incluso, mediante el establecimiento de indices de correlacion
entre el niumero de portadores y la presencia de C. burnetii en muestras extraidas
del tanque de refrigeracion de la leche en las granjas problema, pueden ser de gran
utilidad para determinar la eficacia de los planes de lucha y control contra la fiebre Q.
Es aqui donde la trans-PCR a tiempo real, una técnica basada en la amplificacién de
una region de transposicion repetitiva especifica del genoma de C. burnetii, se
muestra como una técnica muy especifica y sensible que, ademas, es facil de aplicar
en el andlisis de un numero elevado de muestras de campo, lo que la convierte en
una técnica de eleccion para estudios epidemiolégicos (Berri y cols., 2000; Arricau-
Bouveri y cols., 2003; Klee y cols., 2006; Barlow y cols., 2007; Rodolakis y cols.,
2007; Guatteo y cols., 2008).
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Por todo lo expuesto, en el presente estudio epidemiolégico nos hemos
propuesto poner a punto y ver las posibilidades de la trans-PCR a tiempo real,

utilizando unos cebadores disefiados para su utilizacién en PCR convencional.

Entendemos que la técnica de la trans-PCR utilizada segun la metodologia
expuesta en el presente estudio puede aportar resultados interesantes de cara a la
aplicacion de la misma en estudios de caréacter epidemioldgico. Por ello, propusimos

los siguientes objetivos:

1. Detectar la presencia de portadores excretores de C. burnetii mediante
una Trans-PCR a tiempo real entre las cabras de un nidmero representativo
de las ganaderias de mas de 100 cabezas existentes en la isla de
Lanzarote, asi como establecer si existe un patron estacional en la

eliminacién de esta bacteria en la leche.

2. Diseflar un método matematico que permita calcular la sensibilidad de la
Trans-PCR a tiempo-real en su aplicacibn con muestras de campo
mediante el ajuste de los datos de ciclo-umbral detectados para las
muestras positivas a un modelo de distribucion de probabilidad conocida,
para proceder posteriormente a calcular la probabilidad de que una
muestra con presencia de C. burnetii no sea detectada (o lo que es lo

mismo, célculo de la tasa de falsos negativos).

3. Detectar posibles factores de riesgo asociados a la presencia de C. burnetii
en muestras de leche de ganado caprino en Lanzarote mediante la

realizacién de una encuesta epidemioldgica.




Revision bibliografica



Revision bibliogréafica Historia y distribucién geografica

2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. HISTORIA Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LA FIEBRE Q

“La diferencia entre el pasado, el presente y el futuro es sélo una ilusién
persistente”

Albert Einstein

El término de fiebre Q proviene del inglés “Q fever o Question fever” y fue
propuesto en 1937 por Edward H. K. Derrick para describir una enfermedad febril de
causa desconocida que se presentaba en los trabajadores del matadero de Brisbane,
Queensland, Australia (Derrick, 1937). En el afio 1935, siendo Derrick director del
laboratorio de Microbiologia y Patologia del Departamento de Salud Publica de
Brisbane fue invitado a investigar un brote epidémico de una enfermedad febril que
se desarrollé entre los trabajadores de un matadero de la zona. Al finalizar el brote,
se decidi6 a seguir estudiando los casos que seguian ocurriendo con cierta
regularidad con el fin de estudiar la presentacion clinica de la enfermedad. Intentd
sin éxito el aislamiento del agente causal de la enfermedad, realizando inoculaciones
en cobayas a partir de muestras obtenidas de pacientes aquejados de la misma. Por
este motivo, llegdé a la conclusidon de que podria tratarse de una enfermedad virica

(Amano y Williams, 1984a).

Posteriormente, Burnet y su colaborador, Freeman, a los que Derrick habia
enviado una serie de muestras para su andlisis, hipotetizaron sobre la posibilidad de
que la enfermedad fuera ocasionada por microorganismos del género Rickettsia.
Estos investigadores lograron reproducir la enfermedad en cobayas, ratones vy
monos. Examinando cortes de bazo tefiidos con hematoxilina-eosina de ratones
infectados experimentalmente, lograron ver al microscopio, vacuolas intracelulares
con material granular en su interior. Al tefiir los cortes con el método de Castafieda o
Giemsa lograron visualizar numerosas formas bacilares que recordaban a las
rickettsias (Burnet y Freeman, 1937). Con estos resultados, Derrick y colaboradores
(1959) estudiaron la epidemiologia de la enfermedad. Sus conclusiones finales fueron
que los animales salvajes eran los reservorios naturales de la infeccién, mientras que
los animales domésticos se comportaban como reservorios secundarios y que la

enfermedad podia ser transmitida por garrapatas.

En 1935, Davis, investigador del laboratorio de las Montafias Rocosas (Rocky

Mountain Laboratory), Estados Unidos, estudiando la ecologia de la fiebre
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exantematica de las Montafias Rocosas se encontré con que al alimentar garrapatas
obtenidas en Nine Mile, Montana, con cobayas, alguno de estos animales
experimentaban un cuadro febril, el cual, no se correspondia con el cuadro tipico de
la fiebre exantematica de las Montafias Rocosas en estos animales (Davis y Cox,
1938). Por otra parte, observaron que la enfermedad podia transmitirse a otros
animales sanos mediante la inoculacion intraperitoneal de sangre extraida de los
animales infectados, y que el agente productor de esta enfermedad no podia crecer

en medios de cultivo axénicos.

Tanto Burnet y Freeman como Cox y Davis, demostraron que el agente causal
Nine Mile era filtrable y tenia propiedades tipicas de los virus y las rickettsias (Cox,
1938; Davis y Cox, 1938). Poco después, en 1938, Cox logro replicar este agente en
huevos embrionados de gallina (Cox y Bell, 1939). En el mismo afio, 1938, tuvo lugar
un acontecimiento decisivo en el estudio de la fiebre Q y de su agente causal. Dyer,
director del Instituto Nacional de Salud de Australia, realizé una estancia en Hamilton
con el fin de comprobar las técnicas que permitian replicar el agente Nine Mile. Tras
su visita, volvio con una infeccion adquirida en el laboratorio de Montana debido a las
manipulaciones del agente Nine Mile. Tras inocular experimentalmente a cobayas con
su sangre infectada, se produjo un cuadro febril en dichos animales, identificAandose
posteriormente, a las supuestas rickettsias a partir de cortes histopatoldgicos de bazo
de los animales infectados. Asimismo, se demostré la existencia de inmunidad
cruzada entre el agente aislado de la sangre de Dyer y el agente Nine Mile (Cox,
1938; Davis y Cox, 1938; Cox y Bell, 1939).

Ahora sélo faltaba establecer el vinculo definitivo entre el agente Nine Mile y el
agente de la fiebre Q en Australia. Para ello, Burnet le envié algunas muestras de
bazo de ratones infectados con el agente productor de la fiebre Q australiana. Dyer,
tras inocular dicho agente en cobayas, demostré que aquellos animales que habian
padecido la enfermedad tras ser inoculados con su sangre (contaminada con el
agente Nine Mile) estaban protegidos contra el agente productor de la fiebre Q. Por
tanto, se lleg6 a la conclusién de que el agente productor de la fiebre Q, el agente
aislado de la sangre de Dyer y el agente Nine Mile eran el mismo microorganismo
(Cox, 1938; Davis y Cox, 1938; Cox y Bell, 1939). Este agente etiolégico recibid
inicialmente el nombre cientifico de Rickettsia burnetii, para posteriormente,

renombrarse como Coxiella burnetii (Skerman y cols., 1980).

Durante la segunda Guerra Mundial, en diversos paises europeos de la franja

mediterranea (lItalia, Francia (Cércega) y Grecia, entre ellos), se produjeron brotes
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epidémicos de fiebre Q tanto en las tropas alemanas, como posteriormente en las de
los aliados. En este caso, la enfermedad se presentaba en forma de un cuadro febril
ocasionalmente neumonico. Curiosamente, las poblaciones de residentes de las
regiones donde surgian estos brotes epidémicos parecian resistir la enfermedad. De
hecho, estas poblaciones residentes contaban con una importante inmunidad
poblacional caracterizada por una fuerte tasa de anticuerpos residuales contra la
infeccion por C. burnetii. Estos datos sugerian que esta enfermedad era endémica en

la cuenca mediterranea (Robbins, 1946; Wenworth, 1955).

En la década de 1950, las técnicas mas utilizadas para obtener un diagndstico
definitivo de la fiebre Q, dada la inespecificidad de sus sintomas, eran el aislamiento
y posterior identificacion del agente causal mediante tincion y/o serologia en
animales inoculados experimentalmente (ratones o cobayas), la fijacion del
complemento, el test de la aglutinacion, el test intradérmico, el test de sensibilizacion
ante las antiglobulinas y el test mediante opsonizacién (Babudieri, 1953; Kaplan y
Bertagna, 1955). En 1955, la Organizacion Mundial de la Salud (O.M.S.) publicé un
informe que indicaba que la fiebre Q estaba presente en 51 paises de los cinco

continentes (Kaplan y Bertagna, 1955).

De estos estudios, llamaba la atencibn como esta enfermedad no era
detectada en paises como Holanda (Wolff y Kouwenaar, 1954), en los paises
escandinavos como Dinamarca, Suecia, Finlandia y Noruega (Rislakki y Aminoff,
1953), ni en Nueva Zelanda, quien sin embargo, importaba ganado de otros paises
bajo la exigencia de una certificacion de estar libre de infeccion mediante
determinacion seroldgica (Salisbury, 1953). Todo ello, a pesar de haberse realizado

una intensa busqueda de la misma.

Sin embargo, la distribucién geogréafica de la fiebre Q en estos paises
considerados libres de la enfermedad ha evolucionado desde la década de los 50
hasta los tiempos actuales. En Holanda se empezaron a detectar sueros positivos
contra C. burnetii en 1968, si bien los primeros casos clinicos de la enfermedad no se
describen hasta 1979. Por tanto, se estima que la enfermedad pudo haber sido
introducida en el pais en algdn momento entre 1958 y 1968. Desde entonces, se ha
observado que la enfermedad estda ampliamente distribuida entre las poblaciones
humanas y de rumiantes del pais, caracterizandose la enfermedad en las poblaciones
humanas por presentarse en etapas tempranas de la vida (Richardus y cols., 1987).
Asimismo, en este pais se ha detectado el brote epidémico con mas casos de fiebre Q

humana de la historia del estudio de esta enfermedad (con un total de 808 casos).
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Dicho brote tuvo lugar en una localidad holandesa donde existe un numero
importante de explotaciones intensivas de ganado caprino, las cuales se consideraron
que fueron la fuente principal de infeccién, debido fundamentalmente, a la utilizacién

del estiércol contaminado de estos animales (Delsing y Kullberg, 2008).

En cuanto a los Paises Escandinavos se refiere, se ha demostrado la presencia
de la enfermedad en estos paises, no s6lo en forma de casos de fiebre Q humana
contraida por ciudadanos durante sus vacaciones 0 estancias en otros paises donde
la enfermedad es endémica, como ha ocurrido en paises como Finlandia y Noruega,
sino que ademas, estudios mas recientes realizados en Dinamarca y Suecia, han
puesto de manifiesto que la enfermedad esta presente tanto en las poblaciones
humanas, como en las poblaciones de rumiantes domésticos y de animales salvajes
(Lumio y cols., 1981; Akesson y cols., 1991; Macellaro y cols., 1993; Werner y cols.,
2003; Bosnjak, 2009; Agger y cols., 2010; Koch y cols., 2010).

Estos cambios en la distribucion mundial de la fiebre Q se pueden deber a
diferentes factores. La mejora de la sensibilidad de las técnicas seroldgicas de
diagndstico de la fiebre Q con la aparicion de técnicas como la inmunofluorescencia
indirecta (IFI) en los afios 60 y el enzimoinmunoensayo o0 ELISA en torno a la década
de los 80s (Lesso y Brezina, 1964; Brezina y Kovacova, 1966; Field y cols., 1983;
Marrie, 1990a; Maurin y Raoult, 1999), no parece explicar por si sola el aumento en
la seroprevalencia en estos paises considerados previamente libres de la
enfermedad. Muy probablemente, han influido los cambios experimentados en los
ultimos 60 afios en cuanto a la movilidad de personas, animales y mercancias, unido
a fendmenos como el cambio climatico, el cual, ha desembocado en procesos como el
calentamiento global, con efectos en la distribucién mundial de artrépodos como las
garrapatas (principal reservorio de la fiebre Q en la naturaleza), que han logrado
colonizar territorios mas septentrionales y de mayor altura en el transcurso de las
ultimas décadas, segun las conclusiones obtenidas en la conferencia internacional

sobre ganaderia y cambio climatico global de mayo de 2008 (Vourc’h y Vial, 2008).

El dnico pais que continta con el estatus de pais libre de la enfermedad es
Nueva Zelanda. Hilbink vy cols. (1993) demostraron con un estudio
seroepidemioldgico que no existian indicios de presencia de fiebre Q en el mismo. La
importacion de ganado en este pais sigue estando sujeta a la presentacion de un

certificado que demuestre seronegatividad frente a esta enfermedad.

En materia de Medicina Preventiva, existen publicaciones sobre el disefio y
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prueba de diferentes tipos de vacunas de aplicaciéon en animales desde finales de la
década de los 80, disefiandose también con posterioridad vacunas de aplicacién en
medicina humana (Kazar y Rehacek, 1987; Aitken, 1989; Williams y cols., 1993). Las
pérdidas econdmicas provocadas por la fiebre Q entre profesionales de riesgo
(ganaderos y trabajadores de matadero) han sido evaluadas en Australia, llevando a
las autoridades sanitarias de este pais a la puesta en marcha de un plan de
prevencién basado en la vacunacién contra la enfermedad en estos colectivos de
riesgo desde el afio 2002, con resultados positivos espectaculares (Gidding y cols.,
2009). Otro ejemplo de resultados satisfactorios tras la instauracién, esta vez, de un
plan de control integral de la fiebre Q, con medidas de prevencion aplicadas al campo
de la Sanidad Animal, lo tenemos en el plan de control de la fiebre Q llevado a cabo

en Eslovaquia (Serbezov y cols., 1999).

En la mayoria de los paises, la fiebre Q no estéa incluida en la lista nacional de
enfermedades de declaracién obligatoria, con lo cual, en muchas ocasiones la
informacién obtenida sobre la epidemiologia de esta enfermedad parte de la
investigacion de diversos brotes epidémicos detectados de la misma, de estudios
seroepidemiolégicos realizados en poblaciones humanas y animales de determinadas
areas, o a través de los datos obtenidos en sus estudios de los laboratorios de salud
publica o bien de los centros de referencia en el estudio de las enfermedades

rickettsiales (Maurin y Raoult, 1999).

En Espafa, la primera evidencia que se tuvo de la existencia de la fiebre Q fue
el aislamiento de C. burnetii a partir de tres especies diferentes de garrapatas
(Hyalomma marginatum, Rhipicephalus bursa y Rhipicephalus sanguineus) recogidas
de animales de Sevilla y Madrid en el afio 1949 (Pérez Gallardo y cols., 1949), siendo
diagnosticada por primera vez en la especie humana en el afio 1950 en Salamanca
(Prada y cols., 1950). Desde entonces, ha sido detectada en multiples regiones de
nuestro pais, si bien, quizas donde ha habido una mayor continuidad en la labor
investigadora sobre esta enfermedad ha sido en el Pais Vasco, donde la fiebre Q es
endémica y cuya presentacién clinica aguda mas frecuente en humana es la

neumonica (Montejo y cols., 1985; Téllez y cols., 1988; Sanzo y cols., 1993).

En Canarias, se tenia conocimiento de la presencia de fiebre Q desde los afios
70 tras el estudio de una serie de casos de fiebre Q de ciudadanos finlandeses que
habian contraido la enfermedad durante su estancia en el Archipiélago Canario y en
otros lugares donde la enfermedad era endémica (Palosuo y cols., 1974). El primer

estudio seroepidemiolégico sobre fiebre Q humana en Canarias se realiz6 en
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Lanzarote en el afio 1986 utilizando la fijacion del complemento (FC) (Pascual y cols.,
1992), siendo el primero de una serie de tres estudios realizados en esta isla entre
1986 y 1991. En el dltimo estudio de esta serie, se detectd una seroprevalencia en la
especie humana del 10,9% mediante FC y del 18,7% mediante inmunofluorescencia
indirecta (IFI). Ademas, verific6 en una muestra representativa de la ganaderia de
caprino de la isla (principal producciéon de rumiantes de la regién), que el 32,7% de

las ganaderias analizadas fueron positivas por IFl (Pascual, 1994).

Trece afios después, se publicd el primer estudio epidemiolégico de fiebre Q
humana en la totalidad del Archipiélago Canario, el cual se realiz6 mediante IFl y
arrojo una seroprevalencia de entre el 21,5% al 35,8% (Bolafos y cols., 2004). En
este afo, otro estudio serolégico basado en la aplicacion del ELISA en el que se
estudiaba una muestra representativa de los ganados caprino, ovino y bovino de la
isla de Gran Canaria, arrojé unos valores de seroprevalencia de 60,4%, 31,7% vy
12,2% respectivamente para las mencionadas especies (Rodriguez y cols., 2010).
Asimismo, decir que en Canarias se han publicado varias revisiones de casos de
fiebre Q clinica en la especie humana, de entre las cuales, la mas reciente se realiz6

sobre la poblaciéon del sureste de Gran Canaria (Bolafos, 2003).

Desde el descubrimiento de la enfermedad por Derrick en el afio 1937, se han
detectado multiples brotes epidémicos que han afectado a poblaciones humanas y
animales de diferentes paises donde la enfermedad es endémica. Ademadas, en
algunos de estos paises se han realizado estudios seroepidemiolégicos orientados a
establecer datos seroprevalenciales tanto en las poblaciones humanas como en las
animales. En el caso concreto de la medicina humana, en muchos paises donde se
estudia la fiebre Q se han establecido datos de incidencia anual de casos de fiebre Q
aguda y se han obtenido datos importantes sobre las tasas de presencia de la fiebre

Q crénica (Maurin y Raoult, 1999; Arricau-Bouvery y Rodolakis, 2005).
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2.2. BACTERIOLOGIA (Coxiella burnetii)

“Si lo que persigues es describir la verdad, hazlo de manera clara y sencilla,
y deja la elegancia para el sastre”

Albert Einstein

2.2.1. TAXONOMIA Y FILOGENIA

La ubicacién taxondmica del género Coxiella ha sido muy debatida (Drancourt
y Raoult, 1994). Clasicamente, se habia incluido a esta bacteria en el orden
Rickettsiales, en la familia Richettsiaceae, y, dentro de ésta, en la tribu Rickettsiae,
conjuntamente con los géneros Richettsia y Rochalimea (Weiss y Moulder, 1984), en
base a sus propiedades de tincién, dependencia de las células del hospedador para su
crecimiento y una asociacién natural cercana con los hospedadores vertebrados y
artropodos. La Unica especie dentro del género Coxiella que se ha descrito era

Coxiella (C.) burnetii.

Tabla 1. Tabla comparativa donde se muestran las caracteristicas diferenciales de los géneros
anteriormente clasificados en la tribu Rickettsiae adaptada de Weiss y Moulder
(1984) y Baca y Paretsky (1983).

Coxiella Richettsia Rochalimea
Capacidad de tincién con el Gram + 0 - - -
Pasa filtros de bacteriologia + - -
Se puede cultivar en ausencia de - - +
células hospedadoras
Crece en el citoplasma o nucleo de la - + -
célula hospedadora
Crece en el fagolisosoma de la célula + - -
hospedadora
Crece en la superficie de la célula - - +
hospedadora
Presencia de una forma similar a + - -
endosporas
Precisa de un artropodo como vector - + +
Alta resistencia a agentes quimicos y + - -
elevadas temperaturas
Optimo Ph 4,5 7,0 7,0
Variacién de fase + - -
G+C Mol% 43 29-33 39

En la actualidad, determinados hallazgos filogenéticos asi como estudios de
secuenciacion del genoma de la cepa Nine Mile en fase I (Seshadri y cols., 2003)
demuestran que C. burnetii pertenece al subgrupo gamma de las proteobacterias, en
tanto los demas microorganismos de la familia Rickettsiae se encuadrarian en el
grupo alfa. Es mas, dentro del subgrupo gamma de las proteobacterias, C. burnetii

ha mostrado tener grandes analogias filogenéticas con el orden Legionellales, y
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dentro de este orden, parece ser que C. burnetii tendria una estrecha relacién con
Legionella pneumophila (un patégeno intracelular facultativo humano) y con
Rickettsiella grylli (un patégeno intracelular de artrépodos). Dichos estudios se
apoyan en el analisis de la secuencia del gen que codifica el ARNr 16S (Weisburg y
cols., 1989) y en el andlisis del genoma en cuanto al tipo de proteinas se obtienen
tras su transcripcion y, concretamente, al estudio filogenético de un grupo de 20

proteinas que cuentan con un gran valor conservativo (Roux y cols., 1997).

Esquema de la clasificacion taxondmica del Orden Legionellales:

> Orden Legionellales

o] Familia Coxiellaceae
. Aquicella
. Coxiella
. Rickettsiella

o] Familia Legionellaceae
. Fluoribacter
. Legionella
. Tatlockia

Tabla 2. Clasificacion taxondmica actual de C. burnetii.

CLASIFICACION CIENTIFICA de Coxiella burnetii
Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Clase: Gamma Proteobacteria
Orden: Legionellales
Familia: Coxiellaceae
Género: Coxiella
Especie: C. burnetii

Actualmente, se considera que el género Coxiella incluye a una Unica especie,
C. burnetii. Sin embargo, en el afio 2000, Tan y Owens aislaron de cangrejos de rio
infectados de una enfermedad que produjo una alta mortalidad, microorganismos
cuyo gen 16S ARNr tiene un 95,6% de homologia con C. burnetii y propusieron
nombrarla C. cheraxi. De igual forma Woc-Colburn y cols. (2008) detectaron en loros
de cabeza azul con signos clinicos, microorganismos del Género Coxiella y después

de analizar los resultados creen que se trata de una nueva especie.
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En la siguiente figura (Fig. 1) se muestra un arbol filogenético construido utilizando
secuencias del gen 16S ARNr mostrando la relacion del microorganismo TO-98,
nombrado provisionalmente como C. cheraxi (Tan y Owens, 2000) con otros
miembros de las Proteobacterias, Spirochaetes (Leptospira interrogans y Borrelia
burgdoferi) y Chlamydiae (Chlamydia trachomatis y Chlamydia abortus) (Cooper y
cols., 2007).

Figura 1. Dendograma de C. burnetii (Cooper y cols, 2007).
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Por otro lado, se ha detectado la presencia de microorganismos simbiontes en
garrapatas, cuya secuencia del gen 16S del ARNr esta también muy relacionada con
la de C. burnetii. La forma vegetativa de C. burnetii es estructuralmente similar a la
de los simbiontes, por lo que es dificil su diferenciacion en base a la morfologia (Noda

y cols., 1997). Los simbiontes que tienen una asociacion con sus hospedadores tan
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intima que se considera que es beneficiosa para ambos, se conocen como
endosimbiontes. En la mayoria de las garrapatas se han encontrado estos
microorganismos que se transmiten transovaricamente (Noda y cols., 1997). Noda y
cols. (1997) consideraron a Coxiella sp. como una forma de C. burnetii que
evoluciond a endosimbionte de garrapata. Este paso se lleva a cabo entre otras cosas
mediante la reduccion de su genoma (Gil y cols., 2004), siendo el genoma reducido
una caracteristica comdn a los endosimbiontes obligados de invertebrados (Moran y
Wernegreen, 2000). También se ha especulado que los endosimbiontes eran
originalmente patdgenos de animales adquiridos por las garrapatas durante su
alimentacién sobre un hospedador bacteriémico y consideran que el potencial de los
endosimbiontes de garrapatas de emerger (o reemerger) bajo condiciones naturales

queda por ser determinada (Noda y cols., 1997).

Tabla 3. Relacion de especies de Coxiella endosimbiontes y sus huéspedes.

Coxiella Hospedador Referencia

Coxiella sp. Garrapatas Noda y cols., 1997
(Ornithodoros moubata)
(Rhipicephalus sanguineus)

(Haemaphysalis longicornis)

Coxiella sp. Garrapata de perro Bernasconi y cols., 2002
(Rhipicephalus sanguineus)

(Rhipicephalus turanicus)

Coxiella sp. Garrapata Mediannikov y cols., 2003
“cenerentola” (Haemaphysalis concinnae)
Coxiella sp. Garrapata Lee y cols., 2004

(Haemaphysalis longicornis)

Coxiella sp. Garrapata de pelicano Reeves y cols., 2005

(Carios capensis)

Coxiella sp. Garrapata Jasinskas y cols., 2007

(Amblyomma americanum)

Coxiella sp.* Garrapata de aves Reeves, 2008

(Argas monolakensis)

* gueda por determinar si se trata de un endosimbionte (Reeves, 2008).

La siguiente figura (Fig. 2) ha sido obtenida del articulo de Jasinskas y cols.
(2007) y muestra un dendograma de las secuencias parciales del gen 16S de ARNr
de Amblyomma americanum endosimbionte y otras y-proteobacterias seleccionadas:

C. burnetii, Haemaphysalis longicornis endosimbionte, Rhipicephalus sanguineus
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endosimbionte, Ornithodoros moubata endosimbionte, un dinoflagelado
marino endosimbionte, Rickettsiella grylli, Rickettsiella sp. de Ixodes woodi, un
endosimbionte de protozoo Aquicella siphonis, Legionella pneumophila, Legionella

anisa, Methylococcus capsulatus, y Escherichia coli K-12.

Figura 2. Dendograma de C. burnetii (Jasinskas y cols., 2007).
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2.2.2. CARACTERISTICAS GENERALES

El nombre de C. burnetii (Skerman y cols., 1980), fue puesto en honor a los
cientificos Cox y Burnet por su contribuciéon al conocimiento de la fiebre Q. Se trata
de una pequefia bacteria, parasito intracelular obligado, no capsulada, inmoévil y muy
pleomoérfica. Su aspecto varia entre coco y bacilar, y sus dimensiones oscilan entre
0,4 y 1 micra de largo, y 0,2 y 0,4 micras de ancho (Baca y Paretsky, 1983; Weiss y
Moulder, 1984).

Ha desarrollado una estrategia Unica que le permite la multiplicacion vy
supervivencia en los fagolisosomas de las células hospedadoras eucariotas (Seshadri
y Samuel, 2001), normalmente fagocitos (Moore y cols., 1991). Dentro de éstos la
célula hospedadora mas usual son los macréfagos (Tissot-Dupont y Raoult, 2008).
Para ello, su metabolismo esta adaptado para crecer en el interior de estos organulos
y prolifera en ellos hasta formar vacuolas que se expanden y acaban desplazando

periféricamente al nucleo de la célula huésped (Baca y Paretsky, 1983).
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El ciclo de vida de C. burnetii no estd completamente caracterizado, pero tiene
al menos dos participantes distintos que varian tanto morfolégica como
fisioldgicamente (Seshadri y Samuel, 2001), similar a lo que ocurre en la Familia
Chlamydiae (Hackstadt, 1998). Estas serian las variantes celulares grandes (LCV) y
las pequenas (SCV), considerandose éstas Ultimas una especie de endospora (Weiss
y Moulder, 1984). Por otro lado, Seshadri y Samuel (2001) propusieron un modelo
del desarrollo de C. burnetii donde se especula que la LCV y la SCV funcionan como
una fase logaritmica y estacionaria, respectivamente. También se ha descrito una
tercera variante conocida como la variante celular pequefia y densa (SDC) (McCaul y
cols., 1981; La Scola y Raoult, 2001).

Ademas, C. burnetii sufre variacion de fase similar a la variacion lisa/rugosa
de algunas bacterias Gram negativas (Weiss y Moulder, 1984). En la naturaleza y en
los animales de laboratorio, C. burnetii existe mayoritariamente con un fenotipo
denominado fase I. La fase II es una forma relativamente avirulenta que se puede
obtener en pureza tras repetidos pases de los microorganismos por huevos
embrionados o cultivo celular. Esta variacidén esta relacionada con cambios en la capa
de lipopolisacaridos (LPS) (Woldehiwet, 2004). Este fendmeno serd explicado mas

adelante en mayor profundidad.

La replicacion de C. burnetii se realiza por fision binaria, a juzgar por los
estudios ultraestructurales realizados. Ocasionalmente, se ha podido apreciar esta
bacteria formando cadenas, lo cual es una evidencia adicional de la existencia de este

tipo de replicacion (Baca y Paretsky, 1983).

Este microorganismo se puede teiiir con los métodos de Giemsa, Machiavello,
Giménez y Stamp (Alayo Arrugaeta, 1986). En cuanto a la tincion de Gram, puede
comportarse como un germen Gram-positivo o Gram-negativo en funcién de la
técnica empleada. Asi, si se utiliza como mordiente el alcohol etilico/yodo puede
aparecer como gram-positiva (Gimenez, 1965). No obstante, estudios
ultraestructurales evidencian, como veremos mas adelante, que esta bacteria es
morfolégicamente mas cercana a los microorganismos gram-negativos (Burton vy
cols., 1975). Otros métodos de visualizacion son la inmunofluorescencia y la técnica

de la inmunoperoxidasa (Baumgartner y cols., 1988; Drancourt y Raoult, 1994).

C. burnetii posee una pared celular que se asemeja a la que presentan las
bacterias Gram negativas (Burton y cols., 1975; Baca y Paretsky, 1983), con dos

membranas, una interior y otra exterior, y una tercera capa electrodensa en el
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medio, adherida a la cara interna de la membrana exterior. Esta capa
electrodensa esta compuesta por peptidoglicanos, aunque en el caso de esta bacteria
parece ser resistente a la accién de la lisozima (Burton y cols., 1975). En la
membrana exterior estarian emplazados los determinantes antigénicos
condicionantes de la variacion de fase de este microorganismo. Aparte, posee
ribosomas similares a los de un procariota convencional y puede sintetizar proteinas
(Baca y Paretsky, 1983).

2.2.3. GENOMA

El genoma de C. burnetii tiene un peso molecular medio de unos 1,04 x 10°
daltons (Myers y cols., 1980) y esta compuesto por una media de 1600 kilo pares de
bases (kpb) (Mallavia, 1991), similar al de las bacterias pertenecientes a la familia
Rickettsiae, pero con una proporcién citosina/guanina en su ADN diferente a la
presente en el genoma de los microorganismos pertenecientes a la citada familia.
Asimismo, hay que decir que existen variaciones en el tamafio del genoma de los
diferentes aislamientos realizados hasta al momento con respecto a C. burnetii. Asi
por ejemplo, el tamafo de la cepa Nine Mile en fase I es de aproximadamente 2,1
Mpb (el genoma cromosomico contaria con 1.195.275 pb y el genoma del plasmido
QpH1 tendria unos 37.393 pb), pero en general, el genoma de las diferentes cepas

pertenecientes a este género tienen un tamafo situado entre 1,5y 2,4 Mpb.

El genoma de C. burnetii, al contrario de lo que se pensaba tras una serie de
estudios iniciales, no es lineal (como proponian Willen y cols., 1998) sino circular
(Seshadri y cols., 2003). Ademas, tras la secuenciacién del genoma del aislamiento
Nine Mile RSA493, se sabe que este genoma codifica un nimero aproximado de
2.134 genes, de los cuales, 719 (el 33,7%) corresponden a proteinas hipotéticas que
no tienen similitud con ninguna proteina secuenciada hasta el momento, lo cual
significa una alta proporcion de genoma no viable para la transduccion si lo
comparamos con otras bacterias pertenecientes al grupo de las gamma-

proteobacterias (Seshadri y cols., 2003).

Ademas de la secuenciaciéon completa de la cepa Nine Mile RSA493, se ha
realizado secuenciaciones completas de los genomas de las cepas K (Q154) vy G
(Q212) aisladas a partir de casos de endocarditis por fiebre Q crénica en humana y
de la cepa atenuada Dugway (5J108-111), aislada a partir de un roedor (Beare y
cols., 2008). En la comparacion que se establece en dicho estudio con el genoma

previamente secuenciado de la capa Nine Mile RSA493, se llega a la conclusién de
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que caracteristicas del genoma de las diferentes cepas de Coxiella burnetii
secuenciadas hasta ahora como la presencia de numerosas secuencias de insercién,
de reordenamientos en el genoma o la presencia de pseudogenes coinciden con una
estructura del genoma tipica de otras especies de bacterias patdégenas que han
emergido a partir de especies bacterianas no patdégenas que contaban con una
amplia distribucidon en la naturaleza, ocupando un alta variedad de nichos (Beare y
cols., 2006).

Por otra parte, se ha identificado una endonucleasa en el genoma de la cepa
Nine Mile de C. burnetii cuyo funcionamiento es muy similar a las endonucleasas
intron asociadas al ARNr encontradas para determinados organulos de organismos
eucariotas unicelulares, no habiendo sido encontrado este tipo de endonucleasas en
el genoma de la mayor parte del resto de organismos procariotas ni en el genoma
nuclear de las células eucariotas. Esto hace pensar que un antecesor comun de C.
burnetii (gamma-proteobacteria), de las mitocondrias (alfa-proteobacterias) y de los
cloroplastos (cyanobacteria) tuviera codificada este tipo de endonucleasa en su
genoma y que tras numerosas generaciones este gen se perdio. Otra posibilidad,
menos probable, consiste en la hipdtesis de que alguno de estos linajes recibié dicho
gen mediante un fendmeno de transferencia horizontal. Esta ultima hipétesis se
sustenta en el hecho de que dicho gen esta situado en una regidon movil o susceptible
de ser transferida lateralmente, pero en la actualidad no se tienen datos que
demuestren esta posibilidad (Afseth y Mallavia, 1995; Belfort y Roberts, 1997).

En principio y a la luz de las primeras investigaciones basadas en la
realizacion de pruebas de hibridacion ADN-ADN a diferentes aislamientos de C.
burnetii obtenidos de diferentes localizaciones geograficas, se pensaba que existia un
grado de heterogeneidad bajo (Vodkin y cols., 1986). En este sentido, cuando 38
aislamientos de C. burnetii fueron sometidos a analisis de polimorfismo en la longitud
de fragmentos de restriccion (RFLP) se credé una clasificacion que contaba con 6
grupos gendmicos (del I al VI) (Hendrix y cols., 1991). Analisis gendmicos
posteriores utilizando las enzimas de restriccidon especificas Notl y Sfil y sometiendo
a los fragmentos de restriccion resultantes a la electroforesis en gel de campo
pulsante (PFGE), dieron como resultado la existencia de 4 grupos gendmicos que se
correspondian con los grupos I, IV, V y VI anteriormente citados (Heinzen y cols.,
1990). Finalmente, y tras el analisis de un total de 80 aislamientos de C. burnetii
realizados en diferentes regiones del mundo utilizando la enzima Notl y la técnica
PFGE, fueron observados 16 grupos de restriccion adicionales (Thiele y cols., 1993;
Willems y cols., 1996).
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Tabla 4. Caracteristicas generales del genoma de C. burnetii Nine Mile RSA493
(Seshadri y cols., 2003).

CROMOSOMA PLASMIDO QpH1

Tamafio (pb) 1.995.2 37.393
75
Contenido G + C (%) 42,6 39,3
o Similares a proteinas conocidas 1.022 11
cC ..
T35 Similares a proteinas conocidas 179 5
[<B secuenciadas previamente a las
g\g que no se han atribuido funcién
S c Hipotéticas proteinas 200 1
50 conservativas*
o0
o § Proteinas hipotéticas** 693 23
s g Suma total 2.094 40
n x
Qo Media del tamafio de los OFR (pb) 849 736
(]
&) Secuenciado (%) 89,10 78,80
ARNr 3 0
=
o ARNt 42 0

*Poseen secuencias similares a la transduccién de otros OFR conocidos, pero no cuentan con
una evidencia experimental de expresion proteica.
**Proteinas hipotéticas que no cuentan con similitud alguna con otras proteinas secuenciadas.

Posteriormente se desarrollé otra clasificacion, basada en el uso de esta
metodologia (NotI y PFGE), que incluye aislamientos de diferentes origenes,
incluyendo cabras, ovejas y humanos con fiebre Q aguda y crdnica. La clasificacion
resultante muestra que la mayoria de los aislamientos realizados en Francia forman
una agrupacion separada de los aislamientos realizados en Rusia. El resto de
aislamientos analizados forman parte de una agrupacién mayor, que se caracteriza
por las largas distancias genéticas existentes. De este modo, se logré observar un
alto grado de heterogeneidad entre la totalidad de los patrones gendmicos derivados
de la RFLP obtenidos para C. burnetii, un resultado insospechado por otra parte. Las
redistribuciones observadas en estos fragmentos de restriccion se corresponden con
reordenamientos significativos del cromosoma como translocaciones, inversiones,

inserciones o delecciones (Thiele y cols., 1993; Willems y cols., 1996).

Muchas cepas de C. burnetii cuentan con plasmidos y las cepas que no los
poseen, tienen secuencias homélogas de ADN integradas en su genoma, por lo que
se supone que los plasmidos o estas secuencias integradas son imprescindibles para
la supervivencia de este microorganismo (Mallavia, 1991). Dichos plasmidos tendrian
un tamafio aproximado comprendido entre 36 y 42 kb, y sus funciones son

actualmente desconocidas. El primer plasmido que se describié fue el denominado
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QpH1 (de 36 kb, del cual se suelen encontrar entre 1 y 3 copias por célula) (Samuel
y cols., 1983). La secuencia nucleotidica de este plasmido ya ha sido determinada
(Thiele y Willems, 1994). Y ha sido identificado en el genoma de las cepas de Coxiella
gue integran los grupos I, II y III. Posteriormente, se hallo la presencia de un nuevo
tipo de plasmido presente en el grupo genémico IV (Mallavia, 1991). A este plasmido
se le conoce como QpRS, y fue encontrado en la cepa C. burnetii Priscilla, aislada de
muestras que provenian de fetos abortados de ganado caprino. El mismo plasmido
fue encontrado a su vez, en muestras aisladas de casos de endocarditis por fiebre Q
en la especie humana, siendo todas las cepas aisladas en este caso también
pertenecientes al grupo IV. Un tercer plasmido, de 42 kb, al que se conoce como
QpDG, fue hallado posteriormente en aislamientos de C. burnetii pertenecientes al
grupo VI, que provenian de roedores salvajes (Mallavia, 1991). No obstante, en
aislamientos de cepas de C. burnetii que carecian de plasmidos se pudo observar que
poseian secuencias homoélogas al plasmido QpRS en su ADN cromosémico (Savinelli
y Mallavia, 1990). Estas secuencias homodlogas integradas en el cromosoma de estas
bacterias han sido también secuenciadas y clonadas (Willems y cols., 1996). Dichas
secuencias fueron halladas en bacterias pertenecientes al grupo V. Mas
recientemente, se demostrd la existencia de un nuevo plasmido de 33 kb en un
aislamiento realizado en Francia a partir de un caso de endocarditis humana, y fue
nombrado por Valkova y Kazar (1995) como QpDV. Todos estos plasmidos tienen
una region de 30 kb (Mallavia y cols., 1991), que es especifica para cada tipo de
pladsmido y que ya han sido caracterizadas (Minnick y cols., 1990; Minnick y cols.,
1990b).

Parece ser que estas diferencias en el genoma existentes entre los
aislamientos de los diferentes grupos gendmicos citados, estarian relacionadas con la
patogenicidad de esta bacteria, lo cual, a su vez, podria venir determinado por la
posesion de diferentes plasmidos. Asi, los grupos gendémicos I, II, III, aislados de
garrapatas y animales, y que poseen el plasmido QpH1, causarian fiebre Q aguda en
humanos, en tanto que las cepas englobadas en los grupos IV y V, corresponderian a
casos asociados a endocarditis y abortos en ovino y caprino. El grupo VI ha sido
encontrado en roedores silvestres del estado de Utah (E.E.U.U.) y por ahora se
desconoce su virulencia (Heinzen y cols., 1990; Hendrix y cols., 1991). Reuniendo
estos datos se ha planteado una clasificacién por grupos gendmicos de las diferentes
cepas de C. burnetii, vinculdndolas, provisionalmente, a formas especificas de
enfermedad humana segln la diversa dotacidn plasmidica. Esta clasificacion se

expone en la siguiente tabla.
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Tabla 5. Relacion entre la dotacién gendmica de diferentes aislamientos de C.
burnetii y las manifestaciones clinicas encontradas (Pascual, 1994).

GRUPO NOMBRE DEL CEPA DE ENFERMEDAD PLASMIDO
GENOMICO GRUPO REFERENCIA HUMANA NOMBRE Kb

I HAMILTON Nine Mile AGUDA QpH1 36
II VACCA Henzerling AGUDA QpH1 36
I1I RASCHE Koka AGUDA QpH1 | 36
v BIOTZERE Priscila CRONICA QpRS 39
Y, CORAZON S, Ko CRONICA - -

VI DOD - - QpDG 51
VII - - CRONICA QpDV 33

Si bien, esta teoria que insinla la existencia de una relacion entre la
patogenia y la dotacidon gendmica de las diferentes cepas de Coxiella burnetii ha sido
puesta en duda en varios trabajos (Stein y Raoult, 1993; Thiele y Willems, 1994). De
hecho, hay investigaciones que sugieren que los factores de predisposicion a la
enfermedad por parte de los hospedadores serian de mayor importancia que la
variabilidad genética existente entre los diferentes aislamientos de C. burnetii a la
hora de producir cuadros de fiebre Q aguda o crénica en humanos. Estudios recientes
basados en experimentaciéon animal con roedores relacionan la variacién del LPS y la
variacion plasmidica existente entre diferentes cepas con las diferencias en las
manifestaciones clinicas presentes durante la infeccion aguda (Glazunoba y cols.,
2005; Stein y cols., 2005; Beare y cols., 2006).

En un analisis comparativo con otros patégenos intracelulares, Rickettsia,
Chlamydia y Mycobacterium leprae, se puede apreciar que éstos comparten
determinadas caracteristicas como son un reducido metabolismo, asi como una
reducida capacidad de transporte de sustancias y la ausencia de elementos moviles
en el genoma. A pesar de que C. burnetii presenta un ciclo vital y unas estrategias
parasitarias similares, en parte, a estas bacterias, su genoma difiere
considerablemente. Particularmente, difiere en la presencia de elementos moviles en
el genoma, en la extensidon de regiones del genoma susceptibles de reduccion,
ademas de diferir en las capacidades metabdlicas y de transporte de sustancias.
Logicamente, el nicho donde C. burnetii realiza gran parte de su ciclo vital (el interior
de los fagolisosomas) es diferente al medio donde se desarrollan las otras bacterias
nombradas anteriormente. Esto hace que el genoma de C. burnetii presente una

serie de diferencias claras con respecto a dichas bacterias:
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A. Secuencias de inserciéon: El genoma de otros parasitos intracelulares se
caracteriza por la escasa presencia de secuencias de insercién (Stephens y cols.,
1998; Tamas y cols, 2002). Esto puede ser debido a la escasa posibilidad de estas
bacterias de realizar procesos de transferencia de genes y contrasta con el genoma
de C. burnetii, el cual cuenta con 29 secuencias de insercion de las cuales 21
pertenecen a un Unico tipo de secuencia de insercidon 1S1111 (Houver, 1992), cinco a
la IS30 y tres son de la familia de elementos 1SAs1. Por otra parte, cuenta con tres
genes de transposicion degenerados de linaje desconocido. Los genes de
transposicion cuentan con una secuencia de ADN idéntica en mas de un 99 % a la
totalidad del grupo, lo cual sugiere la reciente introduccion y extension de cada uno
de estos elementos de insercion en el genoma o una homogenizacién de los genomas
del grupo debido a una evolucidon concertada como ocurre en el caso de los genes

relacionados con el ARNr (Liao, 2000).

En C. burnetii, estas secuencias de insercién estan dispersas por el genoma vy
no se encuentran en regiones préximas o relacionadas entre si, ni tampoco se
pueden encontrar en los plasmidos. Aunque esto es una evidencia de que las mismas
pueden haber sido recientemente introducidas en su genoma, en algunos casos
elementos idénticos de insercion rodean grupos de genes que conforman las
denominadas “islas de patogenicidad” (Hacker y cols., 1997). Estas islas de
patogenicidad potenciales estarian flanqueadas por las secuencias de insercién
1S1111 (concretamente, las secuencias CBU1208 y CBU1186). Esta regién incluye
una secuencia que codifica para una supuesta proteina que transportaria multiples
sustancias (secuencia CBU1208), otra que codificaria para una reductasa de
esteroles (CBU1206), y otras secuencias que codifican para multitud de proteinas

hipotéticas.
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Figura 3. Dendograma de C. burnetii atendiendo a los diversos grupos
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B. Regiones del genoma susceptibles de sufrir un proceso de
reduccion: El analisis del genoma de C. burnetii muestra la presencia de 83
“pseudogenes” (genes interrumpidos por una o mas translocaciones y/o mutaciones
puntuales o, en algunos casos, fragmentos truncados) que sugieren la posibilidad de
reduccion del genoma en determinadas regiones. La evolucién hacia la reduccion del
genoma es un fendmeno comuin en muchos parasitos intracelulares. Este proceso
consiste en que genes que tienen funciones importantes para la supervivencia del
microorganismo acumulan mutaciones y desaparecen eventualmente de la poblacion
bacteriana debido a que no sufren una presion selectiva importante en el medio en el
que se desarrollan (por ejemplo, el nicho del organismo en el que se desarrollan ha
cambiado y es mas permisivo) o bien porque un fendémeno ligado a nivel de poblacién
de estos microorganismos conduce a inhabilitar el mantenimiento de determinados
genes ante un proceso de seleccién débil (como lo sugerido en el modelo de Miiller
sobre las ventajas evolutivas de la recombinacion) (Haigh, 1978). Como muchos de
los pseudogenes son interrumpidos por una simple translocacion, esto hace pensar
que son de origen reciente (como se ha sugerido para microorganismos como
Salmonella typhimurium) (McClelland y cols., 2001). Ademas, si comparamos el
genoma de C. burnetii con el de otras bacterias que poseen amplias regiones
susceptibles de reduccion, tales como Rickettsia prowazekii y Mycobacterium leprae,
vemos que el porcentaje del genoma de C. burnetii que tiene capacidad para
codificar correctamente es del 89,1 % frente a aproximadamente el 76 % de estos
otros microorganismos, lo cual hace pensar que el proceso de reduccion gendmica es
un fendmeno reciente en la evolucion de este microorganismo o bien que no es tan

certero como ocurre en otras especies.

Los pseudogenes estan siempre presentes en determinadas caracteristicas y
roles de la bacteria (por ejemplo, en la produccion de toxinas y capacidad de
resistencia, transporte de sustancias, etc...), sugiriendo que la eliminacion de las
funciones de la bacteria ligadas a dichas regiones del genoma no revisten gran
importancia para el desarrollo de su ciclo vital en determinadas condiciones. Cabe
resaltar la existencia de translocaciones en regiones relacionadas con determinadas
B-lactamasas, relacionadas éstas a su vez con la resistencia a antibidticos B-
lactamicos. En el caso concreto del aislamiento Nine Mile de C. burnetii se ha podido
apreciar que es sensible a muchos antibidticos, existiendo otros aislamientos
relacionados con casos cronicos de fiebre Q que presentan una mayor resistencia a

estas drogas (Yeaman y Baca, 1990).
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C. Transporte de sustancias y metabolismo. El contenido en
informacidn genética relativa a transportadores de sustancias, refleja ampliamente el
nicho extremo en el que se desarrolla C. burnetii durante su ciclo intracelular en el
interior de los fagolisosomas. Se han encontrado secuencias que posibilitan la sintesis
de cuatro transportadores intercambiadores ion sodio-proton (CBU1590, CBU1259,
CBU0459 y CBU 1582-CBU1588) que, probablemente, jueguen un papel importante
en el control del pH necesario para preservar la homeostasis y la supervivencia en el
interior de los fagolisosomas, donde hay que convivir con un pH acido extremo.
Igualmente, se han podido identificar las secuencias que codifican para tres canales
mecanosensitivos de iones y de tres transportadores necesarios para proteger a esta
bacteria del fuerte estrés osmoético. Mas de una cuarta parte de los transportadores
en C. burnetii son sistemas orientados al transporte de este tipo de sustancias. Una
de las funciones de estas bombas para el flujo de sustancias seria la de actuar como
un mecanismo de defensa ante la produccion de antimicrobianos por parte del
hospedador en el interior de los fagolisosomas y una amplia proporcion de los
mismos son comunes para muchas proteobacterias. También pueden tener una
funcién asociada a la excrecion de metabolitos secundarios, ya que, la mayoria de los
genes que son necesarios para la biosintesis de estos metabolitos estan codificados
en el genoma de C. burnetii; mas, muchos de estos genes son pseudogenes
(Seshadri y cols., 2003).

C. burnetii posee una mayor capacidad de transporte para nutrientes
organicos que otras bacterias como las chlamydias y rickettsias. Estas capacidades
estan limitadas si las comparamos con aquellas que puede mostrar la bacteria
cuando se encuentra desarrollando su ciclo vital fuera del hospedador. Curiosamente,
tan solo dos sistemas de transporte de azucares han sido identificados: sistemas
proton-controlados para la xilosa (CBU0347) y para la glucosa (CBU0265). La
presencia de 15 transportadores de aminoacidos y de tres para péptidos sugiere que
ésta puede ser la via dominante para la entrada de compuestos organicos para C.
burnetii, estando esto en concordancia con lo que exige el medio interno de los
fagolisosomas. Otra diferencia entre C. burnetii y las bacterias pertenecientes a
especies de rickettsias y chlamydias es que C. burnetii no tiene ningln sistema
intercambiador de ATP/ADP que funcione como un mecanismo que le permita a esta
bacteria obtener energia en forma de ATP a partir de su hospedador (Zomorodipour y
Andersson, 1999), hallazgo confirmado por los resultados de ensayos experimentales
sobre este tema que se habian desarrollado con anterioridad (Miller y Thompson,
2002).
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Asimismo, esta bacteria posee una mayor capacidad de biosintesis que otras
bacterias de ciclo intracelular, que han reducido esta capacidad como resultado de
una adaptacion y ello se acompafa, por tanto, de un incremento de la dependencia
con respecto a los sustratos obtenidos del hospedador (Andersson y Kurland, 1998).
C. burnetii posee las enzimas para la glucolisis, la ruta de Entner-Doudoroff, el
transporte electrdénico, la ruta de Embden-Meyerhof-Parnas, la gluconeogénesis, la
ruta de la fosfato-pentosa y el ciclo del acido tricarboxilico (ATC). Por el contrario, el
ciclo del glioxilato (presente en bacterias como E. coli) no lo encontramos entre las
capacidades metabdlicas de C. burnetii, siendo probablemente debido a la capacidad
bien desarrollada de esta bacteria para adquirir aminoacidos del medio (Seshadri y
cols., 2003).

Por su parte, las rutas para la sintesis de purinas y pirimidinas, asi como las
necesarias para la creacion de los fosfolipidos, los acidos grasos y los cofactores
(como la biotina y el acido félico) han sido también encontradas para C. burnetii. La
ruta del gliceroaldehido-3-fosfato (GAP) piruvato para la sintesis de isopentil difosfato
(IPP) descrita para la mayoria de las bacterias Gram-negativas no la encontramos en
el caso de C. burnetii, lo que sugiere que la sintesis de IPP es llevada a cabo por esta
bacteria utilizando Unicamente la ruta del mevalonato como es tipico en las bacterias

Gram-positivas y las arqueas (Seshadri y cols., 2003).

Las caracteristicas anabolicas de C. burnetii no estan del todo claras ya que,
como se ha estudiado previamente, deberian ser auxoétrofas para 11 aminoacidos. No
obstante, estudiando el genoma se ha encontrado que varias de las rutas precisas
para la sintesis de estos aminodacidos estan ausentes en su totalidad y en el resto de
rutas, faltan las secuencias necesarias para codificar determinados enzimas claves
para las mismas. Se cree que, probablemente, la presencia de transportadores de
aminoacidos compense estas deficiencias, logrando adquirir estos aminoacidos del
hospedador (Seshadri y cols., 2003).

Resulta de interés la supuesta convergencia evolutiva de C. burnetii y, de
especies de clamidia y de rickettsias en cuanto a la reduccidon parcial de
determinados pasos enzimaticos en la biosintesis del triptéfano y la lisina, lo que
sugiere que C. burnetii es auxdétrofa para la lisina. El triptéfano es sintetizado a partir
de metabolitos intermediarios obtenidos a partir del hospedador, como ocurre en el
caso de la familia Chlamidae (Fehlner-Gardnier y cols., 2002; Xie y cols., 2002). La
capacidad de las clamidias para adquirir estos metabolitos intermedios a partir del

hospedador (liberando estos metabolitos aprovechando la degradacion del triptofano
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inducida por el sistema de defensa y-interferén del hospedador) y la
subsecuente reutilizacion de estos metabolitos para la sintesis de triptéfano esta
considerada como una estrategia evolutiva que aumenta la virulencia de este tipo de

patdégenos (Xie y cols., 2002).

El analisis del genoma de C. burnetii revela la existencia de rutas para la
utilizacién de algunos azucares (glucosa, galactosa y xilosa) y glicerol (no habiéndose
identificado ningun transportador para importar glicerol desde el medio externo). El
contenido de las vacuolas parasitadas por esta bacteria no esta bien definido: como
es légico, se sabe que en los fagolisosomas existen varios enzimas que intervienen
en la degradacion de los polisacaridos (Barret, 1984), y como consecuencia de esto,
el medio interno de los fagolisosomas es rico en azucares libres. A su vez, no se
entiende muy bien como C. burnetii, siendo una bacteria con una fuerte habilidad
para sobrevivir en el medio extracelular (por largos periodos de tiempo), no dispone
de rutas metabdlicas para la sintesis de sustancias de almacenamiento como el

glucdgeno, la trealosa o el polihidroxibutirato (Seshadri y cols., 2003).

C. burnetii posee en su genoma cierto niumero de genes que son similares a
determinados genes eucariotas, que sin embargo, no han podido ser identificados en
otros genomas procariotas ya secuenciados, como es el caso del gen que codifica
para una desaturasa (CBU0920) que ha de jugar un papel importante en la sintesis
de diversos acidos grasos saturados e insaturados. También se han podido identificar
los genes que secuencian para dos esterol reductasas (CBU1206 y CBU1158)
relacionadas con la sintesis del colesterol en organismos eucariotas. De hecho, en un
estudio reciente (Moliner y cols., 2009), se ha logrado secuenciar un gen que codifica
para una esterol reductasa (la delta-7-reductasa) a partir del genoma de la para una
esterol reductasa (la delta-7-reductasa) a partir del genoma de la Legionella (L.)
drancourtii (una especie descubierta recientemente y que parasita amebas). Los
autores de este trabajo han hipotetizado sobre la posibilidad de que dicho gen, de
origen eucariota, haya sido transmitido horizontalmente, siendo la hipotesis evolutiva
mas logica, que el primer procariota en adquirirlo fuera un ancestro de las clamidias
(parasito vegetal) que, posteriormente, lo transmitiria a las amebas y éstas a su vez,
lo transmitirian horizontalmente a bacterias parasitas de amebas como L. drancourtii

0 a C. burnetii (Moliner y cols., 2009).

Sin embargo, la ausencia de otros enzimas relacionados con la sintesis del
colesterol hace pensar que los mencionados enzimas no participan en la sintesis de

esta molécula. Es mas probable, sin embargo, que estas esterol reductasas
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participen en la conversibn de metabolitos tomados del medio externo,
concretamente del hospedador, siendo razonable que participen en el tropismo que
tiene esta bacteria por la placenta y el tejido del aparato reproductor (Baumgartner y
Bachmann, 1992; Maurin y Raoult, 1999). De hecho, se ha demostrado la existencia
de una correlacion entre los niveles hormonales de las hembras prefiadas y el grado

de infeccidon por C. burnetii (Biberstein y cols., 1974; Rose y cols., 1994).

2.2.4. VARIACION DE FASE Y LIPOPOLISCARIDO

Como ya hemos mencionado anteriormente, en C. burnetii se da un fenédmeno
de variacién antigénica similar al existente en la familia Enterobacteriaceae (variacion
liso/rugoso). Esta variacidn esta relacionada con la existencia de mutaciones que
afectan a la sintesis del LPS de cubierta (Hackstadt y cols., 1985; Hackstadt, 1988) y
se trata de un fendmeno detectable mediante técnicas seroldgicas (Stocker y Fiset,
1956; Brezina, 1958).

No existen diferencias morfoldgicas entre las dos fases de C. burnetii, y las
dos poseen los mismos plasmidos. Sin embargo, la fase I es patdégena, en tanto que
la fase II es apatégena en animales imunocompetentes o poco virulenta. El LPS de la
fase I es mucho mas complejo que el de la fase II y presenta cadenas laterales
largas de azucares (galactosaminorunil-alfa-1-6-glucosamina, virenosa Yy
dihidroxiestreptosa) que no existen en la fase II (Amano y cols., 1984). Este es el
principal antigeno de C. burnetii, que en fase I esta ligado al LPS complejo que posee
y que ademads, es determinante de cara a la virulencia de este microorganismo
(Schramek y Mayer, 1982). El LPS de la fase II de la bacteria es bioquimica e
inmunoldogicamente diferente. La diferencia estructural parece radicar en la pérdida
de los azucares de las cadenas laterales, lo que daria lugar a un LPS truncado en la
fase II (Schramek y Mayer, 1982). Este cambio permitiria que las proteinas de la
envoltura, previamente ocultas por el LPS en fase I, queden expuestas. Dichas

proteinas constituyen los determinantes antigénicos de la fase II (Hackstadt, 1988).

Determinados estudios muestran que si se realiza un nimero suficientemente
elevado de pases por huevos embrionados, todos los gérmenes pueden pasar de fase
I a fase II. Clasicamente, se ha afirmado que si el microorganismo en fase II es
reinoculado a un animal, vuelve de nuevo a la fase I. Sin embargo, si esta cepa de
coxiella pura en fase II se reinocula a un animal de experimentacion, el
microorganismo es destruido por fagocitosis inespecifica y ya no se puede recuperar.

Por el contrario, si el nimero de pases por los cultivos celulares es limitado, de modo
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que no todas las bacterias hayan variado de fase I a fase II, es posible la
recuperacion de C. burnetii en fase I tras la reinoculaciéon animal (Maurin y Raoult,
1999).

La reversibilidad de fase dependeria, por tanto, de que se mantuvieran,
poblaciones bacterianas mixtas compuestas de microorganismos en fase II y una
pequena poblacion de microorganismos en fase I, mas resistente a la accion del
sistema inmune del hospedador, a partir de la cual se restableceria la fase I de la

cepa (Maurin y Raoult, 1999).

Por tanto, se piensa que el cambio de fase es, en si mismo, un proceso
irreversible, y vendria condicionado por la existencia de importantes delecciones
cromosomicas que afectarian, paulatinamente, a varios pasos de la sintesis de LPS
de la cubierta del microorganismo cuando éste prolifera en un ambiente no hostil
(Shramek y Mayer, 1982; Ormsbee y cols., 1985; Vodkin y Williams, 1986). Es
precisamente este LPS el componente que varia, mientras que la composicién

proteica de la pared no sufre variacion (Shramek y Mayer, 1982).

Desde el punto de vista del trabajo en el laboratorio, el tratamiento de células
en fase I mediante acido tricloroacético extrae el LPS de la envoltura y desenmascara
los epitopos antigénicos de la fase II (Hackstadt, 1988). Asi se consigue obtener
bacterias en fase II de una forma artificial, lo cual es muy Uutil para disponer de
cantidades suficientes de antigeno con fines diagndsticos y, también permite la

elaboracidon de una quimiovacuna.

Existe una analogia entre las fases I y II de C. burnetii y la variacién lisa/rugosa de la
cubierta celular de las enterobacterias, de manera que el LPS de fase I (virulenta),
equivaldria al LPS liso y LPS de la fase II (apatdgena), equivaldria al rugoso (Baca y
Paretsky, 1983; Hackstadt y cols., 1985; Woldehiwet, 2004). Sin embargo, el LPS de
cualquiera de las fases de C. burnetii muestra mucha menor actividad endotoxica que
el de las enterobacterias (entre 100 y 1000 veces menos toxico que el de Escherichia
coli o el de Salmonella typhimurium) (Amano y cols., 1987; Hackstadt y cols., 1985).
En este sentido, existe un estudio en el que se demostré la existencia de un
fragmento de restriccion (tras la aplicacion de la enzima de restriccion Notl) que ha
sido clonado y secuenciado, que es comuUn a todos aislamientos de C. burnetii
(Willems y cols., 1996). Una regién leida de este fragmento muestra una importante
analogia con el gen algC que codifica para la fosfomanomutasa (PPM) en

Pseudomonas (P.) aeruginosa. En determinadas especies, esta enzima se ha visto
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que estd involucrada en la sintesis del LPS y del polisacarido de alginato de superficie
(Zielinski y cols., 1991). En el caso de P. aeruginosa, si tiene actividad la PPM se
corresponde con el fenotipo liso, mientras que si la PPM no tiene actividad debido a la
existencia de mutaciones en el gen algC, se corresponde con el fenotipo rugoso
(Zielinski y cols., 1991; Willems y cols., 1996; Maurin y Raoult, 1999).

Se ha observado que existen diferencias estructurales y antigénicas entre los
LPS de distintas cepas de C. burnetii en fase I. Como en el caso de los plasmidos, se
ha intentado vincular estas diferencias con la presencia de las formas agudas o
cronicas de la enfermedad (Hackstadt, 1986; Stein y cols., 2005; Beare y cols.,
2006).

Por ultimo, se han comparado las regiones del genoma de diferentes
aislamientos de referencia que codifican para el antigeno O (el polisacarido verinosa)
del LPS de cubierta de C. burnetii mediante PCR. En dicho estudio se incluyeron 5
aislamientos en fase I (Nine Mile clone 7, KAV, Ohio, Henzerling RSA 343, Q173), en
cuyos genomas no se observaron delecciones en las regiones que codifican para este
antigeno. En otros dos aislamientos en los que no se identifico la fase evolutiva en la
gue se encontraban (Scottish, WAV) tampoco se logré identificar deleccion alguna en
las mencionadas regiones genémicas. Sin embargo, en el aislamiento RSA 514 (con
fase evolutiva desconocida) y otros tres aislamientos mas en fase II (Nine Mile clone
4, Nine Mile clon 1 y en Nine Mile Baca) se observé la presencia de grandes
delecciones en dichas regiones gendmicas. Una seleccién de ORFs de los genomas de
los aislamientos australianos QD y M44 fue secuenciada con el fin de detectar
posibles mutaciones, pero no se observaron diferencias significativas. Asimismo, al
citado aislamiento QD le fueron analizados mediante PCR-transcriptasa especifica 4
fragmentos operones de restriccion u OFRs que hipotéticamente codifican para el
antigeno O, para el que este aislamiento se habia mostrado deficitario, como es el
caso de uno de estos OFRs que codificaba para parte del sistema de transporte para
el antigeno O. Todos los genes analizados eran expresados por el aislamiento en

cuestion (Denison y cols., 2007a).
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2.3. CICLO EVOLUTIVO DE Coxiella burnetii

“El hombre encuentra a Dios detras de cada puerta que la ciencia logra
abrir”

Albert Einstein

2.3.1. CELULAS SUSCEPTIBLES DE SER INFECTADAS

C. burnetii tiene la capacidad de crecer en el interior de numerosos tipos de
células de entre las cuales estarian diferentes lineas de macrofagos de ratén
(incluidas las lineas celulares P388D1 y 1774), fibroblastos (incluyendo la linea L929)
y las células Vero (Baca y cols. 1981; Hackstadt y Williams, 1981; Akporiaye y cols.,
1983; Baca y cols. 1985; Maurin y cols., 1992; Maurin y Raoult, 1999). Los huevos
embrionados y diversos animales de laboratorio tales como cobayas y lineas de
ratones de experimentacion han sido ampliamente utilizados para la multiplicaciéon de

estos microorganismos in vivo.

Cuando la infeccion tiene lugar por via respiratoria, se supone que las
primeras células en ser infectadas durante la fase aguda de la enfermedad son los
macréfagos alveolares (Maurin y Raoult, 1999; Arricau-Bouveri y Rodolakis, 2005).
Las células hepaticas de Kupffer son susceptibles de ser parasitadas por via
sanguinea, especulandose también, que la fuente de infeccién de estas células pueda
provenir de la via digestiva. Esta ultima afirmacién se basa, por un lado, en estudios
de experimentacion animal en los que la inoculacion de C. burnetti via intraperitoneal
ha conducido a la formacidon de cuadros hepaticos, mientras que la infeccion via
aerégena conducia a la formaciéon de cuadros neumodnicos con mas frecuencia, si
bien, también se producian cuadros hepaticos en los animales inoculados por esta
Gltima via (Marrie y cols., 1996; La Scola y cols., 1997). Por otro lado, hay estudios
observacionales que relacionan la presencia de casos clinicos de fiebre Q y la
aparicion de brotes epidémicos de la enfermedad asociados a la ingesta de leche y
productos lacteos (quesos) no sometidos a pasterizacidon (Benson y cols., 1963;
Krumbiegel y Wisniewski, 1970; Fishbein y Raoult, 1992; Maltezou y cols., 2004).

Sin embargo, ha de tenerse en cuenta que la via de inoculacién intraperitoneal
difiere mucho de la via oral. En la primera, no se sobrepasa la barrera gastrica, ni el
patdégeno inoculado ha de competir con las bacterias que conforman la poblacién
saprofita del animal y no existen peristaltismos ni otras barreras defensivas como las

placas de Peyer, que si estan presentes en el aparato digestivo. Ademas, hay que
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tener en cuenta que en la cavidad peritoneal la respuesta inmune estd mediada por
las células B1 o monocitos que migran a dicha cavidad para hacer frente a reacciones
inflamatorias inespecificas. Dichas células, se han mostrado mas susceptibles a la
infeccion por C. burnetii y se caracterizan por su mayor producciéon de IL-10,
mecanismo que favorece al desarrollo de la infeccion por C. burnetii (Popi y cols.,
2009).

De hecho, un ejemplo de la dificultad de reproducir la enfermedad por via
oral, la tenemos en un estudio experimental realizado con pollos de engorde libres de
patégenos especificos (SPF). En este trabajo, se evalué la aplicacion de piensos
liquidos acidificados mediante fermentacion como preventivo de la colonizacién e
infeccidon intestinal y del contagio de Salmonella (S.) enteritidis (patdgeno intestinal
cuyo lipopolisacarido de cubierta tiene una capacidad patogénica muy superior al de
C. burnetii). Se observd que la eficacia de esta estrategia se veia limitada, ya que
estos animales no se contagiaban via oral, sino que lo hacian por via aerdégena, con
lo que, S. enteritidis llegaba al ciego via sistémica. Este hecho hacia que los animales
se convirtieran en portadores excretores de esta bacteria en heces, con lo cual, la
estrategia de acidificacién de los piensos no lograba actuar en estos animales como
preventivo de cara a la transmisién de la enfermedad via oral (Amano y cols., 1987;

Heres y cols., 2003).

2.3.2. CICLO INTRACELULAR Y PROCESO SIMILAR A LA CREACION DE
ENDOSPORAS

C. burnetii desarrolla un complejo ciclo intracelular que se caracteriza por la
formacion de estructuras que recuerdan a las endosporas presentes en algunas
bacterias Gram positivas (McCaul, 1991). Estas fases evolutivas caracteristicas de C.
burnetii han sido observadas tanto en las células hospedadoras como tras su
purificacion y se han clasificado en tres tipos de variantes morfoldgicas: “large-cell
variant” (LCV); “small-cell variant” (SCV); “small-dense cell variant” (SDC). Las
primeras observaciones sobre este fenomeno fueron realizadas mediante el examen
por microscopia electrénica (McCaul y cols., 1991). Las variantes LCV y SCV se
pueden apreciar en cultivos celulares donde la infeccion es persistente (Nermut y
cols., 1968; Canonico y cols., 1972; Wiebe y cols., 1972; Wachter y cols., 1975).

Las mencionadas formas de C. burnetii se corresponden a diferentes fases de

desarrollo de esta bacteria durante su ciclo intracelular (McCaul y cols., 1991) y
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pueden ser diferenciadas por su morfologia, tamafio, contenido en peptidoglicano, y
su resistencia a la presion osmotica. Las LCVs miden mas de 2 uym de largo y
presentan determinadas caracteristicas similares a las bacterias Gram-negativas, son
mas pleomorficas, redondeadas, granulares y, en algunas ocasiones, presentan un
citoplasma fibrilar con un nucleoide disperso y filamentoso. También se caracterizan
por tener una cromatina difusa, por distinguirse una membrana externa y otra
citoplasmatica y por presentar de manera visible el lipopolisacarido en la superficie
de la membrana externa. Por otra parte, las LCV son menos electrodensas que las
otras dos variantes (McCaul y cols., 1981; McCaul y Williams, 1981; Amano y cols.,
1987; Heinzen y cols., 1999).

Las SCVs y las SDCs tienen un tamafio aproximado de 204-450 nm y su
forma es coco bacilar, con unas paredes que se tifien fuertemente y nucleoides
electrodensos. Ambas variantes se parecen morfolégicamente pero la SDC se
distingue por su mayor estabilidad fisica (McCaul y cols., 1981; Amano y cols., 1984).
Las SDCs se han podido detectar en el interior de las LCVs como estructuras que
recuerdan a las endosporas de los microorganismos Gram positivos y probablemente
sean liberadas al medio por un proceso de lisis de la LCV o bien por un proceso de
fision binaria transversal acompafiado de una divisién celular desigual (McCaul y
cols., 1981). Otra caracteristica de las SDC es que nunca han podido ser aisladas ni
purificadas mediante cultivo celular, con lo cual, para su estudio se ha tenido que
recurrir a un modelo experimental que simula la parasitacion por C. burnetii de las
amebas en la naturaleza, con lo cual, se cree que éste pueda ser un nicho importante
para el mantenimiento de esta bacteria en la naturaleza (La Scola y Raoult, 2001). La
fisidn binaria transversal ha sido observada tanto para las SCVs como para las LCVs

en cultivos celulares.

A las SCVs y las SDCs se las considera como las formas de resistencia tanto
dentro del hospedador como en el medio externo. De hecho, se ha observado que
resisten ampliamente a la radiacion ultravioleta, al calor, a la sonicacion, a la presion
y al estrés osmotico y oxidativo (Amano y Williams, 1984b). Esta capacidad de
resistencia le confiere a C. burnetii el mantenerse con capacidad infectante en el
medio externo al menos 150 dias, si bien como se verd mas adelante, en
determinadas condiciones este periodo de tiempo puede ser mayor (Welsh y cols.,
1957).

El proceso de diferenciacion de C. burnetii en las citadas variantes no se ha

podido dilucidar completamente aun debido a que no se han podido identificar a
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determinados marcadores especificos involucrados en estos procesos. En este
sentido, el proceso que media en la transformacion de la SCV a LCV en el hospedador
parece estar bien documentado (Howe y Mallavia, 2000), pero el estrés que origina
la formacion de las SCVs y las SDCs no ha sido clarificado. Por tanto, aun se
desconoce qué marcadores externos y celulares influyen en este proceso de
transformacion. Por otra parte, se desconoce la variante en la que la bacteria es
eliminada al medio en la leche, las heces o en las placentas. La forma en la que es
excretada al medio C. burnetii es fundamental a la hora de aplicar medidas de lucha

y control contra la fiebre Q (Arricau-Boiuveri y Rodolakis, 2005).

2.3.3. MECANISMOS DE Coxiella burnetii PARA ENTRAR EN LAS
CELULAS EUCARIOTAS

Las estrategias de adhesion e invasion de la célula hospedadora son criticas
para el éxito de la colonizacidon en los estadios iniciales de la infeccién. Tras la
secuenciacion del genoma de C. burnetii, se ha determinado que este
microorganismo carece de los genes involucrados en la sintesis de las tipicas
estructuras disefiadas para la adhesiéon existentes en otras bacterias, como es el caso
del pili y otras adhesinas. En su lugar, el genoma de C. burnetii cuenta con 13 tipos
de anquirinas o proteinas que logran que el citoesqueleto de la membrana externa
interactle con la membrana plasmatica. De igual modo, se han identificado dominios
para las anquirinas en algunos reguladores de transcripcion que pueden tener un rol
en la alteracién de la expresidén génica, tal y como ha sido sugerido para las especies
de Ehrlichia. Es mas, un numero de dominios para las anquirinas tan grande como el
detectado para C. burnetii no se habia detectado nunca en ninguno de los genomas
bacterianos secuenciados hasta ahora (Caturegli y cols., 2000; Seshadri y cols,,
2003).

Los reordenamientos de las anquirinas deben desempefiar un papel
importante en el proceso de internalizacién de C. burnetii en la célula hospedadora.
Dichos reordenamientos pueden ser mediados por la accion de una tirosin-GTPasa
fosforilada (CBU08884) que puede actuar como reguladora analoga al sistema BipA
presente en las cepas de E. coli enteropatdégenas, sistema que actla como activador
de los reordenamientos del citoesqueleto en dichas bacterias (Farris y cols., 1998;
Seshadri y cols., 2003).

Los parasitos intracelulares en general utilizan receptores especificos de las

células eucariotas, como es el caso de las integrinas, para invadir a las células
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hospedadoras. Algunos de estos agentes, incluidos Legionella pneumophila y
Mycobacterium tuberculosis, usan el CR3 como receptor de entrada para los
fagocitos, como es el caso también de la fase II de C. burnetii, ademas de las

integrinas (Mege y cols., 1997; Meconi y cols., 1998; Capo y cols., 1999).

Sin embargo, la fase I o fase virulenta de C. burnetii bloquea el sistema de
entrada basado en el receptor CR3 de los monocitos humanos y obliga a los mismos
a utilizar la via del complejo de integrinas fomentadoras de la respuesta de los
leucocitos y del complejo de proteinas asociadas a las integrinas. La entrada a los
monocitos y macroéfagos por parte de la fase I de C. burnetii es escasa, pero estas
bacterias son capaces de sobrevivir en el interior de las mencionadas células
hospedadoras. Sin embargo, la entrada en los monocitos y macréfagos por parte de
C. burnetii en fase II es importante, pero estas bacterias son exterminadas
rapidamente por el sistema fagolisosomal de estas células. Por ello, es muy probable
que el sistema de entrada a las células hospedadoras utilizado por parte de las
diferentes fases de C. burnetii tenga que ver con la supervivencia en el interior de la
célula hospedadora. Esta estrategia no se ha observado hasta ahora en ningln otro
microorganismo parasito intracelular (Mege y cols., 1997; Meconi y cols., 1998; Capo
y cols., 1999).

Un estudio ha demostrado la importancia del lipopolisacarido de cubierta de C.
burnetii en el proceso de internalizacién mediante fagocitosis, mostrando que la
internalizacion en la célula hospedadora de la fase I o virulenta de C. burnetii esta
relacionada con la presencia de receptores TLR-4. Este proceso no se produce con la
fase II de C. burnetii. Por otra parte, parece ser que estos receptores intervienen en
una reorganizacion de los filamentos de actina de la membrana de los macréfagos,
no influyendo dichos receptores en el proceso evolutivo del fagolisosoma. Por otra
parte, se demostro in vivo que en los ratones deficitarios de estos receptores, la
formacion de granulomas en el higado (indicador de reaccion inmune ante C.
burnetii) fue menor que la detectada en ratones no manipulados genéticamente, con
lo cual, estos receptores deben de estar también involucrados en el aumento en la

produccion de linfoquinas (Honstettre y cols., 2004).

Sin embargo, en otro estudio de caracteristicas similares, se demostré que los
receptores TLR-2 no influyen tanto en el proceso de internalizacién, pero si lo hacen
en el proceso inmune, lo cual ha sido constatado porque los ratones no manipulados
genéticamente mostraban una mayor formacion de granulomas hepaticos que los

ratones deficitarios en dicho receptor (Meghari y cols. 2005).
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Por otra parte, se ha observado en experimentos con modelos in vivo e in
vitro que la presencia en el medio de agonistas de los receptores tipo Toll (TLR)
promueven la fagocitosis de C. burnetii en fase II. Concretamente, la presencia en el
medio del lipopolisacarido de cubierta (agonista, como se ha visto, del TLR4) y del
lipopéptido fibroblasto-estimulantel (agonista de los receptores FSL1 y del TLR2)
inducen, in vitro, la activacion de los macrofagos y la fagocitosis y aniquilacion de C.
burnetii en fase II. Dicha activacion inmune se produce también in vivo tras la
estimulacion del receptor FSL1 al igual que para los otros dos receptores. También se
ha observado que en presencia de securinina, un antagonista del receptor del acido
gamma-aminobutirico tipo A, se induce una activacién de los macréfagos
independiente de los receptores TLR que provoca la secrecion de IL-8, una
disminucién en la regulacién de la L-selectina, y un aumento en la regulacién de los
antigenos CD11b (componente de varias integrinas) y del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase II, lo que conduce al aumento de la fagocitosis y de
destruccién de la fase II de C. burnetii tanto in vivo como in vitro, al igual que

ocurria con la presencia de los agonistas de los receptores TLR (Lubick y cols., 2007).

Muchos de los procesos relacionados con los receptores tipo Toll y la
interiorizacion en la célula hospedadora por parte de C. burnetii citados
anteriormente en el presente apartado encuentran su explicacion en que la activacion
de las células del sistema inmune por parte del lipopolisacarido de cubierta de las
bacterias Gram-negativas depende de la conservacion de la estructura primaria del
lipido A que forma parte de dicha molécula. En este sentido, se ha observado que la
capacidad para inducir la produccidén de citoquinas en los monocitos humanos es
significativamente menor en el caso de la infeccién por C. burnetii si se compara con
la infeccién por otras enterobacterias o con la presentacion del lipido A (Toman y
cols., 2004). Esto concuerda con lo observado en cuanto a la importancia que el
receptor TLR 4 tiene en la fagocitosis, la produccion de citoquinas y en la formacidn
de granulomas en experiencias in vivo, pero sin embargo, estos mecanismos se han
mostrado, por si solos, incapaces para controlar la infeccion por C. burnetii
(Honstettre y cols., 2004). De hecho, el antigeno de la fase I debe tener un efecto
enmascarador que protege a la bacteria del reconocimiento por parte de la célula

hospedadora, haciendo uso de los receptores TLR2 (Shannon y cols., 2005).

Los receptores tipo Toll no son especificos de determinadas células de los
mamiferos, sino que también se han encontrado en diferentes especies de insectos.

Este fendmeno puede explicar el éxito de C. burnetii en su capacidad para habitar en
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un amplio espectro de hospedadores en la naturaleza (Vasselon y Detmers, 2002;

Janssens y Beyaert, 2003).

Ademas de estos mecanismos de internalizacion en la célula hospedadora, C.
burnetii cuenta en su genoma con una serie de secuencias homodlogas a las
detectadas en L. pneumophila como los genes EnhA, EnhB y EnhC que se ha
observado que estan relacionados con la expresion fenotipica en el proceso de
internalizacion de Coxiella en la célula hospedadora interactuando con sefiales
provenientes del medio externo en forma de péptidos creados por las células del
hospedador (Cirillo y cols., 2000; Seshadri y cols., 2003).

2.3.4. LOCALIZACION INTRACELULAR Y REPLICACION BACTERIANA

Tras su entrada en la célula hospedadora, C. burnetii resulta capturada por los
fagosomas, los cuales, se unen rapidamente a los lisosomas, formando los
fagolisosomas. Estos fagolisosomas se unen rapidamente entre ellos. Esta fusion
progresiva de los fagolisosomas conduce a la formacién de una gran y Unica vacuola

en el interior de la célula hospedadora (Hackstadt y Williams, 1981).

C. burnetii se ha adaptado para sobrevivir al medio hostil de los fagolisosomas
de las células eucariotas (Heinzen y cols., 1996), logrando replicarse en vacuolas de
medio interno acido (con pH entre 4,7 y 5,2). Es una bacteria acidéfila cuyo
metabolismo se ve claramente incrementado en condiciones de pH acido. De hecho,
se puede detener su replicacién variando el pH fagolisosomal utilizando sustancias
con tropismo lisosomal como la cloroquina (Akporiaye y cols., 1983; Raoult y cols.,
1990c). En cultivos celulares con fibroblastos L929 con acidez estable la cepa Nine

Mile ha logrado mantener la infeccion mas de 6 meses (Maurin y cols., 1992).

Como se ha comentado anteriormente, la acidez del medio es necesaria para
que C. burnetii asimile numerosos nutrientes que son necesarios para su
metabolismo, incluido los necesarios para la sintesis de acidos nucleicos (Chen vy
cols., 1990) y de aminoacidos (Hackstadt y Williams, 1983; Zuerner y Thompson,
1983; Hendrix y Mallavia, 1984). No obstante, se ha observado que uno de los
mecanismos esenciales para el control de la infeccidon por C. burnetii por parte del
hospedador estda mediado por una activacion de los monocitos/macrofagos mediante
citoquinas que generan, a su vez, la produccion de intermediarios de nitrogeno
reactivo y de oxigeno reactivo que poseen un gran potencial microbiocida. De hecho,

se ha observado que la inhibicidon de la producciéon de intermediarios reactivos como
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el éxido nitrico o el perdéxido de hidrégeno por parte de los macrofagos estimulados
con interferén-y, provocaba una menor eficiencia en el control de la infeccién por C.

burnetii (Brennan y cols., 2004).

En un estudio cuyo objetivo era examinar las caracteristicas de las vacuolas
formadas por C. burnetii en el interior de las células hospedadoras, las vacuolas
formadas por Coxiella interactian con el proceso de la autofagia (Berdén y cols.,
2002). En un estudio posterior, se pudo observar que los fagosomas con C. burnetii
adquieren proteinas Rab (moléculas que coordinan las vesiculas de transporte dentro
de las células) secuencialmente durante la infeccidén de la célula. Por otra parte, se ha
observado que en las vacuolas formadas por C. burnetii, las proteinas LC3 se pueden
detectar a los cinco minutos post-infeccion mediante un proceso mediado por la
propia bacteria. Ademas, C. burnetii produce una disminucion de la llegada de la
catepsina D a las mencionadas vacuolas. Por tanto, C. burnetii entra en la célula
hospedadora mediante la ruta endofagocitaria normal, si bien, esta internalizacion va
acompafiada de una interaccion activa temprana de la bacteria con los
autofagosomas. Esta interaccion se traduce en una alteracién de la autofagia basada
en una disminucién de la actividad lisosomal que permite la diferenciacion y
supervivencia de la bacteria en el interior de los fagolisosomas (Romano y cols.,
2007).

Adicionalmente, las distintas variantes del ciclo evolutivo de C. burnetii le
brindan a esta bacteria una eficaz estrategia de cara a su supervivencia en el medio
externo y en las vacuolas autofagicas originadas por estos parasitos intracelulares.
Estas variantes expresan diferentes proteinas en el desarrollo de su ciclo vital, que a
su vez, se presentan con diferentes grados de expresion en algunos casos o son
especificas en otros para cada variante en concreto, y que pueden detectarse
mediante serologia durante la infeccion por C. burnetii (Heinzen y cols., 1996;
Heinzen y Hackstadt, 1996; Heinzen y cols., 1999; Seshadri y cols., 1999). Estas
proteinas se cree que puedan estar involucradas en diferentes mecanismos
orientados a evadir la respuesta inmune por parte del hospedador ante los antigenos

de superficie y a facilitar la supervivencia en el interior de las vacuolas.

Ejemplos de estos mecanismos basados en la expresion de determinadas
regiones del genoma de Coxiella, en funcidn de la actividad de distintos mecanismos
enzimaticos que actlan como reguladores de expresion de las mencionadas
secuencias gendmicas en momentos concretos de la infeccidn de C. burnetii y en

funcion de las exigencias fisico-quimicas del medio externo a la bacteria, serian el
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gen que codifica para la proteina P1, la expresidon del factor sigma alternativo 6 rpoS
y el gen que codifica para la proteina Hgl. Estos sistemas son activados en las fases
tempranas de la infeccién, siendo esencial el papel que desarrollan las proteinas P1
en la adquisicion de nutrientes en el medio acido existente en el fagolisosoma (Wahl
y cols., 2001; Samuel y cols., 2003).

La proteina P1 tiene la capacidad de formar un poro que une las dos capas de
la membrana bacteriana con el fin de permitir la entrada selectiva de aniones en el
interior de la célula. Esta porina se encuentra abierta predominantemente a un PH de
7.4 (neutral), lo cual, probablemente informa a la bacteria de que se encuentra en el
exterior de la célula hospedadora. En cambio, a un pH 4.6, que es similar al que se
alcanza en los fagolisisosmas, la actividad de esta porina cambia y puede cerrarse.
Cuando la P1 se abre a estos valores de pH acido, el pH en el interior de la bacteria
es estabilizado mediante la accidon del glutamato, cuya sintesis, curiosamente, forma
una pieza fundamental del metabolismo de C. burnetii. Esta proteina se expresa de
manera importante en las LCVs, se expresa mucho menos en las SCVs y no se
expresa en las SDCs (McCaul y cols., 1991; Clifton y cols., 1998; Varghees y cols.,
2002; Samuel y cols., 2003).

En el caso de la rpoS (sigma-S), se trata de una subunidad sigma que
promueve la transcripcion especifica de genes que son expresados durante la fase
estacionaria de la mayoria de las bacterias. Este mecanismo promueve la resistencia
bacteriana en situaciones de estrés celular, fomentando cambios morfoldgicos y
alteraciones fisiolégicas. En este sentido, se ha observado que las SCV no cuentan
con una cantidad significativa de ropS, mientras que en las LCV la expresion de RopS

es importante (Seshadri y Samuel, 2001).

Este factor sigma debe regular la expresion de multiples genes involucrados
en la resistencia al estrés metabolico por parte de las LCVs (Melnicakova y cols.,
2003). Sin embargo, las SCVs disponen de mecanismos para interactuar con la
vacuola en las fases tempranas de internalizaciéon, como ya se ha visto, con el fin de
reducir la capacidad fagolisosomal, lo cual permite la transformacion de las SCVs en
LCVs, proceso que tiene lugar en el endosoma a un pH 5.5 (Howe y Mallavia, 2000).
De hecho, la mayor parte de la replicacion de C. burnetii en el interior de la célula
hospedadora se produce una vez se han unido los endosomas a los lisosomas (Howe
y cols., 2003a; Howe y cols., 2003b).

La ropS no es el Unico ejemplo de expresion génica diferenciada relacionada
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con el estrés que se conoce en C. burnetii. Otros ejemplos los tenemos en los
factores EF-Ts (tsf) y EF-Tu (tufB), los cuales han sido identificados como elementos
traslacionales que se expresan especificamente en las LCVs (Dellacasagrande y cols.,
2000).

Sin embargo, la expresion del gen hcbA, el cual codifica para la proteina Hql,
se da especificamente en las SCVs. Se trata de una proteina similar a la proteina Hcl
presente en las especies de Chlamydia, que se caracteriza por ser semejante a las
histonas de las células eucariotas (Weinberg, 2000). Parece ser que la Hql juega un
papel importante en la condensacion del nucleoide durante la diferenciacién de la LCV

a SCV, similar al que juega esta proteina en las clamidias (Howe y Mallavia, 1999).

La existencia de secuencias homdlogas en el sistema de secrecién IV para C.
burnetii y Legionella y, la similitud de las proteinas IcmQ de Coxiella y la IcmR de
Legionella, hacen pensar que C. burnetii posee un sistema de secrecion similar al de
ambos mecanismos de secrecidon detectados para Legionella y que este jugaria un
papel fundamental en la formacidon de las vacuolas que permiten la replicacién de C.
burnetii en el interior de la célula hospedadora (Seshadri y cols., 2003; Zamboni y

cols., 2003; Zusman y cols., 2003; Arricau-Bouveri y Rodolakis, 2005).
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2.4. FISIOPATOLOGIA DE LA FIEBRE Q

“No consideres el estudio como una obligacidn, sino como una oportunidad
para penetrar en el bello y maravilloso mundo del saber”

Albert Einstein

2.4.1. INMUNOMODULACION, CAPACIDAD DE INFECCION E
INMUNIDAD

2.4.1.1. INMUNOMODULACION EN LA FIEBRE Q AGUDA

La inmunidad por parte de las células T en una respuesta de tipo Thl se
muestra como efectiva y necesaria en el control de la fiebre Q. Aunque en muchos
casos, no logra erradicar totalmente a la bacteria del organismo, quedando la
posibilidad de que la enfermedad se mantenga latente y pueda recidivar en
determinadas condiciones. Puede suceder que la infeccion se cronifique. Por tanto, la
supervivencia intracelular de C. burnetii y el establecimiento de una infeccién
persistente se debe, probablemente, a una desestabilizacién de las funciones
microbiocidas de los macréfagos en conjuncidén con el deterioro de la accion del

sistema inmune en relacién con las células T (Mege y cols., 1997).

Pero no solo las células de C. burnetii viables son capaces de persistir en
pacientes cronicos de fiebre Q. De hecho, en humanos, se ha observado la
persistencia de determinados antigenos no biodegradados, como ciertos
componentes celulares y el lipopolisacarido de cubierta especifico (llamado complejo
inmunomodulatorio o “"CIM”), ademas de trazas de ADN de C. burnetii que persisten
en algunos pacientes que han sobrepasado la enfermedad a lo largo de los afios. Los
CIMs detectados en pacientes que han sobrepasado la enfermedad hace 12 anos
tienen la capacidad de provocar un efecto depresor en la regulacion de la capacidad
de biodegradacién de los macréfagos tras varios pases en cultivo, si bien se ha
detectado que muestras de estos pacientes inoculadas en ratones SCID (deficientes
en células T CD4+ y CD8+) no desencadenan la produccién de infecciones de las que
se puedan obtener células de C. burnetii viables (Marmion y cols., 2009; Sukocheva y
cols., 2010). Este mecanismo fisiopatoldgico podria explicar numerosos casos de
sindrome de fatiga crénica y otras afecciones crénicas en humanos en los que no se

logran aislar células de C. burnetii viables.

Experimentos in vitro han demostrado que la fase I natural de C. burnetii es
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capaz de soportar la accion microbiocida de los macréfagos-monocitos (Mege y cols.,
1997). Por un lado, resiste al oxigeno activo mediante la accién de captadores de
oxigeno como la superdéxidodismutasa y la catalasa (Akporiaye y Baca, 1983). Por
otro lado, C. burnetii no promueve la liberacion de intermediarios del oxigeno activo
por parte de los macréfagos y de los monocitos in vitro (Mege y cols., 1997),
mecanismo importante en el control de la infeccion por parte de la célula

hospedadora (Brennan y cols., 2004).

Otro aspecto de la fisiopatologia de la fiebre Q, que se ha estudiado
recientemente, es el papel que desempefian las células CD4+ y CD8+ en la
respuesta inmune por parte del hospedador ante la infeccidon pulmonar por C.
burnetii. En este sentido, se ha podido apreciar que los ratones manipulados
genéticamente SCID sucumbian a la infeccion via aerégena con C. burnetii Nine Mile
en fase I, mientras que las lineas de ratdbn no manipuladas genéticamente
sobrepasaban la enfermedad en 24 dias. Cuando el sistema inmune de los ratones
SCID era reconstituido con células T CD4+ y CD8+, se observd que estos ratones
eran capaces de controlar la infeccién en los pulmones en su estado inicial sin la
necesidad de la actuacion de los linfocitos B. Incluso, cuando a los ratones no
manipulados genéticamente se les privaba de la accién de uno de los dos tipos de
células T, seguian siendo capaces de controlar la infeccidon a nivel pulmonar, si bien,
estos ratones se volvian muy susceptibles a la enfermedad cuando se les privaba de

la accidon de ambos tipos de células T (Read y cols., 2010).

Otro aspecto llamativo es que la fase I (virulenta) de C. burnetii se ha
demostrado que estimula de forma importante la sintesis del factor de necrosis
tumoral (FNT) por parte de los monocitos humanos (Capo y cols., 1996a). Este factor
suele incrementar el potencial microbiocida de los monocitos infectados y, por tanto,
debe de ralentizar el crecimiento de C. burnetii. La produccién de FNT-a debe mejorar
la inclusién de la fase I, que como se ha dicho anteriormente, es pobremente
internalizada en los macrofagos-monocitos, regulando la adhesion de la bacteria a los

receptores especificos de estas células.

La baja modulacion de la respuesta de los macrofagos a las linfoquinas puede
ser otro mecanismo que permita la supervivencia de C. burnetii en el interior de
estas células (Mege y cols., 1997). Se ha podido observar que el cebado de las
funciones microbicidas de los fibroblastos de ratén mediante la utilizacion del gamma
interferon (IFN-y) in vitro, limita la multiplicacidn intracelular de C. burnetii (Turco y

cols., 1984). Los monocitos infectados con C. burnetii no pueden ser cebados por el
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IFN-y mediante el metabolismo oxidativo (Mege y cols., 1997). Estudios posteriores
demostraron que el IFN-y promovia la eliminacion de C. burnetii por parte de los
monocitos tipo THP-1 mediante un mecanismo apoptético mediado en parte por el
FNT (Dellacasagrande y cols., 1999).

La linea de ratones deficitarios en el sistema cebador de la citotoxicidad
mediado por el IFN-y, se han mostrado muy susceptibles a la infeccion por C.
burnetii (Scott y cols., 1987). De hecho, la importancia de la variabilidad de diversos
determinantes genéticos que codifican para la produccidon de diferentes citoquinas en
la severidad de la presentacion de la enfermedad aguda ha sido estudiada para C.
burnetii y otros agentes infecciosos. Se observo que la deteccion de polimorfismos en
las regiones génicas que codifican para el IFN-y y para la IL-10 afectan
significativamente a la severidad de los sintomas durante la fase aguda de la
enfermedad. Alteran los niveles de citoquinas producidas tras la infecciéon y prolongan
el curso de la enfermedad. Estos resultados sugieren que modificaciones genéticas en
estas regiones son determinantes en la respuesta inflamatoria inicial y en la
severidad de la enfermedad aguda, afectando al periodo de recuperacién de la

infeccion (Helbig y cols., 2005).

Una vision global de la fisiopatologia en la infeccion aguda por C. burnetii
tanto en fase I como en fase II la tendriamos en un estudio en el que se utilizaron un
gran numero de lineas de ratones modificados genéticamente con el fin estudiar la
importancia de diferentes factores presentes en la reaccién inmune contra la
infeccién por este agente causal mediante la comparacion de la accion del mismo en
los diferentes tipos de animales utilizados. Los resultados sugirieron que las células T
son cruciales para la eliminacion de C. burnetii en las fases I y II, mientras que el
FNT-a y el IFN-y son esenciales para el control temprano de la infeccidén, siendo la
reaccion de las células B importantes para la prevencién del dafio tisular (Andoh y
cols., 2009).

2.4.1.2. INMUNOMODULACION EN LA FIEBRE Q CRONICA

En humanos, los pacientes de fiebre Q crdnica presentan leucopenia de las
células T-CD4* que afecta preferentemente a los linfocitos no cebados (Sabatier y
cols., 1997). Los linfocitos periféricos de la sangre (LPerS) de pacientes
convalecientes de la fiebre Q aguda o de aquellos pacientes que aun la padecen,
muestran una fuerte proliferacion cuando se cultivan in vitro con antigenos de C.
burnetii (Koster y cols., 1985). También se ha observado una respuesta

linfoproliferativa tras la vacunacion con C. burnetii inactivada con formalina (Ascher
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y cols., 1983; Izzo y cols., 1988). Por el contrario, los LPerS de enfermos de
endocarditis por fiebre Q no proliferan en presencia de antigenos de C. burnetii,
mientras que si lo hacen en presencia de Candida albicans o de mitégenos (Koster y
cols., 1985b).

Uno de los mecanismos que parece influir en la cronificacion de la infeccidon
por C. burnetii es la sobreexpresion de la IL-10. Este fendmeno se ha observado que
influye en la susceptibilidad del hospedador ante los microorganismos y esta
relacionada con la infeccion persistente por parte de diversos patégenos
intracelulares, incluido C. burnetii. En los animales transgénicos, que expresaban IL-
10 continuamente, al ser inoculados intraperitonealmente, se detectaron un escaso
nimero de granulomas en el bazo y el higado, como ocurre en los enfermos de fiebre
Q cronica. Los macrofagos de estos animales fueron incapaces de aniquilar a C.
burnetii, caracterizandose por mostrar una programacion sin efecto microbiocida, en
contraste con los macrofagos de los animales no manipulados genéticamente. Por
tanto, la sobreexpresién de la IL-10 en los macréfagos del hospedador disminuye la
competencia inmune del mismo, incluyendo la capacidad de provocar la respuesta
granulomatosa y las diferentes vias de accién microbiocida en los tejidos (Meghari y
cols., 2008).

En la linea de lo expuesto en el parrafo anterior estarian los resultados de un
estudio anterior en el que se observaba una relacidn entre la desregulaciéon en la
produccion de IL-10 y el FNT en la evolucién de los casos de fiebre Q aguda a cronica
en humanos. Concretamente, la sobreproduccion de FNT se asocié de una manera
significativa a la evolucién del cuadro agudo a una endocarditis por fiebre Q. Estos
resultados nuevamente indican que la sobreproduccién de determinadas citoquinas
es un factor de riesgo a tener en cuenta en la fiebre Q crénica (Honstettre y cols.,
2003). Citoquinas tales como el factor de crecimiento B transformante y la IL-10 son
producidas en exceso por las células mononucleares periféricas de la sangre y los
monocitos de pacientes con endocarditis por fiebre Q. De hecho, el incremento de la
produccion de IL-10 estad asociado con la aparicién de fiebre Q recidivante (Capo y
cols., 1996b).

Otro mecanismo fisiopatoldgico que se ha observado en pacientes humanos
con endocarditis asociada a fiebre Q crénica es el incremento de células apoptéticas
circulantes, las cuales, favorecen la replicacion de C. burnetii, en conjuncién con la
presencia de valvulopatia previa en estos pacientes. Estos pacientes con

valvulopatias experimentan un incremento en los niveles de leucocitos apoptoéticos
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circulantes. Este incremento en el nimero puede influir en la disminucién de la
capacidad inmune de los mismos contra C. burnetii durante el curso de la
endocarditis producida por la fiebre Q cronica. Asimismo, se ha detectado que los
linfocitos apoptoéticos (LA) incrementan la replicacion de C. burnetii en el interior de
los monocitos y de los macréfagos que derivan de éstos mediante un proceso
dependiente del contacto celular. La produccién de LA conduce a la instauracion de
un programa M2 en los monocitos y macréfagos estimulados por C. burnetii, siendo
este programa diferente para ambos tipos de leucocitos. De esta manera, mientras
los monocitos ligados a los LA producen altos niveles de IL-10 y de IL-6, bajos
niveles de FNT e incrementan la expresion de las CD14, los macréfagos ligados a LA
producen altos niveles del factor de crecimiento transformante beta 1 (FCT-B;) vy
expresan el receptor de manosa. La neutralizacién de la IL-10 y del FCT-B; previenen
la replicacion de C. burnetii gracias a la accién de los LA ligados, lo cual sugiere que
este mecanismo es critico en la replicacion de C. burnetii en este escenario. Por otra
parte, cuando células necrdticas se ligan a los monocitos y macrofagos producen la
muerte de C. burnetii y la producciéon de una polarizacion tipo 1 (Benoit y cols.,
2008).

Finalmente, el IFN-y corrige la desviacién producida en el curso de la
respuesta inmune provocada por las células apoptéticas, previniendo la replicacion
bacteriana y redirigiendo la respuesta de los monocitos y macréfagos hacia un
programa de tipo 1, lo que resulta mas perjudicial para C. burnetii. Por tanto, estos
resultados sugieren que la apoptosis de los leucocitos asociada a la presencia de
valvulopatia puede ser un mecanismo fisiopatoldgico crucial en la patogénesis de la
endocarditis por fiebre Q mediante la desactivacién de la inmunidad celular, lo que

crea un medio propicio para la persistencia de esta bacteria (Benoit y cols., 2008).

Las prostaglandinas pueden suprimir la inmunidad mediada por las células T
frente a C. burnetii en el caso de los pacientes con fiebre Q crdnica. Cantidades
grandes de prostaglandina E, son producidas en respuesta a la presencia de C.

burnetii por las células mononucleares periféricas de la sangre (Capo y cols., 1996a).

La induccién de mediadores supresivos por parte de los monocitos puede ser
provocada por la accién de ciertos determinantes bacterianos. Los monocitos y las
células T de individuos vacunados con la fase I de C. burnetii presentan una
produccion residual de IFN-y, mientras que la fase II o la fase I pretratada (con el fin
de producir una fase II artificial) logran una fuerte estimulacién de la produccién de

IFN-y (Izzo y Marmion, 1993). Por lo que se ha hipotetizado que el lipopolisacarido
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de la cubierta de C. burnetii probablemente promueva la supresién de la produccion
de IFN-y de los linfocitos periféricos de la sangre en pacientes con fiebre Q crénica
debido a un enmascaramiento de ciertos determinantes bacterianos de crucial

importancia para la produccion de las citadas linfoquinas (Mege y cols., 1997).

2.4.1.3. CAPACIDAD INFECTANTE E INMUNIDAD HUMORAL

C. burnetii es un microorganismo con una fuerte capacidad de infeccion. En
experimentaciones animales con cobayas, se ha demostrado que una sola bacteria es
capaz de producir infeccion y se cree que en humanos puede ocurrir lo mismo
(Aguirre y cols., 1984; Cowley y cols., 1992). No obstante, la infectividad de C.
burnetii depende de diversos factores, unos dependientes del propio microorganismo
y los otros del huésped. Entre los factores propios del microorganismo que han sido
estudiados, destaca el del tamafio del inéculo, a la vez que el tiempo de inoculacién

(Cowley y cols., 1992).

La respuesta inmunitaria especifica del huésped frente a C. burnetii, tanto la
inmunidad celular como la humoral, juegan un papel importante en la eliminacién de
Coxiella de los animales de experimentacién, pero parece que la primera es la
responsable definitiva de ese cometido, en tanto que los anticuerpos ejercen tan sélo
un papel facilitador (Bell y cols., 1964). La importancia preponderante de la
inmunidad celular queda demostrada por Kazar y colaboradores (1983). Segun estos
autores, la resistencia de los animales previamente inmunizados con diferentes
preparaciones antigénicas de C. burnetii y expuestos a cepas virulentas de esta
bacteria, se correlaciona mejor con una respuesta celular que con una respuesta

humoral.

De todos modos, aunque el efecto protector de los anticuerpos frente a la fase
I de C. burnetii se conoce desde hace afios, dicho efecto protector sélo se manifiesta
en los animales de experimentacion cuando el suero inmune se administra
simultaneamente con el microorganismo 6 24 horas antes, pero no 24 horas después
ni cuando se trata de un animal atimico (Kazar y cols., 1983). Los anticuerpos que se
producen en la respuesta a la infeccion por C. burnetii, tienen capacidad opsonizante,
incrementando su fagocitosis por los leucocitos polimorfonucleares y macréfagos.
Este hecho, podria tener un efecto tedricamente perjudicial para el huésped, dado
que estamos hablando de una bacteria que es capaz de sobrevivir en los
fagolisosomas celulares, con lo que la infeccidon tenderia a mantenerse en el tiempo.

Aunque en cobayas se ha demostrado que la proliferacién de C. burnetii en el interior
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de los fagocitos se suprime cuando estos son expuestos a linfocitos T sensibilizados o

a las linfoquinas producidas por éstos (Kazar y cols., 1983).

Otro hallazgo en cuanto a la respuesta humoral provocada por la infeccion de
C. burnetii es la independencia de dicho tipo de respuesta de los receptores para la
fijacion del complemento (FC) y de la produccion del complemento (Shannon y cols.,
2009). Curiosamente, la técnica diagnostica basada en la fijacion del complemento,
ampliamente utilizada en el diagnostico de la fiebre Q, se ha mostrado menos precoz
en la deteccion y menos sensible que técnicas serolégicas como la

inmunofluorescencia indirecta y el enzimoinmunoensayo.

En resumen, parece ser que la respuesta protectora de los anticuerpos
especificos se manifiesta solo en presencia de macrofagos vy linfocitos T activados. Asi
pues, la accion combinada de los mecanismos de la inmunidad celular y humoral

podria finalmente conducir a la eliminacién del microorganismo.

Sin embargo, pese a ello, la inmunidad frente a Coxiella no parece ser
totalmente suficiente, de modo que el microorganismo en si y/o determinados
antigenos del mismo y trazas de su ADN gendmico pueden persistir en el suero
sanguineo o en el interior de las células fagociticas y de otras células cuando la
infeccion aguda aparentemente ha sido controlada. Esta situaciéon implicaria un
estado de equilibrio entre el huésped y el parasito que podria romperse en
determinadas circunstancias como tras la aplicacién de tratamientos
inmunosupresores, la apariciéon de enfermedades debilitantes o durante la gestacion
(Kazar y cols., 1983; Marmion y cols., 2009; Sukocheva y cols., 2010). Esta
persistencia intracelular de la bacteria, en combinacidn con la infeccién de
determinados tipos de aislamientos de esta bacteria poseedoras del plasmido QpRS o
de secuencias homdlogas a él integradas en el genoma (Chen y cols., 1990), o de
determinado tipo de LPS (Capo y cols., 1996a), podrian ser algunos de los factores
determinantes en la génesis de las formas crénicas de fiebre Q en algunos enfermos
predispuestos (Kazar y cols., 1983; Helbig y cols., 2005; Russel-Lodrigue y cols.,
2006).

2.4.2. FISIOPATOLOGIA DE LA FIEBRE Q HUMANA
Como se vera en otro apartado, la ruta aerdégena se ha descrito

tradicionalmente como la via de transmision mas frecuente en la especie humana
(Babudieri, 1959).
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El periodo de incubacién de la fiebre Q aguda varia entre 1 y 3 semanas,
dependiendo de la dosis infectante a la que haya sido sujeto el paciente (Marrie,
1990c). En la mayoria de los casos, la enfermedad en su fase aguda resulta ser
inaparente o bien presenta una sintomatologia inespecifica. Esto conduce a que la
fiebre Q sea una enfermedad de dificil diagnodstico clinico y que probablemente,

estemos ante una enfermedad infradiagnosticada (Marrie, 1990c).

La mayoria de los pacientes infectados muestran una fase de bacteriemia que
normalmente se hace perceptible en las fases tardias del periodo de incubacion. En
cualquier caso e independientemente de la ruta de infeccion, la presencia de C.
burnetii en la sangre puede involucrar a otros drganos tales como el higado, el bazo,
los pulmones, la médula désea y el tracto genital femenino. Es mas, se pueden
presentar determinadas complicaciones que pueden amenazar la vida de los
pacientes entre las que se incluyen la meningoencefalitis, la miocarditis o la

pericarditis.

Como se ha visto, la infeccion por C. burnetii es controlada comiUnmente
mediante la respuesta inmune modulada por las células T. Por otro lado, es también
frecuente que esta respuesta inmune celular no logre erradicar totalmente la
infeccién por C. burnetii del hospedador. Es entonces cuando cabe la posibilidad de
que vuelva a recidivar la fiebre Q, tal y como se ha descrito, en pacientes aquejados
de sindromes de inmunodeficiencia adquirida, entre los que se incluyen los causados
por diferentes tipos de cancer, linfomas o infecciéon por el VIH o bien, en mujeres en
estado de prefiez (Raoult, 1990; Raoult y cols., 1992; Raoult y cols., 1993; Raoult y
cols., 1994; Stein y Raoult, 1998).

En pacientes con valvulopatia previa (Raoult y cols.,, 1990b), y en menor
medida, en mujeres embarazadas (Stein y Raoult, 1998) y en pacientes
inmunocomprometidos, (Heard y cols., 1985; Raoult, 1990; Raoult y cols., 1993), la
fiebre Q puede cronificar y convertirse en una enfermedad de curso fatal para el
paciente. De este modo, la fiebre Q crdnica se define como aquel proceso provocado
por la infeccion de C. burnetii que se extiende en el tiempo mas de seis meses y que
se caracteriza por la presencia de IgA e IgG contra antigenos de la fase I de C.

burnetii (Peacock y cols., 1983).

La endocarditis es la manifestacion clinica y patolégica mas frecuente de la

fiebre Q crdnica en las poblaciones humanas. También, en esta cronificacion de la
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enfermedad es frecuente un proceso multiorganico que puede incluir una hepatitis
crénica. Con menor frecuencia, se pueden producir infecciones cronicas de
aneurismas y/o protesis vasculares (Ellis y cols., 1983; Fergusson y cols., 1985;
Brouqui y cols., 1994; Raoult y Marrie, 1995; Fournier y cols., 1998b), osteomielitis
cronica (Ellis y cols.,, 1983; Piquet y cols., 1994; Cottalorda y cols. 1995) y
osteoartritis (Raoult y cols., 1989; Pérez y cols., 1992), e inducen la formacion de
pseudotumores pulmonares (Janigan y Marrie, 1983; Lipton y cols., 1987), fibrosis
pulmonar (Aitken y cols., 1987), hepatitis crénica sin endocarditis asociada (Aitken vy
cols., 1987). Recientemente se ha descrito un caso curioso de infeccion por C.
burnetii de un injerto vascular en la aorta asociado a un proceso de artrosis por

erosion en varias vértebras del paciente (O'Donnell y cols., 2007).

Las lesiones patoldgicas de la fiebre Q en humanos han sido descritas a partir
del analisis de muestras de biopsias y de muestras extraidas tras la realizacion de
autopsias (Marrie, 1990b). Las biopsias de higado suelen obtenerse de pacientes con
sintomas de hepatitis. En el caso de los cuadros neumédnicos de la enfermedad y
debido a que estos cuadros no suelen ser fatales, no se suelen realizar biopsias a los
pacientes afectados. Esto se traduce en un escaso estudio patoldgico in vivo de este
tipo de neumonias. En cualquier caso, el diagnostico de la fiebre Q mediante el
analisis patologico de biopsias no es frecuente ya que esta enfermedad puede ser

detectada mediante serologia con mayor precision y facilidad.

Las lesiones histopatoldgicas pulmonares tipicas de la fiebre Q que cursa con
neumonia incluyen consolidaciones groseras, signos microscépicos de neumonia
intersticial y exudados alveolares (Lillie y Perrin, 1941; Perin, 1949; Whittick, 1950).
Los infiltrados intersticiales estdn compuestos mayoritariamente por macréfagos o
linfocitos y, en menor medida, estan presentes leucocitos polimorfonucleares (Perin,
1949; Janigan y Marrie, 1983). Fibrina y eritrocitos junto con células mononucleraes
componen los exudados alveolares. Debido a que estas lesiones no son especificas de
la fiebre Q y son frecuentes en otras patologias que cursan con neumonias atipicas
tales como las producidas por Legionella pneumophila, Chlamydia pneumoniae y
Clamydia psittaci, se hace necesaria la utilizaciéon de técnicas inmunohistoquimicas

que revelen la existencia de C. burnetii en el interior de los macrofagos alveolares.

Debido a que la manifestacion patoldgica de la infeccion por C. burnetii aguda
cuando afecta al higado es la hepatitis granulomatosa (Gerstl y cols., 1956; Berstein
y cols., 1965; Dupont y cols., 1971; Delaney y Roberts, 1975; Voigt y cols., 1983;

Weir y cols., 1984), la fiebre Q es confundida a menudo con la tuberculosis. Otras
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lesiones menos especificas en la forma hepatica de esta enfermedad incluyen la
hiperplasia de las células de Kupffer y la degeneracién grasa moderada. Las células
de Kuppfer estan consideradas como células diana de C. burnetii cuando se produce
la infeccion del tejido hepatico. Esta circunstancia hace que se inicie una inflamacion

local y la formacién de los granulomas.

El examen microscopico de cortes histopatologicos de higados afectados
muestran la existencia de necrosis hepatocelular focal y de infiltrados celulares
compuestos por linfocitos y leucocitos polimorfonucleares. Macrofagos con una
morfologia epitelioide, células gigantes multinucleadas y fibrina también pueden
estar presentes. Un rasgo caracteristico de los granulomas hepaticos originados por
C. burnetii es la formacion de estructuras con forma de rosquilla, es decir, con una
zona central menos densa rodeada de una zona periférica mas densa compuesta por
fibrina, denominadas granulomas con forma de donuts o de rosquilla (Dupont y cols.,
1971; Qizilbash, 1983; Greiner y cols., 1992). Si bien este tipo de lesién se puede
encontrar ocasionalmente en otras enfermedades tales como la enfermedad de
Hodgkin, la fiebre tifoidea, la infeccion por citomegalovirus, la mononucleosis o la
hipersensibilidad al halopurinol, en el caso de la fiebre Q, esta lesidén es caracteristica
de la forma hepatica de la enfermedad. Por otra parte, C. burnetii no se detecta
siempre a partir del higado aun existiendo un cuadro hepatico, por lo que, su

aislamiento y su deteccion mediante inmunohistoquimica ocurre ocasionalmente.

Es de resaltar que, aunque la hepatitis se suele describir conjuntamente con la
endocarditis crénica producida por la fiebre Q, los granulomas hepaticos rara vez han
sido descritos en pacientes con fiebre Q cronica, y el granoluma tipico con forma de
rosquilla no se ha descrito nunca en este tipo de pacientes (Westlake y cols., 1987;
Raoult y cols., 1990b). El cuadro histopatolégico hepatico predominante en la fiebre
Q crdnica se caracteriza por mostrarse como una hepatitis reactiva, no especifica,
con infiltracion linfocitaria acompafiada de necrosis granular focal. La ausencia de
una respuesta inmune por parte del sistema de células T en pacientes cronicos puede

explicar la ausencia del granuloma tipico en la fase cronica de la fiebre Q.

Las lesiones en la médula ésea se suelen corresponder con la formacién de
unos granulomas similares a los que nos encontramos en los cuadros hepaticos de la
fiebre Q (Delsol y cols., 1978; Constans y cols., 1987; Raoult, 1990). Los tipicos
granulomas vistos en el cuadro hepatico, con morfologia de rosquilla y con la misma
composicidn, estan presentes también en la médula dsea cuando ésta es infectada
por C. burnetii (Voigt y cols., 1983; Silver y McLeish, 1984).
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La endocarditis causada por la fiebre Q suele afectar a las valvulas aodrtica y
mitral, habiéndose descrito un incremento de riesgo en los pacientes que poseen
protesis valvulares (Fernandez Guerrero y cols., 1988; Siegman-Igra y cols., 1997).
La tipica vegetacion originada por la infeccion es pequefia y de dificil visualizacidon
cuando se utiliza la ecocardiografia transtoracica. Un estudio concienzudo de las
valvulas cardiacas puede revelar la existencia de la vegetacion de origen infeccioso
con una destruccion variable del tejido que compone a la valvula afectada. Han sido
descritas también la perforacion de cuspides valvulares y del seno de Valsalva, asi
como la formacién de aneurismas localizados en los collares valvulares, la porcion

membranosa del septo intraventricular o en el miocardio subvalvular.

Los hallazgos histopatoldgicos encontrados habitualmente en el estudio de las
valvulas cardiacas infectadas suelen ser de tipo inespecifico. Entre las lesiones
encontradas comunmente se aprecian la presencia de trombos compuestos por
fibrina y plaquetas, necrosis y cimulos celulares necroticos, focos de calcificacién y/u
osificacién, y fibroblastos por los que se establece el coldgeno (Andrews y Marmion,
1959; Turck y cols., 1976; Tobin y cols., 1982). Los infiltrados celulares estan
compuestos mayoritariamente por linfocitos, histiocitos y, ocasionalmente, por

células plasmaticas. También de observan frecuentemente macroéfagos.

Utilizando técnicas inmunohistoquimicas, se han encontrado microabscesos
focales con presencia de C. burnetii. Esta bacteria se encuentra en el interior de las
células infectadas con forma cocoide, enclaustradas en una Unica masa
intracitoplasmatica (un Unico fagolisosoma), infectado casi en exclusividad a

macrofagos espumosos € histiocitos (Brouqui y cols., 1994).

Se pueden originar émbolos arteriales a partir de estas vegetaciones y éstos
pueden producir infartos, especialmente en érganos como el bazo, rifiones y en el
cerebro. Ademas, la endocarditis por fiebre Q puede llevar aparejada la aparicion de
complicaciones inducidas por la formacion de inmunocomplejos que pueden conducir
a la aparicién de cuadros como la glomerulonefritis por acumulacion de los mismos a

nivel de rifndn (Maurin y Roult, 1999).

2.4.3. FISIOPATOLOGIA DE LA FIEBRE Q EN LOS ANIMALES
INFECTADOS DE MANERA NATURAL

Los animales que se infectan de manera natural con C. burnetii no suelen
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experimentar sintomas clinicos relacionados con la enfermedad. En la fase aguda de
la infeccién, la presencia de fiebre Q puede ser demostrada mediante diferentes
técnicas diagnédsticas (cultivo, técnicas seroldgicas, inmunohistoquimica, PCR) a
partir de muestras de sangre, pulmdn, bazo e higado. Aun asi, la mayoria de los
animales suelen mantenerse asintomaticos, sin mostrar siquiera un cuadro febril. A
menudo, la infeccion por C. burnetii en estos animales se cronifica y se caracteriza
por una excrecion continua de la bacteria en heces y orina, con lo que, estos
animales se convierten en portadores excretores del agente causal que, ademas, se
caracterizan por ser portadores inaparentes. El Utero y las glandulas mamarias son
los principales érganos diana en la infeccion crénica por C. burnetii en estos
animales, siendo esta cualidad de la infeccion en los animales, favorecedora de la
dispersion de C. burnetii en el medioambiente durante y tras las épocas de parto. Las
secreciones de parto y postparto y, las placentas, presentan una alta contaminacion
por parte de esta bacteria. También la leche de los animales afectados presenta una
contaminacion en los animales afectados (Babudieri, 1959; Barlow y cols., 2007;
Rodolakis y cols., 2007).

Sin duda, de entre las lesiones causadas por la fiebre Q entre los rumiantes,
las de mas impacto en la sanidad de las explotaciones, y por tanto, las que provocan
las mayores pérdidas econdmicas, son las relacionadas con el aparato reproductor.
Metritis que se traducen en disminuciones de los indices de fertilidad, abortos,
nacimientos prematuros acompafiados de aumentos en la mortalidad neonatal y
perinatal han sido descritas en los rumiantes domeésticos (Lang, 1990; Arricau-
bouveri y Rodolakis, 2005).

En el caso de los abortos, mas frecuentes en el ganado caprino, y sobre todo
en el ovino, los fetos abortados suelen tener una apariencia normal, mientras que las
placentas de animales con un grado de infeccidn considerable, muestran un
engrosamiento de las areas intercotiledonarias acompafiado de exudados copiosos,
de aspecto cremoso, de color amarillento o marréon decolorado. Microscépicamente se
observa una severa placentitis hiperplasica necrotizante, con una presencia
importante de trofoblastos contaminados intracitoplasmaticamente por C. burnetii. A
la vez, tiene lugar una vasculitis placentaria que se caracteriza por mostrar infiltrados
importantes de células mononucleares, neutrdéfilos y eosinoéfilos. Esta infiltracion es la
gue se observa con mas frecuencia en los érganos dianas de los fetos abortados. En
el caso de las vacas, las lesiones observadas son mas benignas o bien inexistentes,
detectdandose una contaminaciéon por Coxiella muy inferior en los tejidos afectados

(Palmer y cols., 1983; Zeman y cols, 1989; van Moll y cols., 1993; Masala y cols.,
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2007).

En el caso concreto del ganado caprino, se ha observado que la infeccién por
C. burnetii produce cuadros de aborto en el Ultimo tercio de la gestacion. Pero a
diferencia con la oveja, especie en la que el aborto es la principal manifestacion
clinica de la infecciéon, en la cabra cobra mas importancia relativa el nacimiento
prematuro y el nacimiento a término de crias débiles, lo que se traduce en un
aumento de la mortalidad neonatal y perinatal (Berri y cols., 2007; Wouda y
Dercksen, 2007).

En la cabra, se han observado lesiones en el aparato reproductivo, en las
glandulas mamarias, en el pulmdn y en el higado de las cabras prefiadas infectadas.
Las primeras células diana que son atacadas en la placenta son los trofoblastos de la
membrana alantocorién. Tras la evolucion de la infeccidon y en las Ultimas semanas de
la gestacion, se detecta una multiplicacion masiva de C. burnetii en la placenta que
conduce a la formacion de la ya citada placentitis necrética y supurativa, la cual, es la
causa de que se separen células trofoblasticas del feto del epitelio sincitial de la
madre, observandose un proceso de vasculitis en el mesénquima fetal. Una fuerte
respuesta inmune basada en la masiva afluencia de células T se ha observado en
regiones situadas entre los placentomos, no observandose esta reaccion en los
placentomos en si, en los que sb6lo se pudo apreciar la presencia de neutrofilos y de
un pequeiio numero de macréfagos asociados a la infeccién. Parece ser, que en los
animales que sobrepasan la infeccién y no se quedan como enfermos crénicos o
como portadores-excretores de la bacteria, no se observa ninguna lesién ni se puede
detectar la presencia de C. burnetii mediante PCR transcurridos 120 dias tras la

infeccién (Sanchez y cols., 2007).

En el caso de la infeccion en ovejas prefnadas, se ha observado ademas de la
placentitis, una linfoproliferacion observable en los drganos parenquimatosos vy
nodulos linfaticos de los corderos, trombosis y neumonia intersticial (Martinov y cols.,
1989).

2.4.4. FISIOPATOLOGIA DE LA FIEBRE Q EN LOS ANIMALES DE
EXPERIMENTACION

2.4.4.1. FISIOPATOLOGIA DE LA FIEBRE Q AGUDA EN ANIMALES DE
EXPERIMENTACION
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La fiebre Q aguda se ha podido reproducir con éxito en numerosos animales
de experimentacién entre los que se incluyen ratones, conejos, cobayas y monos. La
fase aguda de la fiebre Q en estos animales puede ser asintomatica, inducir un
cuadro febril y la formacidon de granulomas o, ser de curso fatal, especialmente, si el
indculo de C. burnetii utilizado para producir la infeccidon es lo suficientemente
importante. Veamos a continuacion como se expresa la fase aguda de la fiebre Q en

las diferentes especies citadas.

2.4.4.1.1. FISIOPATOLOGIA DE LA FIEBRE Q AGUDA EN RATONES

Los ratones inoculados experimentalmente, ya sea por via intranasal o
intraperitoneal, se muestran asintomaticos y no muestran siquiera, un cuadro febril
(Lang, 1990). Eso si, estos animales muestran lesiones granulomatosas en las que se
pueden apreciar células mononucleares en el bazo, higado, rifiones y en las glandulas
adrenales (Burnet y Freeman, 1937; Perrin y Bengtson, 1942). Se pueden apreciar
numerosas bacterias mediante el uso de la inmunohistoquimica en el higado y en el

bazo. Las lesiones granulomatosas persisten varias semanas e incluso meses.

Los ratones de experimentacion, cuando se convierten en enfermos crénicos,
se transforman en portadores que excretan la bacteria en heces y en orina. Ademas,
en ratones blancos, se ha demostrado la posibilidad de que enfermedades latentes
recidiven tras tratamientos con esteroides realizados tres meses después de la
inoculacion con C. burnetii. El mismo efecto se ha demostrado cuando se han hecho
ensayos de irradiacidon en el cuerpo de ratones previamente inoculados (Sidwell y
cols., 1964a y b).

El rol del sistema inmune en el desarrollo de la fiebre Q también ha sido
evaluado en estos animales. De esta manera se ha podido constatar que los ratones
gue disponen de timo resisten la infeccion de la fase I de C. burnetii, mientras que
los ratones atimicos se convierten en enfermos crénicos tras su inoculacién
(Kishimoto y cols., 1978).

La via de inoculacion de C. burnetii en los ratones puede determinar la
existencia de varias manifestaciones patoldgicas. Se pudo observar esplenomegalia y
hepatomegalia Unicamente en los ratones inoculados por via intraperitoneal. La
formacion de granulomas hepaticos se observdo predominantemente en los animales
inoculados intraperitonealmente aunque también, se pudo observar con menor

frecuencia en los animales inoculados intranasalmente. Asimismo, la alveolitis
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intersticial predomind entre los ratones infectados intranasalmente (Marrie y cols.,
1996).
2.4.4.1.2. FISIOPATOLOGIA DE LA FIEBRE Q AGUDA EN COBAYAS

Los cobayas han sido utilizados con frecuencia para el aislamiento de C.
burnetii antes de que se desarrollara la tecnologia que permite realizar los cultivos
celulares (Lang, 1990). Se preferia la inoculacion de este animal a la del raton de
experimentacion, con muestras de casos clinicos, debido a que este ultimo se
mostraba frecuentemente asintomatico tras la inoculacién. Se utilizaban
frecuentemente cobayas adultas por presentar una respuesta uniforme ante la
infeccion por C. burnetii. Pueden ser inoculadas tanto intranasal como

intraperitonealmente.

La infeccion por C. burnetii se muestra en estos animales como una
hipertermia (40 °C o mas) 1 6 2 semanas después de la inoculaciéon. A menos que el
inoculo inicial sea muy grande (mayor a 10° bacterias), los animales sobrepasan la
infeccion tras dos o tres semanas sin que queden ningun tipo de secuelas. Se
produce una bacteriemia tras la infeccion que dura unos 5 6 7 dias que cesa dando
lugar a otra fase de la infeccidn en la que se pueden detectar anticuerpos especificos
contra el agente causal. Los anticuerpos contra la fase II de C. burnetii son
detectables transcurridos 15 dias tras la inoculacién, mientras que para detectar
anticuerpos frente a ambas fases de C. burnetii (fase I y II) es necesario esperar dos

meses (Maurin y Raoult, 1999).

Se pueden apreciar lesiones en diferentes 6rganos transcurridos unos pocos
dias después de la infeccidn y persisten 2 6 3 semanas (Lillie, 1942). Tiene lugar el
engrosamiento de nddulos linfaticos esplénicos y mesentéricos. El analisis
microscopico de muestras de pulmon muestra la existencia de infiltrados de células
mononucleares, mientras que el analisis de muestras de higado, bazo y médula ésea,
evidencian la existencia de granulomas. Este tipo de lesiones, como se dijo

anteriormente, suelen pasar sin dejar secuelas durante la convalecencia.

Por otra parte, a menudo, los cobayas infectados siguen padeciendo
infecciones latentes tras haber pasado el periodo de convalecencia de la fase aguda
de la fiebre Q, de tal manera, que la enfermedad vuelve a recidivar en determinadas

circunstancias (Sidwell y cols., 1964a y b; Atzopien y cols., 1994).

Por tanto, el curso de la infeccion de la fiebre Q aguda del cobaya se
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corresponde con una enfermedad aguda que presenta un cuadro febril, con
formacion de granulomas en el higado, bazo, médula ésea y otros érganos y, con una
rapida regresion de los sintomas clinicos y de las lesiones granulomatosas. Luego,
este tipo de modelo experimental es muy préximo al curso de la fiebre Q aguda en
humanos, lo cual hace mas interesante el estudio de la enfermedad en cobayas que

en ratones de experimentacion. (Maurin y Raoult, 1999).

También se ha realizado un estudio sobre la influencia que puede tener la via
de inoculacién con respecto al cuadro de lesiones patoldgicas encontrado (La Scola y
cols., 1997). En dicho estudio se observd que los infiltrados celulares en pulmodn eran
mas frecuentes cuando se utilizaba la via de inoculacién intranasal en vez de la
intraperitoneal, mientras que los granulomas se observaban con mayor frecuencia en
cortes histolégicos de higados de cobayas inoculados intraperitonealmente. A su vez,
se aprecid que solo los animales inoculados con dosis superiores a 10° bacterias
mostraron miocarditis. Estos resultados sugieren que la via de inoculacién y la dosis
infectante pueden influir en el cuadro lesional provocado por la fiebre Q aguda en los

cobayas.

2.4.4.1.3. FISIOPATOLOGIA Y LESIONES DE LA FIEBRE Q AGUDA EN
OTROS ANIMALES EXPERIMENTALES

Inoculacién experimentales de C. burnetii han sido realizados menos

frecuentemente en otras especies como hamsters, conejos y monos.

Los ensayos en hamsters han mostrado a este animal como perfecto para
realizar aislamientos de C. burnetii a partir de la inoculacién de muestras clinicas, ya
que se pueden extraer facilmente grandes cantidades de esta bacteria, sobre todo,
del bazo de los animales infectados (Stoenner y Lackman, 1960). Los conejos
también han sido utilizados con el fin de realizar aislamientos de C. burnetii. La
inoculacion de hembras prefiadas produce, a menudo, muerte fetal (Maurin y Roult,
1999).

La patogénesis de la fiebre Q también ha sido estudiada en monos. Animales
infectados por via aerégena mostraron neumonia, tos y disnea a los 4 6 7 dias
postinfeccion. La bacteriemia pudo ser detectada entre los 7 y 13 dias después de
realizar la inoculacién y el examen patoldgico de las muestras de pulmén y de higado
revelaron la presencia de neumonia intersticial y de hepatitis subaguda. Igualmente,

se demostrd la presencia de C. burnetii en muestras histopatoldgicas de pulmon,
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bazo, higado, rifidn, corazén y testiculos. Anticuerpos especificos contra las fases I y
IT de C. burnetii fueron detectados mediante IFI los dias 7 y 14, respectivamente
(Gonder y cols., 1979).

2.4.4.2. INOCULACIONES DE EMBRIONES DE POLLO

Desde que Cox y Bell (1939) demostraron que C. burnetii podia crecer en el
saco vitelino de los embriones de pollo. Este sistema de cultivo ha sido ampliamente
usado para el aislamiento y para el mantenimiento y multiplicacion de esta bacteria
en los laboratorios especializados (Weiss y Pietryk, 1957; Ormsbee y cols., 1985). C.
burnetii provoca la muerte del embrién de pollo en 14 dias. Como es logico, el
inéculo realizado a partir de muestras clinicas obtenidas de los afectados por la fiebre
Q tendran la fase I de C. burnetii, mientras que tras sucesivos pases nos
encontraremos con la fase II, siendo irreversible el proceso de cambio a fase I tras

un ndmero considerable de pases en los medios de cultivo.

2.4.4.3. FISIOPATOLOGIA Y LESIONES DE LA FIEBRE Q CRONICA EN
LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Los animales infectados con C. burnetii nunca muestran endocarditis de
manera espontanea, aun habiéndose cronificado la enfermedad y sea cual sea la
cepa inoculada. El rol de la inmunidad en la prevencion de la evolucién de la
enfermedad a una fase crénica de la misma ha sido demostrada en ratones y en
cobayas. Por otra parte, se ha visto que los ratones atimicos evolucionan
sistematicamente hacia la fase crénica de la fiebre Q (Kishimoto y cols., 1974). A su
vez, se ha demostrado que la infeccidn crénica puede ser establecida en los cobayas
tras la aplicacion de esteroides (Sidwell y cols., 1964b) o tras la irradiacidon corporal
(Sidwell y cols., 1964a).
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2.5. DIAGNOSTICO DE LA FIEBRE Q Y SU APLICACION
EPIDEMIOLOGICA

“En los momentos de crisis, sélo la imaginacidon es mas importante que el

conocimiento”

Albert Einstein

2.5.1. DIAGNOSTICO CLINICO

Existen estudios que relacionan a la fiebre Q con la produccién de fiebre,
debilidad, anorexia, rinitis, conjuntivitis, bronconeumonia, pérdida de peso, artritis y
mamitis, ademas de haberse observado, el nacimiento de animales débiles que
sobreviven al parto, con anemia, ataxia, emaciacién y paralisis. En el caso concreto
del ganado ovino, en hembras prefiadas infectadas en el segundo y tercer tercio de
gestacién, los primeros signos clinicos se detectan entre los 5 y 12 dias tras la
infeccién, apareciendo en primer lugar, un proceso febril bifasico. A una perra
parturienta, fuente de infeccion en un brote de neumonia por fiebre Q en varios
miembros de una familia que estaban presentes en el parto del animal, se observd
gue una parte de los cachorros murieron poco después de nacer, muriendo el resto
de cachorros antes de las 24 horas posparto (Martinov y cols., 1989; Damoser,
1993; Buhariwalla y cols., 1996; Barlow y cols., 2007). Sin duda, los signos clinicos
observados en los rumiantes domésticos, al margen de la consabida importancia de
esta enfermedad en los indices reproductivos de estos animales, deben tener
repercusiones considerables en la productividad de los animales afectados no
cuantificadas aun. Estos sintomas ademas, son asociables en diferentes tipos de
cuadros cuya repercusion en la sanidad y produccién animal han sido ampliamente
estudiados, como es el caso de las neumonias, las mamitis subclinicas y las artritis
(Buxadé y cols., 1996).

2.5.2. DIAGNOSTICO ANATOMOPATOLOGICO

Como se ha visto en el apartado 2.4 sobre fisiopatologia de la fiebre Q de la
presente revisidon bibliografica, C. burnetii cuenta con una serie de érganos diana, los
cudles, pueden variar segun la enfermedad sea aguda o crénica, o segun la especie
afectada por la enfermedad. La deteccion de dicho agente causal a partir de
muestras de tejidos de dichos d6rganos es posible gracias a técnicas inmunoldgicas.

En este sentido, las técnicas pueden aplicarse en tejidos frescos fijados con acetona o

61



Diagnéstico Revision bibliografica

bien tras fijarlos en formol y embeberlos en parafina (Raoult y cols., 1994). Las
técnicas existentes serian la inmunoperoxidasa (Brouqui y cols., 1994), el sistema de
captura de antigeno mediante ELISA/ELIFA (Thiele y cols., 1992) vy la
inmunofluorescencia a partir de anticuerpos monoclonales o policlonales, siendo
aplicable esta ultima técnica Unicamente en las muestras tratadas con parafina
(McCaul y Williams, 1990; Thiele y cols., 1992; Muhlemann y cols., 1995). Estas
técnicas son utilizadas rutinariamente en medicina humana con el fin de analizar los
tejidos de las valvulas cardiacas en los pacientes de fiebre Q crdnica, una vez estas

han sido extraidas del paciente (Maurin y Raoult, 1999).

En medicina veterinaria, la principal aplicacién de estas técnicas en animales
vivos ha sido el analisis de placentas y, en menor medida, el de 6rganos diana en los
fetos tras los abortos, ya que la Coxiella suele afectar de manera mas importante a la
placenta que al feto (Palmer y cols., 1983; Zeman y cols., 1989; van Moll y cols.,
1993; Masala y cols., 2007; Sanchez y cols., 2007).

2.5.3. DIAGNOSTICO MEDIANTE CULTIVO DE Coxiella burnetti

Esta técnica diagnodstica se utiliza mas como una herramienta para poder
replicar a esta bacteria para posteriores pruebas laboratoriales o ensayos
experimentales que como técnica rutinaria de diagndstico. Ademas, dado el fuerte
riesgo de contagio para el hombre, el cultivo de C. burnetii precisa de ser llevado a
cabo en instalaciones que cumplan las exigencias contempladas para el Grupo de
Contenciéon 3 (Manual de la OIE sobre animales terrestres 2008). Cuando en el
examen microscopico de las muestras se detecta un bajo nivel de contaminacién por
otras bacterias y un numero importante de células de C. burnetii, es posible el
aislamiento directo por inoculacién de huevos de gallina embrionados o de cultivos
celulares. El proceso de cultivo en los huevos de gallina embrionados es preferible
realizarlo con huevos libres de patdgenos especificos (SPF). El proceso dura entre 10
y 15 dias y pueden ser necesarios varios pases para llegar a obtener un cultivo puro
de C. burnetii. Adicionalmente, la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) se puede utilizar conjuntamente para detectar la presencia de C. burnetii en el
cultivo (Ho y cols., 1995).

Existe un método mas seguro, que en principio se disefid para el cultivo de
virus y que posteriormente, se adaptd para el cultivo de bacterias estrictamente
intracelulares, o intracelulares facultativas. Este es el método del vial cerrado de

cultivo celular. Dicho método se ha probado con éxito para el cultivo de C. burnetii
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(Raoult y cols., 1990a; Fournier y cols., 1998a). Basicamente, consiste en la
inoculacion de suspensiones de la muestra problema en fibroblastos de pulmoén de
embrién humano (células HEL) en el interior de un vial de bioseguridad cerrado. Este
método permite, mediante una serie de pases, mantener el cultivo hasta 3 meses,
para luego proceder a su cultivo definitivo en capas confluyentes de células Vero o de
células 1929 de fibroblastos de ratén en un recipiente de cultivo, con el fin de

establecer un aislamiento definitivo de C. burnetii (Spyridaki y cols., 2002).

En el caso de muestras muy contaminadas con otras bacterias (placentas,
descargas vaginales, heces, leche, etc.) puede ser necesario recurrir, previa al cultivo
celular, a la inoculacion en animales de experimentacion. En este sentido, los
animales mas apropiados son los ratones y, preferiblemente debido a la facilidad con
la que detectan los sintomas tras la inoculacién, los cobayas (Scott y cols., 1987).
Tras inocular intraperitonealmente a los animales con la muestra problema, se les
controla la temperatura corporal y es aconsejable realizar chequeos serolégicos y
utilizar grupos de animales que sirvan de control, a los que también se vigilaran
seroldgicamente. Una vez se detectan signos de enfermedad, principalmente fiebre,
se sacrifican los animales inoculados y se les extrae el bazo con el fin de obtener
muestras que seran cultivadas en embrién de pollo. Asimismo, la deteccion de C.
burnetii en los bazos de los animales infectados se puede realizar mediante tincién de
frotis, o bien, mediante PCR a los 7-9 dias tras la inoculacién (Arricau-Bouveri y cols.,
2003).

Si bien la caracterizacion de los aislamientos resulta de interés para el
estudio del variable comportamiento de la fiebre Q en las poblaciones humanas y
animales de las diferentes localizaciones geograficas de la enfermedad, lo cierto es
qgue el cultivo celular no permite la diferenciacion de tipos. En este sentido, las
técnicas moleculares orientadas a la tipificacion genética resultan sumamente
interesantes. No obstante, el cultivo de C. burnetii seguira siendo necesario para, por
ejemplo, estudiar la virulencia de los diferentes tipos genéticos detectados y los
mecanismos fisiopatoldgicos, asi como los factores asociados al agente que influyen

en la virulencia de los mismos (Glazunova y cols., 2005; Klee y cols., 2006).
2.5.4. DIAGNOSTICO SEROLOGICO
En medicina humana, las técnicas seroldgicas en conjuncion con los hallazgos

clinicos, han sido ampliamente utilizadas para confirmar el diagnéstico rutinario de la

fiebre Q. A ello ha contribuido la sencillez, asi como la sensibilidad y especificidad de
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las mismas. Por otra parte, estas técnicas permiten diferenciar la enfermedad aguda
de la cronica. Eso si, es necesario esperar un minimo de dos o tres semanas después
de la infeccion para poder detectar la fase aguda de la enfermedad, produciéndose el
pico maximo de produccién de anticuerpos contra C. burnetii, en torno al mes y
medio tras la infeccion (Maurin y Raoult, 1999).

Aunque en medicina veterinaria, la serologia ha sido ampliamente utilizada en
estudios seroldgicos sobre diferentes poblaciones animales con el fin de establecer
las tasas de seroprevalencia de las mismas, su aplicacién rutinaria orientada al
diagnostico individual de la enfermedad puede resultar compleja. La ausencia de
signos clinicos en muchas ocasiones unido a que los animales infectados pueden
permanecer seropositivos durante varios afios tras la infeccion aguda o, pueden
eliminar la bacteria al medio antes de desarrollar anticuerpos o también, pueden ser
infectados sin expresar seroconversidon, contribuye a la citada complejidad del
diagnéstico seroldgico individual en los animales. Para interpretar los resultados en
las poblaciones se precisan al menos de 10 animales (abortados o no), precisandose
para establecer la presencia de infeccion, tanto la respuesta seroldgica como la
evidencia de la existencia de C. burnetii mediante cultivo o técnicas como la PCR

(Adesiyun y cols., 1985; Arricau-Bouveri y cols., 2001; Berri y cols., 2001).

En la actualidad no se utilizan rutinariamente las técnicas seroldgicas mas
antiguas: la técnica de la microaglutinacién, la prueba de aglutinacién capilar y la
prueba de hemdlisis indirecta. Sin embargo, una técnica basada en la aglutinacién de
particulas de alta densidad ha sido probada recientemente con éxito, mostrando
mayor sensibilidad y especificidad que la microaglutinacién (Nguyen y cols., 1996).
Las técnicas mas utilizadas hoy en dia son, la fijacion del complemento (FC), la
inmunofluorescencia indirecta (IFI), y el método del enzimoinmunoensayo
(ELISA).

La fijaciobn del complemento (FC) ha sido ampliamente utilizada en
medicina humana, si bien la tendencia ha sido la de ser desplazada paulatinamente
por técnicas como la IFI y el ELISA. El suero inactivado por calor puede someterse a
la reaccidon de la FC contra las fases I y II de C. burnetii. Titulos de anticuerpos por la
FC contra la fase II mayor o superiores a 1:40 son indicativos de fiebre Q aguda en
humana, mientras que la presencia de titulos superiores a 1:200 contra la fase I son
indicativos de fiebre Q crdénica (Hendrix y cols., 1991; Guigno y cols., 1992; Peter y
cols., 1992). La FC es una técnica seroldgica de alta especificidad, pero es menos
sensible y precisa de mas tiempo de ejecucién que la IFI y el ELISA (Peter y cols.,

1985). Por otra parte, se ha observado que la seroconversién es detectada por la FC
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entre los 14 - 21 dias tras la infeccion, mientras que con la IFI y el ELISA esta franja
de tiempo se reduce, detectandose la seroconversion entre los 10 - 15 dias (Peter y
cols., 1985; Guigno y cols., 1992). Por otro lado, en humana han sido detectados
resultados falsos-negativos por FC en pacientes cronicos de fiebre Q con altos titulos
de anticuerpos debido al fendmeno prozona, asi como falsos-positivos relacionados

con reacciones cruzadas con antigenos de huevos de gallina.

En el caso de los estudios de seroprevalencia basados en la utilizacién de la
FC, en epidemiologia veterinaria la presencia de titulos de 1:10 y 1:40 indican la
presencia de infeccion latente, mientras que la presencia en uno o mas sueros en
grupos de 5 a 10 animales con titulos de 1:80 o superiores, revelan una fase
evolutiva de la infeccion (manual de la OIE sobre animales terrestres, 2008). En el
caso de la epidemiologia humana, los titulos mas frecuentemente utilizados para la

realizacion de este tipo de estudios son 1:8 y 1:16 (Téllez, 1992; Pascual, 1994).

La inmunofluorescencia indirecta (IFI) es la técnica seroldgica de
referencia para el diagnostico de la fiebre Q en medicina humana. También ha sido
ampliamente utilizada en estudios epidemioldgicos en medicina veterinaria (Peacock
y cols., 1983; Tissot-Dupont, 1994). Esta técnica cuenta con la ventaja de que
precisa de poca cantidad de antigeno de C. burnetii. Se utilizan también antigenos de
las fases I y II de este agente causal, obteniéndose los antigenos de la fase II
mediante cultivo celular y los de fase I a partir del bazo de ratones de
experimentacion infectados. Esta técnica permite la deteccion de distintas subclases
de inmunoglobulinas (IgG, IgM e IgA) y puede ser mejorada mediante la utilizacion
de un absorbente de factor reumatoide para eliminar la IgG antes de determinar los
niveles de IgM o de IgA (Tissot-Dupont, 1994).

En medicina humana, la seroconversion durante la fiebre Q aguda suele ser
detectada mediante IFI a los 7-15 dias tras la aparicion de los sintomas,
encontrandose anticuerpos contra C. burnetii en el 90% de los pacientes infectados a
la tercera semana. Maurin y Raoult (1999) proponian una rutina de diagndstico, en la
cual, se realiza un escrutinio previo de las muestras analizadas en el que se establece
un punto de corte con titulos de 1:50 ante la fase II. Las muestras que cumplen este
requisito se estiman como positivas y pueden ser sometidas a pruebas posteriores de
diluciones seriadas ante las fases I y II de C. burnetii asi como a la determinacion de
los niveles de IgG, IgM e IgA, con el fin de ahondar en materias como el curso de la

enfermedad. De esta forma, en su rutina diagndstica en Francia, dichos autores
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consideran que titulos de IgG>1:200 y de IgM=>1:50 contra la fase II son indicativos

de fiebre Q aguda en el hombre (Maurin y Raoult, 1999).

Logicamente, los puntos de corte propuestos por los citados autores como
criterio de escrutinio inicial y de diagndstico de la fiebre Q aguda variaran segun las
diferentes regiones geograficas en virtud de las diferencias existentes en la
inmunidad poblacional. De ahi la importancia de la realizacion de estudios de
seroprevalencia en las zonas donde existe la enfermedad, con el fin de poder obtener
valores de referencia de cara, por ejemplo, al diagndstico individual de la
enfermedad. Este aspecto es de mayor aplicacion en la actualidad en medicina
humana. De esta forma, en Espafia, los titulos mas aceptados de cara al diagndstico
de la fiebre Q aguda humana serian IgM>1:64 y de 1gG>1:1024 contra la fase II de
C. burnetii (Pascual, 1994; Marrie y Pollak, 1995).

Donde si se unifican los criterios de cara a la eleccion de los puntos de corte
de la IFI es en el diagndstico de la fiebre Q crénica humana. En este sentido, la
presencia de anticuerpos contra la fase I de C. burnetii son indicativos de
enfermedad croénica. De esta manera, titulos de IgG=1:800 contra la fase I son un
buen indicador de la presencia de fiebre Q crénica y de endocarditis. Si bien, el mejor
criterio de diagndstico para la endocarditis es la deteccion del mencionado punto de
corte y la presencia de la bacteria en sangre mediante cultivo (Fournier y cols.,
1996). Otro indicador de la presencia de endocarditis es la presencia de titulos de
IgA=1:50 contra la fase I (Tissot-Dupont, 1994; Fournier y cols., 1996).

En cuanto a los estudios de seroprevalencia mediante la utilizacion de la IFI,
en epidemiologia veterinaria se suele utilizar como punto de corte para estos
estudios, valores para la IgG=1:160 contra la fase II de C. burnetii como indicativo
de presencia de enfermedad (manual de la OIE sobre animales terrestres 2008), si
bien hay estudios que utilizan valores de 1/20 como indicativo de haber pasado la
enfermedad (Pascual, 1994). En epidemiologia humana, el titulo minimo que se
acepta como signo de haber pasado la enfermedad es el de IgG=1:20 contra la fase
II, mas otros autores utilizan titulos de 1:40 y 1:80 (Pascual, 1994). Mientras que en
las poblaciones humanas de Dinamarca se ha procedido a la revisidon de los valores
de corte para la deteccion de anticuerpos contra la enfermedad mediante la
inmunofluorescencia indirecta, lo cual, supone un importante avance en materia de
diagnostico aplicable a estudios seroepidemioldogicos futuros en dicha regidn

(Villumsen y cols., 2010).
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El enzimoinmunoensayo (ELISA) es mas sensible que la FC y la IFI (Field y
cols., 1983; Peter y cols., 1988; Cowley y cols., 1992) y también, permite detectar
anticuerpos contra las fases I y II de C. burnetii. Los puntos de corte propuestos en
medicina humana para la fiebre Q aguda serian de IgG>1:1024 y de IgM=>1:512 para
la fase II, mientras que para la deteccion de la fiebre Q crdnica los valores de IgG o
bien de IgM contra la fase I han de ser superiores al valor 1:128 (Waag y cols.,
1995). Sin embargo, la técnica de ELISA es mas compleja de cara a la interpretacion
de los resultados, asi como del aparataje necesario, con lo cual, se suele utilizar
mavyoritariamente en estudios seroepidemioldgicos realizados por laboratorios de

referencia (Peter y cols., 1987).

En cuanto a los estudios seroepidemioldgicos, en epidemiologia veterinaria los
valores de corte suelen situarse en titulos para la IgG contra la fase II de 1:100
(manual de la OIE sobre animales terrestres, 2008), mientras que en epidemiologia
humana, los niveles de significacién para este tipo de estudios se sitlan en titulos de
IgG=1:500 a 1:1000 contra la fase II (Pascual, 1994).

Otras técnicas seroldgicas propuestas para el diagndstico de la fiebre Q
incluyen el dot inmunoblotting, el Western blotting, el test de la hemodlisis
indirecta y el radioinmunoensayo. El dot inmunoblotting se ha mostrado como
una técnica altamente sensible y especifica que puede utilizarse para realizar
cribados de muestras previos a otros analisis (Cowley y cols., 1992). El Western
blotting también ha mostrado ser una técnica sensible y especifica, pero se trata de
una técnica en la que hay que invertir mucho tiempo y los resultados obtenidos no
son reproducibles en muchos casos (Blondeau y cols., 1990). El test de la
hemolisis indirecta ha mostrado ser altamente sensible y especifico al igual que el
radioinmuoensayo (Doller y Gerth, 1984; Tokarevich y cols., 1990). El problema
del radioinmunoensayo basado en la deteccién de IgM marcada con '*°I, es que
precisa ser llevado a cabo en laboratorios diseflados y con equipamiento para
trabajar con radioisétopos. También se han disefiado métodos para poder realizar
analisis seroldgicos a partir de muestras de leche con el fin de aplicarlo en estudios
epidemioldgicos en las producciones lecheras de rumiantes, pero estas técnicas se

muestran menos sensibles que técnicas como la PCR (Rodalakis y cols., 2007).

Por ultimo, se han detectado reacciones cruzadas al utilizar la serologia en el
diagnostico de la fiebre Q con otras bacterias patdgenas para el hombre como
Legionella pneumophila, Legionella micdadei, Bartonella quintana y Bartonella

henselae. Sin embargo, el diagndstico diferencial se puede realizar facilmente
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mediante la cuantificacion de los anticuerpos contra las fases I y II de C. burnetii
(Dobija-Domaradzki y cols., 1984; Dyer y cols., 1988; Finidori y cols., 1992; La Scola
y Raoult, 1996; Musso y Raoult, 1997).

2.5.5. DIAGNOSTICO MEDIANTE LA REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA (PCR)

Existen estudios de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) desde inicios
de los afios 1970. Si bien, la mayor produccion de trabajos cientificos relacionados
con este campo tienen sus origenes en los inicios de la década de 1990 con trabajos
basados en la aplicacion de técnicas de PCR de tipo convencional para la deteccion de
C. burnetii. El Ultimo avance en este sentido es la creacion de sistemas
automatizados para la extraccion y purificacion del ADN muestral y la aplicacion de la

PCR a tiempo real para su deteccién (Maurin y Raoult, 1999).

El diagndstico de la fiebre Q mediante PCR ha sido utilizado con éxito tanto en
la medicina humana como en la veterinaria para la deteccion de C. burnetii en
cultivos y en muestras procedentes de tejidos diana, leche, secreciones vaginales,
semen, orina y heces (Kruszewska y cols., 1996; Maurin y Raoult, 1999; Berri y
cols., 2000; Rodalakis y cols., 2007; Vaidya y cols., 2008). Este método ha sido
probado directamente sobre muestras de sangre humana, pero los resultados no han
sido satisfactorios para las PCR convencionales, siendo frecuentes los falsos positivos
(To y cols., 1996; Maurin y Raoult, 1999). Las técnicas nuevas de PCR a tiempo real
parecen haber solucionado este problema, conviertiendo a este tipo de técnicas en
un medio de detecciéon precoz, siendo muy eficaz antes de los 17 dias tras la
infeccion. Es capaz de detectar la enfermedad en el periodo de tiempo en el que no
se puede detectar una respuesta inmune por medio de técnicas seroldgicas (Fournier
y Raoult, 2003; Schneeberger y cols., 2002). Por otra parte, la PCR detecta C.
burnetii en cultivos en viales de bioseguridad de muestras de sangre de pacientes de
fiebre Q aguda y crdnica que ya habian iniciado su tratamiento antibidtico, mientras
que el cultivo de C. burnetii por si solo, no permite la deteccidn de la bacteria en este

tipo de pacientes que ya han iniciado su medicacion (Musso y Raoult, 1995).

De entre las aplicaciones epidemioldgicas en veterinaria de la PCR con
importantes repercusiones en materia de salud publica, caben destacar los avances
importantes que se han logrado en las ultimas dos décadas en el estudio de los
diferentes patrones de eliminacién al medio externo de C. burnetii por parte de las

diferentes especies de rumiantes domésticos, asi como la determinacidon de la
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influencia de estrategias de control como la vacunacion en dichos patrones (Arricau-
Bouveri, 2003; Guatteo y cols., 2008).

Se han desarrollado cebadores especificos a partir de la secuencia de diversos
genes como el gen de la superdxido dismutasa (conocido también como sodB), el gen
coml que codifica una proteina de 27 kDa de la membrana, el operdn que codifica
dos proteinas de choque térmico (htpA y htpB), el gen que codifica la isocitrato
deshidrogenasa (icd) y el gen IS1111, el cual codifica para una transposasa, siendo
éste Ultimo el mas se ha usado para la deteccién de C. burnetii mediante PCR
(Vodkin y Williams, 1988; Heinzen y cols. 1990; Stein y Raoult, 1992; To y cols.,
1996; Yuasa y cols., 1996; Nguyen y Hirai, 1999; Spiridaki y cols., 2002; Klee y
cols., 2006; Vaidya y cols., 2008). También se han desarrollado PCRs basadas en la
amplificacion de regiones de genes presentes en otras bacterias para la deteccion de
C. burnetii. Un ejemplo de este tipo de genes es el 16s rRNA (Stein y Raoult, 1993;
Sjostedt y cols., 1998; Spyridakiy cols., 2002).

Las primeras técnicas de PCR orientadas al diagnéstico de C. burnetii eran de
tipo convencional, esto es, se llevaba a cabo un proceso de extraccion y
purificacion del ADN muestral, para luego proceder a su amplificacion y una vez
amplificado, se procedia a la deteccién de los amplicones o fragmentos amplificados
por electroforesis en gel de agarosa y tincion con bromuro de etidio. Uno de los
grandes retos en medicina humana durante el desarrollo de este tipo de técnicas fue
el de disefar técnicas de PCR mas sensibles y especificas que pudieran detectar la
presencia de C. burnetii directamente a partir de muestras de sangre. En este
sentido, por ejemplo, se disenaron PCRs anidadas (nested-PCRs) que intentaban
aumentar la sensibilidad mediante una amplificaciéon en dos etapas del ADN muestral
con el fin de paliar los efectos negativos de la gran cantidad de agentes inhibidores
de la PCR presentes en la sangre. Pero se detectd que estas técnicas daban muchos

resultados falsos positivos (To y cols., 1996; Maurin y Raoult, 1999).

Otro problema que se presentaba en el desarrollo de técnicas de PCR mas
sensibles eran los métodos de extraccion del ADN. La diversidad de las muestras a
analizar para la deteccion de C. burnetii (tejidos, leche, secreciones, heces) obligaba
a los laboratorios de diagnostico a desarrollar sus propios métodos de extraccidon
para cada tipo de muestra. Esto implica una dedicacién de tiempo importante a las
labores de extraccion de ADN y la reproducibilidad de la técnica en otros laboratorios

no siempre era satisfactoria. Actualmente se cuenta con métodos de extraccidn
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estandarizados y robotizados que solucionan los citados problemas (Berri y cols.,
2000; Costa, 2004).

Dentro del proceso de evolucion de las PCR convencionales, otros problemas
gue se presentaban eran el alto riesgo de falsos positivos por contaminacion cruzada
de las muestras que obligaba a llevar a cabo laboriosas practicas de ordenamiento y
realizacion del trabajo asi como de descontaminacion del ambiente, orientadas a
minimizar el riesgo (Higuchi y Kwok, 1989; Longo y cols., 1990; Cimino y cols.,
1991; Costa, 2004).

De las PCR convencionales destinadas al diagndstico de la fiebre Q, la de
mavyor éxito ha sido la trans-PCR, basada en la amplificacion de regiones especificas
del gen 1S1111. Este transposdn se encuentra en un numero variable de copias
(entre 7 y 110) segun el andlisis de este gen en diferentes aislamientos de C.
burnetii realizados en distintas regiones del mundo (Berri y cols., 2000; Klee y cols.,
2006). La presencia de copias multiples del gen en el genoma de C. burnetii logra
que la amplificacién de las regiones especificas del mismo en una sola etapa sea
mayor que la lograda para otras PCR basadas en la amplificacion de regiones
especificas de un Unico gen, con lo que la sensibilidad de la prueba se ve

considerablemente aumentada.

Con el desarrollo de la PCR a tiempo real, los procesos de amplificaciéon y
deteccién se producen de manera simultanea en el mismo vial cerrado, sin necesidad
de ninguna accién posterior. Ademas, mediante la deteccion de la emisidon de
fluorescencia se puede medir la cantidad de ADN sintetizado en cada momento, ya
gue ésta es proporcional al ADN formado. Los termocicladores utilizados para la PCR
a tiempo real llevan incorporados un sistema de deteccion de fluorescencia y son
capaces de medir la fluorescencia producida por moléculas emisoras o fluorocromos
durante el proceso de amplificacion en cada momento. Dentro de este tipo de
sistemas de deteccion por fluorescencia tenemos dos tipos: los agentes
intercalantes y las sondas de hibridaciéon especificas marcadas con

flurocromos (Higuchi y cols., 1993).

Los agentes intercalantes son fluorocromos que aumentan notablemente
su emision cuando se unen a ADN de doble hélice. EIl mas empleado en PCR a tiempo
real es el SYBR Green I. El incremento de ADN en cada ciclo se refleja en un
aumento proporcional de la fluorescencia emitida. Este sistema tiene la ventaja de

gue la optimizacién de la reaccidon es mas facil, permite la utilizacién de determinados
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cebadores disefiados para la PCR convencional y es mas barato que la utilizacién de
las sondas de hibridacién especificas. El principal inconveniente de los agentes
intercalantes es su baja especificidad, debido a que se unen de manera indistinta a
productos generados inespecificamente o a dimeros de cebadores, muy frecuentes en
las PCRs (Costa, 2004).

Para aumentar la especificidad con los agentes intercalantes, deben utilizarse
cebadores que minimicen la formacién de dimeros y deben de emplearse condiciones
de reacciéon éptimas. Ademas, es recomendable iniciar la reaccién de sintesis de ADN
a temperaturas elevadas (hot-start PCR), lo cual disminuye el riesgo de
amplificaciones inespecificas. Para ello se pueden utilizar polimerasas recombinantes
modificadas que solo funcionan a altas temperaturas o anticuerpos bloqueantes del
centro activo de la polimerasa que se desnaturalizan a altas temperaturas

permitiendo la actividad de la misma (Kellogg y cols., 1994; Moretti y cols., 1998).

Otro método para mejorar la especificidad es la deteccidn de la temperatura
de fusion de los productos amplificados o Tm. La mayoria de los equipos de PCR a
tiempo real permiten determinar este parametro, el cual, se define como la
temperatura a la que el 50% del ADN del producto amplificado se encuentra
desnaturalizado. Cada fragmento tiene su Tm caracteristica, sobre todo en funcién de
su longitud y de la composicion (contenido en citosina y guanina). El objetivo ultimo
de este método es la diferenciacion entre la Tm de la regién especifica diana y las Tm
de otros productos inespecificos y/o dimeros de cebadores, no obstante, este método
no siempre ofrece una garantia absoluta (Kellogg y cols., 1994; Moretti y cols.,
1998). Para lograr buenos resultados con este método es conveniente que haya
diferencias notables de Tm entre los fragmentos a amplificar del ADN diana y el resto
de productos inespecificos, para lo cual, es interesante que la Tm del ADN diana sea
alta, ya que, por ejemplo, las Tm de los dimeros y otros productos inespecificos
suelen ser bajas. Por Ultimo, los agentes intercalantes no permiten la identificacion

de polimorfismos en la secuencia diana (Costa, 2004).

Las sondas hibridas especificas son sondas marcadas con dos tipos de
fluorocromos, un donador y un aceptor. El proceso se basa en la deteccién de
transferencia de energia fluorescente mediante resonancia entre las dos moléculas
(proceso FRET). Las mas utilizadas son las sondas de hidrdlisis, denominadas
también TagMan, las sondas moleculares beacons y las sondas FRET. En todos estos
sistemas, el incremento de ADN se corresponde con un aumento de la hibridacion de

las sondas, con lo cual, el fluorocromo emisor de fluorescencia se acerca al
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fluorocromo receptor, lo que permite la mencionada transferencia de energia
fluorescente o FRET y su deteccion por parte de los detectores de fluorescencia del
equipo de PCR a tiempo real. El empleo de sondas garantiza la especificidad de la
deteccion, ya que solo hibridan en los amplicones especificos del ADN que se
pretende detectar, y permite identificar polimorfismos o mutaciones puntuales, pero
su coste es mas elevado que el del SYBR Green y la optimizacion de las condiciones

de la reaccidn resulta mas dificil (Costa, 2004).

Por otra parte, la PCR a tiempo real permite la cuantificacién de una manera
mas sencilla y precisa que la PCR convencional (Tyagi y Kramer, 1996). El método
para cuantificar consiste en crear una curva patron a base de analizar muestras
control con diferentes concentraciones del ADN diana y observando en qué ciclos se
supera un umbral de fluorescencia minimo establecido para dar la muestra como
positiva. De esta manera, cuando se analizan las muestras problema, si una muestra
es positiva o supera el umbral de fluorescencia de corte de la prueba, observando el
ciclo umbral o ciclo del ensayo en el que se sobrepasa dicho umbral, se puede

establecer la cantidad de ADN diana inicial presente en la muestra.

2.5.6. SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LAS PCRs Y
APLICACIONES

Basandose en la amplificacion de regiones del gen 1S1111, Vaidya vy
colaboradores (2008) comparan una trans-PCR convencional, basada en la utilizacién
de cuatro cebadores (transil, trans2, trans3 y trans 4) disefiados para amplificar un
fragmento de 687 pb y otro de 243 pb, con una PCR a tiempo real basada
Unicamente en la utilizacion de los cebadores trans3 y trans4 (para amplificar un
fragmento de 243 pb), aplicandose en un estudio de muestras de placenta, fluido
vaginal, heces y orina de mujeres que mostraron aborto espontaneo. A su vez, se
compararon los resultados obtenidos en ambas PCR con los de cultivo y analisis de
sueros sanguineos mediante IFI. Cuando en el laboratorio se testaban controles para
establecer las curvas patron para la cuantificacion bacteriana la PCR a tiempo real se
mostré mds sensible que la PCR convencional. Sin embargo, en el analisis de las
muestras problema, no se vieron diferencias de sensibilidad entre ambas técnicas.
Segun este estudio, la IFI se mostrd ligeramente mas sensible que ambas técnicas
de PCR (convencional y a tiempo real), sin embargo, ambas PCR se mostraron mas
sensibles (con una diferencia considerable) al cultivo de C. burnetii. El sistema de

deteccién por fluorescencia utilizado en este caso fue el SYBER Green I.

72



Revision bibliografica Diagnéstico

Klee y colaboradores (2006) utilizaron sondas de hibridacidon especificas del
tipo TagMan como sistema de deteccion por fluorescencia de la PCR a tiempo real. En
este estudio, se desarrollaron dos tipos de PCR a tiempo real: una basada en la
amplificacion de una secuencia especifica del gen de la isocitrato deshidrogenasa o
icd (el cual, cuenta con una sola copia en todos los aislamientos de C. burnetii) y otra
basada en la amplificacion de una secuencia especifica del gen 1S1111 (el cual, como
hemos visto, se muestra con un numero variable de copias segun los aislamientos).
Ambas técnicas mostraron una gran sensibilidad, siendo mas sensible la basada en la
amplificacion del gen 1S1111. Sin embargo, la mejor técnica para cuantificar la
presencia de C. burnetii en muestras de campo es la basada en el gen icd, debido a
la variabilidad en el nimero de copias del gen 1S1111. No obstante, los autores,
teniendo en cuenta esta informacién, proponen un método para tipificar los
aislamientos de C. burnetii de las diferentes regiones del mundo de una manera
sencilla. Este método consiste en comparar los resultados de cuantificacién obtenidos
por ambas técnicas en muestras con idénticas concentraciones de C. burnetii para los
diferentes aislamientos, con lo cual, se puede calcular el nimero aproximado de
regiones IS1111 presente en dicho aislamiento. Dicho método podria aplicarse, en el
futuro, directamente sobre muestras de campo para determinar qué tipo de C.

burnetii actla en la regidn concreta donde se analizan dichas muestras.

Otro método propuesto para la tipificacion que se basa en la amplificacién del
gen 1S1111 mediante PCR es el propuesto por Denison y colaboradores (2007b). En
este caso, la técnica se basa en que se han observado hasta 20 tipos de secuencias
diferentes para este gen, habiendo cepas como la Nine Mile que contiene en su
genoma las 20 variantes existentes y cepas en las que estan ausentes alguna o
varias de estas variantes entre las copias del gen presentes en sus respectivos
genomas. En este caso, no se trata de una PCR a tiempo real sino de una PCR
convencional o de punto final, realizandose la misma en dos pasos: en un primer
paso se utiliza una pareja de cebadores capaces de amplificar cualquiera de las
diferentes variables del gen 1S1111, mientras que en el segundo paso se utilizan 20
parejas de cebadores que amplifican de manera especifica cada una de las 20
variantes posibles de este gen. El objetivo de la técnica es detectar que variantes del
gen 1S1111 estadn ausentes en las diferentes cepas, estableciendo una clasificacion

de genotipos que cuenta con 5 grupos (Denison y cols., 2007b).

En una amplia revision sobre los diferentes métodos de tipificacion basados en
la amplificacion de ADN propuestos a nivel mundial (Sidi-Boumedine y Rousset,

2011), si bien es verdad que dichos autores proponen otros métodos como mas
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prometedores en cuanto a su relacidon coste-eficacia, citan a los métodos basados en
la amplificacion del gen 1S1111 expuestos en los dos parrafos anteriores (Klee y
cols., 2006; Denison y cols., 2007b) como métodos con una repetibilidad medio-alta,

una reproducibilidad alta y con un coste relativo bajo-medio.

Otros ejemplos de aplicaciones de la PCR a tiempo real en la deteccion de C.
burnetii los tenemos en el estudio de Barlow y colaboradores (2008). En él se
relaciona a este agente causal con la produccién de mamitis subclinica en Estados
Unidos, o los trabajos ya mencionados al principio de este apartado, de
Schneeberger y colaboradores (2002) y de Fournier y Raoult (2003), sobre la
aplicacidon de una técnica de PCR a tiempo real en la rutina diagndstica de la fiebre Q
aguda humana mediante el analisis de muestras de suero sanguineo en los

pacientes.

Por ultimo, hay que resaltar la gran especificidad que muestran las PCR
especificas para la deteccién de C. burnetii. De hecho, en los casos concretos de las
PCR basadas en los genes icd, asi como en el 1S1111, se han hecho pruebas para
detectar posibles reacciones cruzadas con ADN de una amplia variedad de bacterias
patdgenas, incluyendo microorganismos muy cercanos filogenéticamente, como es el
caso de especies de Legionella y Francisella, no obteniéndose nunca una reaccion

cruzada (Berri y cols., 2000; Klee y cols., 2006).
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2.6. EPIDEMIOLOGIA DESCRIPTIVA

“No tengo talentos especiales, pero si soy profundamente curioso”

Albert Einstein

2.6.1. RESERVORIOS DE LA ENFERMEDAD

La fiebre Q cuenta con un amplio nimero de especies que se muestran como
reservorios de esta zoonosis de distribucidon mundial. Incluyendo diferentes especies
de mamiferos domésticos y salvajes, aves y artropodos como las garrapatas (Aguirre
y cols., 1984). De hecho, Babudieri, en una amplia revision realizada llegé a la
conclusion de que C. burnetti puede ser observada en todos los reinos animales
(comentado en Aguirre y cols., 1984), representando los rumiantes domésticos el
reservorio animal mas importante de cara a la infeccidn humana por C. burnetii
(Marrie, 1990a).

2.6.1.1. RUMIANTES DOMESTICOS

Los primeros estudios de caracter seroepidemiolégico realizados en ungulados
domésticos mostraron la amplia difusiéon de esta enfermedad en muchos paises
(Kaplan y Bertagna, 1955). La mayoria de estos estudios datan de los afos 60 y en
muchas de las areas donde se realizaron los mismos, la prevalencia real de la
enfermedad en los animales estudiados era desconocida. Estudios posteriores
confirmaron la alta prevalencia de la fiebre Q en el ganado (Krauss, 1989; Lang,
1990). El ganado vacuno, el ovino y el caprino son considerados los principales
reservorios dentro de este grupo de animales. Estos animales excretan C. burnetii en
la orina, en heces, en la leche y en las secreciones vaginales, asi como en la placenta
durante el parto y el postparto (Berri y cols., 2001; Berri y cols., 2007; Rodolakis y
cols., 2007).

Diversos estudios epidemioldgicos sobre la fiebre Q realizados en las
diferentes especies de ungulados domésticos apuntan a que el ganado vacuno suele
alargar su estadio cronico de la enfermedad en mayor medida que el ganado ovino,
por lo que puede significar un mayor riesgo de infeccion para las poblaciones
humanas. De hecho, en los estudios en los que se han comparado ambas especies,
se ha observado que en el ganado vacuno se prolonga en mayor medida la deteccién
de anticuerpos especificos contra la enfermedad y la excrecidon de C. burnetii en

comparacion con los hallazgos encontrados en ovejas infectadas (Enright y cols.,
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1957; Babudieri, 1959; Brooks y cols., 1986; Lang, 1990; Rodolakis y cols., 2007).

Por ultimo, estudios realizados en el ganado caprino muestran una
predisposicion, al igual que ocurre en el ganado vacuno, hacia la cronificacion de la
infeccion (Lang, 1990; Berri y cols., 2007; Rodolakis y cols., 2007). Esto hace pensar
gue esta especie pueda considerarse también una fuente importante de infeccion

para las poblaciones humanas.

2.6.1.2. MASCOTAS: PERROS Y GATOS

Se ha demostrado que los perros y los gatos pueden ser reservorios de C.
burnetii. Ademas, se ha podido apreciar que, en las perras infectadas y prefadas
puede producirse la muerte prematura de los cachorros (Buhariwalla y cols., 1996).
También se ha demostrado que esta especie puede transmitir la enfermedad al
hombre (Marrie y cols., 1985; Rauch y cols., 1987; Laughlin y cols., 1991;
Buhariwalla y cols., 1996), y se han realizado aislamientos a partir de muestras de

Utero de perros en Canada (Maurin y Raoult, 1999).

En Nueva Escocia (Canadd) se ha observado la presencia de casos de fiebre Q
humana relacionados con el contacto con gatas parturientas (Kosatsky, 1984; Marrie
y cols., 1985; Langley y cols., 1988; Marrie y cols., 1988). En los citados estudios se
ha observado que todas las personas infectadas manipularon a gatas parturientas o
a sus crias, siendo demostrada la presencia de anticuerpos especificos contra la

fiebre Q en el suero de las gatas afectadas.

2.6.1.3. OTROS ANIMALES

La infeccion por C. burnetii ha sido descrita de manera menos frecuente en
numerosas especies de mamiferos tanto salvajes como domésticos, entre los que se
incluyen caballos, conejos, cerdos, camellos, bufalos de agua, focas, ratas y ratones
(Babudieri, 1959; Lapointe y cols., 1999; Schelling y cols., 2003; Barandika y cols.,
2007; Perugini y cols., 2009).

Un estudio realizado en ratas del Reino Unido demostrd la existencia de
anticuerpos especificos anti-fase II de C. burnetii, con seroprevalencias que oscilaban
entre el 7 y el 53% de las poblaciones estudiadas (Webster y cols., 1995). Los
autores de este estudio hipotetizaron sobre si las ratas podrian ser un importante

reservorio de C. burnetii para los animales domésticos, sobre todo para los gatos,
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importantes predadores de estos roedores.

Diferentes especies de aves pueden ser infectadas por C. burnetii, aislandose

en palomas, gallinas, patos, gansos y pavos (Babudieri, 1959; To y cols., 1998).

Finalmente, se ha demostrado la presencia de anticuerpos especificos frente a
C. burnetii en serpientes y tortugas de la India, no habiéndose podido realizar

aislamientos a partir de muestras extraidas de estos animales (Babudieri, 1959).

2.6.1.4. GARRAPATAS

Los animales infectados por C. burnetii suelen tener una fase bacteriémica vy
se piensa que las garrapatas pueden adquirir esta bacteria al alimentarse de la
sangre de animales infectados en esta fase. Se ha demostrado que mas de 40
especies de garrapatas actian como reservorios naturales de la enfermedad, entre
las que se incluyen Rhipicephalus sanguineus aislada de perros (Mantovani y Benazzi,
1953), Haemaphysalis humerosa recuperada del bandicut, marsupial tipico de
Australia (Smith y Derrick, 1940), Amblyomma triguttatum encontrada en canguros
(Pope y cols., 1960), y multiples especies que fueron recogidas de diferentes
regiones de Estados Unidos entre las que se encuentran: Dermacentor occidentalis,
Amblyomma americanum, Haemaphysalis leporis-palustris, Ixodes dentatus vy
Otobius magnini (Cox, 1938; Davis, 1939; Cox, 1940).

Se ha logrado reproducir experimentalmente la transmisién de C. burnetii a
cobayas libres de infeccion utilizando garrapatas portadoras de este agente tales
como Ixodes holocyclus, Haemaphysalis bispinosa y Rhipicephalus sanguienus
(Smith, 1940; Smith, 1941; Peter y cols., 1987). También se ha realizado un ensayo
experimental de transmision utilizando Dermacentor andersoni portadores de C.
burnetii (Parker y Davis. 1938).

Se ha demostrado que C. burnetii se multiplica en el interior de las células del
estdmago y del intestino medio de las garrapatas. Estos artrépodos portadores de C.
burnetii expulsan un cantidad considerable de esta bacteria cuando defecan en la piel
de los animales hospedadores que parasitan, al mismo tiempo que se estan
alimentando. Por otra parte, se ha demostrado que la infeccién de los ovarios de las
garrapatas posibilita la transmision vertical de la infeccidn, asegurando la
permanencia del agente causal en las poblaciones de garrapatas en las diferentes

regiones (Babudieri, 1959; Daiter y Gromova, 1970). Ademads, se ha podido
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constatar que en estos artréopodos, al igual que en los mamiferos, se aisla la fase I de

C. burnetii y ésta tiene una gran capacidad infectante.

Las garrapatas no se consideran necesarias para cerrar el ciclo evolutivo de C.
burnetii en las poblaciones de animales de granja, puesto que este agente cuenta con
multiples estrategias para propagarse entre estos animales que estan en contacto,
sin necesidad de precisar la accion de estos artropodos (Babudieri, 1959). Sin
embargo, las garrapatas pueden jugar un importante papel en la diseminacion y
mantenimiento en el medio del agente causal de la fiebre Q, pudiendo actuar sobre
animales de vida libre tales como roedores, lagomorfos y aves salvajes (Babudieri,
1959; Marrie y cols., 1986; Lang, 1990).

Por otra parte, en contraposicion con las enfermedades provocadas por
ricketsias, no es comun la transmision de fiebre Q mediante la exposicion a
garrapatas en la especie humana, aunque ésta ha sido descrita de manera ocasional
(Eklund y cols., 1947).

2.6.2. FACTORES DEL HOSPEDADOR

2.6.2.1. FACTORES DEL HOSPEDADOR EN LAS POBLACIONES
HUMANAS

En cuanto a los factores de riesgo de la fiebre Q crdénica ligados al hospedador,
cabe sefalar la existencia de valvulopatia previa (Derrick, 1937; Raoult, 1990; Raoult
y Marrie, 1995; Maurin y Raoult, 1999), de inmunodeficiencia ( Raoult y cols., 1992)
y el embarazo (Raoult y Stein, 1994).

En un estudio seroldégico se pudo observar que la seroprevalencia de los
enfermos infectados con el virus VIH era tres veces mayor a la detectada en el resto
de muestras que provenian de donantes de sangre, sugiriendo este hallazgo que
podia existir una mayor susceptibilidad o una mayor exposicion por parte de esta
poblacion a la infeccion por C. burnetii. Asimismo, el hecho de que los individuos que
componian este grupo de riesgo fueran mayoritariamente personas drogadictas hacia

pensar en la transmision a través de la sangre (Raoult y cols., 1993).

El sexo y la edad han sido estudiados extensamente en las poblaciones
humanas como factores de riesgo de fiebre Q ligados al hospedador. La informacién

que existe al respecto se ha visto que varia de unas regiones a otras y parece
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depender de la especie animal que se comporte como reservorio principal de la
enfermedad en la regidon estudiada y, por otra parte, de la capacidad de poder
contactar con los animales infectados, con sus producciones o con fomites
contaminados con las excreciones de dichos animales (Maurin y Raoult, 1999;
Arricau-Bouveri y Rodolakis, 2005; Tissot-Dupont y Raoult, 2008).

En regiones donde la exposicion al ganado se considera como el principal
factor de riesgo, como es el caso de la mayoria de los paises europeos, California
(EEUU) y Australia (Spelman, 1982; Montejo Baranda, 1985; Téllez y cols., 1985;
Sanzo y cols., 1993; Thomas y cols., 1995; Davies y cols., 1997; Garner y cols.,
1997), la enfermedad afecta de manera mas frecuente a individuos con edades
comprendidas entre los 30 y 60 anos, siendo mas frecuente en hombres que en
mujeres. Esto contrasta con lo observado en estudios como los realizados en Nueva
Escocia (Canada), en el que el reservorio animal principal consistia en gatas
parturientas infectadas con C. burnetii, donde el ratio de sexos fue 1:1 (Marrie y
Pollak, 1995). O como en el caso de los estudios llevados a cabo en Egipto y Sudén
(Taylor y cols., 1959), en Israel (concretamente en la poblacion beduina) (Gross y
cols., 1983) o en Lanzarote (Pascual, 1994), en los que el principal reservorio animal
sigue siendo el ganado, pero en este caso, el ratio de sexos se invierte hacia las
mujeres. La explicacion de la inversion del ratio de sexos en dichos estudios estriba
en la mayor participacién, por parte de las mujeres de estas regiones, en las labores

ganaderas.

Luego, el ratio de sexos no refleja de una manera precisa el riesgo de
infeccién en las poblaciones humanas. En otro estudio realizado en Francia, se
observd que de los enfermos de fiebre Q diagnosticados ingresados
hospitalariamente en el pais, la infeccion fue diagnosticada con mas frecuencia en
hombres que en mujeres (ratio de sexos= 2,5:1). Sin embargo, de sueros analizados
a partir de donantes de sangre del mismo pais se hallé un ratio de sexos 1:1. Esta
informacidn sugiere que aunque el hombre y la mujer pueden tener el mismo riesgo
de cara a infectarse, es probable que los signos clinicos de la fiebre Q sean mas

severos en el hombre (Tissot-Dupont y cols., 1992).

De hecho, en un modelo experimental llevado a cabo con ratones se observd
que tras ser infectados con C. burnetii, las hembras mostraban una menor formacion
de granulomas en el bazo e higado que los machos. El mismo resultado se obtuvo
con hembras ovarectomizadas y tratadas con estradiol-B;;, mientras que las

hembras ovarectomizadas mostraron una mayor formacion de granulomas en bazo e
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higado, mostrando un cuadro similar al detectado en los machos. Por tanto, estos
resultados sugieren que existe una predisposicién por parte de los machos a sufrir un
cuadro mas severo de fiebre Q y que, dicho fendmeno, esta influido por las hormonas

sexuales, concretamente, por la presencia del estradiol-B;; (Leone y cols., 2004).

En funcion de estos resultados, cabe pensar que la gestacion pueda ser otro
factor predisponente al padecimiento de la enfermedad, al igual que se ha podido
apreciar en distintos estudios observacionales realizados en rumiantes domésticos
(Berri y cols., 2001; Berri y cols., 2007; Kennerman y cols., 2010). Por lo que
diversos autores como medida de prevencién de la Fiebre Q cronica, sugieren la
necesidad de chequear la presencia de la fiebre Q entre las mujeres embarazadas en
las zonas donde la fiebre Q es endémica (Tissot-Dupont y Raoult, 2008; Vaidya y
cols., 2008).

Helbig y colaboradores (2005) llegaron a la conclusion de que ciertas
diferencias genotipicas hacen que determinados individuos sean mas propensos a
sufrir la fiebre Q cronica y, que dentro de este grupo de individuos, se presentan a su
vez, diferencias en el genotipo que hacen que sean mas propensos a la endocarditis o
bien, que lo sean a mostrar el sindrome de la fatiga crénica. En lo que respecta a la
fiebre Q aguda, no parece ser que haya diferencias genotipicas significativas que
argumenten que determinado tipo de individuos de entre la poblacién general

muestren mayor propension a padecerla.

En esta linea, Anderson y colaboradores (2009) encontraron que la
seroprevalencia en un estudio en EEUU fue mayor en los hombres que en las
mujeres. Sin embargo, lo que llamd la atencion fueron las diferencias observadas
entre los diferentes grupos raciales estudiados, siendo los americanos de origen
mexicano los que presentaban una mayor prevalencia con respecto a los blancos y
los negros de origen no hispano. Ademas, se pudo apreciar que la seroprevalencia se
incrementaba con la edad, lo que puede deberse a un efecto acumulativo, ya que la
inmunidad frente a la enfermedad en humanos dura toda la vida (Pascual, 1994),
observandose también, que la enfermedad se daba con mas frecuencia en personas
gue habian nacido fuera del pais y en personas que vivian bajo el umbral de la

pobreza (Anderson y cols., 2009).

Con respecto a la influencia de la edad en la presentacién de la fiebre Q en la
especie humana, se pudo observar que los cuadros neuménicos de fiebre Q eran mas

frecuentes en las personas mayores e inmunodeprimidas, mientras que la presencia
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de un cuadro hepatico era mas frecuente en los individuos jévenes (Raoult y cols.,
2000). En otro trabajo se llegd a la conclusidon de que en determinados signos de la
enfermedad tanto aguda como crénica se apreciaban ciertas alteraciones en su
presentacion y gravedad cuando se comparaban al grupo de nifios con el de adultos

(Terheggen y Leggat, 2007).

2.6.2.2. FACTORES DEL HOSPEDADOR EN LAS POBLACIONES
ANIMALES

La enfermedad en los animales suele cursar de manera asintomatica y tiende
a cronificarse, convirtiendo a los animales infectados, en portadores excretores
inaparentes de C. burnetii, siendo la manifestacion clinica mas evidente en este caso,
la aparicion de problemas reproductivos en forma de abortos, problemas de
fertilidad, nacimientos prematuros e incremento de Ila mortalidad perinatal.
Precisamente, un factor a tener en cuenta de los hospedadores animales son las
diferencias observadas entre especies en cuanto a la evolucién de la enfermedad
(Berri y cols., 2001; Arricau-Bouveri y Rodolakis, 2005; Berri y cols., 2007; Rodolakis
y cols., 2007; Kennerman y cols., 2010).

Asi, por ejemplo, si bien es verdad que la enfermedad en los rumiantes
domeésticos suele ser inaparente clinicamente, se ha asociado a esta enfermedad con
abortos, principalmente presentes en los ganados caprino y ovino (Waldhalm y cols,,
1978; Palmer y Young, 1982; Berri y cols., 2007; Masala y cols., 2007) y con bajo
peso al nacimiento e infertilidad en el ganado vacuno, si bien, ocasionalmente,
también se producen abortos en esta especie (Schmeer y cols., 1987; van Moll y
cols., 1993; Ho y cols., 1995; Cabassi y cols., 2006). De hecho, en el afio 2006,
Parisi y colaboradores realizando un estudio epidemioldgico en ganado bovino, ovino
y caprino reafirman que los abortos por fiebre Q se manifiestan de manera mas

frecuente en los ganados ovino y caprino que en el ganado vacuno.

Masala y colaboradores (2007), diagnosticando la presencia de C. burnetii en
sueros (mediante ELISA) y abortos o placentas (PCR) de granjas de pequefos
rumiantes llegaron a la conclusién de que, a pesar de que la enfermedad esta
ampliamente extendida en los ganados ovino (38%) y caprino (47%) en Cerdefia, lo
cierto es que el rol que desempefiaba como agente causal de abortos era
relativamente bajo, un 10 % de abortos por fiebre Q en ovejas, siendo especialmente
bajo en el caso del ganado caprino (6%). Berri y colaboradores (2007) en una

explotacion caprina en la que se detectd un brote de abortos y a la que se hizo un
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seguimiento durante el transcurso de dos parideras consecutivas, detectaron en la
primera paridera que un 30% de los animales tenian problemas reproductivos (7%
de abortos y 23% de nacimientos prematuros). Los resultados mejoraron
considerablemente en la segunda paridera, presentando un 1,7 % de abortos y 6,7%
de nacimientos prematuros. Si se presta atencion al ndmero de nacimientos
prematuros en ambas parideras, se puede ver que es muy superior al nimero de
abortos. Estos nacimientos prematuros provocaron una mortalidad en los neonatos
antes de las 48 horas de vida del 25 % en la primera paridera y del 5% en la

segunda.

Por tanto, la conjuncion de los resultados de ambos estudios (Masala y cols.,
2007; Berri y cols., 2007) dan motivos para pensar que la influencia de la fiebre Q en
los indices reproductivos varia entre los ganados ovino y caprino, de tal manera que,
en el ganado ovino, cobran mas importancia los abortos que en el ganado caprino,
siendo de mayor importancia las pérdidas econdmicas originadas por los nacimientos
prematuros, en el caso de las cabras. Por tanto, tenemos tres comportamientos
diferentes con respecto a la enfermedad por parte de los ganados vacuno, caprino y
ovino, en el que el ganado caprino es como si se situara en un comportamiento de la

presentacion de la enfermedad intermedio con respecto a las otras dos especies.

De hecho, esto Ultimo queda patente en un estudio que se disefid con el fin de
ver las diferencias existentes entre los ganados bovino, caprino y ovino en los
patrones de excrecién de C. burnetii al medio (Rodolakis y cols. 2007). En dicho
estudio se pudo apreciar que las vacas se mostraban asintomaticas y eliminaban la
bacteria casi exclusivamente por la leche, no se observaron abortos, pero si
problemas de metritis y de fertilidad. En el caso de las cabras, el patrén de excrecion
de la bacteria era mayoritariamente por la leche registrandose abortos (3,2%) y una
gran cantidad de neonatos inviables vinculados a fiebre Q sblo en una granja. Las
granjas de ovejas estudiadas presentaban tasas de abortos relacionados con la fiebre
Q que fueron desde valores menores al 5%, al 10% y 25%. La excrecion de C.
burnetii al medio en el caso de las ovejas era mayoritariamente a través del flujo

vaginal y en las heces.

Ya se comentd en capitulos anteriores el tropismo de C. burnetii por el aparato
reproductivo (Biberstein y cols., 1974; Baumgartner y Bachmann, 1992; Rose y cols.,
1994; Maurin y Raoult, 1999; Sehadri y cols., 2003). Las diferencias anatomicas
existentes entre la placenta de la vaca y la de los pequefios rumiantes, podria

explicar la menor invasion de la placenta bovina por parte de C. burnetii, ya que esta
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placenta tiene un grado de implantacion menor que dificultaria el paso de la bacteria
a los tejidos de la misma. De ahi, que las lesiones en este tipo de placentas sean
menos frecuentes y presenten contaminaciones por C. burnetii sensiblemente
inferiores a las encontradas para los pequefios rumiantes, siendo mas frecuente en la
vaca la infertilidad y la reduccibn del peso de los neonatos provocada,
probablemente, por las metritis causadas por C. burnetii en este tipo de animales

(van Moll y cols., 1993; Masala y cols., 2007).

En el caso de los pequefios rumiantes, se ha demostrado que el grado de
infeccion por C. burnetii de las placenta es significativamente mayor que en el caso
de la vaca, lo que podria explicarse por el mayor grado de implantacion de las
placentas en la oveja y en la cabra, que a su vez, facilitaria el paso de la bacteria a
la placenta. Ya se ha visto que la lesidon causada por C. burnetii en las placentas con
un grado considerable de infeccion es la placentitis hipertréfica necrotizante.
Logicamente, este cuadro compromete la correcta nutricion fetal. Sin embargo, el
grado de infeccion del feto es menor y es menos frecuente la infeccién fetal que la
placentaria (Masala y cols., 2007). Por lo que parece ser que la infeccidén placentaria
severa es la causa necesaria para el aborto por fiebre Q en rumiantes, mas que las
lesiones provocadas en el feto por C. burnetii. Esto podria explicar el porqué de la

mayor frecuencia de abortos por fiebre Q encontrada en pequefios rumiantes.

La incégnita de porqué son mas frecuentes los abortos por fiebre Q en la
oveja que en la cabra vy, el porqué se presentan de manera mas frecuente en la cabra
los nacimientos prematuros que los abortos, podria tener una explicacion en las
diferencias endocrinoldgicas de la gestacidon existentes entre estas especies. En el
caso de la oveja, la progesterona, durante la gestacion es producida por la placenta.
Luego, si ademas de una placentitis severa, afiadimos el hecho de que C. burnetii es
un microorganismo que presenta las rutas metabodlicas precisas para poder
metabolizar moléculas precursoras de la progesterona, los niveles de esta hormona
en sangre disminuirian, aumentando el papel del estrdgeno sanguineo. Esta situacion
unida a un incremento del sufrimiento fetal, actuaria como acelerador del proceso
abortivo en las ovejas. Sin embargo, en la cabra, la progesterona es producida por el
cuerpo lateo, con lo cual, la placentitis afectaria en menor medida al érgano
productor de esta hormona durante la prenez. Esto alargaria el proceso abortivo, que
dependeria mucho mas del sufrimiento fetal que de los niveles de progesterona en
sangre (van Aarle y cols., 1996). En la cabra solo abortarian los animales infectados

de forma tan severa que la placentitis pusiera en compromiso la vida fetal.
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Por otra parte, Ruiz-Fons y cols. (2008), en otro trabajo en el que se
comparan poblaciones de ciervos ibéricos salvajes que se crian en libertad con
poblaciones de estos mismos animales criadas en granjas, pertenecientes ambas
poblaciones a la misma region (Cadiz), se pudo observar que la seroprevalencia
frente a Coxiella burnetii fue mayor para los animales criados en cautividad que para
los criados en libertad. A su vez se compard con otra region, Asturias, obteniéndose
gue la seroprevalencia de los ciervos ibéricos criados en libertad fue mayor en
Asturias que en Andalucia. Pero al estudiar poblaciones de corzo europeo criado en
libertad se dio la situacion contraria, las poblaciones de Andalucia mostraron mayores

seroprevalencias que las de Asturias.

Logicamente, cuando se pasa de un sistema extensivo a intensivo, se espera
un aumento de la tasa de contacto entre los animales enfermos y los animales sanos,
susceptibles de ser infectados, que contribuya a aumentar las prevalencias en las
poblaciones afectadas (Yorke y cols., 1979). Pero esto, que ha sido un factor de
riesgo ambiental y de manejo estudiado para la fiebre Q en algunos trabajos
(Tarasevich, 1987; Capuano y cols., 2001; Martinov, 2007; Kennerman y cols.,
2010), ha resultado ser especialmente importante cuando se importa ganado libre de
la enfermedad en zonas endémicas o, cuando se dan contactos ocasionales entre
rebafios afectados y rebafios libres de la enfermedad. Pero ademas de los factores
ambientales, resulta de interés el estudio de determinados factores del hospedador
gue, en muchas ocasiones, se entremezclan y se confunden entre si con factores de

tipo ambiental.

En cuanto a la relacion entre la genética del hospedador y el padecimiento de
la fiebre Q, es probable que diferencias genéticas y fenotipicas que afecten al
desarrollo de la infeccion por C. burnetii puedan existir también entre especies
animales (de ahi las diferencias de presentacion de la enfermedad en las diferentes
especies de ungulados domésticos), e incluso, entre razas de una misma especie y
entre individuos de una misma raza como se ha podido apreciar para otro tipo de

patologias infecciosas (Carter y cols., 1976; Engeland y cols., 1997a y b).

En cuanto a la influencia de la edad de los portadores en el padecimiento de la
enfermedad, en Turquia se realizé un estudio seroepidemioldgico en el ganado ovino
de la regiéon meridional de Marmara (Kennerman y cols., 2010). Se pudo observar
como las ovejas primiparas presentaron mayores tasas de anticuerpos frente a la
enfermedad que las machorras de menos de 10 meses de edad y que las ovejas de

dos partos. De este estudio se desprende que la edad de mayor riesgo se
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corresponde con el primer parto.

Otro hallazgo curioso relacionado con la influencia de la edad en la
presentacion de la fiebre Q fue observado en un modelo experimental en el que se
utilizaron ratones con el fin de comparar el grado de respuesta inmune en funcion de
la edad. El nimero de granulomas en el bazo y la carga bacteriana de los mismos fue

mayor en los ratones de 14 meses que los ratones de 1 mes (Leone y cols., 2004).

2.6.3. INMUNIDAD DE LAS POBLACIONES

2.6.3.1. INMUNIDAD DE LAS POBLACIONES HUMANAS

Hay autores que proponen que determinados aislamientos de C. burnetii
podrian tener diferentes grados de virulencia que se traduciria en la mayor capacidad
de determinados genotipos para producir cuadros cronicos de la fiebre Q en el
hombre y, en el caso de la enfermedad aguda, producir diferentes tipos de cuadros,
bien sean hepaticos o pulmonares, de tal manera que, la existencia de este tipo de
aislamientos en determinadas localizaciones geograficas podria explicar, en parte, las
diferencias observadas en cuanto a la presentacién de la fiebre Q en diferentes
regiones del mundo (Glazunova y cols., 2005; Stein y cols., 2005; Beare y cols,,
2006; Russell-Lodrigue y cols., 2009).

En el caso de las poblaciones humanas se ha podido apreciar que las
posibilidades de contagio son principalmente, el contacto directo con animales
infectados o indirecto mediante productos de estos animales, siendo muy
improbable, el contagio directo entre humanos o bien, el contagio por garrapatas
infectadas (Maurin y Raoult, 1999; Arricau-Bouveri, 2005). Los habitos de higiene y
salud existentes en las poblaciones humanas parece ser que son suficientes para
evitar el contagio directo entre humanos (al menos, en los paises desarrollados
donde se ha estudiado la transmision de esta enfermedad). De ahi que la fiebre Q
esté considerada como una enfermedad profesional en aquellos colectivos de
trabajadores relacionados con la produccion animal, la elaboracion de productos
derivados de dichas producciones, la investigacion, el trabajo en laboratorios de
diagnostico y hospitales, la limpieza publica y el ejército (Maurin y Raoult, 1999; Abe
y cols., 2001; Arricau-Bouveri y Rodalakis, 2005; Miceli y cols., 2009; Whitney y
cols., 2009; Chang y cols., 2010). De hecho, se han registrado numerosos brotes
epidémicos de esta enfermedad en diferentes regiones del mundo que han partido de

estos colectivos, y es por ello que, las autoridades sanitarias de diversos paises en
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los que la fiebre Q tiene una repercusién socioecondmica considerable, han apostado
por la inmunizacion activa de determinados colectivos profesionales de riesgo
mediante planes vacunales contra la enfermedad (Garner y cols., 1997; Kermode y
cols., 2003; Gidding y cols., 2009).

Por otro lado, la fuente de infeccion en la mayoria del resto de los brotes
epidémicos sucedidos en las poblaciones humanas estad asociada a la proximidad de
animales infectados, a la proximidad de nucleos ganaderos, a la contaminacion
ambiental ejercida por ganados de diferentes especies de ungulados domésticos, a la
proximidad de los nucleos de poblacion con industrias relacionadas con la elaboracién
de productos derivados de la produccion animal (mataderos e industrias carnicas,
industrias peleteras y textiles, etc..) y a actividades ganaderas como |la
transhumancia y el transporte de animales (Dupuis y cols., 1987; Fan y cols., 1987;
Carrieri y cols., 2002; Delsing y Kullberg, 2008).

Con caracter general, las seroprevalencias detectadas en zonas rurales suelen
ser mayores que las detectadas en las zonas urbanas (Marrie, 1990a; Maurin y
Raoult, 1999; Arricau-Bouveri y Rodolakis, 2005). Si bien, existen zonas en las que la
densidad poblacional humana y animal son elevadas en un territorio limitado, de
escaso relieve y con una importante accidon de los vientos, donde la diferenciacion
entre zonas rurales y zonas urbanas no es tan patente, aunque las seroprevalencias

detectadas en las zonas rurales siguen siendo superiores (Pascual, 1994).

En cuanto a las poblaciones de riesgo, diferentes estudios seroprevalenciales
realizados al respecto en diferentes regiones han mostrado diferencias significativas
con respecto a la poblacién general. Pascual (1994), en su estudio de Lanzarote,
observd en un grupo de riesgo compuesto por pastores, veterinarios y trabajadores
de matadero, una seroprevalencia del 58.3%, siendo el colectivo de pastores el
mayor seropositividad (casi el 61%), no existiendo diferencias significativas entre
sexos y presentandose la enfermedad con mas frecuencia, en este colectivo, entre

los 19 y 45 afios de edad.

En cuanto a la relacion existente entre la inmunidad poblacional y la edad, se
ha observado un incremento de la seroprevalencia con la edad (Dupont y cols., 1971;
Cowley y cols.,, 1992; Pascual, 1994). Esto es consecuencia de la exposicion
acumulativa, ya que se estima que la duracion de los anticuerpos frente a C. burnetii

podrian abarcar toda la vida.
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En general, en el caso de los citados colectivos de riesgo profesional se puede
apreciar, un mayor grado de inmunidad adquirida por una mayor frecuencia de
contacto efectivo con el agente causal de la enfermedad. Por tanto, es de esperar
qgue en los brotes epidémicos en los que se vean afectados individuos englobados en
estos colectivos profesionales sean otros factores los que cobren una importancia
relativa mayor que la necesaria para causar la enfermedad en la poblacién general
urbana, ya que la probabilidad de encontrar individuos receptibles en estos colectivos
es sensiblemente menor. Por el contrario, la probabilidad de que un individuo
perteneciente a la poblacion general humana contraiga la enfermedad tras un
contacto efectivo con el agente causal sera significativamente mayor que la de un
ganadero de una zona en la que la fiebre Q sea endémica (Maurin y Raoult, 1999;
Abe vy cols., 2001; Arricau-Bouveri, 2005; Miceli y cols., 2009; Whitney y cols., 2009;
Chang y cols., 2010).

Esta situacion explicaria la aparicion de brotes de fiebre Q en areas urbanas
en grupos de individuos que han tenido un contacto ocasional con animales
infectados o bien, con zonas contaminadas con secreciones de animales infectados,
que previamente pasaron por el lugar. Un ejemplo de esto seria un brote epidémico
registrado en nuestro pais en el que un grupo de personas que vivian en un ambiente
urbano contrajeron la enfermedad tras una visita ocasional a una granja escuela en
la que habia animales infectados (Escudero Nieto y cols., 2006). Tras realizar un
estudio de cohortes retrospectivo en el que se compararon las frecuencias de fiebre Q
aguda de los usuarios con la de los trabajadores de la granja-escuela (25 y 30
individuos respectivamente), se observd que el riesgo de infeccion aguda era 8.5

veces superior en el caso de los usuarios (provenientes de la poblacién urbana).

En cuanto a la inmunidad de poblaciones de zonas rurales, su comportamiento
seria intermedio entre los profesionales de riesgo y las poblaciones urbanas. Sin
embargo, aunque la probabilidad de contacto efectivo es inferior a la de los
profesionales de riesgo, éstos los superan en numero. De hecho, en un estudio
observacional transversal retrospectivo en el que se revisaron 40 casos clinicos de
fiebre Q aguda en el sureste de Gran Canaria (Canarias) entre los afios 1998 y 2000
(Bolafios y cols., 2003), se observo que la mayor parte de los casos provenian de
poblaciones rurales (67.5%). En otra revision de casos realizada por Pascual en la
isla de Lanzarote (Canarias) en el afio 1992, la incidencia anual de casos clinicos de
fiebre Q aguda fue de 12 casos por 100.000 habitantes, diagnosticandose la mayoria
de casos en residentes de areas rurales, si bien, también se diagnosticaron casos de

enfermedad en d&reas urbanas, relacionados todos con posibles contactos con
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animales infectados o con zonas de pasto probablemente contaminadas con C.
burnetii (Pascual, 1994). En los ocho afios que incluia esta revision, no se diagnostico
ni un solo caso entre los ganaderos de caprino de la isla. Por otra parte, son
numerosos los brotes epidémicos en las poblaciones rurales descritos en la
bibliografia en otros paises (Marrie, 1990a; Maurin y Raoult, 1999; Arricau-Bouveri y
Rodolakis, 2005) y la informacidn disponible hasta ahora sobre los brotes de fiebre Q

nos hablan de que la mayoria de casos provienen de las areas rurales.

Por tanto, los datos citados en el presente apartado en cuanto a la inmunidad
de poblaciones unido al importante éxodo rural registrado en los paises desarrollados
e industrializados (principalmente durante el Ultimo siglo), el aumento de las
comunicaciones y del transporte de personas y mercancias, el cambio climatico y las
nuevas tendencias en cuanto al ocio y, mas concretamente, en cuanto al turismo
(turismo rural, de disfrute de la naturaleza y deportivo), implican un aumento de la
probabilidad de contacto efectivo con el agente causal de la fiebre Q por parte de
individuos provenientes de poblaciones con bajos niveles de inmunidad poblacional,
con lo cual, son cada vez mas los expertos que tratan a la fiebre Q como una mas de
las muchas enfermedades emergentes (Hellembrand y cols., 2001; Arricau-Bouveri y
Rodolakis, 2005).

2.6.3.2. INMUNIDAD DE LAS POBLACIONES ANIMALES

Como se ha podido apreciar anteriormente, la fiebre Q afecta a un amplio
rango de especies del reino animal, siendo el principal reservorio de la enfermedad
las poblaciones de ungulados domésticos. Pero esta enfermedad también se ha
detectado en poblaciones salvajes de mamiferos y aves y, en otros animales
domésticos (perros y gatos). Ldégicamente, la inmunidad de estas poblaciones
muestra diferencias debidas a multiples factores que han sido detectados en diversos

estudios seroprevalenciales (Maurin y Raoult, 1999).

Comenzando por el ciclo silvestre de la fiebre Q, ya se pudo apreciar en el
apartado de factores del hospedador como en el estudio de Ruiz-Fons vy
colaboradores (2008) se detectaban diferencias en la inmunidad de las poblaciones
en funcion de la especie de ungulado silvestre y del medio en el que habitaban. Una
observacion curiosa fue que se detectd que las poblaciones de ciervos rojos
estabuladas presentaban mayores seroprevalencias que las poblaciones silvestres. Un
comportamiento similar es el que se ha observado cuando se ha producido un cambio

importante en cuanto al manejo de los rumiantes domésticos de una regidn
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determinada, como fue el caso de la intensificacién de las producciones de estos
animales en la antigua U.R.S.S. (Tarasevich, 1987). Por otra parte, Kennerman y
colaboradores (2010) observaron una diferencia estadisticamente significativa entre
la seroprevalencia de las granjas de mayor tamano con respecto a las de mediano y
menor tamafo (en cuanto al nimero de animales se refiere). Estos trabajos apuntan
en la direccion de que la densidad poblacional animal puede comportarse como un
factor de riesgo de la enfermedad y esto estaria de acuerdo con las observaciones de
los trabajos de Yorke y colaboradores (1979) y tendria su principal explicacion en un
aumento de la tasa de contacto en las poblaciones. Este comportamiento presenta
similitudes con las diferencias observadas entre las poblaciones humanas urbana,

rural y de riesgo profesional tratadas en el apartado anterior.

Sin embargo, Martinov (2007) realiza un estudio retrospectivo en el que
compara la seroprevalencia observada en los rumiantes domésticos de Bulgaria
(ganados caprino, ovino y vacuno) desde los afios 50 hasta el afio 2006, dividiendo el
estudio en tres periodos con diferentes caracteristicas. En el primer periodo las
ganaderias eran de tipo extensivo, en el segundo periodo se llevé a cabo un manejo
intensivo industrial (nUmero menor de explotaciones con un numero mayor de
animales por explotacién) y termind con un ultimo periodo caracterizado por un
sistema intensivo descentralizado con explotaciones con un nimero de animales muy
inferior al del periodo anterior. En este estudio se pudo observar como en la
transicién entre el primer y segundo periodo, las seroprevalencias disminuyeron en
los ganados caprino y bovino de una manera considerable, no siguiendo el mismo
comportamiento el ganado ovino, que se vio incrementada. Parece ser que la
intensificacién de las producciones afectaria en menor medida a los ganados bovino y

caprino que al ganado ovino, en lo que a la presencia de fiebre Q se refiere.

Curiosamente, en otro estudio sobre diferencias entre manejo intensivo y
extensivo, la seroprevalencia global fue del 14.4%, mientras que por tipo de manejo,
las seroprevalencias mayores correspondieron a las vacas que estabulaban en
invierno y pastaban en primavera (19.6%), mientras que las estabuladas
permanentemente tenian una seroprevalencia del 13.2% vy las criadas en extensivo
mostraban una seroprevalencia del 1.9%. La mayor seroprevalencia observada en los
ganados que estabulan solo en invierno podria ser debida a una mayor probabilidad
de infectarse con nuevas cepas provenientes de otros animales que pastaran en los

mismos pastizales o de garrapatas. (Capuano y cols., 2001).

Otro factor a tener en cuenta en la inmunidad de las poblaciones animales es
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la presencia de agentes inmunosupresores en el medio donde se desarrollan estas
poblaciones. Ya se ha visto que estudios de experimentacion animal muestran la
mayor susceptibilidad frente a la fiebre Q en animales inmunodeprimidos (Raoult y
cols., 1992; Raoult y cols., 1993; Read y cols., 2010).

Parece logico pensar que las poblaciones de mascotas con mas probabilidad
de contacto con los principales reservorios de la enfermedad, es decir, los perros y
gatos que habitan en las ganaderias de rumiantes, presenten una mayor inmunidad
poblacional ante la fiebre Q. Sin embargo, en un trabajo realizado en Eslovenia, la
poblacion canina que mostrd la mayor seroprevalencia detectada entre diversos tipos
de poblaciones caninas fue la de animales abandonados, por delante de las

poblaciones de perros relacionados con el ganado (Kocianova y cols., 1993).

Al igual que ocurria con las poblaciones humanas, es muy probable que las
poblaciones de estos animales en las zonas urbanas cuenten con un grado de
inmunidad menor que las poblaciones existentes en areas rurales o las que habitan
en las ganaderias. Esto hace que los animales provenientes de las zonas urbanas
tengan una mayor probabilidad de contraer la enfermedad si son desplazados a las
zonas rurales y de transmitirla a las poblaciones humanas urbanas, las cuales, a su
vez, serian mas susceptibles (Marrie y cols., 1985; Rauch y cols., 1987; Laughlin y
cols., 1991; Buhariwalla y cols., 1996).

2.6.4. FACTORES ASOCIADOS AL AGENTE CAUSAL (Coxiella burnetii)

C. burnetii es un microorganismo que se sitla evolutivamente en el subgrupo
gamma de las proteobacterias, mostrando importantes analogias con el orden
Legionellales, y dentro de este orden, cuenta con una estrecha relacién con
Legionella pneumophila (patdégeno facultativo e intracelular humano) y con

Rickettsiella grylli (patégeno intracelular del saltamontes y de artrépodos).

En cualquier caso, estas relaciones filogenéticas nos hablan de que C. burnetii
estd emparentada con microorganismos cuya estrategia principal de expansion se
basa en su alta ubicuidad y tasa de presencia en el medio externo, entre los que hay
endosimbiontes de diversos artropodos (muchos de los cuales se transmiten via
transovarica en estos invertebrados, al igual que ocurre con Coxiella), asi como
patégenos facultativos de diversas especies animales (entre ellas, diversas especies
de invertebrados y mamiferos, entre las que se incluye el hombre). Su filogenia

explica sus principales caracteristicas de una manera mas acorde a la realidad que la
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anterior taxonomia, que la relacionaba con el orden Ricketsialles (Weisburg y cols.,
1989; Roux y cols., 1997; Seshadri y cols., 2003; Zamboni y cols., 2003; Zusman y
cols., 2003; Bandyopadhyay y cols., 2004; Arricau-Bouveri y Rodolakis, 2005).

Como se ha mencionado, una de las principales caracteristicas de C. burnetii
es su gran ubicuidad en el medio. Esta caracteristica se ve favorecida, sin duda, por
su capacidad de formar las ya citadas formas de resistencia (McCaul y cols., 1981;
Amano y cols., 1984; La Scola y Raoult, 2001), cuya gran persistencia en el medio
fue estudiada por Babudieri (1959).

Otra caracteristica de C. burnetii que llama la atencién son las diferencias
observadas en la virulencia entre las cepas obtenidas a partir de distintos
aislamientos de diferentes origenes. Asi, en Eslovaquia y en la Republica Checa, se
han realizado aislamientos de cepas autdéctonas de C. burnetii presentes en diversos
rebafios bovinos y en diversos focos naturales de infeccion en estos paises. El
caracter subclinico de la fiebre Q en el ganado bovino en estas regiones, asociada
tedricamente a estos tipos de aislamientos circulantes en las mencionadas regiones,
se estimé que podia deberse a la baja virulencia de estas cepas (Literdak y Calvo
Rodriguez, 1994; Literak y Kroupa, 1998).

Con el fin de testar la virulencia de las cepas de C. burnetii circulantes en
estas regiones, Kocianova y colaboradores (1993) realizaron un estudio experimental
basado en la inoculacién de dos cepas (aisladas a partir de leche de ganado bovino)
en ovejas prefiadas. Los resultados obtenidos demostraban una baja virulencia, ya
que ninguna de las ovejas inoculadas mostraron signos de enfermedad y parieron
corderos sanos. Sin embargo, Martinov y colaboradores (1989) testaron la virulencia
de otro aislamiento ovino en ovejas prefiadas inoculadas via intravascular, las cuales
mostraron fiebre y todos los corderos nacieron prematuros o murieron a las 24 horas

del nacimiento.

Por otra parte, en otro estudio sobre la virulencia del aislamiento Priscilla de
C. burnetii (obtenido a partir de una cabra abortada y relacionado con casos de fiebre
Q crdnica en la especie humana) a partir de la inoculacidon experimental con cobayas,
éste mostré una virulencia que no fue excesiva en comparacién con los resultados
obtenidos con otros aislamientos obtenidos de garrapatas (Kazar y cols., 1993).
Asimismo, Kocianova y colaboradores (2001) demostraron que los aislamientos
obtenidos a partir de garrapatas se mostraban mas virulentos en cobayas que los

aislamientos obtenidos a partir de leche de ganado bovino mencionados
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anteriormente. Los autores concluyeron que las observaciones realizadas apuntaban
a que en las cepas de C. burnetii circulantes en las poblaciones de ganado bovino

aisladas del contacto con garrapatas podrian perder paulatinamente su virulencia.

Esta afirmacion parece estar de acuerdo con los estudios realizados por
Babudieri en 1962 en Italia, quien observd que tras la aparicion de determinados
brotes epidémicos de fiebre Q asociados a la importaciéon de ganado bovino infectado
en las areas afectadas, los casos de esta enfermedad iban desapareciendo tanto de
las poblaciones de estos animales, como de las humanas afectadas, varios afos
después de evitar el contacto del ganado con las garrapatas. Esta hipdtesis fue
sostenida también para explicar el receso experimentado en la década de 1950 de los
casos de fiebre Q aguda en las poblaciones humanas ocurridos en Checoslovaquia
(Syrucek y cols., 1958). Por otra parte, Pautov en 1973 concluyd en un estudio que
los aislamientos de C. burnetii realizados a partir de muestras de ovejas o de vacas
infectadas disminuian su virulencia significativamente cuando eran transferidos al
ganado vacuno y estos se mantenian circulando en dichas poblaciones, hasta el

punto de que terminaban por perder la capacidad patogénica.

También existe un estudio en el que se ha demostrado que la virulencia de C.
burnetii disminuye cuando se realizan sucesivos pases en una misma especie de
garrapata (Daiter y Gromova, 1970). Por otra parte, en un estudio de virulencia
realizado sobre aislamientos obtenidos en el noroeste de Ucrania, a partir de unas
muestras extraidas tras la deteccién de un foco de fiebre Q en poblaciones de
animales silvestres de dicha regién, se observd que dos aislamientos, uno realizado a
partir de garrapatas y otro a partir de un campafol comidn (pequefo roedor),
mostraron gran virulencia, siendo claramente el mas virulento de los dos, el segundo,

en este caso (Klimchuk y Kushnir, 1989).

Es probable que estemos viendo en la actualidad, un proceso de adaptacion
de un microorganismo patogeno para los mamiferos, que en el caso de las
garrapatas, se comporta practicamente como un endosimbionte. C. burnetii, si bien
causa infeccion en las garrapatas, no causa una enfermedad clinica en estos
artropodos, teniendo ademas, la capacidad de transmitirse transovaricamente a las
generaciones subsiguientes de estos invertebrados (Babudieri, 1959; Daiter y
Gromova, 1970). Sin embargo, C. burnetii si que provoca enfermedad en los
mamiferos y, en particular, en los ungulados domésticos, en las mascotas (perro y
gato) y en el hombre, entre otras numerosas especies animales. Es razonable pensar

gue esto se debe a que el contacto de este agente causal ha sido mucho mas

92



Revision bibliogréafica Epidemiologia descriptiva

extendido en el tiempo y sobre todo, en niumero de generaciones, con las garrapatas
gue con los mamiferos, lo que explicaria el porqué C. burnetii convive perfectamente

con estos artrépodos sin producirles enfermedad.

Muy al contrario, C. burnetii puede ser muy beneficiosa para las diferentes
especies de garrapatas parasitas de estos mamiferos, ya que, como se ha podido
apreciar en los parrafos anteriores, las cepas originarias de las garrapatas son las
que contarian con mayor capacidad virulenta para los mamiferos (Kazar y cols.,
1993; Kocianova y cols., 2001). Los animales infectados por C. burnetii son animales
que, sobre todo en las poblaciones salvajes y en ganados en régimen extensivo, dan
lugar a progenies mas débiles y mas susceptibles de ser parasitadas por estos
artropodos en los estadios iniciales de la vida y, a hembras mas débiles en torno a la

época de partos y mas faciles de parasitar.

En funcion de lo expuesto en el presente apartado con respecto a la presunta
relacion existente entre el tipo de hospedador de C. burnetii y la virulencia de este
agente causal, parece légico pensar que la domesticacidon de los citados ungulados
domésticos es un fendmeno que puede haber influido en la evolucion molecular de
esta bacteria. De hecho, Glazunova y colaboradores (2005), en un estudio en el que
se compararon los genotipos de 159 aislamientos de C. burnetii obtenidos de
diferentes tipos de muestras de origen animal, humano y de garrapatas,
provenientes de diferentes origenes geograficos, determinaron que, el origen de C.
burnetti podria situarse en el antiguo mundo y que, desde esta localizacién, la

enfermedad se extendié al huevo mundo.

Por otra parte, se han establecido cambios genéticos importantes en estas
especies domésticas, con respecto a las especies salvajes originarias, con los que C.
burnetii ha tenido que convivir y evolucionar, y que probablemente han tenido
influencias en la evolucion de la virulencia de este agente causal (Gentrya y cols.,
2003; Seshadri y cols., 2003). Probablemente, la mayor virulencia de C. burnetii
encontrada en los aislamientos obtenidos a partir de garrapatas y de ciertos animales
salvajes, podria estar en consonancia con un proceso evolutivo, en el cual, debido a
que en el medio en el que se desarrollan los animales salvajes que actian como
hospedadores definitivos, la tasa de contacto seria tedricamente menor y la
rusticidad de los animales seria mayor, lo cual, redunda en una mayor dificultad para
que las garrapatas puedan completar su ciclo y por tanto, esto seria un handicap
también para C. burnetii de cara a cumplir con su ciclo biolégico que seria

compensado, por parte de este microorganismo, con una evolucion orientada a
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aumentar la virulencia. Asimismo, la variabilidad entre las posibles especies en este
medio seria mayor, lo que daria lugar a una peor adaptacién por parte de C. burnetii
frente a su hospedador definitivo, fruto de esta mayor diversidad de especies
(Klimchuk y Kushnir, 1989; Kazar y cols., 1993; Buxadé y cols., 1996; Kocianova y
cols., 2001). En este contexto entrarian también las caracteristicas del ciclo bioldgico
de las distintas especies de garrapatas que pueden transmitir C. burnetii, ya que
podemos encontrarnos con especies con uno, con dos o hasta con tres posibles
hospedadores definitivos, con lo que nos encontrariamos con escenarios evolutivos

para C. burnetii bien diferentes (Maurin y Raoult, 1999).

En el lado contrario estaria la evolucién de C. burnetii en las poblaciones de
ungulados domésticos, las cuales a su vez, estarian mas relacionadas con las
poblaciones humanas. En este caso tendriamos una tasa de contacto mayor que, en
la mayoria de los casos, se daria entre individuos de una misma especie, o bien dos
0, menos frecuentemente, tres especies de ungulados (los Gltimos dos supuestos se
darian en el caso de rebanos mixtos). Ademas, estas poblaciones serian, por norma
general, mas productivas pero menos resistentes a enfermedades, fruto de la
disminucién de su rusticidad en un proceso de seleccién artificial orientado a una
mayor productividad (Kazar y cols., 1993; Buxadé y cols., 1996). Esto se traduciria
en una evolucion de las cepas de C. burnetii circulantes en estas poblaciones
orientada a adaptarse a estos hospedadores definitivos mas probables. En este caso,
las cepas de C. burnetii no tendrian la necesidad de ser tan virulentas para completar
su ciclo vital, ya que, la probabilidad de extenderse la enfermedad en este escenario
es considerablemente mayor. La evolucién légica de C. burnetii como parasito seria,
en este caso, la de adaptarse al hospedador definitivo de manera que se produjera el
mayor numero posible de casos crénicos de enfermedad, provocando que dichos
hospedadores se convertirian en portadores eliminadores crénicos del agente causal
(Martin y cols., 1997).

Esta hipdtesis podria explicar la disminucion de virulencia que se experimenta,
al cabo de cierto tiempo, cuando cepas aisladas de garrapata (mas virulentas) se
introducen en el ganado bovino y acaban convirtiéndose en cepas circulantes en
estas poblaciones (Syrucek y cols., 1958; Babudieri, 1962). Como se ha visto, la
fiebre Q tiende a cronificarse en esta especie y, por otro lado, no suele producir
abortos en la vaca, siendo la principal via de excrecién la leche y las heces (Rodolakis
y cols., 2007).

Como se ha apreciado anteriormente, en el caso de la cabra tendriamos una

estrategia intermedia entre la oveja y la vaca. Se tenderia igualmente a la
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cronificacion, pero ademas, también en esta especie, la fiebre Q produce abortos y
nacimientos prematuros, con lo cual, la evolucién de las cepas circulantes de C.
burnetii en las poblaciones de ganado caprino tienen un mecanismo de dispersién
adicional con respecto a las vacas (Berri y cols., 2007; Rodolakis y cols., 2007). Esto
podria explicar el porqué cepas aisladas a partir de muestras de abortos producidos
en cabras (como es el caso del aislamiento Priscilla) muestran una virulencia
intermedia cuando se inoculan a animales de experimentacion entre lo que podria ser
la obtenida por aislamientos como Nine Mile (obtenida a partir de garrapatas) y la
obtenida a partir de aislamientos de muestras extraidas de abortos de ovejas (Kazar
y cols., 1993).

En el caso del ganado ovino, la evolucidn légica de C. burnetii deberia basarse
en un aumento moderado de la virulencia que permitiera una rapida transmision
durante la época de partos (el principal mecanismo de transmisién y de persistencia
en el medio de Coxiella durante la parasitacion en esta especie). Por otro lado, otro
factor a tener en cuenta en este caso, es la capacidad del vellon para mantener al
agente causal en el ambiente, ademas de que las ovejas son mas gregarias que las
vacas o las cabras (lo cual se traduce en una mayor tasa de contacto) (Buxadé y
cols., 1996). Luego la necesidad de adaptacion de C. burnetii al hospedador definitivo
en las poblaciones de ovino domésticas, de cara a cronificar la enfermedad como
estrategia de permanencia en el medio, no seria tan importante como la capacidad
de infectar en un momento determinado. Esto puede explicar la virulencia encontrada
en las cepas de C. burnetii aisladas a partir de esta especie de ungulado doméstico,
la cual se ve atenuada cuando es introducida en poblaciones de ganado bovino

aisladas del contacto con garrapatas (Martinov, 1989; Kocianova y cols., 2001).

Hasta ahora, hemos visto una serie de hipdtesis que intentan explicar la
evolucion de la virulencia de C. burnetii en relacion con las poblaciones de
artropodos, de animales salvajes y en el caso de los ungulados domésticos, partiendo
del supuesto de que estas poblaciones se comportan aisladamente. En realidad,
existen interacciones entre el mundo salvaje y los rebanos de ungulados domésticos
en régimen extensivo, o bien, hay rebafios mixtos (estos son de ovejas y cabras mas
frecuentemente, aunque existen ganaderias en las que coexisten las tres especies),
dandose también zonas donde se han intensificado las producciones ganaderas y se
ha producido un mayor aislamiento de las poblaciones domésticas y las salvajes (con
lo cual, nos acercariamos a las hipdtesis anteriores).

En este sentido, conviene retomar de nuevo el trabajo realizado por

Glazunoba y colaboradores en 2005. En este trabajo, se agruparon los mencionados

95



Epidemiologia descriptiva Revision bibliogréafica

159 aislamientos en funcion de sus diferentes genotipos en 30 grupos. Por otra parte
y como se vio en el capitulo de bacteriologia, los cambios evolutivos en el genoma de
C. burnetii son escasos y relativamente recientes si los comparamos con otros
patdgenos intracelulares mas dependientes del hospedador definitivo, como es el
caso de las diferentes especies de Chlamydia y de Brucella (Seshadri y cols., 2003).
Puede que esta evolucion reciente de C. burnetii esté muy relacionada con su
capacidad detectada en los laboratorios para cambiar de fase y de velocidad de
crecimiento en funcién de las exigencias selectivas del medio y de la necesidad de
evolucionar de una manera rapida a las cambiantes necesidades originadas por todas
las posibles combinaciones de interacciones con los hospedadores definitivos y el
medio en el que se desarrollan dichas interacciones, donde la domesticacion y la
evolucion de las practicas del manejo en la ganaderia, muy probablemente, han

jugado un papel fundamental (Maurin y Raoult, 1999; Seshadri y cols., 2003).

Por otra parte, otro estudio experimental demostré que la exposicidon
mediante la via aerégena de cobayas frente a diferentes aislamientos de C. burnetii
mostraba la presencia o ausencia de enfermedad aguda en funcion de la presencia o
ausencia de determinados plasmidos (Russell-Lodrigue y cols., 2009). Estas
conclusiones refuerzan la hipotesis sostenida por varios autores de que diversas
diferencias genotipicas estan asociadas a las distintas formas de expresién de la
enfermedad tanto en el hombre como en los animales (Glazunoba y cols., 2005;
Stein y cols., 2005; Beare y cols., 2006; Russell-Lodrigue y cols., 2009), pero no
debemos olvidarnos de la dependencia multifactorial de la presentacion de las
enfermedades en las poblaciones para no caer en el error de sobreponderar la accidon

de determinados factores sobre otros (Martin y cols., 1997).

La definicidn exacta del término virulencia es la capacidad de un agente
infeccioso para producir la enfermedad, en términos de frecuencia y gravedad”
(Thrusfield, 1990). En el caso de la fiebre Q humana, lo mas frecuente es que la
enfermedad se muestre en su forma aguda, mientras que, la forma crénica, aunque
menos frecuente, es de mayor gravedad, pudiendo ser mortal (Marrie, 1990a; Maurin
y Raoult, 1999; Arricau-Bouveri y Rodolakis, 2005). Esto podria explicar el que
muchos de los aislamientos asociados a la produccion de cuadros agudos en el
hombre no hayan podido ser aislados a partir de ungulados domésticos mientras que,
aislamientos englobados en secuencias tipo asociadas a fiebre Q cronica humana, si
han podido ser aislados a partir de cabras, ovejas y vacas (Glazunoba y cols., 2005).
En este sentido, se relacionaron aislamientos que se obtuvieron a partir de muestras

de abortos en cabras con importantes brotes epidémicos de la fiebre Q crdnica en el
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hombre (Hatchette y cols., 2002; Glazunoba y cols., 2005).

Por ultimo, citar que la disminucién de la virulencia observada por Daiter y
Gromova (1970) tras sucesivos pases de C. burnetii en una misma especie de
garrapata puede ser un signo mas del control de poblaciones bacterianas que podria
estar relacionado con fendmenos como el cambio de fases y ralentizacién del
crecimiento observado en laboratorio tras el cultivo de este microorganismo (Maurin
y Raoult, 1999). La explicacion de este fendmeno podria estar en que este
experimento se comportaria como una simulacion de lo que ocurriria en las
poblaciones de estos artréopodos con la transmisidn transovarica. Hemos de recordar
que las vias que posibilitan la infeccion de estos artropodos son la ingesta de sangre
de animales infectados y la via transovarica. En las poblaciones de animales salvajes,
por ejemplo, en los anos de mucha mortandad perinatal, habra menos animales que
parasitar y estos seran mas resistentes y, entre estas capacidades de resistencia,
podria estar la resistencia a la parasitacion por garrapatas, lo que, l6gicamente, se
traduciria en una menor probabilidad de que las garrapatas desarrollen la transmision
transovarica. En esta situacion, una mayor virulencia de C. burnetii estaria justificada
si partimos de la base de que la produccion de enfermedad en estos animales
facilitaria la posibilidad de que la garrapata y su endosimbionte desarrollaran su ciclo

vital en un medio adverso.

En un escenario mas benigno para la garrapata, la mayor virulencia de las
cepas circulantes de C. burnetii no estaria justificada, ya que, aunque las garrapatas
no pudieran transmitir la fiebre Q, tendrian igualmente el éxito asegurado, ya que
habrian muchos mas animales susceptibles de ser parasitados por su mayor
sensibilidad. C. burnetii tendria la oportunidad de desarrollarse tanto en los
artrépodos como en las diferentes especies animales, con lo cual, la virulencia en
este caso, se orientaria a lograr una mayor adaptacion a sus diferentes hospedadores
cronificando los procesos. Este mecanismo de adaptacion se veria facilitado en las
garrapatas mediante la transmision transovarica que, en un medio sin tanta
seleccidén, seria mas probable. Por tanto, el citado proceso, podria explicar la
presencia de microorganismos endosimbiontes de las garrapatas relacionados
filogenéticamente con C. burnetii (Noda y cols., 1997; Bernasconi y cols., 2002;
Mediannikov y cols., 2003; Lee y cols, 2004; Reeves y cols., 2005 ; Jasinskas y cols.,
2007; Reeves, 2008).

De otro lado, tendriamos que es muy probable que la transmisidn transovarica

de C. burnetii pueda tener mayor repercusion en aquellas especies de garrapatas con

97



Epidemiologia descriptiva Revision bibliogréafica

un solo hospedador definitivo, como se ha demostrado para la transmisién de ciertas
enfermedades producidas por diferentes especies de Babesia (Smith y cols., 1978).
Este escenario, a primera vista y segun lo expuesto en este apartado, deberia ser
mas propicio para una mejor adaptacion de las cepas de C. burnetii circulantes a los
potenciales hospedadores de estas especies de garrapata y por tanto, ello deberia
redundar en una disminucion de la virulencia de las cepas promovida por la

transmision transovarica en estos artropodos (Kocianova y cols., 2001).

2.6.5. FACTORES AMBIENTALES Y ELEMENTOS BIOTICOS
(GARRAPATAS)

Si bien la fiebre Q se ha podido detectar practicamente en todo el mundo, a
excepcién de Nueva Zelanda, los territorios que se consideran de mayor importancia
nosoldgica son los paises que circundan el mar Mediterraneo y el mar Negro, zonas
esteparias del Asia Central, Japdn, zonas de la Sabana Africana, areas de pastos de
los estados del oeste americano y la mitad oriental de Australia (Blaha y cols., 1995;
Maurin y Raoult, 1999). Todas estas regiones se caracterizan por estar habitadas por
diferentes especies de garrapatas y por tener climas calidos o templados con
inviernos que no son extremadamente frios y unas precipitaciones que permiten el
desarrollo del ciclo vital de estos artrépodos. Sin embargo, esta situacion esta
cambiando con el cambio climatico, de tal forma que estos artréopodos estan logrando
habitar territorios en los que no eran capaces de desarrollarse en apenas una década
atras (Ogden y cols. 2005; Lindgren y cols., 2006; Gray, 2009). Como ya hemos
visto también, con la evolucion de las practicas de produccién animal, se ha
apreciado que estos ectoparasitos no son necesarios para que la enfermedad se
expanda entre las poblaciones animales, pero si que actUan como un reservorio
importante de C. burnetii en la naturaleza (Marrie, 1990a; Maurin y Roult, 1999;

Arricau-Bouveri, 2005).

De otra parte, esta la capacidad de C. burnetii para persistir en el medio por
amplios periodos de tiempo. Esta esta relacionada a su vez, con su capacidad para
ser transportada por el viento a largas distancias a partir de suelos contaminados,
fendomeno que también parece depender de las precipitaciones, probablemente
debido a que se facilita la posterior creacion de aerosoles contaminados tras las

épocas de lluvias (Tissot y cols., 2004).

En un estudio realizado en Perl, sobre casos de infeccidén respiratoria aguda,

se logré establecer una relacion entre la aparicion de dichos casos y factores
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climaticos como la temperatura y la humedad relativa del aire (Aguinaga y cols.,
2003). Si bien no existen estudios con respecto a la fiebre Q en este ambito, este
estudio nos habla de la posibilidad de que la aparicion de los distintos cuadros de
fiebre Q aguda en las poblaciones humanas pueda depender de este tipo de variables
climaticas. Esta hipotesis se apoyaria también en las diferencias de presentacion de
la fiebre Q aguda humana observadas en diferentes regiones del mundo, donde
parece ser que en los climas mas frios y con mayor humedad relativa en el aire, se
darian cuadros neumonicos con mas frecuencia que los hepaticos, mientras que en
los climas mas calidos y secos, la tendencia seria contraria (Marrie y cols., 1985;
Simor, 1987; Sesma, 1990; Latorre y cols., 1995; Caron y cols., 1998; Tissot-
Dupont, 2004; Ergas y cols., 2006; Cilla y cols., 2008; Delsing y Kullberg, 2008).

Dichos factores climaticos tienen mucho que ver con la frecuencia de
presentacién de la enfermedad en las poblaciones animales. No obstante, un buen
disefio de las instalaciones ganaderas en las explotaciones de rumiantes ayuda a
proteger al ganado de las inclemencias climatologicas, especialmente, su zona
cubierta debe tener una influencia importante en la disminucién de la transmisién y
en las tasas de presencia de enfermedades como la fiebre Q, cuya via de transmision

principal es la aerégena (Buxadé y cols., 1996).

Ademas, tenemos la importancia del manejo de los animales de produccion
domésticos en las tasas de presencia de fiebre Q en estos animales y, mas
concretamente, el manejo de las producciones de ungulados. En este sentido, ya
hemos visto como en Turquia Kennerman y colaboradores (2010) relacionaban un
mayor niumero de ovejas de la explotacidon con una mayor seroprevalencia. A su vez,
se ha visto como las variaciones de manejo experimentadas en las diferentes
especies de los rumiantes domésticos en Bulgaria ha contribuido a variar las
seroprevalencias en dichas poblaciones a lo largo del tiempo de una manera

importante (Martinov, 2007).

Existen pocos trabajos que relacionen estas variables ambientales en las
producciones animales con el desarrollo de la fiebre Q en dichas poblaciones. Estos
conocimientos son indispensables a la hora de establecer planes de lucha y control
contra cualquier enfermedad. De nada sirve tener vacunas efectivas en condiciones
de experimentacion animal que, normalmente, no son las que se dan en las
explotaciones ganaderas, si tenemos, por ejemplo, un ambiente en las explotaciones
ganaderas que genera estrés, que cuenta con una alta contaminacion del suelo y que

debido al mal disefio de su zona cubierta, genera fuertes cambios de temperaturas o
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corrientes de aire, las cuales a su vez, favorecen la aparicion de cuadros neumonicos
y, tedricamente, deberian favorecer la transmisién de fiebre Q. En estas condiciones,
dificilmente lograremos unos resultados 6ptimos a la hora de controlar la enfermedad
aunque dispongamos de una vacuna eficaz (Buxadé y cols., 1996; Martin y cols.,
1997).

El control de la fiebre Q en las explotaciones de rumiantes domésticos es
primordial de cara a afrontar el problema de salud publica que supone esta
enfermedad. De hecho, las principales fuentes de infeccion para las poblaciones
humanas parten de la contaminacion ambiental por C. burnetii generada por estas
poblaciones animales. Por tanto, el controlar la contaminacién ambiental por C.
burnetii ha de ser una de las claves de cara al establecimiento de los planes de lucha
y control contra la fiebre Q. Para ello han de conocerse, entre otra cosas, las posibles
vias de eliminacion de C. burnetii al medio por parte de las especies hospedadoras.
En este sentido, una serie de estudios llevados a cabo en las especies ovina, caprina
y bovina, han determinado que la primera tiende a contaminar masivamente el
medio, principalmente en torno a la época de partos, siendo las principales vias de
excrecién las heces, las secreciones vaginales, las placentas y fetos abortados,
eliminando también la bacteria por la leche, pero de una manera mas discontinua en
este caso que en el caso de los ganados caprino y bovino. Con respecto a la cabra, la
eliminacién de Coxiella al medio tiende a cronificarse, siendo la principal via de
excrecion la leche, al igual que en el caso del ganado bovino, pero en la cabra, como
ya se ha visto, este agente causal es capaz de producir abortos, con lo cual, esta se
convertird en otra importante via de eliminacion al medio en las épocas de partos en

esta especie (Berri y cols., 2007; Rodolakis y cols., 2007).

Una ruta de diseminacidon de C. burnetii al medio que llama la atencién en
ganado caprino y bovino es la eliminacion por la leche. En el caso de la fiebre Q, cuya
principal via de transmisiéon es la via aerdgena, parece que su eliminacién por la
leche en estas especies no ha de tener una especial repercusion en la transmision de
la enfermedad tanto entre las poblaciones de estos animales como en las poblaciones
humanas (Arricau-Bouveri y Rodolakis, 2005). Pero sin embargo, se ha visto que
todas las especies de rumiantes domésticos eliminan Coxiella por las heces en mayor
o0 menor medida (Berri y cols., 2001; Berri y cols., 2007; Rodolakis y cols., 2007). La
ingesta de leche por parte de las crias durante la lactancia natural, principalmente en
el caso de los ganados bovino y caprino, puede convertirse en otra via de
contaminacion ambiental y de dispersiéon del agente causal, ya que puede ser

eliminada posteriormente por las heces por estos animales que han ingerido grandes
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cantidades de esta bacteria a través de la leche contaminada de sus madres.

De igual forma, y sobre todo en el ganado ovino, una fuente de contaminacion
ambiental por C. burnetii seria la de los excrementos de las garrapatas que parasitan
a estos ganados y que se acumularian en el velldn de lana de estos animales. Esta
podria ser una fuente importante de infeccion no solo para las poblaciones de estos
animales, sino también para las poblaciones humanas, mediante practicas
tradicionales como la esquila de las ovejas o el tratamiento artesanal o industrial de
lana. Asimismo, estaria también la contaminacion de pieles y pelo en todas las
especies de rumiantes domésticos (Marrie, 1990a). Las heces de garrapata tienen
una gran concentracion bacteriana de C. burnetii y por tanto, una gran capacidad
infectante via aerdgena en los supuestos que se han expuesto anteriormente (Derrick
y cols., 1959).

Por ultimo, parece ser que la principal via de eliminacién de C. burnetii al
medio en el caso de las mascotas y las poblaciones humanas, son las placentas y las
secreciones vaginales tras el parto de hembras y mujeres infectadas. Esto explica la
aparicion de brotes epidémicos relacionados con el parto de mascotas infectadas o la
infeccion del personal sanitario tras asistir el parto de mujeres que padecen la fiebre

Q durante el embarazo (Marrie., 1990a; Vaidya y cols., 2008).

2.6.6. PRESENTACION DE LA ENFERMEDAD EN TIEMPO ABSOLUTO.
ESTACIONALIDAD. INTERRELACIONES EDAD-TIEMPO

En cuanto a la presentacién de la fiebre Q en tiempo absoluto, esta
enfermedad se manifiesta normalmente de manera estacional tanto en las
poblaciones humanas como en animales. Si bien en las diferentes regiones, dicha
estacionalidad varia principalmente en funcién de la especie animal que actie como
reservorio natural mas importante y del manejo reproductivo de la misma (de la
distribucion de los partos en el ano), asi como de la climatologia de la zona en
concreto, entre otros factores ambientales. Este abanico de posibilidades hace que en
regiones como Europa, la enfermedad tenga un caracter marcadamente estacional,
donde la distribucion de las parideras de los rumiantes (sobre todo de los pequefios
rumiantes) en torno al final del otofio y principio del invierno, desemboca en una
importante contaminacion del ambiente con C. burnetii que se convierte en una
fuente de contagio para los animales y que, si no hay variaciones ambientales
importantes como las debidas a la climatologia, produce la maxima acumulacion de

casos de fiebre Q en las poblaciones humanas en torno a la primavera.
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En los paises donde el clima no es excesivamente frio o bien es calido, la
enfermedad se comporta de forma endémica con la aparicidon de brotes epidémicos.
Logicamente, la aparicion de estos brotes son provocados por la rotura temporal del
equilibrio establecido entre el medioambiente, el agente causal y los hospedadores
(Marrie, 1990a; Martin y cols., 1997; Maurin y Raoult, 1999). En este sentido y hasta
ahora, dichos brotes epidémicos suelen ser diagnosticados en las poblaciones
humanas antes que en los animales. La aparicion de casos clinicos por encima de los
valores normales alertan a los servicios de salud publica de las regiones afectadas, lo
gue a su vez, origina la busqueda de la causa del brote (Marrie, 1990a; Maurin y
Raoult, 1999).

En el extremo opuesto tendriamos el caso de Canada, donde no se aprecia
una estacionalidad manifiesta (Marrie, 1990a; Maurin y Raoult, 1999; Arricau-
Bouveri y Rodolakis, 2005).

Un ejemplo de desequilibrio originado por un cambio medioambiental que
desembocd en un brote epidémico de fiebre Q lo tenemos en el ocurrido durante el
invierno de 1998 a 1999 en la poblacion humana del (Tissot-Dupont y cols., 2004).
Aquel invierno el viento Mistral soplé con mas intensidad y dejé mas precipitaciones
de lo normal, originando la aparicién de un aumento inesperado de casos de fiebre Q
aguda humana aquel invierno, cuando lo normal era un pico maximo de casos en

torno a la primavera.

Otro ejemplo de desequilibrio en una zona endémica que englobaria, en este
caso un cambio entre la relacién agente-hospedador, es el experimentado en la
evolucion de la fiebre Q en Bulgaria y Eslovenia a partir de las reformas econdémicas
ocurridas en torno a la década de 1990 (Zerbezov y cols., 1999). En Bulgaria este
cambio de modelo econdmico origind que el censo caprino del pais se triplicara y
desplazara en importancia al que fuera el principal subsector ganadero del pais, la
produccion de ganado bovino. Esto origind que cepas de C. burnetii circulantes en los
ganados de cabras importados entraran en contacto de forma masiva con los
ganaderos y sus familias y con gentes de las zonas rurales, lo cual desemboco en
brotes epidémicos de enfermedad clinica de fiebre Q y un aumento de los casos
cronicos de la enfermedad en diferentes poblaciones humanas del pais. Sin embargo,
la importacién de cabras en Eslovenia no repercutido en la sanidad publica de la
misma manera. Se cree que, un buen diagndstico precoz de los casos de fiebre Q

aguda vy la aplicacién temprana de un eficaz tratamiento antibidtico fue la causa de
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gue no hubiera tantos casos croénicos de la enfermedad, mientras que, un control
veterinario de los movimientos de animales, basado en estudios seroldgicos, el
control de materias primas importadas y la aplicacion de un plan de lucha y control
contra la enfermedad en los animales de produccion, seria la explicacion que dan los
autores a la menor aparicion de casos de fiebre Q en las poblaciones humanas de

Eslovenia.

Finalmente, en cuanto a las interrelaciones edad-tiempo presentes en la fiebre
Q, no existen estudios epidemioldogicos especificos sobre esta enfermedad al
respecto, aunque seria interesante conocer no solo cémo se presenta la fiebre Q con
respecto a la edad, sino hasta qué punto han podido influir en esta distribucion de la
enfermedad por edades, factores ambientales actuales o incluso, como pudieron
influir factores ambientales pasados. (Marrie, 1990a; Martin y cols., 1997; Maurin y
Raoult, 1999; Arricau-Bouveri y Rodolakis, 2005).
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2.7. EPIDEMIOLOGIA APLICADA: MEDICINA PREVENTIVA Y ESTUDIOS
ECOLOGICOS

“Mi ideal politico es la democracia.
Cada uno debe ser respetado como persona y nadie debe ser divinizado™

Albert Einstein

2.7.1. INFLUENCIA Y REPERCUSION DE LA FIEBRE Q EN LA SANIDAD
ANIMAL Y LA SALUD PUBLICA. IMPORTANCIA ECONOMICA DE LA
ENFERMEDAD

Segun diversos estudios, se estima que aproximadamente entre el 50% vy el
60% de las infecciones agudas que acontecen en la especie humana son
asintomaticas, si bien hay que tener en cuenta que los sintomas de la fiebre Q aguda
pueden confundirse, por ejemplo, con los de la gripe (Dupuis y cols., 1987; Raoult y
cols., 2000; Maurin y Raoult, 1999). Estos datos apuntan a que la fiebre Q aguda
humana probablemente esté infradiagnosticada, maxime en lugares donde la
enfermedad esta presente y no existen unidades de diagndstico con experiencia en la

deteccion de esta enfermedad.

Segun datos obtenidos en el sur de Francia donde se estima una incidencia
media anual de casos de fiebre Q clinica de 50 casos cada 100.000 habitantes, de los
pacientes que muestran signos de enfermedad, la gran mayoria (alrededor de un
95%) no precisan ser hospitalizados, siendo hospitalizados el 5% restante (es decir,
el 2% del total de infectados con o sin sintomas). Uno de cada diez pacientes
hospitalizados evoluciona hacia la forma crénica de la enfermedad (es decir, el 0,2%
de todos los infectados), siendo la incidencia anual media de casos de endocarditis
por fiebre Q crdénica de 1 caso por millon de habitantes (Maurin y Raoult, 1999),
siendo a su vez la endocarditis la evolucidn mas frecuente de la fiebre Q cronica
humana (60-70%) (Raoult y cols., 2000; Cutler y cols., 2002). El riesgo de evolucién
a la forma crénica de la enfermedad en humana es considerablemente mayor en
aquellos pacientes cronicos que no han sido tratados durante la fase aguda de la

enfermedad (Raoult y cols., 1999; Fenollar y cols., 2001).

También se ha demostrado la existencia del denominado sindrome de la fatiga
cronica asociado a la fiebre Q. Diversos estudios situan la prevalencia de dicho
sindrome entre el 10 y el 30% de todos los enfermos que, habiendo pasado la fase

aguda de la enfermedad, muestran sintomas persistentes después de haber
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transcurrido un afio tras el inicio de la infeccién aguda (Kermode y cols., 2003;
Marmion y cols., 2005). Asimismo, las mujeres embarazadas son otro colectivo de
alto riesgo debido al tropismo que muestra C. burnetii por el tejido placentario. De
esta manera, se han observado hasta un 33% de nacimientos prematuros y un 39%
entre abortos espontdneos y muertes de neonatos en la presentacion aguda de la

fiebre Q en mujeres embarazadas (Raoult y cols., 2002).

En cuanto a las repercusiones de la fiebre Q en la Sanidad Animal, ya se ha
citado que esta enfermedad ocasiona sus mayores pérdidas afectando de manera
considerable a los diferentes indices reproductivos de los ganados de rumiantes
afectados. En este sentido, ya se ha podido apreciar en capitulos anteriores como la
infeccion por C. burnetii influye de manera diferente en los indices reproductivos
segln la especie que se esté estudiando. De esta manera, en el ganado bovino la
fiebre Q afectara principalmente a la tasa de fertilidad, mientras que en el ganado
caprino las tasas de abortos, de nacimientos prematuros y de mortalidad neonatal se
veran afectadas en mayor grado, siendo en el ganado ovino, el incremento de la tasa
de abortos lo mas destacable (Berri y cols., 2005; Rodolakis y cols., 2007; Rouset y
cols., 2009).

En el ganado bovino, si bien las infecciones por C. burnetii se suelen asociar a
procesos de metritis e infertilidad (Lang, 1990), también se han observado brotes de
aborto como el descrito por Cabassi y colaboradores (2006) en el norte de Italia. En
otro estudio realizado en Alemania sobre ganado bovino con problemas de fertilidad
asociados a fiebre Q diagnosticados mediante PCR y serologia conjuntamente, se
observd que los ganaderos de las explotaciones en las que se daban abortos
asociados a fiebre Q tenian mayor riesgo de contraer la enfermedad (Sting y cols.,
2002).

Algunas cifras ilustrativas de como afecta la fiebre Q a los indices
reproductivos en el ganado de pequefios rumiantes en las zonas donde esta
enfermedad es endémica podemos encontrarlas en estudios como el realizado en la
isla de Cerdefia por Masala y colaboradores (2007). En este estudio, se analizaron
sueros mediante ELISA y muestras de abortos (fetos y placentas) mediante PCR,
provenientes de granjas de ovejas y cabras de toda la isla. Se detectaron anticuerpos
en el 38% de las granjas de ovejas y en el 47% de las granjas de caprino analizadas,
siendo positivos el 9% vy el 13% de los sueros analizados en el caso de los ganados
ovino y caprino, respectivamente. En cuanto al analisis de las muestras de abortos

por PCR, se observd presencia de C. burnetii en el 10% de las muestras en el caso
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del ganado ovino y en el 6% en el ganado caprino.

Como se puede observar en este estudio, la importancia de los abortos
relacionados con la fiebre Q es mayor en el ganado ovino que en el caprino, aun
siendo la prevalencia media de los ganados afectados, menor en los ovinos que en
los caprinos de la isla de Cerdefia. Los autores de dicho trabajo destacaban la escasa
importancia de C. burnetii como agente productor de abortos en esta region (sobre
todo en lo que respecta al ganado caprino). Sin embargo, la prevalencia media de los
ganados afectados de abortos no es excesivamente alta, si bien es muy similar a la
detectada por otros autores en dicho pais para las diferentes especies de rumiantes
(1.2%-14%) (Capuano y cols., 2001) y a la encontrada en otras zonas relativamente
cercanas al Mediterrdneo como es el caso de Albania, donde se detectd una
seroprevalencia del 9.8% en ovinos y caprinos (Cekani y cols., 2008). Por otra parte,
en una poblacion de bufalos de agua localizada en la regién de Campania (sur de
Italia), se detecté la presencia de C. burnetii mediante PCR, en el 17.5% de los fetos

abortados (Perugini y cols., 2009).

En la isla de Lanzarote (Islas Canarias), donde la enfermedad también es
endémica, se detectd a principios de los afios 90 una seroprevalencia en el ganado
caprino de la isla del 32.73% (Pascual, 1994). Por su parte, en otro estudio realizado
en el Pais Vasco en el que se analizaban las causas de aborto infeccioso en el ganado
ovino entre los anos 1999 y 2003, C. burnetii estaba entre las causas mas
frecuentes, detectandose en el 3% de los casos de aborto analizados, resultado que
aumentaba al 9% cuando se utilizaba la técnica de PCR en el diagndstico (Oporto y
cols., 2006). Otras causas infecciosas de aborto detectadas en dicho estudio fueron la
enfermedad de la frontera (16%), toxoplasmosis (15%), clamidiosis (12%),
salmonelosis (10%), infecciones miscelaneas (Yersinia spp., Listeria spp., Brucella
spp.) (7%) y otras lesiones inflamatorias compatibles con la posible accion de otros
agentes infecciosos (7%). En esta misma localizacion, en un estudio de
seroprevalencia llevado a cabo en ganaderias semiextensivas de las diferentes
especies de rumiantes (Ruiz-Fons y cols., 2010), se detectaron las siguientes
prevalencias por especies: ovinos (11.8%), caprinos (8.7%) y vacuno de aptitud

carnica (6.7%).

Otro estudio de estas caracteristicas se desarrolld en California entre los anos
1991-1998. En dicho estudio se analizaron las causas de casos de aborto caprino,
detectandose una causa de origen infeccioso en el 37% de los casos, de los cuales, el

30.5% fueron originados por bacterias. C. psittaci y C. burnetii fueron las principales
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causas de aborto, siendo detectadas en el 23% de todos los abortos analizados
(Moeller, 2001). Por otra parte, en Suiza (Chanton-Greutmann y cols., 2002), en un
estudio donde se realizé un seguimiento a cabras y ovejas durante dos parideras
consecutivas (afios 1996-1998) se detecté que C. burnetii era la tercera causa en
importancia de aborto infeccioso (1% en ovejas, 10% en cabras), siendo la primera
causa de aborto Chlamydophila abortus (39% en ovejas, 23% en cabras), seguida de

Toxoplasma gondii (19% en ovejas, 15% en cabras).

En Francia, Berri y colaboradores (2001) realizaron un estudio en el que se
llevéd a cabo un seguimiento a un lote de ovejas durante tres parideras. En este
estudio se observo que abortaron un 6% de las ovejas debido a la infeccidon por C.
burnetii en la primera paridera, no observandose en las parideras subsecuentes ni
abortos, ni nacimientos prematuros, ni corderos débiles. El mismo autor principal,
estudid durante dos afos consecutivos las consecuencias de un brote de abortos
asociado a fiebre Q en un ganado de cabras ocurrido en 2003, en el que la
seroprevalencia detectada mediante ELISA a las 6 semanas del inicio del brote fue
del 80%. El primer ano el 30% de los animales mostré problemas reproductivos, de
los cuales, el 7% fueron abortos y el 23% fueron nacimientos prematuros, mientras
gue en el segundo afio, la tasa de abortos disminuyo al 2% y la tasa de nacimientos
prematuros al 7%. La mortalidad por nacimiento prematuro sumada a la mortalidad
neonatal (48 horas tras el nacimiento) ascendio en el primer ano al 25%, siendo del
5% al afo siguiente (Berri y cols., 2007). Este estudio pone de manifiesto que, si
bien la fiebre Q produce pérdidas en el ganado caprino asociadas a la produccién de
abortos, las mayores pérdidas producidas por esta enfermedad se asocian a los

nacimientos prematuros y, a la mortalidad perinatal y neonatal.

Son pocos los estudios que valoran las repercusiones econdmicas de esta
enfermedad. En este sentido, Australia, pais que contaba con 20.6 millones de
habitantes en el afio 2006, concentrados principalmente en grandes ciudades
costeras como Sidney, Melbourne, Brisbane, Perth y Adelaida, que cuenta con una
incidencia anual de casos de fiebre Q que se sitla entre 3.11 y 4.99 casos cada
100.000 habitantes (Garner y cols., 1997), lleva desarrollando un programa nacional
de vacunacién contra la fiebre Q en profesionales de riesgo desde el afio 2002. Dicho
programa abarco la prevenciéon mediante la vacunacion contra la fiebre Q en el 100%
de los trabajadores de matadero y en el 43% de los ganaderos. La deteccién de
casos de fiebre Q entre 2002 y 2006 en Australia decrecié en un 50%, siguiendo la
misma tendencia la disminucidon de hospitalizaciones debidas a la enfermedad v,

siendo el grupo de hombres jovenes el que experimentd el principal descenso,
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previniéndose la enfermedad especialmente en el colectivo de trabajadores de
matadero (Gidding y cols., 2009).

Previamente a este estudio, una investigacion tratd de establecer un modelo
matematico predictivo sobre cual seria la evoluciéon coste-beneficio de un programa
nacional de vacunacion por 20 afios que incrementara la prevencion del 65% al
100% de los trabajadores relacionados con la industria carnica del pais y del 0% al
20% de los ganaderos. En dicho estudio se utilizd un modelo de Markov y la relacién
coste-beneficio fue de 6.294$ de coste enfrente a 20.002$ de beneficio por persona
en el caso de los trabajadores de la industria carnica y de 7.984$ de coste enfrente a
24.950% de beneficio por persona en el caso de los ganaderos. El modelo apuntaba a
que el programa de vacunacidon seria rentable, lo cual, se pudo constatar
empiricamente a posteriori, como se vio en el parrafo anterior (Kermode y cols.,
2003). Asimismo y previamente a estos estudios, otro trabajo de revision de la fiebre
Q v sus repercusiones en el ambito de la salud publica realizado también en Australia
entre los afios 1991-1994, determinaba que las pérdidas anuales originadas por esta
enfermedad debido a sus repercusiones en el mencionado ambito ascendian a
aproximadamente a un millén de ddlares y mas de 1.700 semanas de trabajo por
bajas médicas de los trabajadores afectados (Garner y cols.,, 1997). Ya en este
trabajo, sus autores preveian los beneficios de aplicar un programa nacional de
vacunacion contra la fiebre Q que incluyera la vacunacién de los habitantes de las

zonas rurales y la de los empleados de los mataderos.

Otro estudio que analiza la importancia econdmica de las repercusiones de la
fiebre Q en la Salud Publica tiene que ver con el potencial de C. burnetii como arma
bioldgica (Moodie y cols., 2008), realizado por el Centro para el Control y Prevencién
de Enfermedades de Atlanta (Estados Unidos). Se evalud la relacion riesgo-beneficio
de la aplicacion de un plan de profilaxis contra la fiebre Q tras una exposicion masiva
a C. burnetii, fruto de un atentado terrorista. En dicho estudio se analizaron por
separado la poblacién general, la de mujeres embarazadas y otros grupos de riesgo
dentro de la poblacion. Para cada uno de los grupos estudiados se construyd un arbol
de decisiéon en el que se determind las tasas de presencia de enfermedad y de
mortalidad esperadas tras la implantacidon del citado plan, expresando los valores por
cada 100.000 habitantes. El plan de profilaxis consistia en aplicar a la poblacion
objeto del atentado un tratamiento a base de doxiciclina, exceptuando a las mujeres
embarazadas, en cuyo caso se aplicaria un tratamiento a base de trimetoprim-
sulfametazol. Dicho plan se empezaria a aplicar entre los dias 8-12 tras la exposicidon

al agente causal.
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Los autores concluyeron que, segun el limite superior de probabilidad
estimado sobre los efectos adversos que pudieran derivarse de la aplicacion del
tratamiento, el riesgo derivado de la presencia de la fiebre Q pesaba mas que los
efectos adversos esperados del tratamiento con doxiciclina cuando la probabilidad de
exposicion a C. burnetii superaba el 7%. En el caso de las mujeres embarazadas el
valor de la probabilidad de exposicidon a C. burnetii que justificaba la aplicacion del

tratamiento aumentaba al 16% (Moodie y cols., 2008).

Si en el ambito de la Salud Publica los estudios sobre la repercusion
econdmica de la fiebre Q son escasos, en el ambito de la Sanidad Animal son nulos.
En cualquier caso, una enfermedad que repercute sobre los indices reproductivos de
los rumiantes domésticos de la manera descrita por los estudios citados
anteriormente (Pascual, 1994; Berri y cols., 2001; Moeller, 2001; Chanton-
Greutmann y cols., 2002; Masala y cols., 2004; Oporto y cols., 2006; Berri y cols.,
2007; Cekani y cols., 2008; Perugini y cols., 2009; Ruiz-Fons y cols. 2010), de forma
continuada, produce unas pérdidas econdmicas que se presuponen suficientes como
para justificar econdmicamente la aplicacién de planes nacionales de lucha y control

contra la enfermedad en areas endémicas.

En cualquier caso, hacen falta estudios que cuantifiquen y creen modelos
predictivos tedricos, basados en datos reales, que ayuden a elegir las mejores
opciones de actuacién en los diferentes escenarios posibles, maxime en un escenario
como el actual, en el que, fendmenos como la reciente urbanizacion en zonas rurales
experimentada en multiples paises desarrollados, ha aumentado la presencia de la
enfermedad en las poblaciones rurales fruto del aumento del riesgo de exposicién a
C. burnetii (Hellenbrand y cols., 2001).

2.7.2. LA FIEBRE Q EN CANARIAS EN EL AMBITO DE LA SALUD
PUBLICA Y DE LA SANIDAD ANIMAL

En el estudio seroprevalencial llevado a cabo por Pascual (1994) a principios
de los afios 90 en la isla de Lanzarote, mediante la técnica de la inmunofluorescencia
indirecta (anti-IgG), se detectd una seroprevalencia global en la especie humana del
18.70%. En comparacién con otras regiones de Espafia y segun estudios realizados
en las décadas de 1980 y 1990 que utilizaban la misma técnica diagnostica y mismo
punto de corte, esta tasa de seroprevalencia se situaba por debajo de las detectadas
para el Pais Vasco con 32.3% (Sanzo y cols., 1993) y Huelva con 30.9% (Igual y

cols., 1990), cercana a la detectada en el Ferrol que fue del 17.95% (Sesma
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Sanchez, 1990), y superior a la detectada para Sevilla, un 10.8% (Garcia y Najera,
1984). Asimismo, en otro estudio realizado en la isla de Tenerife en 1995 con la
misma técnica pero con un punto de corte mas alto, la seroprevalencia detectada fue
del 11.6% (del Castillo y cols., 1995).

Al inicio de la pasada década (Bolafios y cols., 2004), un estudio
seroprevalencial realizado para la totalidad del archipiélago mediante
inmunofluorescencia indirecta, mostré una seroprevalencia del 35.8% cuando el
punto de corte se establecia en la dilucion 1/20 y del 21.5 % cuando el punto de
corte se establecia en 1/80, con lo cual, se pudo apreciar una diferencia significativa
entre la utilizacién de ambos puntos de corte (p=0.001). Como se puede apreciar, si
bien es verdad que estos datos se refieren al global del archipiélago (Bolanos y cols.,
2004), si los comparamos con los resultados de seroprevalencia detectados en la isla
de Lanzarote en la década de los 90 (estudio realizado con punto de corte 1/20),
observamos un incremento de 17.1 puntos porcentuales. Concretamente, 35.8%
(Bolafios y cols., 2004) versus 18.7% (Pascual, 1994).

Sin embargo, la incidencia anual de casos de fiebre Q aguda humana
detectada en Lanzarote entre 1990 y 1992 fue de 9 casos por cada 100.000
habitantes, mientras que en el sureste de Gran Canaria, entre los afios 1998 y 2000,
fue de 5 casos cada 100.000 habitantes, similar por ejemplo, a la detectada en
Australia (Pascual, 1994; Garner y cols., 1997; Bolafos y cols. 2003). Luego, a falta
de trabajos mas recientes sobre la incidencia de la enfermedad en las poblaciones
humanas en Canarias, no parece ser que la densidad poblacional humana explique,
por si sola, la distribucién de la incidencia de casos clinicos de la enfermedad por
islas. Probablemente, factores como la distribucion territorial de los ganados y de las
poblaciones humanas en las zonas rurales, factores socioculturales, como el grado de
apego de los ciudadanos de las zonas urbanas al mundo rural, la orografia y
climatologia (accidn de los vientos en las distintas islas), pueden estar influyendo en
la distribucién de la enfermedad en las poblaciones humanas de las diferentes islas
(Maurin y Raoult, 1999; Tissot-Dupont y cols., 1999; Hellenbrand y cols., 2001;
Tissot-Dupont y cols., 2004).

En cuanto a los estudios seroprevalenciales de los rumiantes en Canarias cabe
destacar la seroprevalencia detectada por Pascual (1994) en el ganado caprino de
Lanzarote mediante inmunofluorescencia indirecta (1/20), la cual fue del 32.7%. Otro
estudio realizado recientemente en la isla de Gran Canaria sobre una muestra

aleatoria compuesta por cabras, ovejas y vacas, utilizando un test indirecto de ELISA,
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mostré unas seroprevalencias del 60.4%, 31.7% vy 12.2%, respectivamente

(Rodriguez y cols., 2010).

Los datos expuestos en el parrafo anterior (Pascual, 1994; Rodriguez y cols.,
2010) unidos a los resultados de estudios como los de Berri y colaboradores en
ovejas (2001) y en cabras (2007), en los que se han asociado tasas de
seroprevalencia a la repercusion de la enfermedad en los distintos indices
reproductivos de los rebafios afectados, hacen pensar que las pérdidas debidas a
esta enfermedad en los rebafios de ungulados domésticos de Canarias han de ser

cuantiosas.

Ante la falta de estudios que profundicen en el coste real de las pérdidas
econdmicas de la fiebre Q en las producciones ganaderas de rumiantes domeésticos
en Canarias, éstas podrian ser debidas a los perjuicios causados por la enfermedad
en las tasas de aborto, de mortalidad de prematuros y neonatal (sobre todo en los
pequefios rumiantes), en las tasas de fertilidad (Martinov y cols., 1989; Damoser y
cols., 1993; Berri y cols, 2007; Wouda y Dercksen, 2007), unido al probable
descenso en el rendimiento lechero de las reproductoras afectadas por la
enfermedad. En la Ultima década se ha logrado asociar a C. burnetii con la
produccion de mamitis (Barlow y cols., 2007). Ademas, se ha observado que el
periodo maximo de recuperacion de las lesiones producidas por la infeccion de C.
burnetii puede extenderse hasta los 120 dias (Sanchez y cols., 2007). Sin embargo y
en el caso concreto del ganado caprino, se pudo apreciar que las pérdidas fetales a
partir de los tres meses de gestacién por distintas causas (las cuales fueron las que
se observaron con mas frecuencia) no se asociaban, al menos de una manera
significativa, con pérdidas considerables en la produccion lactea y/o con el

empeoramiento de otros indices de produccién (Engeland y cols., 1997b).

Segun el Servicio de Estadistica, Consejeria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y
Aguas del Gobierno de Canarias, la produccidon carnica de estos subsectores
ganaderos en Canarias se ha estimado para 2010 en 25.748.000 euros, con el
siguiente desglose (en euros): caprino 17.193.000, ovino 2.350.000 y bovino
6.205.000. Segun la fuente citada, la produccidn lactea en Canarias se ha estimado
para 2010 en 40.584.000 euros, con el siguiente desglose (en euros): caprino
27.217.000, bovino 11.409.000 y ovino 1.958.000 (Estadistica Agraria de Canarias,
2010).

Si nos centramos en el subsector caprino canario y admitimos que el 34,4%
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del valor de la produccion carnica de 2010 se debid a los rendimientos obtenidos por
el sacrificio de los cabritos (Plan Director Ganadero de Canarias, capitulo XIV,
Subsectores Caprino de Leche y de Caprino de Carne, 2000), obtenemos que el
sacrificio de dichos animales generd un valor aproximado de 5.175.900 euros en
2010. El 80% del citado valor (4.140.720 euros) se generd a su vez en la Provincia
de Las Palmas, donde la isla de Gran Canaria aporta el 37.07% del censo oficial
(Estadistica Agraria de Canarias, 2010). Si se admite como aproximacion en virtud de
los datos expuestos que la produccion de carne de cabrito en la isla de Gran Canaria
alcanzé un valor de 1.534.965 euros, tenemos en cuenta la seroprevalencia
detectada recientemente para el ganado caprino de la isla, que fue del 60,8%,
detectada mediante ELISA (Rodriguez y cols., 2010) y prestamos atencion al ya
citado estudio de Berri y colaboradores (2007), donde se detecta una fuerte
influencia negativa en los indices reproductivos de un ganado con una
seroprevalencia del 80% detectada también mediante ELISA, se comprendera que
dichos datos justifican econdmicamente la realizacién de estudios como el que nos
ocupa vy futuros estudios sobre la influencia de la Fiebre Q en los indices productivos

de las explotaciones de rumiantes de Canarias.

Valores préoximos a los detectados en Francia para los indices reproductivos
(Berri y cols., 2007) en la poblacién caprina de Gran Canaria (Rodriguez y cols.,
2010), con datos como un 7% de abortos que evoluciona al 2% al afio siguiente,
23% de nacimientos prematuros que evoluciona al 7% al afio siguiente o, datos
como un 25% de mortalidad neonatal que evoluciona a un 5% al afio siguiente,
unido a los elevados precios de las materias primas utilizadas para la alimentacion de

los animales, suponen unas pérdidas inasumibles para cualquier productor.

2.7.3. TRANSMISION Y ECOLOGIA DE LA FIEBRE Q

Como se ha podido apreciar en capitulos anteriores, C. burnetii es un agente
causal con especial habilidad para persistir en el medio externo, al igual que otros
microorganismos cercanos evolutivamente, como es el caso de L. pneumophila. De
hecho, y al igual que se ha demostrado para Legionella, se ha podido constatar que
C. burnetii Nine Mile es capaz de infectar a las amebas, siendo viable el cultivo de
esta cepa en cultivos celulares (células HEL) hasta seis semanas después de haber
parasitado a estos microorganismos. Con lo cual, las amebas pueden comportarse
como reservorio natural de C. burnetii, conformando un nicho natural protector para
esta bacteria, tal y como se ha demostrado para las especies de Legionella
(Rowbotham, 1980; La Scola y Raoult, 2001; Sturgill-Koszycki y Swanson, 2006).
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Esta capacidad para persistir en el medio, unido a su capacidad para
dispersarse a distancias considerables mediante la accion del viento (Marrie y Pollak,
1995; Carrieri y cols., 2002), constituyen dos caracteristicas de este agente que
ayudan a explicar el que la principal via de transmisiéon observada para la fiebre Q
sea la via aerdogena, mediante la inhalacion de aerosoles formados a partir de la
contaminacion ambiental y de fomites provocada por C. burnetii. Este agente, cuando
causa infeccion en las numerosas especies a las que es capaz de parasitar, logra una
importante multiplicacion que se traduce en una posterior e importante
contaminacion del medio, que favorece a su vez, su transmisién mediante aerosoles
contaminados. Si a esto le unimos el que esta contaminacidon ocurre en muchas
regiones de manera estacional, relacionada con la época de partos de los rumiantes
domeésticos de dichas regiones (Maurin y Raoult, 1999; Tissot-Dupont y Raoult,
2008), se puede entender que la fuerte concentracion bacteriana en el ambiente
unido a la accidn de diferentes fendmenos climaticos, como es el caso de la accion de
los vientos y las lluvias (Tissot-Dupont y cols., 2004), favorezca la formacién de
aerosoles contaminados que explican la citada importancia de la via aerégena en la

transmisién de la fiebre Q.

De hecho, en un estudio de experimentacién animal se traté de infectar a
cobayas mediante la aplicacién de aerosoles contaminados con diferentes cantidades
de C. burnetii comprendidas entre 2x10° y 2x10® bacterias, en un intento de lograr
un modelo experimental que se acercara a la infeccién via aerdgena en el hombre
(Russell-Lodrigue y cols., 2006). En dicho estudio se observd que los animales
infectados con 2x10° bacterias morian antes del dia 10 tras la inoculacion,
encontrandose una dosis letal 50 que se situaba en 2x10°’ coxiellas. Por otra parte,
se verificd que bajas dosis de C. burnetii eran suficientes para causar la fiebre Q
aguda en estos animales (concretamente 2x10! coxiellas), dando cuadros clinicos e
histopatologicos muy similares a los encontrados en humana (Maurin y Raoult, 1999;
Okimoto y cols., 2004). Dichos resultados estan en la linea de los hallados por Tigertt
y colaboradores en 1957, quienes observaron en un modelo mixto de
experimentacion animal y humana, que una dosis infectante muy pequefia (proxima
a una Unica unidad infectante de C. burnetti) era capaz de infectar a una pequefia
proporcion de cobayas por las vias aerdégena e intraperitoneal, observandose un buen
ajuste entre las predicciones realizadas mediante un modelo de Poisson y los
resultados observados experimentalmente por estos autores en cuanto a la relacién

de dosis infectante y produccion de enfermedad.
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En este mismo estudio se compard la presencia de la enfermedad entre las
cobayas y humanos infectados mediante la administracion de aerosoles
contaminados con diferentes dosis infectantes, observandose que en los humanos se
daban mayores tasas de presencia de enfermedad a menores dosis infectantes que
en los cobayas. Por otro lado, estos resultados contrastan con los observados por
otros autores que precisaron de mayores dosis para producir la enfermedad via
aerogena en el mencionado animal (Kazar y cols., 1993), pero en cualquier caso, los
resultados existentes apuntan a que C. burnetii es muy virulenta por la via aerdgena,
asumiéndose en general, que la dosis infectante en humana puede estar en torno a
10 células de C. burnetii (Marrie, 1990a).

Esta capacidad patogénica mediante la via aerégena, se ve potenciada in vivo
por su capacidad para ser eliminada al medio en importantes cantidades a través de
diversas excreciones y secreciones de las muchas especies susceptibles de ser
infectadas. Entre dichas vias de eliminacién de C. burnetii al medio destacan, la
leche, la orina, las heces, los fluidos uterinos, liquido amnidtico y placentas en los
ungulados domésticos y salvajes, de las poblaciones humanas, ademas de las heces
de las garrapatas, las cuales, por ejemplo, en el ganado ovino se pueden acumular
por grandes periodos de tiempo en el pelaje del animal (Derrick y cols., 1959;
Rodolakis y cols, 2007; Vaidya y cols., 2008), habiéndose observado que C. burnetii
es capaz de mantener su capacidad infectante en las heces deshidratadas de estos
artrépodos hasta 586 dias (Ormsbee, 1972; Marrie, 1990a). Por otro lado, estarian
las no tan bien estudiadas vias de eliminacidon de este agente causal por parte de las
mascotas (principalmente perros y gatos), en los roedores, animales éstos que estan
en conexion con las producciones ganaderas en el medio rural y que podrian actuar
como nexo entre el ciclo salvaje y el ciclo doméstico de la fiebre Q, y las vias de
eliminacién en las numerosas especies animales salvajes que se pueden ver

afectadas por esta enfermedad (Maurin y Raoult, 1999).

Un estudio reciente en el que se pone de manifiesto la gran importancia de la
via aerdgena en la trasmision de la fiebre Q y que invita a una reflexion profunda
sobre la emergencia de esta enfermedad es el hallazgo de un brote de fiebre Q en
una escuela urbana del centro de Israel (Amitai y cols., 2010). En este caso, se
detectdé que el foco de infeccion estaba relacionado con los sistemas de aire
acondicionado del centro, los cuales, estaban contaminados con C. burnetii. Ademas,
los autores del presente trabajo hacen hincapié en lo necesario del diagnodstico
diferencial con los signos de la gripe. Sin duda, futuros estudios sobre la relacion de

C. burnetii con las amebas de vida libre y con el agua, y su ciclo vital en el exterior
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de los hospedadores animales, nos abrirdan muchas puertas al conocimiento de la

epidemiologia de la fiebre Q.

En la siguiente tabla se muestran algunos datos sobre las concentraciones de
C. burnetii que se han detectado en algunas de estas vias de eliminacién. Al
contrastar estos datos con los datos de dosis infectante necesaria para la via
aerogena expuestos en el parrafo anterior, se pone de manifiesto la importancia de
dichas vias en la diseminacién en el medio y en la transmision de la fiebre Q (tabla
2).

Via de eliminacién de C. Concentracién bacteriana Referencias bibliograficas
burnetii al medio. detectada.
Leches de oveja y vaca 50 - 5x10* bacterias/ml Enrigh y cols., 1956

Guatteo y cols., 2008

Placentas de rumiantes 10° bacterias/gramo Arricau-Bouveri y Rodolakis, 2005
Babudieri, 1957
Placenta humana 1.68x10?% - 4.16x10° Vaidya y cols., 2008

bacterias/ul

Secreciones vaginales, humana 2.61x10*- 8.11x10* Vaidya y cols., 2008
bacterias/pl

Orina humana 2.31x10'- 6.01x10* Vaidya y cols., 2008
bacterias/pl

Heces humana 1.13x10! - 1.39x10? Vaidya y cols., 2008
bacterias/pl

Tabla 6. Vias de eliminacién de C. burnetii al medio por parte de diferentes hospedadores
potenciales.

Después de examinar los resultados expresados en la tabla 2, es facil hacerse
a la idea de la facilidad con la que C. burnetii coloniza el medio circundante al
hospedador, que actia como fuente de infeccién. Un solo gramo de placenta de
rumiante posee unas 10® dosis infectantes para el hombre del agente causal de la
fiebre Q (Babudieri, 1959; Marrie, 1990a; Arricau-Bouveri y Rodolakis, 2005).
Légicamente, datos como estos ayudan a explicar la estacionalidad de la enfermedad
en humana ligada a las épocas de partos, sobre todo cuando los casos observados en
las poblaciones humanas se asocian temporalmente a las épocas de partos en

pequefios rumiantes (Maurin y Raoult, 1999).

A esto hemos de afadir que, los ungulados domésticos portadores de C.
burnetii, principal reservorio de la enfermedad en estrecho contacto con las

poblaciones humanas, se mantienen largos periodos de tiempo como portadores
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excretores tras los partos. En este sentido, hemos de destacar la eliminaciéon de C.
burnetti por la leche, la cual es especialmente importante en los ganados vacuno y
caprino, y que puede contaminar el tracto digestivo de los lactantes, pudiendo
convertir a éstos en portadores eliminadores de la bacteria en heces (Berri y cols.,
2001; Rodolakis y cols., 2007).

La capacidad de persistencia en el medio de este agente logra que se
mantenga su capacidad infectiva mds de 2 semanas en los aerosoles y mas de 5
meses en los suelos contaminados (Lennette y Welsh, 1951; Welsh y cols., 1957).
Los diferentes mecanismos de eliminacion de C. burnetii al medio logran que puedan
contaminarse distintos tipos de fomites, incluida la lana y pieles de los animales,
vestimentas y calzado (Babudieri, 1959; Woldehiwet, 2004), pudiendo comportarse
estos materiales como fomites vehiculadores de la infeccion. Esta propiedad de C.
burnetii explica los brotes epidémicos de fiebre Q asociados a las industrias carnicas
y peleteras y, a la manipulacién de productos de origen vegetal contaminados
(Rehacek, 1987), ademas de poder explicar aquellos casos de fiebre Q humana en
los que no se ha detectado una relacién clara con ningun factor de riesgo conocido de

la enfermedad (Marrie, 1990a).

En cualquier caso, y a pesar de la gran capacidad de colonizacién del medio
externo por parte de C. burnetii, lo cierto es que, la fiebre Q en las poblaciones
humanas estd ligada con mayor importancia a las zonas rurales y, en el caso de
ciertos brotes epidémicos, ligada a zonas cercanas a mataderos, industrias peleteras
o bien, a zonas donde se han manipulado determinadas materias primas
contaminadas con la bacteria (Marrie, 1990a; Maurin y Raoult, 1999). Por otra parte,
si bien el viento y las precipitaciones se han mostrado como factores que influyen en
la diseminacion y en la aparicién de la fiebre Q (Tissot-Dupont y cols., 2004), lo
cierto es que la mayor frecuencia de presentacion de enfermedad en humana se
asocia, como se ha dicho, a ambientes donde la fuente de contaminacion se asocia a
la presencia de animales infectados que contaminan en el medio. Incluso, la mayoria
de los casos de fiebre Q humana detectados en las poblaciones urbanas (sin contacto
cotidiano con animales infectados o zonas contaminadas) se han asociado al contacto
esporadico con animales infectados o con zonas contaminadas (Marrie, 1990a;
Maurin y Raoult, 1999; Escudero Nieto y cols., 2006). Este es otro indicio mas de la
importancia de la via aerégena en la transmisién de la fiebre Q en la naturaleza en
contraste con la sospecha controvertida de que la fiebre Q pueda ser transmitida via

oral.
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La transmisidon por via oral, principalmente asociada a la ingesta de leche
cruda y de otros productos lacteos sin pasteurizar, ha sido descrita como probable
por algunos autores, que la describen como una via de transmisién minoritaria frente
a la via aerdgena (Benson y cols., 1963; Krumbiegel y Wisniewski, 1970; Fishbein y
Roult, 1992). Lo cierto es que, no se ha podido probar hasta ahora que realmente C.
burnetii sea capaz de producir la fiebre Q via oral. Lo mas cercano a la demostracion
experimental de una infeccion por C. burnetii via oral ha sido la aparicion de
seroconversion, que no de signos clinicos, en individuos que ingirieron leche cruda
contaminada con C. burnetii (Benson y cols., 1963). De hecho, en otro modelo
experimental con gatos, los animales infectados via oral no mostraron la
enfermedad, mientras que los gatos infectados via subcutédnea, mostraron fiebre y

letargia (Gillespie y Baker, 1952).

Una via de transmisidon que si se ha podido probar experimentalmente es la
transmisién percutanea de la fiebre Q (Eklund y cols., 1947; Gillespie y Baker, 1952),
aunque se sugiere que es bastante improbable en la naturaleza. Sin embargo, en los
rumiantes domésticos, cortes profundos contaminados con C. burnetii proveniente
del medio externo podrian producir la enfermedad, sobre todo en hembras prefiadas.
De hecho, en un estudio experimental realizado con cabras inoculadas
subcutdneamente con dosis infectantes situadas entre 10° y 108 coxiellas, produjo

abortos en todos los animales inoculados (Arricau-Bouveri y Rodolakis, 2003).

Otro mecanismo de transmision en rumiantes domésticos, no estudiado auln,
seria la posible transmisién de la enfermedad mediante el ordefio mecanico. Se ha
observado que C. burnetii es capaz de producir mamitis en vacas, fenomeno que es
probable que se dé también en las ovejas, pero sobre todo en las cabras, por su
patrén de eliminaciéon de Coxiella en leche mas continuo (Barlow y cols., 2007;
Rodolakis y cols., 2007). Por tanto, no es descartable que el ordefio mecanico pueda
favorecer la transmision de la enfermedad mediante la contaminacién de heridas
producidas por microtraumatismos provocados por sobreordefio, o bien, por reflujo
de leche contaminada a las cisternas mamarias de hembras libres de enfermedad,
sobre todo en hembras prenadas, las cuales parecen mas susceptibles de contraer la
enfermedad (Babudieri, 1959; Buxadé y cols., 1996).

Otra via de transmisidon que se ha podido demostrar experimentalmente
mediante un modelo animal con ratones es la transmision sexual (Kruszewka y
Tylewska-Wierbanowska, 1992). También se ha podido observar la presencia de C.

burnetii en semen de toro (Kruszewska y Tylewska-Wierzbanowska, 1996).
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Centrandonos ahora en las poblaciones humanas, otras vias de transmision de
la fiebre Q muy improbables serian el contacto persona a persona, dentro de la cual,
tendriamos el contacto con mujeres parturientas infectadas durante la asistencia al
parto (Raoult y Stein, 1994), la via transplacentaria resultando en una infeccidon
congénita (Stein y Raoult, 1998) y durante autopsias de enfermos de fiebre Q
(Harman y Camb, 1949; Marmion y Stoker, 1950). Sin embargo, no es necesario el
aislamiento de los pacientes de fiebre Q en los hospitales (Grant y cols., 1985),
simplemente se tendra en cuenta el estado del enfermo a la hora de su manipulacién
y se extremaran las precauciones a la hora de realizar las autopsias de dichos
enfermos (Ormsbee, 1972). Otras vias de transmision descritas serian la intradermal

y las transfusiones de sangre contaminada con C. burnetii (Maurin y Raoult, 1999).

Como se ha visto en el capitulo anterior de epidemiologia descriptiva, la
mayor parte de los trabajos sobre epidemiologia de la fiebre Q estan basados en
observaciones relacionadas sobre el ciclo doméstico de la enfermedad, es decir,
observaciones relacionadas sobre el comportamiento de la enfermedad en las
poblaciones de rumiantes domésticos y en las poblaciones humanas. Sin embargo, la
fiebre Q tiene un amplio espectro de hospedadores en la naturaleza (Marrie, 1990a;
Maurin y Raoult, 1999) y un ciclo salvaje que, a su vez, puede relacionarse con el
ciclo doméstico debido a la practica de la ganaderia extensiva o a la existencia de
hospedadores de la enfermedad que pueden actuar como nexos de ambos ciclos de

la enfermedad, etc.

De hecho, se cree que palomas portadoras de C. burnetii introdujeron la
enfermedad en Irlanda del Norte (Pratt, 1983). En este sentido, en un estudio
realizado en Japon (To y cols., 1998), se observd mediante serologia en una muestra
de aves domésticas y salvajes, que fueron positivas el 2% y el 19% respectivamente.
Ademas, se demostré la presencia de la bacteria y se comprobd la capacidad
infectante de las cepas existentes en cinco cuervos de la jungla (Corvus
macrorhynchos) que se mostraron positivos a la serologia, mediante la inoculacion de
suero de estos animales en ratones de laboratorio. En este estudio se observo que
las aves que habitaban y/o se alimentaban en zonas préximas a rebafios infectados
presentaban una mayor seroprevalencia. Por tanto, éste podria ser un ejemplo de
especies que podrian funcionar de nexo entre los ciclos salvaje y doméstico de la
fiebre Q.
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Otros ejemplos de estudios sobre el ciclo salvaje de la fiebre Q son los
estudios realizados en la familia Cervidae. En este sentido, en un estudio seroldgico
llevado a cabo en Espafia, se observd una seroprevalencia global del 15.4% en las
poblaciones de corzo comun y del 5.6% en las de ciervo rojo (Ruiz-Fons y cols.,
2008). En Canada (Marrie y cols., 1993), se detectd una seroprevalencia del 16.5%
en una poblacion de alces (Alces Alces) y del 1.5% en una poblaciéon de ciervo de
cola blanca (Odocoileus virginianus), mientras que en Japon, se observé una
seroprevalencia del 69% para el ciervo de Hokkaido (Cervus nippon yesoensis) y del
56% en el ciervo japonés (Cervus nippon centralis) (Ejercito y cols., 1993). Estas y
otras especies de rumiantes salvajes han de suponer un importante reservorio de la
enfermedad en la naturaleza y se ha observado que las garrapatas que parasitan a
estos animales en Espafia son comunes para las diferentes especies de ungulados
salvajes (Ruiz-Fons y cols., 2008). Luego, una vez mas, vemos la importancia de
estos artropodos en el mantenimiento la infeccion en la naturaleza, si bien, se ha
demostrado que no son imprescindibles para la perpetuacién de la enfermedad en el

ciclo doméstico (Marrie, 1990a; Maurin y Raoult, 1999).

Adicionalmente, se ha observado la importancia de los gatos en la
propagaciéon de la enfermedad en las poblaciones humanas. En Canada se ha
postulado que es probable que las gatas parturientas, fuentes de infeccién para las
poblaciones humanas, se infecten por medio de su contacto con poblaciones de
ratones de zonas donde existe la enfermedad (Marrie y cols., 1985). De hecho,
existen estudios como los desarrollados en Reino Unido y en el norte de Espaia (Pais
Vasco) en el que se demuestra que estas especies también se comportan como

hospedadores de C. burnetii (Webster y cols., 1995; Barandika y cols., 2007).

La importancia de estas especies como reservorios de la enfermedad para las
poblaciones humanas y de rumiantes domésticos queda por ser determinada. No hay
que olvidar las diferencias de virulencia observadas entre diferentes aislamientos de
C. burnetii segin su origen, tratadas en el apartado de factores asociados al agente
causal, en el capitulo de epidemiologia descriptiva (Syrucek y cols., 1958; Babudieri,
1962; Daiter y Gromova, 1970; Pautov, 1973; Martinov y cols., 1989; Kazar y cols.,
1993; Kocianova y cols., 1993; Literak y Calvo Rodriguez, 1994; Literak y Kroupa,
1998; Kocianova y cols., 2001). La incursidon de nuevas cepas en medios en los que
no son habituales, sobre todo cuando la incursién se produce desde el ciclo salvaje al
ciclo doméstico, pueden contribuir a la importancia de la enfermedad y a la

produccion de brotes epidémicos.
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2.7.4. ESTRATEGIAS DE CONTROL DE LA FIEBRE Q

Como se ha visto anteriormente, la fiebre Q es una enfermedad de
distribucion practicamente mundial, cuyo agente causal goza de una amplia gama de
hospedadores en la naturaleza, que mantienen la enfermedad en su ciclo salvaje y
domeéstico, ademas de contar con una capacidad de resistencia en el medio externo
importante (Maurin y Raoult, 1999; Woldehiwet, 2004; Arricau-Bouveri y Rodolakis,
2005). Esto hace que la erradicacion de este tipo de enfermedad, incluso en
territorios insulares con relativa poca extensién y una limitada fauna silvestre, como
es el caso del Archipiélago Canario, sea una tarea realmente dificil, por no decir
imposible con los medios y la tecnologia actual. Por tanto, en otros territorios donde
la enfermedad es endémica y ademas existe un importante nimero de especies
silvestres que pueden actuar como reservorios de la enfermedad en su ciclo salvaje,
el pensar en planes de erradicacion de la fiebre Q es, probablemente, una utopia
(Martin y cols., 1997). Por tanto, lo mas logico es dedicar los esfuerzos a tomar
medidas orientadas al control de la enfermedad en los territorios afectados y, en este
sentido, las mismas deben de orientarse, en la medida de lo posible y

principalmente, a evitar la contaminacion ambiental por C. burnetti.

Un eje fundamental en el control de la fiebre Q es la actuaciéon con respecto a
las poblaciones de ungulados domésticos. En este sentido, el control de los
ectoparasitos es una practica a tener muy en cuenta, maxime cuando los animales
estan en régimen extensivo. Este tipo de tratamientos evita no solo el contagio, sino,
gue ademas, evita el trasiego de distintas cepas de C. burnetii entre diferentes
poblaciones animales, evitando también el consecuente riesgo de aumento de

virulencia de las cepas (Maurin y Raoult, 1999; Woldehiwet, 2004).

A su vez, tendriamos la importancia del manejo y del disefio de las
instalaciones en las producciones de rumiantes en el control de la fiebre Q. En cuanto
al manejo, la lotificacion de los ganados, separando a las hembras gestantes, con el
fin de controlar mejor los partos, pudiendo eliminar asi, gran cantidad de material
altamente infectante, como es el caso de las placentas, mediante la intensificacion de
las tareas de limpieza y desinfeccion en esta etapa de la produccion, la realizacion de
vacios sanitarios en los diferentes corrales de la explotacién que permitan una
correcta desinfeccion de las instalaciones con productos efectivos durante el tiempo
necesario para garantizar la eficacia de los mismos y, el tener una enfermeria que
permitiera el aislamiento y tratamiento de animales con enfermedad clinica

manifiesta, son algunas de las medidas que, si bien suponen un mayor coste
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econdmico para las explotaciones, éste se puede ver recompensado por la
disminucién de las pérdidas generadas por ésta y otras enfermedades (Buxadé y
cols., 1996; Polydorou, 1985). En Chipre, medidas como la destruccion de placentas
y de restos de abortos, el aislamiento de las hembras sospechosas de estar
infectadas y la desinfeccidn de las instalaciones, lograron una fuerte disminucion de
las prevalencias observadas en los ganados ovino y caprino de este pais (Polydorou,
1985).

En este sentido, es interesante resaltar la importancia del tratamiento del
estiércol con vistas a su utilizacion para la agricultura. Una vez éste se ha recogido y
almacenado, resulta conveniente cubrirlo y realizar tratamientos como el compostaje
o la aplicacién de cianamida al 0.4%, evitando en la medida de lo posible, la
exposicion del mismo a corrientes de aire que puedan crear peligrosos aerosoles de

cara al contagio de la enfermedad (Arricau-Bouveri y Rodolakis, 2005).

En cuanto al disefio de las explotaciones, un correcto dimensionamiento unido
a practicas respetuosas con el bienestar animal evitarian un estrés que se restaria al
ya, de por si mismo, estresante ritmo de produccion al que se somete a estos
animales (sobre todo en las explotaciones en régimen intensivo). Por otra parte, un
buen disefio de las zonas cubiertas de las explotaciones, orientado a evitar
temperaturas extremas y a crear una buena ventilacion que promueva una
conveniente renovacion del aire en su interior, sin la creacidon de corrientes de aires
excesivas, deberia traducirse en una reduccién de las infecciones respiratorias y, por
ende, en una disminucion de la probabilidad de infeccién por C. burnetii (Buxadé y
cols., 1992; Martin, 1997).

Otra medida de actuacién complementaria a las ya citadas hasta ahora es la
vacunacion contra la fiebre Q. Se menciona como complementaria, porque, como es
l6gico, esta medida por si sola tendra un rendimiento menor que si se aplica
conjuntamente con el resto de medidas anunciadas, las cuales, promueven un
ambiente de menor estrés, de menor contaminacion ambiental y por tanto,
promueven una mejor reaccion vacunal. Se han probado en animales hasta la fecha
diversas vacunas, habiéndose mostrado como mas efectiva la vacuna inactivada de
C. burnetii en fase I. De hecho, la vacuna inactivada de C. burnetii en fase II se
mostrd 100 veces menos efectiva que la de fase I en un modelo experimental animal

llevado a cabo con ratones (Gajdosova y cols., 1994).

La mencionada vacuna consiste en un preparado antigénico altamente

purificado a partir de la cepa Nine Mile en fase I (con entre 2 y 6 pases en embriones

122



Revision bibliogréafica Epidemiologia aplicada

de pollo), tras su inactivaciéon con formaldehido. En un estudio orientado a comprobar
su eficacia en cabras prefiadas, se demostré la mayor eficacia de la vacuna en fase I
gue en fase II, demostrandose la notable capacidad de la primera para prevenir
abortos y disminuir considerablemente la eliminacion de C. burnetii por la leche,

secreciones vaginales y en heces (Arricau-Bouveri y Rodalakis, 2005).

Sin embargo, uno de los problemas del uso de esta vacuna en las ganaderias
de rumiantes consiste en el aumento de eliminacién al medio del agente causal que
provoca en los rebafios y animales que ya tienen la enfermedad. Por ello, algunos
autores recomiendan el uso de esta vacuna en rebafios libres de enfermedad o en
animales adultos no infectados, inmunizando a los animales jovenes en los afos
sucesivos hasta lograr inmunizar a la totalidad de los animales que componen el
rebafio (Krauss, 1989). De hecho, en un estudio realizado en vacas, en el que se ha
probado los efectos de esta vacuna, se observd que las hembras que se vacunaban
sin prefiar tenian una probabilidad de convertirse en portadoras excretoras de C.
burnetii cinco veces menor que las hembras que se vacunaban prefiadas, las cuales
tenian la misma probabilidad de convertirse en portadoras excretoras que las vacas a

las que se administraba un placebo (Guatteo y cols., 2008).

Una actuacién alternativa a la hora de aplicar esta vacuna a la totalidad de los
animales en los ganados infectados podria ser la combinacién de un tratamiento
antibiotico, conjuntamente con la aplicacion de la vacuna, al total de animales de la
granja, en el agua de bebida, de tetraciclinas (8 mg/kg durante varias semanas) o
bien mediante aplicaciones de farmacos de larga accién inyectables en momentos
puntuales de la gestacion. La aplicacion de terramicina de larga accion o LAT®, a los
105 y 120 dias de gestacidén ha sido probada en ovejas con buenos resultados. La
aplicacion de este tipo de tratamientos se ha observado que disminuye drasticamente
la eliminacién de C. burnetii al medio en el ganado afectado por la enfermedad,
ademas de disminuir el nimero de abortos. Esta alternativa se trata, sin duda, de
una medida mas agresiva, pero su uso puntual al inicio de la puesta en practica del
plan vacunal, podria evitar el riesgo de aumentar la eliminacién de C. burnetii al
medio tras las primeras vacunaciones en animales infectados y/o portadores,
pudiendo ademas, disminuir el nimero de portadores eliminadores de cara a la
siguiente paridera, contribuyendo a que los animales enfermos no se debiliten en
exceso por la accion de la vacuna y, estaria especialmente indicado, en los brotes
epidémicos de la enfermedad que conllevaran aparejadas grandes pérdidas
economicas para los productores (Behymer y cols., 1977; Berri y cols., 2005; Berri y
cols., 2007).
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Sin embargo, en otro estudio mas reciente realizado en ovejas pertenecientes
a un ganado con alta seroprevalencia en el Pais Vasco, Espafia, se pudo apreciar
como la aplicacion de un tratamiento con oxitetraciclina consistente en dos
aplicaciones durante el periodo de gestacion (concretamente a los 100 y 120 dias) no
logré disminuir la eliminacion de C. burnetii al medio externo en la leche, heces y
fluidos vaginales en los animales tratados, no obteniéndose diferencias considerables
con un grupo de animales no tratados que actuaron como control de la experiencia
(Astobiza y cols., 2010).

En cualquier caso, no existen hasta la fecha datos comparativos de coste-
beneficio que permitan evaluar las ventajas de efectuar una estrategia selectiva
respecto a una estrategia no selectiva a la hora de vacunar a ganados positivos a
fiebre Q (Manual de las Pruebas de Diagndstico y de las Vacunas para los Animales
Terrestres 2008), si bien, hay que evaluar también el riesgo de cara a la salud
publica que supondria la aplicacién de una estrategia no selectiva ya que, en Francia
por ejemplo, se ha descrito la aparicién de un brote de fiebre Q humana asociado al

contacto con animales vacunados contra la enfermedad (Fishbein y Raoult, 1992).

Sin duda, la realizacién de actuaciones encaminadas a reducir las tasas de
presencia de esta enfermedad se rentabilizard en la mayoria de las zonas donde ésta
es endémica gracias a la disminucion de las pérdidas producidas por la enfermedad
en las producciones ganaderas afectadas, lo cual redundard en un beneficio en
materia de Salud Publica sin necesidad de aplicar planes de vacunacion, por ejemplo,
a la totalidad de las poblaciones humanas rurales, las cuales son las mas afectadas
por la enfermedad (Garner y cols., 1997). Ya se ha mencionado cédmo en Eslovenia,
se ha observado una considerable disminucion en las tasas de enfermedad tanto en
las poblaciones humanas como animales, tras llevar a cabo un plan de vacunacién a
escala nacional en el ganado durante mas de diez afios y mediante un control
veterinario del programa y de los movimientos de animales en el pais (Serbezov y
cols., 1999). Ademads, este tipo de planes de vacunacion son perfectamente
monitorizables mediante técnicas como la PCR, ya que, por ejemplo, nos permite
evaluar de manera sencilla, el grado de eliminacion de C. burnetii al medio mediante
el analisis de muestras de leche extraidas directamente del animal o bien en el
tanque de frio, asi como en muestras de fluidos vaginales y heces (Berri y cols.,
2000; Barlow y cols., 2007).
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En cuanto a los perros y gatos, no se han descrito hasta ahora actuaciones de
tipo preventivo contra esta enfermedad, a pesar de haberse demostrado que en
determinadas regiones endémicas se ha asociado a brotes epidémicos de fiebre Q
humana a estas especies (Marrie, 1990a). En cualquier caso, es probable que la
disminucion de las tasas de enfermedad en las poblaciones de ungulados domésticos,
fruto de la aplicacion de las medidas desarrolladas anteriormente, contribuya
indirectamente a disminuir las tasas de presencia de esta enfermedad en estos

animales (Kocianova y cols., 1992).

En cuanto a las poblaciones humanas, los esfuerzos por mejorar el diagndstico
clinico de la enfermedad, ya que un amplio nimero de casos no son diagnosticados
debido a la inespecificidad de sus sintomas que no permiten un diagndstico
diferencial sencillo, asi como el control seroldgico periddico en las zonas donde la
enfermedad es endémica, se hacen necesarios como herramientas orientadas a
valorar la evolucion de la repercusién de la implantacién de planes de prevencion y
control, tanto en las poblaciones humanas como en las poblaciones animales (Maurin
y Raoult, 1999).

En cuanto a la prevencidn mediante vacunacion en las poblaciones humanas,
la vacuna contra C. burnetii (también en fase I) ha sido utilizada con éxito en
personal de riesgo en Australia desde 1989. Su uso no se recomienda en individuos
gue presenten seroconversiéon o en aquellos de los que se sospeche que han sido

expuestos a la bacteria previamente a su inmunizacién (Marmion y cols., 1990).

Respecto al tratamiento de la enfermedad aguda en el hombre, antibidticos
como la doxiciclina, el cloranfenicol, la clorotetraciclina, la eritromicina (efectiva en
procesos neumonicos agudos por C. burnetii) y la rinfampicina, se han mostrado
eficaces (Marrie 1996; Yeaman y Baca, 1990). En un estudio mas reciente en el que
se utilizd una técnica de PCR a tiempo real para la comprobacion de la eficacia de los
antibidticos sometidos a prueba, se mostraron eficaces la doxiciclina, la
fluorquinolona vy la rifampincina, siendo el macrélido mas eficaz contra C. burnetii la

telitromicina (Boulos y cols., 2005).

En el caso de la fiebre Q créonica humana, se recomienda el tratamiento
prolongado con al menos 2 antibidticos con diferentes mecanismos de accion. Un
ejemplo de este tipo de terapias que se llevd a cabo con éxito con ocho pacientes de
fiebre Q cronica fue la combinacion de tetraciclina y cotrimoxazol durante dos afios,

si bien, hay autores que recomiendan el tratamiento de la enfermedad crénica de por
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vida. Asimismo, pueden ser necesarias intervenciones quirdrgicas en pacientes en los
que haya que reemplazar valvulas cardiacas debido a la accién de la bacteria (Marrie,
1990a). Otra terapia propuesta para este tipo de pacientes es la combinacion de
doxiciclina con hidrocloroquina durante un periodo de tiempo estimado entre 18 y 36

meses (Rolain y cols., 2003).

Por otro lado estan las investigaciones sobre la securinina, un agonista de los
receptores GABAA de los macrdéfagos, que al igual que los agonistas para los
receptores TLR de los macrofagos, fomentan la internalizacidon y destrucciéon de C.
burnetii en estas células defensivas. Este principio activo se ha observado que no es
excesivamente toxico en experiencias in vivo, con lo cual, la securinina o compuestos
de similares caracteristicas podrian utilizarse en el futuro como adyuvante que
mejorara la resistencia del hospedador ante los patdégenos intracelulares (Lubick y
cols., 2007).

En cuanto a la utilizacion de desinfectantes para instalaciones, fomites y
personal, resulta de interés mencionar que C. burnetii se ha mostrado resistente ante
desinfectantes como el lisol (5%), o la formalina al 5%, mientras que ha logrado ser
desactivado ante la exposicion al etil-alcohol (70%), cloroformo (5%) y a
preparaciones comerciales a base de combinaciones de amonios cuaternarios como el
producto denominado Enviro-Chem (5%). Asimismo, el formaldehido se ha mostrado
eficaz cuando se aplica logrando una humedad ambiental del 80%. Ademas, la
irradiacion con ondas gamma se ha mostrado efectiva tanto para la atenuacion como
para la esterilizacion de muestras bioldgicas (Scott y Williams, 1990). Por ultimo, la
pasterizacidon a una temperatura de 67.1 °C durante 20 minutos logra eliminar a las
coxiellas de la leche tratada, mientras que un tratamiento térmico a 80 °C durante 1

hora logra eliminarla de una dilucién acuosa (Enright y cols, 1957).
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3. MATERIAL Y METODOS
“Exigete mucho a ti mismo y espera poco de los demas. Asi te ahorraras
disgustos”

Confucio

3.1. ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE LA REACCION EN CADENA DE
LA POLIMERASA A TIEMPO REAL (Trans-gPCR) PARA LA DETECCION DE

Coxiella burnetii

Se llevo a cabo la estandarizacion de una técnica de PCR a tiempo real basada en
la aplicacion de los cebadores disefiados por Houver y colaboradores en 1992, para

su utilizacién a tiempo final.

De esta manera, se procedid a adaptar una PCR, denominada Trans-PCR por ser
su molécula diana un transposdn especifico para dicha bacteria, que se habia
mostrado altamente sensible y especifica (Berri y cols., 2000; Rodolakis y cols.,
2007) en su uso como PCR de producto final a su uso como PCR a tiempo real. A

continuacion se procede a describir el proceso de puesta a punto de esta técnica.

3.1.1. EVALUACION DEL ADN CONTROL POSITIVO DE Coxiella burnetii

El ADN control positivo fue cedido por la Dra. Nathalie Arricau Bouveri,
investigadora perteneciente en aquel momento al equipo formado para el estudio de
las clamidiosis y de la fiebre Q de la Unidad de Patologia Infecciosa e Inmunologia del
Instituto INRA TOURS-NOUZILLY, Francia. Dicho control consistia en una muestra
altamente concentrada de ADN extraido a partir de un concentrado inicial de una
cepa de referencia de C. burnetii (cepa Nine Mile) de concentracién desconocida. Las
recomendaciones de la Dra. N. A. Bouvery eran que utilizaramos dicho control a

diluciones de log™ o log™.

Se realizd una evaluacién de la sensibilidad de la prueba a utilizar en el presente
estudio, para lo cual, se procedié a determinar la concentracion de ADN presente en
la dilucion madre utilizando la técnica de la espectrofotometria y siguiendo el

siguiente protocolo:

® Encendido del espectrofotometro (SmartSpec® 3000, BIORAD) con media
hora de antelacion a la realizaciéon de las medidas con el fin de lograr una

correcta preparacion y estabilizacion del mismo.
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e Se utilizaron cubetas de cuarzo estériles para realizar la medida.

e Realizacién de medidas a 260 nm de longitud de onda (A): Primero se llevd a
cabo la lectura del blanco o muestra de 50 pl de solucién TE (su elaboracion
se vera en el apartado del protocolo de extraccion de ADN). Tras la lectura del
blanco se realizaron 4 lecturas de una muestra compuesta por 5 pl de la
solucion madre a utilizar como control positivo mas 45 ul de solucion TE.

® Realizacion de calculos de concentracién de ADN en funcién de las medidas
obtenidas tras el analisis: [ADN]= 2,5 yg de ADN/ml x (media aritmética de
los resultados de las medidas, tras analizarlas por triplicado x 100).

e Realizacion del calculo de la equivalencia entre concentracion de ADN
encontrada y concentracion bacteriana: el peso molecular aproximado del
genoma de la cepa Nine Mile de C. burnetii es de 1,04 x 10° daltons, es decir,
1,761 x 10 ug (Myers y cols., 1980). Luego la concentracién bacteriana de la
qgue proviene la solucion madre de ADN vendria dada por la férmula
[bacteriana]= [ADN] / 1,761 x 10 bacterias/ml.

3.1.2. CEBADORES

Los cebadores utilizados en este estudio han sido descritos previamente por
Houver y colaboradores (1992) y son complementarios a un transposon del genoma

de C. burnetii. Las secuencias de estos cebadores son las siguientes:

Trans 1: (5'-TAT GTA TCC ACC GTA GCC AGT C-3")
Trans 2: (5'-CCC AAC AAC ACC TCC TTA TTC-3")

Estos cebadores fueron fabricados por SIGMA-GENOSYS, Ltd. y se utilizaron a
una concentracion de 1 pM.

3.1.3. Trans-PCR A TIEMPO FINAL
Preparaciéon de las muestras

El protocolo seguido para la preparacion de las muestras en este caso fue el

siguiente:

Muestras positivas: 1 yl del cebador Trans 1 + 1 pl del cebador Trans 2 + 3 pl
del ADN + 20 pul de agua ultrapura + 1 perla con el resto de reactivos necesarios

para la reaccion en cadena la polimerasa (Ilustra®, Pure Taq Ready-to-go beads).
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Muestras de control negativas: 1 ul del cebador Trans 1 + 1 pl del cebador
Trans 2 + 23 pl de agua ultrapura + 1 perla con el resto de reactivos necesarios para

la reaccién en cadena la polimerasa (Ilustra®, Pure Taq Ready-to-go beads).

Protocolo de PCR

El protocolo que se utilizd para la realizacion de la PCR de punto final, en un
termociclador modelo “"MASTER CYCLER GRADIENTE” (fabricado por Eppendorf®), fue
el siguiente (Berri y cols., 2000):

® CICLO 1 (1 repeticidn): paso 1: 95 °C - 02:00 minutos.

® CICLO 2 (40 repeticiones): paso 1: 95 °C - 00:30 minutos; paso 2: 61 °C -
00:30 minutos; paso 3: 72 °C - 01:00 minutos.

® CICLO 3 (1 repeticion): paso 1: 95 °C - 00:30 minutos.

® CICLO 4 (1 repeticidon): paso 1: 4 °C y mantenimiento en refrigeraciéon a esta

temperatura de las muestras amplificadas.

Preparacion del gel de agarosa

Los geles de agarosa al 1,5% se elaboraron partiendo de una dilucién de 0,375
gr de agarosa en 25 ml de TAE 1X (su elaboracién se describira mas adelante). Se
calentd y agitd dicha solucion con el fin de lograr una correcta dilucién de la agarosa
en el TAE 1X, para posteriormente verterla en un soporte para geles disefiado para

electroforesis, y se coloco el peine correspondiente.

Una vez los geles solidificaron convenientemente, se procedidé a preparar las
muestras afiadiendo a cada pocillo 1 yl de tampdn de carga (BIORAD®) + 5 ul de
ADN amplificado de cada una de las muestras de las diluciones seriadas. Con el fin de
comprobar el peso molecular de los productos de ADN obtenidos tras la amplificacion,
se procedié a rellenar un pocillo con 2 pl de un marcador de pesos moleculares
comercial (MWM XIV, Roche®) + 3 pl de TE PH 8 (su elaboracidon se describira mas

adelante)+ 1 yl de tampon de carga.

Electroforesis

Una vez cargado el gel con las muestras y el marcador de peso molecular, se

introdujo en una cubeta disefiada para la electroforesis en gel, utilizando como
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solucién liquida conductora de la electricidad la cantidad de TAE 1x indicada por el
fabricante de dicho aparato. Acto seguido, se conecté a la cubeta una fuente
regulable de alimentacién de corriente eléctrica, siendo regulado el voltaje a valores

comprendidos entre 120 - 150 voltios y el tiempo de exposiciéon de 20 a 30 minutos.

Visualizaciéon del producto de la PCR

Una vez terminada la migracion de las muestras por el gel, se procedid a tefir el
gel resultante con una dilucion de bromuro de etidio en TAE 1x (3 pg/ml), en
suficiente cantidad este Gltimo como para cubrir el gel y tefirlo. Las bandas
obtenidas segun el peso molecular de los productos amplificados visibles en las
muestras positivas se detectaron y fotografiaron utilizando un transiluminador emisor
de luz ultravioleta (Universal Hood II-S.N., 765/01274, BIORAD®).

3.1.4. Trans-PCR A TIEMPO REAL (Trans-qPCR)

El termociclador utilizado para realizar las PCRs a tiempo real fue el modelo
MyiQ® (Biorad).

Preparacion de las muestras de control:

Las muestras del ADN control positivo para la Trans-PCR a tiempo real se
prepararon de la siguiente manera: Se tomaron 5 ul de muestra del ADN control
positivo a una dilucién de log2 + 1 pl de la dilucién del cebador Trans 1 + 1 pl de la
dilucién del cebador Trans 2 + 12,5 ul de la dilucién comercial SYBER Green® + 5,5

Ml de agua ultrapura.

Asimismo, se utilizd como control negativo de la prueba la siguiente mezcla: 1 pl
de la dilucion del cebador Trans 1 + 1 pl de la dilucidon del cebador Trans 2 + 12,5 l

de la dilucion comercial SYBER Green®+ 10,5 pl de agua ultrapura.

Los 25 pl de las muestras se afadieron a pocillos de placas de PCR a tiempo real
(Biorad). Todas las manipulaciones fueron realizadas en un ambiente controlado, en
el interior de una camara de flujo vertical, manteniendo las muestras y los reactivos
en frio durante su manipulacién. Una vez se sellaron correctamente dichos pocillos,
se procedid a introducir las muestras en el termociclador y se aplico el protocolo de

ciclos de temperatura y tiempo que se muestra a continuacion.

130



Material y métodos Puesta a punto de la Trans-qPCR

Protocolo de ciclos de temperatura y tiempo seguido para la

amplificacién de las muestras de ADN problema:

® CICLO 1 (1 repeticion): paso 1: 95 °C - 02:00 minutos.

® CICLO 2 (40 repeticiones): paso 1: 95 °C - 00:30 minutos; paso 2: 61 °C -
00:30 minutos; paso 3: 72 °C - 01:00 minutos. Recoleccidén de datos habilitada.

® CICLO 3 (1 repeticion): paso 1: 95 °C - 00:30 minutos.

® CICLO 4 (1 repeticion): paso 1: 55 °C - 01:00 minutos.

® CICLO 5 (66 repeticiones): paso 1: 65 °C - 00:10 minutos. Incremento de la
temperatura inicial tras el ciclo 2 en 0,5 °C. Recoleccién de datos, obtencion de
la curva y analisis de la temperatura de fusion activados.

® CICLO 6 (1 repeticion): paso 1: 4 °C y mantenimiento en refrigeraciéon a esta

temperatura de las muestras amplificadas.

3.1.5. CURVA PATRON (RELACION ENTRE CICLO UMBRAL Y
CONCENTRACION DE ADN DE Coxiella burnetii EN LA MUESTRA)

Tras conocer la concentracion de ADN de la solucién madre y, por extrapolacion,
la concentracion bacteriana de la que fue extraida de dicho ADN, se procedié a
calcular una curva patréon a partir del analisis mediante la PCR a tiempo real de 10
diluciones seriadas de la primera solucién. Dichas diluciones se encontrarian en el
intervalo que va de log® a log™®. De esta manera se obtuvieron los datos de ciclo

umbral para las diferentes diluciones o concentraciones de ADN.

Se procedid a realizar la PCR a tiempo real directamente sobre diluciones

seriadas del control positivo del ADN de C. burnetii.

Tras la realizacion de este ensayo, se procedié a realizar un estudio de regresion
lineal con los resultados obtenidos, con el fin de disefiar una recta patrén o estandar
que nos permitiera relacionar el ciclo umbral de una muestra problema que
contuviera la cepa Nine Mile con la concentraciéon de ADN de dicha cepa y por lo
tanto, con la concentracién bacteriana de dicha muestra. El ciclo umbral se define
como aquel ciclo de la amplificacion de una muestra de ADN mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa a tiempo real, a partir del cual, se estima que se ha
sobrepasado el nivel de produccién de fluorescencia necesario para que la muestra se

considere positiva.
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Preparacion de las muestras:

e Se procedié a realizar las diluciones seriadas (log 0 a log -9) introduciendo las
diferentes diluciones en sendos recipientes tipo Eppendorf de 25 ul previamente
autoclavados. Las diluciones contaban con un volumen total de 10 pl y se utilizd

como diluyente una solucion amortiguadora TE.

« Posteriormente se procedié a preparar las muestras para la PCR a tiempo real
de cada una de las diluciones seriadas. Para ello se tomd 5 pl de muestra de cada
dilucion seriada + 1 pl de la dilucién del cebador Trans 1 + 1 pl de la dilucién del
cebador Trans 2 + 12,5 pul de la dilucion comercial SYBER Green® + 5,5 ul de agua

ultrapura.

e Asimismo, se procedid a realizar una dilucién que se utilizaria como control
negativo de la prueba: 1 pl la dilucidon del cebador Trans 1 + 1 pl de la diluciéon del
cebador Trans 2 + 12,5 pl de la dilucion comercial SYBER Green®+ 10,5 pl de agua

ultrapura.

El protocolo utilizado fue el siguiente:

® CICLO 1 (1 repeticidon): paso 1: 95 °C - 02:00 minutos.

® CICLO 2 (45 repeticiones): paso 1: 95 °C - 00:30 minutos; paso 2: 61 °C -
00:30 minutos; paso 3: 72 °C - 01:00 minutos. Recoleccion de datos habilitada.

® CICLO 3 (1 repeticion): paso 1: 95 °C - 00:30 minutos.

® CICLO 4 (1 repeticion): paso 1: 55 9°C - 01:00 minutos.

® CICLO 5 (66 repeticiones): paso 1: 65 °C - 00:10 minutos. Incremento de la
temperatura inicial tras el ciclo 2 en 0,5 °C. Recoleccion de datos, obtencién de
la curva y analisis de la temperatura de fusion activados.

® CICLO 6 (1 repeticion): paso 1: 4 °C y mantenimiento en refrigeracion a esta

temperatura de las muestras amplificadas.

3.1.6. CALCULO DEL INDICE DE CORRELACION ENTRE EL CICLO UMBRAL
OBSERVADO Y EL ESPERADO.

El programa estadistico utilizado para calcular el indice de correlacion fue el IBM
SPSS Statistics 20 Win 32.

3.1.7. ANALISIS DE LA TEMPERATURA DE FUSION

132



Material y métodos Puesta a punto de la Trans-qPCR

Se analizaron los resultados obtenidos de la temperatura de fusion (“melting
temperature”) de las diferentes diluciones utilizadas. Este analisis se completé con el
estudio de la temperatura de fusion realizado para las muestras de campo (mas

informacidn sobre las muestras en el apartado 3.2).

A todas las muestras positivas se les exigido un requisito minimo a cumplir en
cuanto al parametro —-d(RFU)/dT que relaciona la temperatura con la emision de
fluorescencia (todas las muestras positivas tienen un valor para este parametro

superior a 50).

3.1.8. COMPARACION DE LA Trans-PCR A TIEMPO REAL Y FINAL

Una vez realizada la PCR a tiempo real de las diferentes diluciones seriadas de la
solucion madre de ADN, se procedié a repetir el analisis de las mismas muestras de
forma convencional, con el fin de comparar los resultados de sensibilidad obtenidos
con los que mostraba la PCR a tiempo real. De esta manera, hemos comparado la
concentracion minima de ADN y/o bacteriana de C. burnetii que se puede detectar
mediante la utilizacion de ambos métodos (a tiempo real y en andlisis de punto

final), en las condiciones experimentales detalladas anteriormente.

Para ello, se partié de las muestras previamente amplificadas en la PCR a tiempo
real y, siguiendo el siguiente protocolo descrito anteriormente, se procedié a realizar

una electroforesis en gel de agarosa, tincién del ADN y visualizacién.
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3.2. ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO DE LA PRESENCIA DE Coxiella burnetii EN
LA LECHE DE CABRA EN LA ISLA DE LANZAROTE

3.2.1. ANALISIS PREVIO DEL CENSO GANADERO CAPRINO DE LA ISLA DE
LANZAROTE

Partiendo del censo oficial de la Consejeria de Agricultura, Ganaderia y Pesca de
Canarias del subsector caprino de Lanzarote, se procedié a un estudio previo del mismo.
En dicho estudio se establecié qué porcentaje de la poblacion pertenecia a granjas con
mas de 100 cabezas (poblacién diana de nuestro estudio). Debido a que se disponia del
censo por explotacion y se contaba con la localizacion municipal de las granjas, se
procedié a dividir al total de granjas de mas de 100 cabezas de la isla por municipios y a
su vez, en tres estratos diferentes: de 100 a 300 cabezas; de mas de 300 y menos de
500; de mas de 500 cabezas. Tras esto se procedié a realizar un estudio municipal,
donde se vio la distribucién del censo entre los diferentes estratos asi como la proporcion
de ganaderias pertenecientes a cada uno de los estratos y, se procedié a calcular el
numero medio de cabezas por granja de cada estrato y la media aritmética del municipio

para dicha variable.

El nimero de cabezas por granja, asi como los estratos, fueron tenidos en cuenta
como factores de riesgo a la hora de realizar el estudio analitico de los datos obtenidos
tras la realizacién del estudio de las muestras mediante la Trans-PCR a tiempo real para

la deteccidn de C. burnetii.

Para culminar con el estudio del censo por municipios, se tuvo en cuenta la
distribucién geogréafica de las granjas disefiada en su momento por el doctor Pascual
(1994), a la hora de realizar su estudio seroepidemioldgico en el ganado caprino de la
isla de Lanzarote. En dicha distribucion se dividié a la isla en un total de cinco zonas que

se correspondian con los siguientes municipios:

« ZONA NORTE: municipio de Haria.

« ZONA ESTE: municipios de Arrecife, San Bartolomé y Tias.
¢ ZONA CENTRO: municipio de Teguise.

e ZONA OESTE: municipio de Tinajo.

e ZONA SUR: municipio de Yaiza.

Tras la realizacidon del mencionado estudio del censo por municipios, se estudid la

realidad censal del subsector caprino en la totalidad de la isla de Lanzarote. Para ello, se
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empez6 haciendo una distribucién del censo asi como una distribucién de las ganaderias
por estratos de toda la isla para la poblacién diana del presente estudio (ganaderias de
mas de 100 cabezas). Una vez se obtuvo esta informacion, se distribuyd el censo de la

poblacion total en los tres estratos objeto de estudio.

También se realizaron para la poblacion en estudio una distribucion del censo por
municipios, una distribucion del censo por estratos en cada municipio y un estudio del

nUimero de cabezas por explotacion medio por municipios y por estratos.

3.2.2. MUESTREO

Tras este analisis previo del censo, se disefié un plan de muestreo para el presente
estudio epidemioldgico. El tipo de muestreo elegido fue el aleatorio estratificado. Para
determinar el tamafio muestral se tuvo en cuenta el tamafo poblacional de cada uno de
los tres estratos que se pretendian estudiar y se hallaron los tamafios muestrales con el
fin de determinar la tasa global de presencia en leche de C. burnetii con una cota de

error del 5 %, asignando a los estratos pesos proporcionales a su tamafio poblacional.

Una vez determinado el nimero de muestras por estrato, se realizd una eleccién
aleatoria de los animales que serian objeto de estudio en cada una de las ganaderias

pertenecientes a la poblacién diana.

3.2.3. OBTENCION Y REMISION DE MUESTRAS DE LECHE AL LABORATORIO

La recogida de muestras de los animales elegidos aleatoriamente se realizd

siguiendo el presente método para su correcta extraccion:

Limpieza con agua y jabodn de la ubre y posterior secado.

2. Desinfeccion del pezdn con una solucion de povidona iodada para evitar
contaminacion exterior de la muestra.

3. Extraccidn de los primeros chorros que se depositarian en un recipiente aparte y que
serian desechados.

4. Recoleccion de la leche para la muestra en un vial estéril que seria guardado en
refrigeracion para su posterior traslado hasta el laboratorio del Servicio Técnico
Oficial de Ganaderia del Cabildo Insular de Lanzarote.

5. Traspaso de una alicuota de 1 ml de cada muestra utilizando una micropipeta con
puntas estériles a un vial tipo Eppendorf previamente esterilizado. Dicho vial fue

correctamente identificado con el nimero de referencia asignado para la granja

136



Material y métodos Estudio epidemiolégico

objeto de muestreo y se guardd en refrigeracion hasta su envio, por transporte
urgente, al laboratorio del IUSA perteneciente a la Unidad de Epidemiologia vy
Medicina Preventiva Veterinaria de la Universidad de las Palmas de Gran Canaria. Las
muestras en todo momento estuvieron convenientemente refrigeradas con el fin de
evitar su deterioro.

6. Una vez en el destino final, se guardaron en refrigeraciéon hasta el momento de su

analisis.

De esta manera, se obtuvieron un nimero total de 414 muestras, las cuales fueron

recibidas en nuestro laboratorio en cuatro fechas de recepcién diferentes:

25 de mayo de 2005: muestras de la 1 a la 53.

16 de junio de 2005: muestras de la 54 a la 99.

5 de agosto de 2005: muestras de la 100 a la 245.

4 de noviembre de 2005: muestras de la 246 a la 414.

AW

3.2.4. EXTRACCION DE ADN DE LAS MUESTRAS DE LECHE REMITIDAS

Las muestras de leche recibidas fueron sometidas a continuacion, y a la mayor
brevedad de tiempo, a un proceso de extraccion de ADN basado en la utilizacién de una
matriz de silice (Tola y cols., 1996). Para ello se utilizd6 una serie de reactivos cuya
metodologia para su obtencién se pasa a describir a continuacion. Algunos de los
reactivos que se van a citar a continuacién se habian mencionado con anterioridad en
este capitulo de material y métodos. Ahora se expondra la manera de obtener dichos

reactivos.

3.2.4.1. MATERIAL NECESARIO PARA EL PROCESO DE EXTRACCION DE ADN
MEDIANTE LA UTILIZACION DE UNA MATRIZ DE SILICE

Solucién de la silica (Tola y cols., 1996)

Se afadieron 60 gramos de silica a 500 ml de agua destilada.
Se decanto6 al menos 24 horas y se elimind el sobrenadante (cerca de 440 ml).
3. Se afadié de nuevo agua destilada (la misma cantidad que hemos quitado en el paso
anterior), se mezclé nuevamente y se decanté al menos 5 horas.
4. Se elimind gran parte del sobrenadante (no eliminarlo todo).
Se llevo a pH 2,0 usando una solucién de HCI concentrada.

Se autoclavé a 121 °C durante 15 minutos y conservé almacenado en pequefas
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AR W N

alicuotas.

Etanol al 70 %o

Se anadié a un tubo Falcon de 50 ml, 35 ml de etanol puro y 15 ml de agua
ultrapura.

Se agitd suavemente y se guardd a -20 ©°C.

SDS al 10 %6

Se diluyeron 10 grs de SDS en 80 ml de agua ultrapura.

Para lograr una optima disolucion se procedié a calentar la misma hasta 68°C al
mismo tiempo que se agitaba.

Se ajusté el pH a 7,2.

Se llevdé hasta un volumen de 100 ml con un matraz aforado. Se conservd a

temperatura ambiente.

Tris HCI 1 M pH 8,0

Se diluyeron completamente 60,55 gr de TRIS base en 400 ml de agua ultrapura.
Se ajustd a pH 8,0 con HCL concentrado mientras se agitaba.
Se llevd hasta un volumen de 500 ml utilizando un matraz aforado.

Se autoclavo a 121 °C durante 15 minutos.

EDTA 0,5 M, 50X a pH 8,0

Se diluyeron 18,60 gr de EDTA en 70 ml de agua ultrapura.

Cuando la solucion llegd a ser transparente, se medidé el pH mientras se agitaba y se
afadia una solucién de NaOH hasta ajustar el pH a 8,0.

Se llevd hasta un volumen de 100 ml en un matraz aforado.

Se autoclavd a 121 °C durante 15 minutos.

TE a pH 8,0

En un matraz aforado se anadieron 200 ul de EDTA 0,5 M a pH 8,0 y 1 ml de TRIS
HCI 1 M a pH 8,0.
Se llevo hasta un volumen de 100 ml con agua ultrapura.

Se autoclavd a 121 °C durante 15 minutos.
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TAE 50X

1. En un matraz aforado se mezclaron 24,2 gr de TRIS base, 5,71 ml de acido acético
glacial y 10 ml de EDTA 0,5 M a pH 8,0.
2. Se llevd hasta un volumen de 100 ml en un matraz aforado.

Se autoclavd a 121 °C durante 15 minutos.

TAE 1X

1. En un bote previamente autoclavado se diluyeron 2 ml de TAE 50 X en 98 ml de
agua ultrapura.
2. Se recomienda recubrir el recipiente donde se almacene esta disolucion. Puede

reutilizar para 4 o 5 electroforesis en gel.

Tampon de lavado

1. Se disolvieron 120 gramos de tiocianato de guanidina en 100 ml de Tris-HCI a pH
6,4, logrando una disolucién 0,1 Molar.

2. Para lograr una disolucion optima, se facilitd la misma calentando (60-65°C)
mientras se agitaba. Para realizar esta operacién de manera segura, se ha de
realizar en el interior de una cdmara especialmente disefiada para la manipulacion de
sustancias tdxicas y volatiles, ya que el tiocianato de guanidina en contacto con

cualquier compuesto con pH acido libera un gas téxico.

Tampon de lisis

1. Se disolvieron 120 gramos de tiocianato de guanidina en 100 ml de TRIS-HCI a pH
6,4.

2. Se afadieron 22 ml de EDTA 0,2 M a pH 8,0.
Para finalmente, afadir 2,6 ml de Tritdn X-100.
Para facilitar la disolucidn se le aplicé calor (60-65°C) y agitacion. Para realizar esta
operacion de manera segura hemos de hacerla en el interior de una camara
especialmente disefiada para la manipulacion de sustancias toxicas y volatiles ya que
el tiocianato de guanidina en contacto con cualquier compuesto con pH acido libera

un gas toxico.
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Solucién denaturante (0,5 M NaOH, 1,5 M NacCl)
Se disolvieron 30 gr NaOH en 500 ml de agua ultrapura.
Se diluyeron 4,383 gr de NaCl en la solucién de NaOH hasta llegar a un valor de 50

ml.

3.2.4.2 PROTOCOLO SEGUIDO PARA LA EXTRACCION DE ADN DE LAS

MUESTRAS DE LECHE

10.
11.

12.
13.

14.
15.

16.
17.

18.

Se tomaron 50 ul de la muestra de leche y se depositaron en un tubo Eppendorf de 1
ml de capacidad.

Se afiadieron 50 pl de la solucién denaturante, dejandolo 10 minutos a temperatura
ambiente. Se han de mezclar bien las dos fases para lo que se deben golpear
suavemente los tubos durante los primeros minutos.

Se afiadieron a cada solucion, 900 ul de tampdn de lisis + 40 pl de silica.

Se sometid a la disolucién anterior a una agitacion manual a temperatura ambiente
durante 10 minutos.

Se sometid a vibracion en el vortex durante 5 segundos.

Se centrifugd 15 segundos a 12000 g.

Se decantd y se afadid 1 ml de tampodn de lavado, resuspendiendo a continuacion
con el voértex.

Se centrifugd 15 segundos a 12000 g.

Se decanté y se afadid 1 ml de tampdn de lavado, resuspendiendo a continuacion
con el vortex.

Se centrifugd 15 segundos a 12000 g.

Se decanté y se afadid 1 ml de etanol al 70% (no frio), resuspendiendo a
continuacion con el vortex.

Se centrifugd 15 segundos a 12000 g.

Se decantdé y se afiadio 1 ml de etanol al 70 % (no frio), resuspendiendo a
continuacion con el vortex.

Se centrifugd 15 segundos a 12000 g.

Se decantd y se afiadio 1 ml de acetona, resuspendiendo a continuaciéon con el
vortex.

Se centrifugd 15 segundos a 12000 g.

Se decantd y se colocd el Eppendorf durante unos segundos, boca a abajo con la
tapa abierta y sobre un papel de filtro.

Se colocd el tubo durante 10 minutos a 56 °C en el calentador de eppendorf con la

tapa abierta.
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19. Se afadieron 100 pl de solucién amortiguadora TE a pH 8,0 y se resuspendi6 con el
vortex.

20. Se coloco el Eppendorf durante 10 minutos a 56 °C en el calentador de eppendorf
con la tapa cerrada.

21. Se agitd en el vortex y centrifugd a 12000 g durante 2 minutos.

22. El DNA se encontraba en el sobrenadante.

23. El DNA extraido se guardd en congelacion.

Una vez se extrajo el ADN de cada una de las muestras se procedio a la realizacion

de la PCR a tiempo real para la deteccion de ADN de C. burnetii.

3.2.5. ANALISIS MEDIANTE Trans-PCR A TIEMPO REAL DE LAS MUESTRAS
DE CAMPO

Cada una de las muestras de ADN obtenidas a partir de las muestras de leche fueron
correctamente identificadas, de tal manera que en todo momento se tuvo conocimiento
de la granja de la que provenia cada muestra asi como de su fecha de recepcion en

nuestro laboratorio.

Para la realizacién del andlisis de PCR a tiempo real de las muestras de ADN de
campo se siguié la misma metodologia que la que se describié en el apartado 3.1.5 con
45 repeticiones del ciclo 2 de este capitulo de material y métodos referente a la
realizacion de la PCR a tiempo real. Para ello, se prepararon las placas de pocillos
disefadas para el termociclador modelo MyiQ® (BIORAD) siguiendo las siguientes

pautas:

1. Cada vez que se realizaba un analisis de muestras se afadia a la prueba un
control positivo y otro negativo. Estos controles no se localizaban siempre en el mismo
lugar, es decir: en algunos analisis se situaron al final de la placa (osea, eran las Ultimas
muestras en ser procesadas antes de someterse al proceso de amplificacion) y en otros
analisis se situaron al principio de la placa. Esto se hizo con el fin de determinar si el
tiempo de manipulacion de las muestras durante el proceso previo a la amplificacion del

ADN podia afectar al resultado final de la amplificacidon de las muestras.

2. Preparacion de las muestras de campo: 5 pl de muestra de cada dilucion seriada
+ 1 pl la dilucién del cebador Trans 1 + 1 pl la dilucidén del cebador Trans 2 + 12,5 ul de

la dilucidon comercial SYBER Green® + 5,5 ul de agua ultrapura.
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3. Preparacion del control negativo: 1 pl la dilucion del cebador Trans 1 + 1 pl la
dilucién del cebador Trans 2 + 12,5 uyl de la dilucién comercial SYBER Green®+ 10,5 pl

de agua ultrapura.

4. Preparacion del control positivo: 2 pl de control positivo (dilucidon log -3) + 1 pl la
dilucién del cebador Trans 1 + 1 pl la dilucién del cebador Trans 2 + 12,5 ul de la dilucién

comercial SYBER Green®+ 8,5 ul de agua ultrapura.

5. Tras la preparacion de las placas, los pocillos se sellaron correctamente y se
sometieron al protocolo de ciclos de temperatura y tiempo descritos en el apartado
3.1.5.

Tras la realizacion de la PCR a tiempo real a las muestras de campo, se obtuvieron
los pertinentes registros en cuanto a la emisién de fluorescencia tras el proceso de
amplificacion, asi como los registros de ciclo umbral para aquellas muestras en las que se
obtuvo amplificacién de ADN vy los registros de la temperatura de “melting” o
temperatura de fusion para cada una de las muestras amplificadas. Dichos registros
quedaron grabados automaticamente en el sistema informatico accesorio del
termociclador modelo MyiQ® (BIORAD).

3.2.6. ENCUESTA EPIDEMIOLOGICA

Con el fin de conocer la realidad del subsector ganadero caprino en lo relativo a
determinados factores de riesgo de la Fiebre Q en animales, y concretamente en estos
ungulados destinados a las producciones ganaderas, asi como conocer determinados
indices productivos y pautas de manejo relacionados con la enfermedad y con el estatus
sanitario general del ganado caprino en las diferentes explotaciones y, por ultimo, con el
fin de conocer determinadas caracteristicas de nuestros ganaderos de ganado caprino en
la isla de Lanzarote, se disefid y se llevé a cabo una encuesta epidemioldgica entre un
total de 19 ganaderos de ganado caprino de la isla (nivel de confianza del 95% y un
error permisible o precisiéon absoluta del 10%) (Canon y Roe, 1982). El muestreo
realizado en esta ocasion fue de tipo aleatorio simple. Debido a la aleatoriedad del
muestreo, se encuestaron a ganaderias en las que no se habian extraido muestras de

leche para su analisis mediante Trans-PCR.

El fin Ultimo de la presente encuesta fue la obtencién de una serie de datos sobre
diferentes variables que pueden comportarse como factores de riesgo, con el fin de

establecer conclusiones estadisticas de tipo analitico, o bien, con el fin de obtener valores
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para realizar una estadistica descriptiva que permita apoyar las conclusiones analiticas
obtenidas, asi como la obtenciéon de informacién de relevancia a la hora de afrontar

futuras acciones orientadas a la instauraciéon de un plan de lucha y control de la Fiebre Q.

El cuestionario disefiado para el presente estudio se adjunta como anexo (Anexo 1)
y es una modificacion de un cuestionario disefiado que fue aplicado en un estudio sobre

brucelosis (Lithg-Pereira y cols., 2004).

El método utilizado para recoger la informacion fue el de entrevista personal con
cada uno de los encuestados. Este método se utilizd con el fin de garantizar una alta tasa

de respuesta.

En todo momento se garantizé a todos los encuestados la confidencialidad de los
datos personales aportados por ellos, segin lo establecido en la Ley Organica

1571999, de Proteccidon de Datos de Caracter Personal.

Los programas informaticos utilizados para la creacién de las bases de datos
informaticas a partir de los registros obtenidos tras la realizacién de la presente encuesta
epidemiolégica y su posterior analisis fueron el Epi Info version 3.5.3, el IBM SPSS

Statistics 20 y el software libre R version 2.7.1 (procedimiento GLM).

3.2.7. ANALISIS MATEMATICO DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

Tras la recogida de los datos obtenidos tras la puesta a punto de la Trans-PCR a
tiempo real, el posterior analisis de las muestras de campo, la realizacién de la encuesta
epidemioldgica y la correspondiente creacion de las pertinentes bases de datos para cada
una de las fases de experimentacion descritas, se procedié realizar el siguiente estudio
matematico de los datos obtenidos. En el presente apartado se exponen los materiales y

las metodologias utilizados.

3.2.7.1. PRIMER ESTUDIO INFERENCIAL PARTIENDO DEL TOTAL DE LAS
GRANJAS MUESTRADAS PARA EL ANALISIS DE LAS MUESTRAS DE LECHE
MEDIANTE LA Trans-qPCR PARA LA DETECCION DE C. burnetii

El objetivo principal de este estudio analitico fue el identificar factores de riesgo
asociados con la presencia de C. burnetii en muestras de leche del ganado caprino en la

isla de Lanzarote.
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Dicho estudio inferencial se dividié en dos partes. En primer lugar, se ha realizado un
andlisis inferencial partiendo de un estudio observacional prospectivo en el que se
muestred6 a un numero especificado de animales por granja, identificandose
posteriormente, la presencia o ausencia de C. burnetii en leche. En este primer estudio
se pretendid establecer relaciones estadisticas entre las granjas positivas, es decir, las
que contaban con animales portadores que eliminaban C. burnetii por la leche, con la
estacion de muestreo, con el fin de establecer si existia estacionalidad en la eliminacion
de C. burnetii por la leche en el ganado caprino de Lanzarote (Maurin y Raoult, 1999;
Arricau-Bouveri y Rodolakis, 2005; Rodolakis y cols., 2007), con el estrato al que
pertenece la granja y con el nUmero de cabezas, con el fin de determinar si existia una
relacion entre el tamano de las explotaciones ganaderas y la presencia de portadores
eliminadores de C. burnetii (Kennerman y cols., 2010) y, por ultimo, se estudié la

relacién existente con la zonificacién de las explotaciones muestreadas (Pascual, 1994).

Para la realizacion de este primer estudio inferencial, en cada grupo de granjas
determinado por cada uno de los factores analizados, se obtuvieron las frecuencias
absolutas y relativas de presencia de C. burnetii en muestras de leche y se compararon
mediante el test exacto de Fisher, recomendado para estudios donde tanto el tamafio
muestral como el de la poblacién diana son relativamente pequefios (Pértega y Pita,
2004). Posteriormente, y para el caso concreto de la estacionalidad en la eliminacién de

C. burnetii por la leche en el ganado caprino de Lanzarote, se procedié de la siguiente

manera: para la i-ésima granja y estacion t (t:1,2) representamos por Ni: el nimero

Y.

de animales examinados y por Yit el nimero de casos detectados en los que se daba

eliminacién del agente causal en leche. Los datos se ajustaron a un modelo de Poisson

(McCullagh y Nelder, 1989) el cual asume que Yi,t P (/ui,t) (ley de Poisson de

pardmetro 4t ), siendo:

log z4, =log N, + 0+ + - X;,

Aqui, @ representa el efecto correspondiente al periodo t (& :0) y Xi,t el vector
de potenciales factores de riesgo. La seleccién de variables se llevé a efecto mediante el
criterio de Akaike (AIC). La bondad de ajuste del modelo se evalué a través del
coeficiente de sobredispersion (overdispersion) y mediante la comparacion de las tasas
de presencia de C. burnetii en leche observadas con las pronosticadas por el modelo. Los

datos se analizaron con el paquete estadistico R versién 2.7.1 (procedimiento GLM).

A continuacion se muestra el codigo R utilizado para realizar los calculos descritos

anteriormente:
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Figura 4. Cédigo R empleado para realizar los calculos de ajuste de los datos
experimentales a un modelo de Poisson que explique la estacionalidad de la
presencia de C. burnetii en la leche de cabra en Lanzarote.

Call:

glm(formula = COXIELA ~ offset(log(N)) + EST, family = poisson(link =
"log"))

Deviance Residuals:

Min 1Q Median 3Q Max

-1.5960 -0.8642 -0.6210 -0.0611 2.9877

Coefficients:

Estimate Std. Error z value Pr(>|z]|)

(Intercept) -2.8936 0.2425 -11.931 < 2e-16 ***

EST 2.0893 0.2970 7.034 2.01e-12 ***

Signif. codes: 0 ****’ 0.001 ***' 0.01'*'0.05'."0.1'"1
(Dispersion parameter for poisson family taken to be 1)
Null deviance: 93.553 on 37 degrees of freedom
Residual deviance: 40.980 on 36 degrees of freedom
AIC: 79.507

Number of Fisher Scoring iterations: 6

List of 30

$ coefficients : Named num [1:2] -2.89 2.08

..- attr(*, "names")= chr [1:2] "(Intercept)" "EST"

$ residuals : Named num [1:30] -1.0000 -0.0281 -0.0559 1.1742 -1.0000

..- attr(*, "names")= chr [1:30] "1" "2" "3" "4" ...
$ fitted.values : Named num [1:30] 1.06 10.29 1.06 1.84 1.11 ...
.- attr(*, "names")= chr [1:30] "1" "2" "3" "4" ...
$ effects : Named num [1:30] 10.400 -6.869 0.115 1.821 -0.879 ...
..- attr(*, "names")= chr [1:30] "(Intercept)" "EST" "" "" ...
$R:num[1:2, 1:2] -7.07 0.00 -4.81 -3.30
..- attr(*, "dimnames")=List of 2
..$ : chr [1:2] "(Intercept)" "EST"
..$ : chr[1:2] "(Intercept)" "EST"
$ rank : int 2
$ gr :List of 5
.$qgr:num[1:30, 1:2] -7.071 0.454 0.146 0.192 0.149 ...
..- attr(*, "dimnames")=List of 2
..$ : chr [1:30] "1" "2" "3" "4" ...
... ..$ : chr[1:2] "(Intercept)" "EST"
.$rank :int 2
..$ graux: num [1:2] 1.15 1.40
..$ pivot: int [1:2] 12
..$ tol : num 1le-11
..- attr(*, "class")= chr "qr"
$ family :List of 11
..$ family : chr "poisson”
..$ link : chr "log"
..$ linkfun :function (mu)
..$ linkinv :function (eta)
..$ variance :function (mu)
..$ dev.resids:function (y, mu, wt)
..$ aic :function (y, n, mu, wt, dev)
..$ mu.eta :function (eta)
..$ initialize: expression({ if (any(y < 0)) stop("negative
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values not allowed for the Poisson family") n <- rep.int(1, nobs)
mustart <-y + 0.1 })
..$ validmu :function (mu)
..$ valideta :function (eta)
..- attr(*, "class")= chr "family"
$ linear.predictors: Named num [1:30] 0.0575 2.3311 0.0575 0.6096 0.1088 ...
.- attr(*, "names")= chr [1:30] "1" "2" "3" "4" ...
$ deviance : num 37.2
$ aic : num 73.7
$ null.deviance : num 88.3
$ iter : int 6
$ weights : Named num [1:30] 1.06 10.29 1.06 1.84 1.11 ...
.- attr(*, "names")= chr [1:30] "1" "2" "3" "4" ...
$ prior.weights : Named num [1:30]1111111111...
..- attr(*, "names")= chr [1:30] "1" "2" "3" "4" ...
$ df.residual : int 28
$ df.null : int 29
$y:Named num [1:30]01014000040...
..- attr(*, "names")= chr [1:30] "1" "2" "3" "4" ...
$ converged : logi TRUE
$ boundary : logi FALSE
$ model :'data.frame': 30 obs. of 3 variables:
..$ COXIELA : num [1:30]01014000040...
..$ offset(log(N)): num [1:30] 2.94 3.14 2.94 3.50 3.00 ...
L$EST :num[1:30]0100000000...
..- attr(*, "terms")=Classes 'terms’, 'formula' length 3 COXIELA ~
offset(log(N)) + EST

.. .- attr(*, "variables")= language list(COXIELA, offset(log(N)), EST)

.. ..- attr(*, "offset")= int 2

.. .- attr(*, "factors")=int [1:3,1]00 1

.. .- attr(*, "dimnames")=List of 2
.. ..$ : chr [1:3] "COXIELA" "offset(log(N))" "EST"
.. ..$: chr "EST"

.. .- attr(*, "term.labels")= chr "EST"
.. ..- attr(*, "order")=int 1
.. .- attr(*, "intercept")=int 1
.. ..- attr(*, "response")=int 1
.. ..- attr(*, ".Environment")=<R_GlobalEnv>
.. .- attr(*, "predvars")= language list(COXIELA, offset(log(N)), EST)
.. .- attr(*, "dataClasses")= Named chr [1:3] "numeric" "numeric"
"numeric"
ve o« - attr(*, "names")= chr [1:3] "COXIELA" "offset(log(N))" "EST"
$ call : language glm(formula = COXIELA ~ offset(log(N)) + EST,
family = poisson(link = "log"), data = eva)
$ formula :Class 'formula' length 3 COXIELA ~ offset(log(N)) + EST
.. ..- attr(*, ".Environment")=<R_GlobalEnv>
$ terms :Classes 'terms’', 'formula' length 3 COXIELA ~
offset(log(N)) + EST
.. ..- attr(*, "variables")= language list(COXIELA, offset(log(N)), EST)
.. .- attr(*, "offset")= int 2
.. .- attr(*, "factors")=int [1:3,1]00 1
.. ..- attr(*, "dimnames")=List of 2
ve vo oo $ 1 chr [1:3] "COXIELA" "offset(log(N))" "EST"
vi vo oo ..$ 1 Chr "EST"
.. ..- attr(*, "term.labels")= chr "EST"
.. .- attr(*, "order")=int 1
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..- attr(*, "intercept")= int 1

attr(*, "response")=int 1

attr(*, ".Environment")=<R_GlobalEnv>

attr(*, "predvars")= language list(COXIELA, offset(log(N)), EST)
attr(*, "dataClasses")= Named chr [1:3] "numeric" "numeric" "numeric"
..- attr(*, "names")= chr [1:3] "COXIELA" "offset(log(N))" "EST"

$ data :'data.frame': 30 obs. of 77 variables:

..$ GRANJAS : num [1:30]112357891011 ...

..$ NOANIMAL: num [1:30] 850 850 400 860 800 450 140 300 300 720 ...
..$ MACHOS : num [1:30] NANANANA81243535...

..$ HEMBRAS : num [1:30] NA NA NA NA 792 438 136 297 295 685 ...

..$ BAIFAS1 : num [1:30] NA NA NA NA 158 109 34 89 118 205 ...

..$ CABRAS : num [1:30] NA NA NA NA 634 329 102 208 177 480 ...

..$ MUNICIPI: Factor w/ 7 levels "Arrecife","Haria",..: 6652366444

.$ ESTRATO : Factor w/ 3 levels "100 - 300","300 - 500",..: 33233212
23.

..$EST num [1:30]0100000000.
+$N:num[1:30] 19 23 93320135101012
.$V9 :num[1:30]0000000000 ..
..$V10:num[1:30]02300000000
.$V11:num[1:30]190033060 1010 12
.$V12: num[1:30]001902075000 ..
..$COXIELA:num[1:30]01014000040
..$ TASA : num [1:30] 0.00 43.48 5.26 12.12 0. 00
.$V13:num[1:30]0000000000..

..$V14:num[1:30]01000000000...
.$V15: num[1:30]0004000040...
.$V16: num[1:30]0010000000...

..$ Z.CUBIER: num [1:30] NA NA NA NA 0.53 0.23 5.6 0.6 0.34 1.8 ..
..$ Z.DESC : num [1:30] NA NA NANA0.130.151.40.20.680.9 ...
..$ VOL_CUBI: num [1:30] NA NA NA NA 0.18 0.08 1.87 0.3 0.17 0.6 .
..$ ALTURACU: num [1:30] NANANANA333223.

..$ ZPASTOR : num [1:30] NA NA NA NA 0.0103 0. 0023 0.014 0.006 0.006 0.0023

..$ HORASPAS: num [1:30] NANANANAS552445 ...
..$ DENSI.ME: num [1:30] NA NA NA NA 0.09 0.07 1.03 0.13 0.19 0.48 ...
..$ NCMEDMUN: num [1:30] 300 NA 280 364 475 ...
..$ MAT.DE.C: num [1:30] NANANANA112222 ...
..$ HUM.CUB : num [1:30] NANANANA222222 ...
..$ T.ZON.C: num [1:30] NANANANA211112...
..$ OROGRAFI: num [1:30] NANANANA 121344 ...
..$ VIENTOS : num [1:30] NANANANA241224 ...
..$ TASAREPO: num [1:30] NA NA NA NA 20 25 25 30 40 30 ...
..$ ORIGEN : num [1:30] NANANANA211221 ...

..$ ORIGENGE: num [1:30] NA NA NA NA 2 NA NA 3 3 NA ...
..$ TASAMH : num [1:30] NA NA NA NA 100 ...

..$ VIDAUTIL: num [1:30] NANANANA 442455 ...

..$ COMPAR.M: num [1:30] NANANANA211111..

..$ CUARENTE: num [1:30] NANA NANA1NANA11NA...
..$ DESPARIS: num [1:30] NA NA NA NA 2 NANA 2 1 NA ...
..$ VACUNAS : num [1:30] NANANANA2NANA21NA ...
..$ NIGUNA : num [1:30] NANANANA2NANA121 ...

..$ TIPO1 : num [1:30] NANANANA 111111 ..,

..$ REG.VACI: num [1:30] NANANANA111211 ...
..$ FRE.REGU: num [1:30] NANANANA113333...

147



Estudio epidemiolégico

Material y métodos

..$ FRE.MAN : num [1:30] NANANANA222112.

..$ LIM.ORDE: num [1:30] NANANANA111221.

.$ AOTRAGAN: num [1:30]NANANANA 112223 ..
.$TIPO2 : num [1:30] NANANANA111111..

..$ ESPECIE : num [1:30] NANANANA211442 ..
..$ AOTRARUM: num [1:30] NANANANA111112...

..$ TIPO3 : num [1:30] NANANANA111111...
..$ TIPOPAST: num [1:30] NANANANA222221...
..$ ANTIGUED: num [1:30] NANANANA112121.
..$ LIMPIEZA: num [1:30] NANANANA111111.
..$ FREC.LIM: num [1:30] NANANANA111121.
..$ TAREASD : num [1:30] NANANANA1111
.$V59_A:num[1:30] NANANANA111
..$ ROTACION: num [1:30] NA NA NA NA 2
..$ SER.VET : num [1:30] NANANANA 11
..$ PERSONAL: num [1:30] NA NA NA NA 1
..$ GAN.PART: num [1:30] NA NA NA NA 1
..$ VET.PART: num [1:30] NANANANA1211
..$ OTRA.PAR: num [1:30] NANANANA2112
..$ DES.MANO: num [1:30] NANANANA 14
..$ GUANTES : num [1:30] NANANA NA 3 1
..$ PLACENTA: num [1:30] NANANANA1 1
2
3

1
2
21
223.
11222
1113.
23343
11111,
22.
11

24 3

1132.

1111,
..$ P.PRINCI: num [1:30] NA NA NANA 22 2
..$ P.SECUND: num [1:30] NA NA NA NA 3

4
3
1

225.

NA

A

12 .
..$ BAIFAS : num [1:30] NA NA NA NA 30 70 20 30 90 10
3015105...
..$ INFERT : num [1:30] NA NA NA NA 20 10 NA 105 10 ...
1

..$ ADULTAS : num [1:30] NANANANAS1

..$ GARRAPAT: num [1:30] NANANANA211111...

..$ GRAD.INF: num [1:30] NANANANANA12122.
..$ CONCEN : num [1:30] NANANANA322112.
.$ FIBRALAR: num [1:30] NANANANA213331 ...

$ offset : num [1:30] 2.94 3.14 2.94 3.50 3.00 .
$ control :List of 3
..$ epsilon: num 1e-08
..$ maxit : num 25
..$ trace : logi FALSE
$ method : chr "glm.fit"
$ contrasts : NULL
$ xlevels : list()
- attr(*, "class")= chr [1:2] "glm" "Im"

Como se podra observar en el apartado de resultados, la variable zonificacion o zona

de las granjas no se pudo considerar como un factor de riesgo mediante una asociacion

entre variables de manera estadisticamente significativa en este primer analisis

inferencial. Sin embargo, llamé poderosamente la atenciéon que la tasa de granjas con

animales positivos en la zona considerada de riesgo en el presente estudio fuera 3,3

veces superior a la tasa observada en la zona considerada de menor riesgo en la estacion

en la que se registré una menor tasa de presencia de Coxiella en las muestras de leche.

Este hallazgo nos llevd a realizar un segundo estudio inferencial basandonos en los datos

proporcionados por la encuesta realizada en el presente estudio, en el que se tratd de

hallar posibles factores de riesgo que puedan explicar las diferencias de tasas observadas
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entre las zonas de riesgo propuestas de entre una serie de variables que tienen que ver

con multiples aspectos del manejo y del disefio de las explotaciones encuestadas.

En el siguiente apartado se describird el procedimiento seguido para analizar los
datos obtenidos tras la realizacion de la encuesta epidemioldgica con el fin desarrollar un
estudio estadistico descriptivo que serviria de base para la posterior realizacion del citado
segundo estudio inferencial, en el cual, se trata de relacionar diferentes variables que
tienen que ver con el manejo y la sanidad animal con las tasas de presencia de C.
burnetii en leche del ganado caprino de Lanzarote, de una manera indirecta en esta
ocasion, es decir, tras una clasificacion previa de las granjas encuestadas en dos zonas
en cuanto al riesgo de presencia de animales portadores eliminadores de Coxiella en

leche se refiere.

3.2.7.2. EPIDEMIOLOGIA DESCRIPTIVA Y ANALITICA A PARTIR DE LOS
DATOS OBTENIDOS EN LA ENCUESTA EPIDEMIOLOGICA. SEGUNDO ESTUDIO
INFERENCIAL

Fruto de los resultados del analisis de las muestras de campo mediante Trans-qPCR,
del estudio previo del censo caprino de la isla de Lanzarote, y del estudio de los
resultados del cuestionario, se obtuvo una estadistica descriptiva sobre la distribucién de
la poblacién caprina en el territorio estudiado, condiciones de manejo y sanidad animal vy,
sobre la capacidad organizativa y formacion de los ganaderos, que ademas permitira
apoyar los resultados estadisticos analiticos obtenidos. Concretamente, este estudio

descriptivo servira de base para la realizacidén del segundo estudio inferencial.

Para ello, se organizé la informacién obtenida a partir de la encuesta en distintos
apartados que trataban diferentes campos de la produccién y la sanidad animal, con el
fin de establecer una descripcion de la realidad existente en cada uno de los campos
tratados, asi como de intentar establecer relaciones estadisticamente significativas con
los potenciales factores de riesgo que serian estudiados en el segundo analisis
inferencial. Por otra parte, para cada una de las variables cuantitativas tratadas en esta
parte del estudio se calculd la media aritmética, la mediana (utilizada esta ultima como
valor de referencia o indicador para alguna de las variables analizadas de cara al
segundo estudio inferencial, debido al pequeno tamafio poblacional), la desviacién

estandar y el intervalo de confianza (Milton y Tsokos, 2001).

El total de granjas encuestadas (19 granjas) se dividieron en dos grupos: por un

lado estaban las granjas situadas en la zona considerada de riesgo en el presente estudio
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y que se corresponde, en este analisis, con la que comprende a los municipios de Haria,
Teguise y Tias, que se caracterizan por ser municipios que se sitlan en la zona centro y
norte de Lanzarote; por otro lado estaban las granjas situadas en la zona de menor
riesgo siendo o la que se corresponde con los municipios de Arrecife, San Bartolomé,

Tinajo y Yaiza (zona centro-sur).

Asimismo, afiadir que se elaboraron unas tablas para a mostrar los resultados
obtenidos de cara al segundo analisis inferencial realizado a partir de los datos obtenidos
tras la ejecucion de la encuesta. En dichas tablas se muestran en la primera columna las
variables a analizar y los limites propuestos para clasificar las granjas en situacion de
riesgo 0 no, mientras que en la columna del centro se muestran las frecuencias relativas
y absolutas obtenidas para las granjas de cada una de la zonas de riesgo propuestas
para el segundo estudio inferencial, mostrandose en la tercera columna el valor de p
obtenido segun el test de Fisher, recomendado para este tipo de estudios analiticos

donde el tamafio poblacional, asi como el muestral, son reducidos (Pértega y Pita, 2004).

A continuacion se expondra la relacion de campos que tienen que ver con el manejo
y la sanidad animal propuestos y la serie de hipotesis propuestas para cada una de las

variables a tratar de cara a la realizacién del segundo estudio inferencial:

A. Densidad poblacional y dimensionamiento de las explotaciones ganaderas

Con el fin poder establecer sistemas de referencia para las variables densidad
poblacional animal en la zona cubierta (tanto en superficie como en volumen),
densidad poblacional animal en la zona descubierta y altura de la cubierta, se
categorizaron las mismas segun los valores citados por Buxadé y colaboradores (1996)
para el dimensionamiento de las explotaciones de ganado caprino lechero, dividiendo a
las diferentes explotaciones para cada una de las variables (ahora de tipo cualitativas
dicotomicas) en dos grupos: las que cumplian los requisitos minimos de
dimensionamiento y las que no lo hacian (esta ultima situacién considerada como de

riesgo debido a que fomenta mayores tasas de contacto).

B. Orografia y climatologia

En este caso, las variables propuestas serian de tipo cualitativo y las situaciones de
riesgo propuestas en esta ocasién serian: a. El que las granjas tuvieran cubiertas de
uralita debido a que se ha demostrado en estudios previos que éstas estan relacionadas

con la presencia de afecciones pulmonares, lo que podria traducirse en una mayor
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oportunidad para C. burnetii de cara a la produccién de de infeccién via aerégena; b. El
gue tuvieran cubiertas metalicas, lo que se traduciria en un menor aislamiento de la
temperatura exterior y temperaturas mas bajas en invierno; c. Presencia de humedades
en zona cubierta, lo que se traduciria en mayor probabilidad de creaciéon de aerosoles
contaminados por Coxiella en las épocas lluviosas ademas de empeorar la accion de las
bajas temperaturas de cara a la produccion de neumonias; d. Presencia de altas
temperaturas en la zona cubierta lo cual una idea también de la capacidad de
aislamiento térmico de la cubierta y de la idoneidad de la misma de cara a prevenir la
aparicion de neumonias; e. La influencia de la orografia, estimandose como riesgo
que las granjas situadas en zonas con mayor relieve puedan tener una acciéon de los
vientos, de las temperaturas y de la humedad relativa del aire; f. La accién de los
vientos, estimandose como riesgo la mayor exposicion de las granjas a los vientos
dominantes ya que esta circunstancia podria predisponer a la aparicion de neumonias y
facilitar la transmision aerdgena de la fiebre Q entre los animales. (Buxadé y cols.,
1996; Sesion Plenaria del Consejo Interterritorial del Sistema Nacional de Salud,
aprobacion del protocolo de vigilancia sanitaria especifica para los/as trabajadores/as
expuestos a amianto, 25 de octubre de 1999; Tissot-Dupont y cols., 2004; Tissot-
Dupont, 2009).

C. Reposicion e introduccion de ganado en la explotacion. Medidas

preventivas

Las variables y situaciones de riesgo propuestas con respecto a este campo serian
las siguientes: a. Proporcion de primiparas, ya que se ha podido observar en estudios
anteriores que los animales jovenes presentan una mayor presencia de anticuerpos
contra la fiebre Q en las ganaderias estudiadas, con lo que, hipotéticamente, a mayor
proporcion primiparas, mayor riesgo de presencia de Coxiella en leche (Pascual, 1994;
Kennerman y cols., 2010); b. Tasa hembras/macho, este indice es indicador del estrés
que han de soportar los machos de la explotacién durante la época de apareamientos,
con lo cual, a mayor valor para esta tasa, mayor riesgo; Vida util de los machos, este
indice puede ser indicador también de estrés durante el apareamiento y promueve la
endogamia, lo que puede traducirse en una menor resistencia a enfermedades (Buxadé y
cols., 1996; Kruszewska y Tylewska-Wierzbanowska, 1997; Alvarez-Orti y cols., 1999;
Leone y cols., 2004). Para todas las variables citadas en este apartado se ha propuesto
como limite a las ganaderias encuestadas, para entrar en situacion de riesgo, el superar

el valor de la mediana.

Asimismo se propusieron otras variables que tienen que ver con el origen de la
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reposicion (“origen de la reposicion” de las hembras y el “intercambio de machos
entre ganaderias”) ya que la introduccidn de animales provenientes de otras
ganaderias pueden alterar los equilibrios existentes para la fiebre Q en las diferentes
poblaciones animales (Lennette y Welsh, 1951; Huebner y Bell, 1951; Biberstein y cols.,
1974).

D. Ordefo: tipo y mantenimientos de las maquinarias en caso de ordefio

mecanico

En este apartado se tratd de determinar si determinados factores relacionados con el
manejo y, mas concretamente, con el ordefio del mismo, tienen relacion con el
incremento en las tasas de presencia C. burnetii en leche, ya que en un estudio previo
realizado en vacas se relaciond a este agente causal con la produccion de mamitis
(Barlow y cols., 2007). Por ello, en la encuesta se realizaron preguntas que tienen que
ver con posibles factores favorecedores de la aparicion de mamitis y que guardan
relaciéon con el ordeno mecanico (Buxadé y cols., 1996). En este sentido tendriamos
operaciones de mantenimiento de la maquina de ordefio tales como la periodicidad con la
gue se comprueba la regulacion de vacio y de frecuencia de pulsos, periodicidad del
cambio de mangueras de conduccién de la leche, asi como verificar si el protocolo
de limpieza llevado a cabo era el indicado por el fabricante u otro distinto. Los limites
propuestos para las dos primeras variables son los minimos recomendados por la
mayoria de fabricantes de maquinas de ordeno (6 meses). En el caso de la tercera
variable, la situacion de riesgo era que no se siguiera el protocolo de limpieza

recomendado por el fabricante.

E. Entorno

En el presente apartado, los hipotéticos factores de riesgo propuestos son aquellos
que contribuyen a aumentar la tasa de contacto entre los animales de diferentes
explotaciones, ya sean de la misma o de distinta especie. Por tanto dichos factores de
riesgo serian: menos de 5 Km de distancia de las explotaciones encuestadas a
explotaciones de otro tipo de produccioén, que la explotacion de otra especie mas
cercana sea de ganado bovino (ya que se trata de la segunda especie de rumiantes
en importancia censal en Lanzarote y cuenta con importaciones de animales frecuentes,
con lo que se pueden introducir nuevas cepas), que la distancia a otras granjas de
pequefios rumiantes fuera inferior a 5 km y que compartan pastos con otras
explotaciones (Martin y cols., 1997; Tissot-Dupont y cols., 2004; Maritnov, 2007;

Kennerman y cols., 2010).
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F. Datos de manejo general relacionados con la sanidad animal

En este apartado se muestran datos descriptivos de variables como el tipo de
manejo llevado a cabo en las diferentes ganaderias, la importancia de las Asociaciones
de Defensa Sanitaria en el asesoramiento en materia de sanidad animal de los

ganaderos encuestados o la edad de los responsables de las explotaciones.

Ademas, se muestran los registros obtenidos para una serie de variables cualitativas
relacionadas con el personal y las tareas de limpieza, desinfeccién y desparasitacion de
los corrales en las explotaciones ganaderas encuestadas, teniendo en cuenta la

distribucion por zonas en cuanto al riesgo de presencia de C. burnetii en leche.

Los limites propuestos para las situaciones de riesgo se han basado, en esta ocasion,
en la experiencia profesional del autor principal del presente estudio y en las referencias
bibliograficas existentes al respecto (Polydorou, 1985; Maurin y Raoult, 1999; Arricau-
Bouvery y Rodolakis, 2005).

G. Manejo reproductivo: control de la fertilidad, abortos y atencién de partos

En este apartado se procedié a tratar diversos indices que nos hablan del manejo
reproductivo, intentando relacionar a éstos con las tasas de presencia de C. burnetii
indirectamente a través de la situacion geografica de las granjas. De entre las variables
tenidas en cuenta se encuentran la tasa de abortos en primerizas, las cuales y segun
estudios anteriores, suelen presentar tasas de seroprevalencia superiores a los animales
adultos (Kennerman y cols., 2010), la tasa de abortos en hembras con dos o mas
partos, ya que se ha observado que los animales afectados por la enfermedad puede
expresar la misma en la siguiente paridera (Berri y cols., 2007) y la tasa de infertilidad
en el total de animales de las ganaderias encuestadas. Los limites para entrar en
situacion de riesgo propuestos en estos casos se corresponden con superar los valores de

la mediana detectados para las citadas variables.

Asimismo, se analizé de manera descriptiva la distribucion anual de los partos para
la muestra de la encuesta (perteneciente a la poblacion diana del presente estudio), asi
como la existente para cada una de las zonas propuestas en el presente estudio de cara
de cara al riesgo de presencia de Coxiella en leche (zonas centro-norte o de mayor riesgo
y centro-sur). Con ello se pretendié estudiar en qué medida puede influir la
concentracion de partos en una época concreta en la presencia de C. burnetii en la leche

durante la estacion de menor riesgo (Maurin y Raoult, 1999; Arricau-Bouvery y
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Rodolakis, 2005). También se abordaron de manera descriptiva determinados aspectos
relacionados con la asistencia de los partos en las granjas que pueden resultar de interés

de cara a la sanidad animal y publica.

H. Presencia de artrépodos

Se intentd asociar las zonas donde se percibe la presencia de garrapatas con
las zonas de riesgo propuestas en el presente estudio. También, de manera descriptiva,
se muestra la relacion entre la orografia y la presencia de estos artropodos.

I. Alimentacion: racionamiento

También se registraron datos sobre la alimentacién del ganado caprino en las

ganaderias encuestadas, los cuales se presentan en forma de frecuencias absolutas vy

relativas.

154



Material y métodos Sensibilidad de la Trans-qPCR

3.3. DISENO DE UN METODO MATEMATICO PARA CALCULAR LA
SENSIBILIDAD DE LA Trans-PCR A TIEMPO REAL EN LA DETECCION DE
Coxilla burnetii EN MUESTRAS DE LECHE DE GANADO CAPRINO

Para poder disefiar un método matemaéatico para calcular la sensibilidad de la
Trans-qPCR, partimos de la idea basica de que aquellas muestras de leche que
realmente presenten el agente causal pero no hayan sido detectadas por la técnica
como positivas, serd debido a que cuentan con una concentracion de ADN de C.
burnetii inferior a la que es necesaria para alcanzar el valor de ciclo umbral maximo
que es capaz de detectar la prueba. Por tanto, para proceder a ajustar correctamente
una distribucion de probabilidad en estas condiciones es necesario tener en cuenta la

existencia de posibles valores no registrados a la derecha de la distribucion.

Se procedio a realizar el ajuste para cinco tipos de distribuciones de probabilidad
conocidas y con aplicaciones demostradas cientificamente en los campos de la
medicina y la microbiologia. Dichas distribuciones fueron la Gamma, Normal, Weibull,
Logistica y Gumbel. Ademas, se han calculado los tests de bondad de ajuste de
Kolmogorov-Smirnov, Anderson-Darling y Chi-Cuadrado. Para ello se utilizé el
paquete de “software” libre R truncgof, desarrollado precisamente para valorar el
ajuste de distribuciones de probabilidad a datos censurados por la derecha. Se tomo
como valor umbral el valor maximo de ciclo umbral detectado tras todos los analisis
realizados durante el presente estudio (incluyendo los resultados de los andlisis de

las muestras de campo).

Se realizaran graficos para valorar el ajuste de las distintas distribuciones, asi
como los valores de los tests de bondad de ajuste, parametros estimados y
estimaciones de tasas de falsos negativos. Asimismo, se procedera a calcular la
probabilidad de falsos negativos en el supuesto de que detuviéramos el proceso de
amplificacién de ADN de la técnica de Trans-PCR a tiempo real en el ciclo 36 y en el
40 de la misma, tal y como se describe en la metodologia de estudios previos que
han utilizado la técnica de Trans-PCR (Lorenz y cols., 1998; Berri y cols., 2000; Klee
y cols., 2006; Vaidya y cols., 2008), haciendo una estimacion de la sensibilidad

obtenida por la técnica para estos supuestos.

Para ello se llevaron a cabo dos series de ajustes a las distribuciones Normal,
Gamma, Logistica, Weibull, Gumbel y Lognormal, en todos los casos con
truncamiento a la derecha (es decir, no era posible observar valores superiores a

cierto umbral). En la primera serie (Supuesto A) se considerd que el niUmero maximo
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de ciclos que se pudieron detectar fueron 43.2 (ya que hay una muestra positiva en
la que la emision de fluorescencia supera el umbral de deteccién del ADN bacteriano
de la técnica una vez transcurridos 43.19 ciclos). En la segunda serie (Supuesto B)
se considerd que el valor maximo de ciclo umbral detectable por la técnica fue de
41.00, ya que los valores de ciclo umbral observados en las muestras positivas se
distribuyen muy cerca unos de otros hasta el ciclo umbral 40.6, siendo en este valor
donde se produce un salto hasta el Gnico positivo que se detecta en el ciclo umbral
43.2. Asimismo, se ha calculado también la probabilidad de falsos negativos para
otras tres hipotéticas situaciones: a. Si la técnica se detuviese en el ciclo 36; b. Si se
detuviese en el ciclo 38; c. Si se detuviese en el ciclo 40. Dichos calculos se han
realizado para los supuestos A (ciclo umbral maximo detectado 43.2) y B (ciclo

umbral maximo detectado 41.0 ciclos).

Para cada ajuste se proporcionan:

e Los parametros estimados de la distribucion.

e La probabilidad de falso negativo calculada como la probabilidad de superar el
umbral observable (43.2 ciclos en la primera serie y 41 ciclos en la segunda).

e La probabilidad de falso negativo en los supuestos de detener la prueba a los 36,
38 y 40 ciclos.

e Los valores de los estadisticos de bondad de ajuste Komogorov-Smirnov (KS) y
Anderson-Darling (AD), asi como sus p-valores correspondientes (como siempre, un
p-valor>0.05 indicaria que puede aceptarse el ajuste a la distribucion tedrica
observada, y un p-valor inferior indicaria que dicha distribucidon puede descartarse).

¢ La diferencia fundamental entre el estadistico KS y el AD es que el segundo
asigna mas peso a los valores de las colas de la distribucion. Hay 3 estadisticos de
Anderson-Darling: AD: Anderson-Darling estandar: la discrepancia entre la
distribucién observada y la teérica se mide en valor absoluto. Tiene en cuenta sélo la
mayor discrepancia observada (igual que KS); AD2: Anderson-Darling Cuadratico: la
discrepancia entre ambas distribuciones se mide en diferencias al cuadrado; la
discrepancia global es un promedio ponderado de todas las diferencias observadas;

ADup: test AD en el que se asigna mas peso solo a la cola superior de la distribucién.

El cédigo R empleado para realizar los calculos de ajuste de los datos
experimentales a curvas de probabilidad conocidas, estimacion de tasa de falsos

negativos y la realizaciéon de los distintos graficos se muestra a continuacion:
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Figura 5. Cédigo R empleado para realizar los calculos de ajuste de los datos
experimentales sobre ciclo umbral de las muestras positivas a curvas de
probabilidad conocidas, estimacidon de tasa de falsos negativos y la
realizacién de los distintos graficos.

# Test de bondad de ajuste de Anderson-Darling
library(ADGofTest)
library(evd)

# Funcién de distribucién para datos censurados
cpdist=function(x,dist,parms=c(0,1),umbral,censura)
{

cpd=function(x) do.call(pdist,list(x,parms[1],parms[2]))

pdright=function(x) if (x<umbral) return(cpd(x)/cpd(umbral)) else return(1)

pdleft=function(x) if(x>umbral) return((cpd(x)-cpd(umbral))/(1-cpd(umbral))) else
return(0)

pdist=paste(*'p", dist, sep = "")

if (censura=="left") px=sapply(x,pdleft) else px=sapply(x,pdright)

return(px)

}

# Funcién para estimar los parametros
fitdist=function(X,dist,umbral,censura,ini)
{
LL.left=function(parms) # Log-Verosimilitud de la distribucién con censura por la
izqda.
{
a=parms[1];b=parms[2];n=length(X)
lI=sum(log(do.call(ddist,list(X,a,b))))-n*log(1-do.call(pdist,list(umbral,a,b)))
return(ll)
¥
LL.right=function(parms) # Log-Verosimilitud de la distribucién con censura por la
dcha.
{
a=parms[1];b=parms[2];n=length(X)
lI=sum(log(do.call(ddist,list(X,a,b))))-n*log(do.call(pdist,list(umbral,a,b)))
return(ll)
¥
ddist <- paste("d", dist, sep = ") # Funcion de densidad
pdist <- paste("p", dist, sep = "") # Funcidn de distribucién
if (censura=="left") mv=optim(ini,LL.left,control=list(fnscale=-1))$par
else if (censura=="right") mv=optim(ini,LL.right,control=list(fnscale=-1))$par
return(mv)

}

# Funcién para simular datos con censura izqda o dcha
rcdist=function(n,dist,parms,umbral,censura)
{

sim.right=function(a=Inf) while(a=umbral)
a=do.call(rdist,list(1,parms[1],parms[2]))

sim.left=function(a=-Inf) while(a<umbral)
a=do.call(rdist,list(1,parms[1],parms[2]))

rdist <- paste("r", dist, sep = "") # Generacion de valores aleatorios

if (censura=="left") sim=replicate(n,sim.left()) else sim=replicate(n,sim.right())

b

# Tests de bondad de ajuste de Kolmogorov-Smirnov y Anderson-Darling
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gof.test=function(y,dist,umbral,censura,ini,nsim=1000)

{
n=length(y); sqn=sqrt(n)
Fn=0:n/n; Fnu=Fn[-1]; Fnd=Fn[-(n+1)]
adks.test=function(y,dist,umbral,censura,ini)

{
fd=fitdist(y,dist,umbral,censura,ini)
x=sort(y)
Fx=cpdist(x,dist,parms=fd,umbral,censura)
ufx=(1-Fx)

den=sqrt(Fx*ufx)

dFnux=abs(Fnu-Fx); dFndx=abs(Fx-Fnd)
ad=sgn*max(dFnux/den,dFndx/den)
adup=sgn*max(dFnux/ufx,dFndx/ufx)
ks=sqn*max(dFnux,dFndx)

# Se obtiene lo mismo con:

# ks=sqrt(n)*ks.test(x,cpdist,dist,fd,umbral,censura)$statistic
ad2=ad.test(x,cpdist,dist,fd,umbral,censura)$statistic
return(c(ks,ad,ad2,adup))

b

gof.sim=function(n,dist,parms,umbral,censura)
{
x=rcdist(n,dist,parms,umbral,censura)
return(adks.test(x,dist,umbral,censura,parms))

adks=adks.test(y,dist,umbral,censura,ini)
names(adks)=c("KS","AD","AD2","ADup")
fd=fitdist(y,dist,umbral,censura,ini)
gof.dist=replicate(nsim,gof.sim(n,dist,fd,umbral,censura))
pv=c(0,0,0,0)
for (i in 1:4) pv[i]=length(gof.dist[i,][gof.dist[i,]=adks[i]])/nsim
gft=data.frame(cbind(adks,pv))
names(gft)=c("'statistic","p.value™)
return(gft)

¥

# Gréficos de ajuste
graficos=function(X,dist,mv,umbral,censura,rangoX=NULL,br=8)
{

ddist <- paste("d", dist, sep = ") # Funcion de densidad

pdist <- paste("p", dist, sep = ") # Funcioén de distribucion

rdist <- paste(''r", dist, sep = "") # Generacion de valores aleatorios

par(mfrow=c(2,2))

if (is.null(rangoX)) rangoX=range(X)

# Histograma

hist(X,freq=F,main="Densidad tedrica estimada",xlab="Ciclo

umbral”,ylab="Densidad de probabilidad",xlim=rangoX,breaks=br)

basel=seq(rangoX[1],umbral,length=200)

base2=seq(umbral,rangoX[2],length=200)

if (censura=="left") {base=base2; bs=basel; Fc=1-
do.call(pdist,list(umbral,mv[1],mv[2]))}

else if (censura=="right'") {base=basel; bs=base?2;
Fc=do.call(pdist,list(umbral,mv[1], mv[2]))}

dt=do.call(ddist,list(base,mv[1],mv[2]))/Fc # Densidad

lines(base,dt,lwd=2,col="red")

abline(v=umbral,lty=2)

# Distribucién empirica
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plot(ecdf(X),main="Funcién de distribucién empirica")
pt=(do.call(pdist,list(base,mv[1],mv[2])))

if (censura=="left") pt=pt-(1-Fc)

pt=pt/Fc # Distribucién
lines(base,pt,lwd=2,col="red")
abline(v=umbral,lty=2)

# Q-Q Plot
dteo=do.call(rdist,list(10000,mv[1],mv[2]))
if (censura=="left") dteo=dteo[dteo>umbral]

else if (censura=="right") dteo=dteo[dteo<umbral]
qgplot(dteo,X,main="QQ-plot",ylab="Observados",xlab="Tedricos")
abline(0,1) # bisectriz primer cuadrante
# Grafico densidad completa
base=seq(rangoX[1],rangoX[2],by=0.1)
dd=do.call(ddist,list(base,mv[1],mv[2]))
plot(base,dd,type="1",col="blue",lwd=2,xlab="Ciclo umbral"”,
ylab="Densidad de Probabilidad",main="Densidad
ajustada”,ylim=c(0,max(dd)))
# Area por fuera del umbral
ys=do.call(ddist,list(bs,mv[1],mv[2]))
for (k in 1:length(bs)) lines(c(bs[k],bs[k]),c(0,ys[k]),col="cyan")
lines(base,dd,type="1",col="blue",lwd=2)
lines(c(umbral,umbral),c(0,do.call(ddist,list(umbral,mv[1],mv[2]))).lty=2)
abline(h=0,Ity=2)
¥

pfn=function(dist,umbral,censura,mv) # Calculo de la probabilidad de falso negativo
{
pdist=paste("p",dist,sep=""")
if (censura=="left"") area=do.call(pdist,list(umbral,mv[1],mv[2]))
else if (censura=="right') area=1-do.call(pdist,list(umbral,mv[1],mv[2]))
return(round(area,6))

}

ajuste=function(x,dist,umbral,censura,ini,rangoX,br,nsim=1000, test=T)
{
fd=fitdist(x,dist,umbral,censura,ini)
fn=pfn(dist,umbral,censura,fd)
graficos(x,dist,fd,umbral,censura,rangoX,br)
if (test) gf=gof.test(x,dist,umbral,censura,ini,nsim) else gf=NULL
p36=pfn(dist,36,censura,fd)

return(list(dist=dist,parametros.estimados=fd,prob.falso.negativo=fn,tests.bondad.aj
uste=df,

Prob.mas.de.36.ciclos=p36))
¥

library(xIsReadWrite)

setwd("'C:/Datos/angelo/Mis documentos/Investigacién/Coxiella™)
setwd("d:/Coxiella™)

coxi=read.xlIs(""Coxiella-ciclo.xIs™)

nciclos=coxi$numciclos

dat=read.xIs(""concentraciones coxiella.xls")

Icon=dat$logCon
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hist(nciclos)
hist(lcon)

# Ejemplos de uso de las rutinas:

# Ejecucion de tareas por separado:

dist="norm"; umbral=3; ini=c(5,1); censura="left"; rangoX=c(2,8)
fd=fitdist(lcon,dist,umbral,censura,ini);fd
pfn(dist,umbral,censura,fd)
graficos(lcon,dist,fd,umbral,censura,rangoX)
gf=gof.test(lcon,dist,umbral,censura,ini,nsim=1);gf

# Ejecucion global:
ajuste(lcon,dist,umbral,censura,ini,rangoX,nsim=1000, test=F)
ajuste(lcon,dist,umbral,censura,ini,rangoX,nsim=1000, test=T)

# Aplicacion al numero de ciclos

umbral=43.2; censura="right"; rangoX=c(25,47); nsim=1; br=8
dist="norm"; ini=c(37,3);
ajuste(nciclos,dist,umbral,censura,ini,rangoX,br=br,nsim=nsim,test=T)
dist="gamma"; ini=c(100,3);
ajuste(nciclos,dist,umbral,censura,ini,rangoX,br=br,nsim=nsim, test=T)
dist="logis"; ini=c(37,2);
ajuste(nciclos,dist,umbral,censura,ini,rangoX,br=br,nsim=nsim, test=T)
dist="gumbel"; ini=c(37,5);
ajuste(nciclos,dist,umbral,censura,ini,rangoX,br=br,nsim=nsim, test=T)
dist="weibull"; ini=c(15,37);
ajuste(nciclos,dist,umbral,censura,ini,rangoX,br=br,nsim=nsim, test=T)
dist="Inorm"; ini=c(3.61,0.1);
ajuste(nciclos,dist,umbral,censura,ini,rangoX,br=br,nsim=nsim, test=T)

# Aplicacién al niumero de ciclos con un umbral mas bajo (se pierde una observacion)
nciclos=nciclos[nciclos<41]

a0=27; delta=(41-27)/8; br=a0+(0:8)*delta # breaks del histograma
umbral=41; censura="right"; rangoX=c(25,47); nsim=1

dist="norm"; ini=c(37,3);
ajuste(nciclos,dist,umbral,censura,ini,rangoX,br=br,nsim=nsim,test=T)
dist="gamma"; ini=c(100,3);
ajuste(nciclos,dist,umbral,censura,ini,rangoX,br=br,nsim=nsim, test=T)
dist="logis"; ini=c(37,2);
ajuste(nciclos,dist,umbral,censura,ini,rangoX,br=br,nsim=nsim, test=T)
dist="gumbel"; ini=c(37,5);
ajuste(nciclos,dist,umbral,censura,ini,rangoX,br=br,nsim=nsim, test=T)
dist="weibull"; ini=c(15,37);
ajuste(nciclos,dist,umbral,censura,ini,rangoX,br=br,nsim=nsim,test=T)
dist="Inorm"; ini=c(3.61,0.1);
ajuste(nciclos,dist,umbral,censura,ini,rangoX,br=br,nsim=nsim, test=T)
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4. RESULTADOS.

“La vida no elige su mundo, sino que vivir es encontrarse, desde luego, en
un mundo determinado e incanjeable: en este de ahora”.

José Ortega y Gasset.

4.1. ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE LA REACCION EN CADENA DE
LA POLIMERASA A TIEMPO (Trans-PCR-TR) REAL PARA LA DETECCION DE

Coxiella burnetii.

4.1.1. EVALUACION DEL CONTROL POSITIVO DE C. burnetii.

Siguiendo lo descrito en el apartado de material y métodos procedimos a
determinar la concentracion inicial de genoma de C. burnetii (aislamiento de
referencia Nine Mile), haciendo uso de la espectrofotometria. El resultado obtenido

tras esta medicién fue de 14,1041 pg/ml.

Si tenemos en cuenta que el genoma de C. burmetii tiene un peso molecular
medio de 1,04 x 10° Daltons (Myers y cols., 1980), o lo que es lo mismo 1,761 x 10°°
Mg, Yy si nos fijamos en la media obtenida tras las mediciones realizadas, tenemos
que, la concentracion de ADN del control positivo del que partimos equivaldria a una

concentracidn bacteriana equivalente aproximadamente a 8,01 x 10° células/ml.

4.1.2. CEBADORES Y Trans-PCR A TIEMPO FINAL.

Se comprobo que los cebadores disefiados por Houver y cols. (1992) funcionaron
correctamente al realizar la Trans-PCR a tiempo final. Las muestras positivas dieron
una Unica banda claramente visible con un peso molecular correspondiente a 687 pb,

mientras que las muestras negativas no produjeron ninguna banda.

4.1.3. Trans-PCR A TIEMPO REAL Y CURVA PATRON.

Una vez comprobada que el protocolo de la PCR a tiempo final y los cebadores
funcionaban, se verificd que los mismos cebadores podian ser utilizados en la Trans-
PCR a tiempo real, siguiendo un primer protocolo, el descrito en el apartado 3.1.4.
(material y métodos). Se observd un resultado positivo, para el control positivo y

negativo para el control negativo.
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Para estandarizar la Trans-PCR a tiempo real, se llevé a cabo una curva patrén,
con diluciones seriadas del control positivo inicial. Dichas diluciones seriadas (en base
10) presentaban valores situados entre 10° y 10, o lo que es lo mismo, hablando en
término de valores de concentracion de células de C. burnetii, entre 8,01 x 10° y
8,01 células por ml. Ademas de para estandarizar la Trans-PCR a tiempo real, este
ensayo tenia por objetivo obtener una curva patron de la prueba diagnostica que se

iba a utilizar en nuestro estudio.

Figura 6. Gréafico de la emision de fluorescencia obtenidos durante el
ensayo para obtener la curva patron de la Trans-PCR a tiempo real.
Diluciones seriadas (de izquierda a derecha, y con concentraciones en
células de Coxiellazml): 8,01*10° (B3); 8,01*10° (B4); 8,01*10’ (B5);
8,01*10° (B6); 8,01*10° (B7); 8,01*10* (B8); 8,01*10° (B9).
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Figura 7. Curva estandar obtenida al comparar el ciclo umbral de los
valores positivos de las diferentes diluciones del control positivo y la

concentracion bacteriana.

CURVA ESTANDAR
50
L 40 1 2
] 0,8
5
M 201 =18 714 76
E 10 '
0 T T T T T
¢ 0 2 4 6 8 10 12
CONCENTRACION DE BACTERIAS
CELULAS / ML...

162



Resultados Puesta a punto de la Trans-PCR-TR

En la figura 6 se puede observar como 7 diluciones del ADN control positivo dan
resultado positivo, mostrando un curva de fluorescencia por encima del valor umbral

(linea naranja).

La elaboracion de esta curva patron nos permitid obtener unos valores de
referencia en cuanto a la sensibilidad de la técnica, nos ha permitido hallar la
concentracion bacteriana minima aproximada de la C. burnetii cepa Nine Mile que es
capaz de detectar esta técnica diagndstica. En la figura 7 se puede ver la curva

patron obtenida.

A continuacién se muestran de manera simplificada los resultados obtenidos en
este ensayo asi como los valores para la curva estandar y el indice de correlacion

entre las variables (tabla 7).

Tabla 7. Calculo de la curva patrén: Concentraciodn bacteriana enfrente a

valores de ciclo umbral observado y esperado.

CONCENTRACION CICLO UMBRAL CICLO UMBRAL

BACTERIANA OBSERVADO ESPERADO

(CELULAS/ML)
8,01%10° 13,85 14,76
8,01*108 18,89 18,77
8,01*107 23,41 22,78
8,01*10° 27,28 26,79
8,01*10° 31,50 30,80
8,01*10* 34,26 34,81
8,01*%10° 38,35 38,82

* fndice de correlacién: R=-0.86.

Como se puede apreciar, la concentracion minima de C. burnetii detectada
utilizando la técnica de PCR a tiempo real en el presente ensayo fue de 8,01*10°

bacterias/ml (valor que se corresponde con el valor de 38,82 para el ciclo umbral).
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Figura 8. Grafico de temperatura de fusion enfrente a la emision de
fluorescencia obtenido durante el ensayo para obtener la curva patrén de la
TransPCR a tiempo real. Diluciones seriadas (con concentraciones en células
de Coxiellazml): 8,01*10° (B3); 8,01*10° (B4); 8,01*10’ (B5); 8,01*10°
(B6); 8,01*10° (B7); 8,01*10" (B8); 8,01*10° (B9). Temperatura de fusién

de 88,5 ©C para todos los positivos.
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En la figura 8 se muestra el grafico de temperatura de fusién (TM) (o de “melting

fusion”), donde puede observarse una TM de 88,5°C.

4.1.4. ANALISIS DE LAS TEMPERATURAS DE FUSION DE LAS MUESTRAS
DE CAMPO.

La temperatura de fusién detectada para estas muestras positivas fue de 88,5°C,
dandose este resultado también para las muestras positivas elaboradas con el
aislamiento de C. burnetii Nine Mile utilizado para elaborar los controles positivos de

la técnica utilizada en el presente estudio (figura 9).

A veces se observd que la amplificacion del ADN existente en la muestra condujo
a la producciéon de dimeros y/o productos inespecificos. Los picos de temperaturas de
fusion registrados para aquellas muestras consideradas como dimeros, que a su vez
presentaban un valor para el parametro -d(RFU)/dT superior a 50, se situaron en
valores comprendidos entre el intervalo cerrado de temperaturas [76°C - 83.5°C]. A
continuacion se muestran en la figura 9, graficos de temperatura de temperatura de
fusion obtenidos para el control positivo, el control negativo, muestra de campo

positiva, muestra de campo negativa y de fragmentos inespecificos amplificados.
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Figura 9. Graficos de temperatura de melting. Dimeros (All, D3),
controles positivo (D11) y negativo (D12), muestra positiva de campo (A5)

y muestra negativa de campo (Al).
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4.1.5. COMPARACION DE LA trans-PCR A TIEMPO REAL Y FINAL.

Tras la realizacion de la PCR a tiempo real, se procedié6 a realizar una
electroforesis en un gel de agarosa al 1,5%, el producto final de la amplificacién de
las diluciones analizadas y la imagen obtenida tras su tincidon con bromuro de etidio y
someterlo a la luz U.V. es la siguiente:

Figura 10. Imagen de los resultados de la Trans-PCR de producto final.

M-12345678910

600 bp

En esta fotografia se puede apreciar de derecha a izquierda el marcador

molecular (M), el control negativo (-) y a continuacién los resultados de la
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electroforesis de los productos amplificados resultantes de la técnica de PCR para las
diferentes muestras problema (diferentes diluciones de ADN del aislamiento de
referencia Nine Mile, de mas concentrado (1) a menos concentrado (10)).
Examinando las bandas obtenidas, se puede apreciar positividad clara en las 5
primeras diluciones (es decir, para concentraciones de la bacteria que van de
8,01*10° a 8,01*10° células / ml) y una banda muy tenue (casi inapreciable) para la
sexta diluciéon (8,01*10* células / ml). Si nos remitimos a la tabla de resultados
obtenidos en la PCR a tiempo real (tabla 7) y a los graficos expuestos en las figuras 6
y 7, se puede observar que tenemos lectura de positivos clara, no solo para la sexta

dilucién, sino también para la séptima dilucién (es decir 8,01*103 células / ml).
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4.2. ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO DE LA PRESENCIA DE Coxiella burnetii
EN LECHE DE CABRA EN LA ISLA DE LANZAROTE.

El objetivo del presente apartado era mostrar los resultados obtenidos tras
estudiar el censo caprino de Lanzarote utilizado para el presente estudio. La intencién
de este apartado es la de hacer una primera introduccién sobre la realidad del

subsector caprino en la Isla de Lanzarote.

Para ello se comenzé con un estudio general del subsector en la isla y se termind
con el estudio por municipios de la poblacién diana (es decir, la constituida por

granjas de mas de 100 cabezas).

4.2.1. ANALISIS PREVIO DEL CENSO GANADERO CAPRINO DE LA ISLA DE
LANZAROTE.

El subsector caprino de Lanzarote representa aproximadamente el 7% del total
del censo de ganado caprino existente en Canarias (segun el censo ganadero oficial
de Canarias, afio 2007). Segun dicho censo, Lanzarote posee un total de 25.452
cabezas, mientras que el censo de Canarias asciende a 363.329 cabezas, que se
distribuyen en dos provincias: Santa Cruz de Tenerife con 126.164 cabezas y Las

Palmas con 237.165 cabezas.

La extraccion de las muestras de leche de campo analizadas se realizé durante el
afio 2005. Como se ha podido apreciar en el capitulo de material y métodos, la
poblacién diana del presente estudio fue la de animales pertenecientes a
explotaciones ganaderas de caprino con mas de 100 cabezas de ganado. Segun el
censo ganadero oficial de Canarias del afio 2005, el niumero de cabezas total de esta
poblacién diana ascendia aproximadamente a 14.005 cabezas, mientras que el total
del censo de ganado caprino en la isla de Lanzarote durante dicho afio ascendié a
unas 24.778 cabezas. La poblacion diana del presente estudio suponia el 56.5% de la
poblaciéon total del ganado caprino de la isla de Lanzarote en el afio 2005. Véase en

el préximo apartado el estudio por municipios.
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4.2.1.1. ESTUDIO DEL CENSO POR MUNICIPIOS (POBLACION DIANA).

A continuaciéon y a modo de resumen, se presentan una serie de graficos que
intentaran explicar de una manera sencilla como se distribuye la poblacién de ganado
caprina de poblacién diana del presente estudio (cabafia caprina englobada en
explotaciones con méas de 100 cabezas censadas). Se mostraran dos graficos por
municipio en los que se representa la distribucién de las granjas del municipio por
estratos (grafico de la derecha) y el porcentaje del censo de reproductoras por
estrato (grafico de la izquierda). Estos gréaficos tratan de dar una idea de como se
distribuye la ganaderia caprina y cuales son las tendencias de manejo en los
diferentes municipios de Lanzarote. En la parte inferior de los gréaficos figura una

leyenda con el siguiente significado (figuras de la 11 a la 17):

@) Granjas con mas de 100 y menos de 300 cabezas (estrato 1).
@) Granjas con mas de 300 y menos de 500 cabezas (estrato 2).
@) Granjas con mas de 500 cabezas (estrato 3).

Figura 11. Graficos resumen sobre el censo caprino del Municipio de
Arrecife.
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Figura 12. Graficos resumen sobre el censo caprino del Municipio de Haria.
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Figura 13. Graficos resumen sobre el censo caprino del Municipio de San

Bartolomé.
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Figura 14. Graficos resumen sobre el censo caprino del Municipio de

Teguise.
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Figura 15. Graficos resumen sobre el censo caprino del Municipio de Tias.
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Figura 16. Graficos resumen sobre el censo caprino del Municipio de Tinajo.
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Figura 17. Graficos resumen sobre el censo caprino del Municipio de Yaiza.
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Como se pudo apreciar en el capitulo de material y métodos, en la distribuciéon
geografica de las granjas disefiada por el doctor Pascual (1994), las diferentes zonas
se correspondian con un municipio, no siendo la zona centro, en la cual se englobaba

a tres municipios diferentes, véase a continuacion:

" ZONA NORTE: municipio de Haria.

L ZONA ESTE: municipios de Arrecife, San Bartolomé y Tias.
" ZONA CENTRO: municipio de Teguise.

" ZONA OESTE: municipio de Tinajo.

" ZONA SUR: municipio de Yaiza.

Luego, los graficos expuestos de los municipios de Haria, Teguise, Tinajo y Yaiza
se corresponden con la realidad censal de las zonas norte, centro, oeste y sur
respectivamente. A continuacion se expone el cuadro resumen para la zona este,

segun la clasificacion realizada por Pascual (1994) (Fig. 18).
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Figura 18. Distribucion de la poblacion diana por estratos.
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Haciendo referencia a los cuadros resumen expuestos, se puede observar que en
la zona norte, el censo caprino municipal, en cuanto a la poblacion diana se refiere,
se caracteriza por estar distribuido en tan solo tres explotaciones, de las cuales una
de ellas (33,3% de las explotaciones del municipio), perteneciente al estrato de mas
de 500 cabezas, tiene el 78,75 % del censo. En la zona este, la dispersion del censo
caprino es algo mayor pero aun asi, el 33,34% de las explotaciones albergan al
68,18% del censo. La zona centro se corresponde con el municipio de Teguise, el
cual, presenta el censo caprino municipal mas importante con diferencia de la isla (el
45,52% del censo de la poblaciéon diana). En esta zona el 35,29% de las
explotaciones representan el 67,28% del censo de la poblacién diana. En la zona
oeste el 28,58% de las granjas representa al 61,82% del censo municipal y en la
zona sur, el 40% de las explotaciones contienen al 62,39% del censo municipal de la

poblacién diana.

Como se puede apreciar, en la distribucién del censo en las diferentes zonas se
cumple que un reducido niumero de explotaciones albergan a una parte considerable
del censo de la poblacién diana de la zona, concretamente y hablando en valores
medios, el 33,1% de las explotaciones (casi un tercio de las mismas) albergan al
67,7% del censo de la zona (aproximadamente dos tercios de la poblacion), no

habiendo diferencias importantes entre las diferentes zonas en este sentido.

4.2.1.2. ESTUDIO DEL CENSO EN LA ISLA DE LANZAROTE (POBLACION
TOTAL Y DIANA).

A continuacién se muestra un grafico resumen sobre la distribucién de la

poblacién total del ganado caprino en el afio 2005 en la isla de Lanzarote en los
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diferentes estratos (incluyendo el estrato de menos de 100 cabezas, fuera del

presente estudio, véase la fig. 19). La leyenda del grafico en este caso es la

siguiente:
° Granjas con menos de 100 cabezas (estrato no incluido en este estudio).
° Granjas con mas de 100 y menos de 300 cabezas (estrato 1).
° Granjas con mas de 300 y menos de 500 cabezas (estrato 2).
° Granjas con mas de 500 cabezas (estrato 3).

Figura 19. Grafico del censo total de ganado caprino de la isla de Lanzarote

distribuido por estratos.

CENSO TOTAL DE GANADO CAPRINO

H2912%

W 43,48%

8.,48%

= 18,92%

m’ mz 3 ms

Como se puede apreciar, el estrato de menos de 100 cabezas supone
aproximadamente el 43,48% de la poblacion total, tratandose de un estrato muy
disperso que, si bien tiene un grado de relacion importante con los nucleos de

poblaciéon humana, resulta muy dificil y costoso de estudiar.

En la siguiente tabla (Tabla 8) se puede apreciar las densidades poblacionales
para el ganado caprino y para la poblacion humana. Como se puede ver, la densidad
poblacional humana de la zona este difiere en mucho del resto de zonas.
Logicamente, esto es debido al gran aporte de poblacion (que no de territorio) de los
nucleos urbanos pertenecientes a Arrecife, los cuales, en la mayoria de los casos, se
encuentran aislados en mayor medida de las explotaciones ganaderas que en la
realidad de otros municipios, en los que diversos nucleos de poblacibn estan muy
préximos a las ganaderias. Si no tuviéramos en cuenta los datos de Arrecife, los

datos de densidad de poblacién humana tenderian a ser similares a los del resto de
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zonas (mas rurales).

Tabla 8. Densidades poblacionales del ganado caprino y de la poblacién

humana en 2005 en las diferentes zonas segun la zonificacion establecida
por Pascual (1994).

ZONA SUPERFICIE N° ANIMALES / KM? | HABITANTES / KM?
(KM?)
NORTE 106,6 18,4 45,9
ESTE 128,2 32,8 688,2
CENTRO 264 33,8 59,9
OESTE 153 34,3 34,4
SUR 211,8 21,5 41,7

Véase ahora un cuadro resumen sobre la distribucién del censo caprino de la

poblacién diana en la isla de Lanzarote distribuido en las diferentes zonas segun la

distribucion espacial propuesta por Pascual (1994) (fig. 20). La leyenda del grafico

seria la que se expone a continuacion:

Figura 20. Grafico de la poblacién diana distribuida por zonas.

1. Zona Norte; 2. Zona Este; 3. Zona Centro; 4. Zona Oeste; 5. Zona Sur.
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4.2.2. TASAS DE PRESENCIA DE Coxiella burnetii EN LECHE DE CABRA
DETECTADAS TRAS EL ANALISIS DE LAS MUESTRAS MEDIANTE Trans-
PCR A TIEMPO REAL (ISLA DE LANZAROTE).

Tras la realizacion del estudio del censo del subsector caprino en la isla de

Lanzarote y del correspondiente muestreo aleatorio estratificado, se procedi6 a

extraer las muestras de las diferentes granjas, para su posterior remisiéon a nuestro

laboratorio.
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En el siguiente cuadro se pueden apreciar los resultados respecto a los valores
presencia de C. burnetii encontrados para en las muestras de leche de cabra

procesadas (tabla 9).

Tabla 9. Cuadro sobre la tasa de presencia de C. burnetii encontrada tras el

analisis de las muestras de leche de cabra de Lanzarote, aiio 2005.

Ne DE  MUESTRAS RECIBIDAS N°  DE MUESTRAS POSITIVAS
FECHA DE RECEPCION DE MUESTRAS FECHA DE RECEPCION DE MUESTRAS
GRANJAS 25/05/05 16/06/05 05/08/05 04/11/05 TOTAL 25/05/05 16/06/05 05/08/05 04/11/05 TOTAL
1 23 19 a2 7 o 7
2 9 ° 1 1
3 33 33 a 4
a o o
5 20 20 o o
6 3 3 1 1
7 6 7 13 o o o
8 5 5 o o
° 10 10 o o
10 10 10 a a
11 30 11 a1 15 1 16
12 3 3 o o
13 7 7 o o
14 5 5 o o
1s 23 23 o o
16 6 6 o o
17 a a o o
18 o o
19 o o
20 1 1 o o
21 23 26 a9 7 o 7
22 7 7 o o
23 6 6 o o
24 a a o o
25 10 10 o o
26 11 11 1 1
27 22 6 28 11 2 13
28 11 11 o
29 o o
30 3 3 o o
31 6 6 o o
32 3 3 o o
33 3 3 o o
34 o o
35 o o
36 8 8 1 1
37 5 5 1 1
38 2 2 o o
39 6 6 o o
a0 6 6 o o
a1 2 2 o o
a2 o o
a3 o o
Totates IS s 405 I 56

PORCENTAJE PORCENTAJE
SOBRE TOTAL SOBRE TOTAL

oe muestras SOOI CISENEE - -osvos IS S CEeE

PRESENCIA
POR EPOCAS
DE MUESTREO

[CONNN S ) 6,32 3,76 22,9

mEDIA f==-al
ESTACION ESTACION
PRES. BAJA 5,21 PRES. BAJA 5,04 22,9

Como se puede apreciar en el cuadro anterior, el procedimiento de extracciéon y
posterior remision de muestras fue realizado en cuatro fases o épocas, durante el
ano 2005. Se procesaron un total de 405 muestras de las 414 recibidas,
desechandose un total de nueve muestras por errores de procesamiento. La primera
columna de esta tabla corresponde al niumero que identifica a la granja, un total de

43 para la poblacion diana de nuestro estudio.

Las muestras recibidas y procesadas se han ordenado en la tabla anterior (tabla

174



Resultados Estudio epidemiolégico

9) en funcién de la granja a la que pertenecian y a la época de recepcidon, de tal
forma, que en la fila donde figura el titulo de totales, podemos observar el nimero
total de muestras en cada fecha de recepcién. Por otra parte, el cuadro muestra el
niamero de muestras positivas en funcién de la granja muestreada y la época de
recepcibn de muestras, pudiéndose apreciar, el dato total para cada época de
recepcion. Ademas, para ambas variables, se muestran los porcentajes sobre el total

de muestras.

Por dltimo, se expresan las tasas de eliminaciéon o de presencia en leche de C.
burnetii obtenidas en las diferentes épocas de recepcibn de muestras (datos
expresados en porcentajes, tabla 9). Ademas, como se puede apreciar, existen datos
de presencia en leche altos y similares en las dos primeras épocas de recepcion (25
de mayo y 16 de junio) y sensiblemente inferiores para las muestras recibidas en las

otras dos épocas (5 de agosto y 11 de noviembre).

En la tabla anterior (tabla 9) se muestran las tasas de presencia en leche
absolutas y las medias de las tasas relativas de presencia en leche (expresadas en
porcentaje) calculadas para la estacion de presencia alta y presencia baja. También
se muestra un valor de tasa de presencia media global para todas las épocas de
recepcion. Esta media global viene expresada como presencia media y su valor es de
22.9%.

Por otra parte, es de resaltar que en la estacibn de alta presencia sélo se
analizaron un total de cuatro granjas, siendo el porcentaje de muestras analizadas el
24,2 %, frente al 75,8 % de muestras recibidas en la estacién de baja presencia,
provenientes de un total de 35 granjas. Si nhos centramos en las granjas muestreadas
en la estacion de alta presencia o de mayor riesgo, se puede observar que las cuatro
han sido muestreadas en ambas estaciones. Véase a continuaciéon un cuadro de
similares caracteristicas al expuesto (tabla 9) pero esta vez solo con los datos de

estas cuatro granjas (tabla 10).
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Tabla 10. Tasas de presencia de C. burnetii en leche de las granjas
muestreadas en la estacion de mayor riesgo.

N° DE MUESTRAS RECIBIDAS Ne° DE MUESTRAS POSITIVAS
FECHA DE RECEPCION DE MUESTRAS FECHA DE RECEPCION DE MUESTRAS
GRANJAS 25/05/05 16/06/05 05/08/05 04/11/05 TOTAL 25/05/05 16/06/05 05/08/05 04/11/05 TOTAL

1 23 19 42 7 o 7

11 30 11 41 15 1 16

21 23 26 49 7 o 7

27 22 6 28 11 2 13

Toraes IS s G 1e0 I — 43

PORCENTAJE PORCENTAJE
SOBRE TOTAL SOBRE TOTAL

oe muestras [ EES NSNS - -os::vos IS ES

PRESENCIA
POR EPOCAS
DE MUESTREO

(%) 41,51 40 1,79 33,33
PRESENCIA PRESENCIA MEDIA MEDIA
ESTACION ESTACION ESTACION ESTACION
PRES. ALTA 40,82 PRES.BAJA 4,84PRES. ALTA 40,75 PRES. BAJA 17,56 29,16

Como se puede apreciar, la presencia media observada en la estacidon de alta
presencia es sensiblemente superior a la observada en la estacion de baja presencia
de C. burnetii en leche (40,75 % enfrente al 4,84%, si nos remitimos a los valores
absolutos de tasa de presencia y enfrente al 17,56 %, cuando nos referimos a
valores de media de tasa de presencia observado entre las diferentes granjas) y en
todas las granjas se produce la reduccién de la eliminacién del agente causal en leche
de una estacién a otra. Por otra parte, el incremento de la media de las tasas de
presencia en la estacion de baja eliminacion en leche de C. burnetii es debido a la
aportaciéon de la granja 27 de 2 positivos entre las 6 muestras analizadas en la época
de recepcion correspondiente al 11 de noviembre de 2005, siendo esta granja la

Unica de las cuatro muestreadas en el periodo de tiempo indicado.

Las siguientes tablas que se muestran a continuacion (tablas 11, 12 y 13)
siguen el patron de disefio de la tabla 10, pero esta vez, se muestran los resultados
obtenidos para cada uno de los tres estratos en los que se ha dividido a la poblacion

diana del presente estudio.

Como se puede apreciar en estas tablas, los datos de eliminacidon de C. burnetii
en leche mostrados para las granjas de los estratos 1 y 2 corresponden Unicamente a
la estacion de menor riesgo o de presencia baja, ya que no se muestrearon granjas
pertenecientes a estos estratos en la estaciéon de mayor riesgo. Si se presta atencion
a la evolucion de la presencia de C. burnetii en leche en estos dos estratos, se puede
apreciar que en ambos se produce una reduccién de la eliminacién del agente causal
en leche desde la época de recepcién del 5 de agosto a la del 4 de noviembre de
2005 (de 6,67 a 3,57 % en el estrato 1; de 12,5 a 3,03 % en el estrato 2). En el
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estrato 3 se observa que la evolucidon de la presencia en leche es contraria en la
estacion de baja presencia (pasa de 4,46 % a 5,41 %). Pero en cualquier caso, se
puede apreciar que las diferencias encontradas entre las dos épocas de muestreo
pertenecientes a la estacion de menor riesgo, son mucho mas abultadas para los
estratos 1y 2 (1,87 y 4,13 veces mayor en la primera que en la segunda época de
recepcion de muestras de la estacion de menor riesgo, respectivamente) que para el
estrato 3 (1,21 veces mayor la segunda que la primera). Por tanto, la tendencia
global en la poblacion diana es a disminuir la tasa de presencia de C. burnetii en
leche conforme a la tendencia observada en el caso de los estratos 1 y 2 en la

estacion de menor riesgo.

Tabla 11. Resultados de presencia de C. burnetii en leche encontrados para

el estrato 1.

FECHA DE RECEPCION DE MUESTRAS FECHA DE RECEPCION DE MUESTRAS
GRANJAS 25/05/05 16/06/05 05/08/05 04/11/05 TOTAL 25/05/05 16/06/05 05/08/05 04/11/05 TOTAL

6 3 3 1 1
8 5 5 o] (o]
12 3 3 o] (o]
14 5 5 o (0]
16 6 6 o (0]
17 4 4 o (0]
20 1 1 (0] (o)
23 6 6 (o] (o]
24 4 4 o (o]
26 11 11 1 1
30 3 3 (o) (o)
31 6 6 o (0]
32 3 3 o] (o]
33 3 3 o (o]
36 8 8 1 1
37 5 5 1 1
38 2 2 (o] (0]
40 6 6 o (o]
41 2 2 (0] [0}
Toraes [ IS ee .| 4
PORCENTAJE PORCENTAJE
SOBRE TOTAL SOBRE TOTAL
oe muestras [ NEENE o -osvos I CRE0
PRESENCIA
POR EPOCAS
DE MUESTREO
(%) NO NO 6,67 357
PRESENCIA MEDIA -
ESTACION ESTACION
PRES. BAJA 7,14 PRES. BAJA 5,12 5,12
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Tabla 12. Resultados de presencia de C. burnetii en leche encontrados para
el estrato 2.

Ne DE  MUESTRAS RECIBIDAS N°  DE MUESTRAS POSITIVAS
FECHA DE RECEPCION DE MUESTRAS FECHA DE RECEPCION DE MUESTRAS
GRANJAS 25/05/05 16/06/05 05/08/05 04/11/05 TOTAL 25/05/05 16/06/05 05/08/05 04/11/05 TOTAL

2 9 9 1 1
7 6 7 13 0 0 0
9 10 10 0 0
10 10 10 4 4
13 7 7 0 0
25 10 10 0 0
39 6 6 0 0
Toraes [P oo 5
PORCENTAJE PORCENTAJE
SOBRE TOTAL SOBRE TOTAL

oe wuesreas | O RS NSONE o- -o<rrrvos [ OR—r

PRESENCIA
POR EPOCAS
DE MUESTREO

0  NOTIENONII 12 3,03

PRESENCIA MEDIA -

ESTACION ESTACION
PRES. BAJA 7,69 PRES. BAJA 7,77 7,77

Tabla 13. Resultados de presencia de C. burnetii en leche encontrados para

el estrato 3.

Ne DE MUESTRAS RECIBIDAS N°  DE MUESTRAS POSITIVAS
FECHA DE RECEPCION DE MUESTRAS FECHA DE RECEPCION DE MUESTRAS
GRANJAS  25/05/05 16/06/05 05/08/05 04/11/05 TOTAL 25/05/05 16/06/05 05/08/05 04/11/05 TOTAL ESTRATO

1 2 19 a2 7 0 7 3
3 33 33 4 4 3
5 2 20 0 0 3
11 30 1 a 15 1 16 3
15 23 23 0 0 3
21 23 2 49 7 0 7 3
27 2 6 28 1 2 13 3
28 1 1 0 0 3
toraies [ 247 I a7
PORCENTAJE PORCENTAJE
SOBRE TOTAL SOBRE TOTAL

o woesreas |GG o -o<:r-vo< [T

PRESENCIA
POR EPOCAS
DE MUESTREO

OBl 4,46 541
PRESENCIA MEDIA -
ESTACION ESTACION
PRES.BAJA 4,7 PRES. BAJA 4,93 22,84

A continuacion se muestra un cuadro sobre los valores de la tasa de presencia en
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leche de C. burnetii encontradas para cada una de las épocas de recepcién, y para
cada una de las estaciones (de alta y de baja presencia) para los tres estratos de la
poblacién diana. Obsérvese que los datos presentados en esta tabla son valores
absolutos de la tasa de presencia de C. burnetii en muestras de leche, y no medias
de valores de tasas de presencia observadas en las diferentes granjas muestreadas
(tabla 14).

Tabla 14. Resultados de tasas de presencia para los diferentes estratos.

TASAS DE PRESENCIA DE COXIELLA EN LECHE (%)

05/08/05 04/11/05 BAJO RIESGO

ESTRATO 3 41,5 40,00 4,46 541 40,82 4,70

ESTRATO 2 * * 12,50 3,03 * 7,69

Como se puede apreciar, el valor maximo de presencia por época de recepcion de
muestras en la estacion de presencia baja es el encontrado para el estrato 2 (12,5
%; fecha de recepcion 04/11/05), el cual supone tan solo el 30,62% del valor de
presencia encontrado para la estacion de presencia alta (40,82%). El resto de valores
de presencia encontrados para las diferentes fechas de recepcion y estratos en la
estacion de presencia baja son similares, con la caracteristica general,
independientemente del estrato que se estudie, de que las tasas de presencia de C.
burnetii en leche encontradas son marcadamente inferiores a las encontradas en la

estaciéon de presencia alta o de mayor riesgo.

En cuanto a la distribuciéon territorial de los datos de presencia en leche de C.
burnetii y, siguiendo el mismo patréon de distribucién geografica que utilizé el Doctor
Francisco Pascual, obtenemos el siguiente cuadro que muestra la distribucién espacial
de los datos de eliminacion de C. burnetii en leche encontrados para las diferentes

estaciones de muestreo (tabla 15).
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Tabla 15. Distribucion territorial de los datos de presencia obtenidos.

ESTACION DE PRESENCIA ALTA
MUESTRAS MUESTRAS  PRESENCA
ZONAS  RECIBIDAS POSITIVAS %

CENTRO 53 22 41,51 CENTRO 125 8 6,4

OESTE 23 7 30,43 OESTE 55 0 0

SUR 22 11 50 SUR 55 3 5,45

TOTALES 53 22 40,65 PROMEDIO  TOTALES 307 16 6,7 PROMEDIO
40,82 ABSOLUTA 5,21 ABSOLUTA

*Municipios pertenecientes a las diferentes zonas: NORTE (Haria); ESTE (Arrecife, S. Bartolomé y
Tias); CENTRO (Teguise); OESTE (Tinajo); SUR (Yaiza). (Pascual, 1994).

4.2.3. ANALISIS MATEMATICO DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS.

4.2.3.1. PRIMER ESTUDIO INFERENCIAL PARTIENDO DEL TOTAL DE LAS
GRANJAS MUESTRADAS PARA EL ANALISIS DE LAS MUESTRAS DE LECHE
MEDIANTE LA Trans-PCR-TR PARA LA DETECCION DE Coxiella burnetii.

A continuacién se procede a presentar una tabla en la que se presentan las
frecuencias relativas y absolutas, asi como los resultados obtenidos tras la realizacién
del test exacto de Fisher, para las variables propuestas como supuestos factores de
riesgo en esta primera parte del andlisis inferencial del presente estudio

epidemioldgico (tabla 16).

Tras el andlisis estadistico de estas variables (tabla 16), se consideré como factor
de riesgo de presencia de portadores eliminadores de C. burnetii en leche en cada
granja la estacion de muestreo (p<0.009). Por tanto, el hecho de que la
estacionalidad influya en la presencia de portadores eliminadores de C. burnetii en
leche en las granjas estudiadas hace que, dicha variable, pueda influir en el resultado
del resto de variables estudiadas en este primer analisis. De ahi que, en el
tratamiento estadistico de los datos, a las cuatro granjas estudiadas en ambas
estaciones (las cuales pertenecen al estrato 3), las hayamos tratado como si fueran
ocho granjas, cuatro muestreadas en la estaciébn de riesgo y cuatro en la otra

estacion (de ahi que el total de granjas ascienda a 39 en este primer analisis), ya
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que, si bien se trata de solo cuatro granjas, debido a la estacionalidad, han de ser
tratadas como ocho granjas ya que, aungue iguales en el espacio, son diferentes en
el tiempo y por tanto, diferentes en cuanto a la distribucibn temporal de la
enfermedad y de la presencia de C. burnetii en leche se refiere. De hecho, como se
ha visto en el apartado anterior, las tasas de presencia de C. burnetii en leche de

estas granjas disminuyen claramente de una estacion a otra.

Tabla 16. Resumen sobre frecuencias absolutas y relativas observadas, y los resultados del
test exacto de Fisher para los factores de riesgo potenciales estudiados en la primera parte del

analisis inferencial.

FACTORES DE RIESGO POTENCIALES FRECUENCIAS ABSOLUTAS / o]
FRECUENCIAS RELATIVAS (%)
Estacion de riesgo
Si 4 / 4 (100)
No 9/35(25.7) 0.009""
N° de cabezas (referencia: la
mediana)
> 200 5/19 (26.32%)
< 200 5/16 (31.25%) 1.000F
Estrato
Estrato 3 > 500 4/20 (20.00%)
Estratos 1+2 < 500 5/15 (33.33%) 0.206F
Zona de riesgo
Centro-norte 7/18 (38.89%)
Centro-sur 2/17 (11.76%) 0.121F

*F Test exacto de Fisher.

Todo lo citado hace que, de cara a realizar el resto de este primer estudio
inferencial, se haya optado por tener en cuenta los datos observados en la estacion
de menor riesgo, ya que, en esta estacion, se ha estudiado al total de granjas

muestreadas (35 granjas).

La zona considerada de riesgo se corresponde, en este andlisis, con la que
comprende a los municipios de Haria, Teguise y Tias, que se caracterizan por ser
municipios que se sitlan en la zona centro y norte de Lanzarote, siendo la zona de
menor riesgo, la que se corresponde con los municipios de Arrecife, San Bartolomé,
Tinajo y Yaiza (zona centro-sur). Como se puede apreciar en la tabla 16, sin ser la
estacionalidad, no se ha podido establecer tras la realizacidon del test exacto de Fisher
una asociacion con niveles estadisticamente significativos que permita establecer que
el numero de cabezas, el estrato en funcién del niUmero de cabezas o la zona en la
que estd situada la granja influya como posible factor de riesgo, si bien es verdad
que para la variable zona, llama poderosamente la atencion que la frecuencia de
granjas con animales positivos en la zona considerada de riesgo en el presente
estudio sea 3,3 veces superior a la frecuencia observada en la zona considerada de

menor riesgo en la estacién en la que se registré una menor tasa de presencia de
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Coxiella en las muestras de leche. De hecho, si sometiéramos los datos obtenidos a
un analisis menos exigente mediante un test de ji-cuadrado (lo cual no procede en
nuestro caso de cara a obtener un resultado fiable), de las tres variables analizadas
negativas para el test exacto de Fisher, la Unica que mostraria una asociacion
estadisticamente significativa seria la variable zona (p<0.05). Este hecho nos ha
llevado a tomar como referencia esta clasificacién de las granjas por zonas de cara a

la realizacién del segundo estudio inferencial.

Finalmente, el Unico factor de riesgo potencial introducido en el modelo en este
primer estudio inferencial fue la estacionalidad. La tabla 17 resume la estimacion del
modelo, el cual muestra una presencia de C. burnetii en muestras de leche de cabra
muy superior en la estacion 1 frente a la 2 (razén de riesgos = 8.786; 1C95%= 4.4-

14.5). El coeficiente de sobredispersion fue de 1.33 (muy préximo a la unidad).

Tabla 17. Estimacion del modelo de Poisson.

Parametros Estimador (SE) p Razoén de riesgos (IC 95%)
o -2.951 (0.258) < 0.001 -
a 2.173 (0.298) < 0.001 8.786 (4.849 ; 15.917)

La figura 21 muestra las tasas de presencia de C. burnetii pronosticadas por el

modelo frente a las observadas (da una idea de la bondad de ajuste).

Figura 21. Relacién entre lo observado y lo pronosticado por el modelo de
Poisson en cuanto a la presencia de C. burnetii se refiere.

Coxiella (pronosticada)

(o) 5 10 15

Coxiella (observada)

182



Resultados Estudio epidemiolégico

4.2.3.2. EPIDEMIOLOGIA DESCRIPTIVA Y ANALITICA A PARTIR DE LOS
DATOS OBTENIDOS EN LA ENCUESTA EPIDEMIOLOGICA. SEGUNDO ESTUDIO
INFERENCIAL.

Tras la realizacion de la encuesta epidemiolégica se obtuvo informacién en un
total de diecinueve granjas elegidas al azar de entre las que componian a la

poblacién diana.

A continuacién se procede a presentar el estudio estadistico descriptivo de las
diferentes variables analizadas en la encuesta epidemioldgica, ordenando su estudio
en diferentes apartados en virtud de los diferentes campos de la produccion y
sanidad animal de los que se ha obtenido informacién y dividiendo a las granjas
encuestadas en granjas situadas en la zona centro-norte o de riesgo y la zona centro

sur, segun lo visto en el apartado anterior sobre el primer estudio inferencial.

A. Densidad poblacional animal y dimensionamiento de las explotaciones

ganaderas.

A continuaciéon se muestran los intervalos de confianza obtenidos para las
variables densidad poblacional animal en la zona cubierta, calculada para cada granja
en unidades que relacionan a los animales con la superficie (cabezas/m?) y con el
volumen (cabezas/m?), densidad poblacional animal en la zona descubierta o patio
de ejercicio (en este caso solo expresada en cabezas/m?), altura de la cubierta
(expresada en metros), densidad poblacional animal en la zona de pastoreo (cabezas
por hectarea) y tiempo de pastoreo (expresado en horas), variables todas ellas de

tipo cuantitativas continuas (Tabla 18).

Tabla 18. Intervalos de confianza para las variables relacionadas con la densidad poblacional
animal y el dimensionamiento de las explotaciones ganaderas de caprino.

VARIABLE N n MEDIA DS I1C 95% MEDIANA
ZONA CUBIERTA SUP. 43 | 19 1.17 1.23 1.17+0.59 1.05
(CAB/M?)
ZONA CUBIERTA VOL. 43 | 19 0.43 0.42 0.43+0.20 0.31
(CAB/M?3)
ZONA DESCUBIERTA SUP. | 43 | 19 0.49 0.43 0.49+0.21 0.26
(CAB/M?)
ALTURA DE CUBIERTA 43 | 19 2.79 0.71 2.79+0.34 3
(METROS)
ZONA DE PASTOREO 43 | 19 | 52.46 | 43.18 | 52.46+20.73 26
(CAB/Ha)
PASTOREO (HORAS/DiA) | 43 | 19 4.93 1.53 4.93+0.73 5
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Asimismo, en la tabla 19 se muestran los valores calculados para p. En este caso,
la tabla de contingencia 2 x 2 realizada enfrenta a las granjas situadas o no en la
zona de riesgo enfrente a cumplir o no los requisitos minimos propuestos en los

diferentes parametros de densidad animal expuestos en el material y métodos.

Tabla 19. Variables relacionadas con el dimensionamiento de las explotaciones ganaderas
encuestadas.

FACTORES DE RIESGO POTENCIALES FRECUENCIAS ABSOLUTAS p
/ FRECUENCIAS RELATIVAS
(%)

Superficie de zona cubierta. Granjas que superan el
limite propuesto (0.8 cab/m?).

0.073%
Zona de riesgo (centro-norte) 9/12 (75.00%)
Zona centro-sur 2/7 (28.57%)
Volumen de zona cubierta. Granjas que superan el
limite propuesto (0.125 cab/m?3).
0.003F
Zona de riesgo (centro-norte) 11/12 (91.67%)
Zona centro-sur 1/6 (14.29%)
Superficie de zona descubierta. Granjas que
superan el limite propuesto (0.4 cab/m?3).
0.315F
Zona de riesgo (centro-norte) 6/12 (50.00%)
Zona centro-sur 1/6 (14.29%)

*F Test exacto de Fisher. Limites propuestos en Buxadé y cols, 1996.

Como se puede apreciar, los valores de las medias y medianas observadas para
cada una de las tres variables categorizadas son superiores a los requisitos minimos
de referencia. En cuanto a la distribucion por estratos de las granjas que incumplen
con los requisitos minimos propuestos para las variables categorizadas, resulta
interesante sefalar que las granjas del estrato 3 o de mas de 500 cabezas son las
que cumplen con menor frecuencia dichos requisitos, sobre todo en lo referente a la

zona cubierta de las instalaciones e indistintamente de la zona a la que pertenezcan.

B. Orografia y climatologia

En la tabla 20 se muestran las frecuencias absolutas y relativas observadas para
una serie de variables cualitativas, asi como los resultados obtenidos para el test de
exacto de Fisher con el fin de buscar posibles asociaciones estadisticas entre las
variables expuestas en el presente apartado y la zona. Estas variables serian el
material de la cubierta de los corrales, si se registran humedades en invierno en la

zona cubierta de los mismos, si aumenta la temperatura excesivamente en verano en
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la zona cubierta, asi como, la orografia de los terrenos en los que esta situada la
explotacion y la exposicién a los vientos predominantes por parte de las diferentes
explotaciones. En este caso, la tabla de contingencia 2 x 2 realizada cruza a las
granjas situadas o no en la zona de riesgo (primer estudio inferencial) enfrente a si la

granja presenta el factor de riesgo propuesto o no.

Tabla 20. Variables relacionadas con la orografia y la climatologia.

FACTORES DE RIESGO POTENCIALES FRECUENCIAS ABSOLUTAS / p
FRECUENCIAS RELATIVAS (%)

Material de la cubierta. Riesgo propuesto:

cubierta de uralita. 1.000F*
Zona de riesgo (centro-norte) 6/12 (50.00%)
Zona centro-sur 3/7 (42.86%)
Material de la cubierta. Riesgo propuesto:
cubierta metalica. 0.649F
Zona de riesgo (centro-norte) 5/12 (41.67%)
Zona centro-sur 4/7 (57.14%)
Humedades en zona cubierta.
1.000F
Zona de riesgo (centro-norte) 2/12 (16.67%)
Zona centro-sur 1/7 (14.29%)
Altas temperaturas en la zona cubierta.
1.000°
Zona de riesgo (centro-norte) 6/12 (50.00%)
Zona centro-sur 4/7 (57.14%)
Orografia. Riesgo propuesto: relieve
enfrente a escaso relieve y planicie. 1.000F
Zona de riesgo (centro-norte) 7/12 (58.33%)
Zona centro-sur 4/7 (57.14%)
Vientos dominantes. Riesgo propuesto:
exposicion enfrente a estar abrigada de 1.000°
vientos.
Zona de riesgo (centro-norte) 9/12 (75.00%)
Zona centro-sur 5/7 (71.43%)

*F Test exacto de Fisher.

C. Reposicidon e introduccion de ganado en la explotacion. Medidas

preventivas.

En la tabla 21 se exponen los intervalos de confianza determinados para una

serie de variables relacionadas con el manejo de la reposicion.
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Tabla 21. Intervalos de confianza para las variables tasa de reposicion, tasa

hembra/macho y vida til de los machos.

VARIABLE N [ n | MEDIA| SD IC 95%

PROPORCION DE PRIMIPARAS (%) 43 | 19 | 27.39 | 8.76 | 27.39+4.20
TASA HEMBRAS/MACHO 43 | 19 | 62.88 |33.14 | 62.88+15.91

VIDA UTIL DE LOS MACHOS (ANOS) 43 | 19 | 3.06 | 1.33 | 3.06+0.64

En la siguiente tabla (tabla 22) se representa la categorizacion de las variables
expuestas en la tabla 22, dividiendo a las granjas encuestadas en funcién de si estan
situadas en la zona de riesgo o no, cruzando dicha informaciéon con las frecuencias
absolutas y relativas halladas para las granjas que superan la mediana calculada para
cada una de las variables relacionadas con el manejo de la reposicion expuestas.
También se expresan los resultados observados para el test exacto de Fisher

calculado para cada una de las hipotéticas asociaciones estudiadas.

Tabla 22. Variables relacionadas con el manejo de la reposicion en las

explotaciones ganaderas encuestadas.

FACTORES DE RIESGO POTENCIALES FRECUENCIAS ABSOLUTAS / P
FRECUENCIAS RELATIVAS (%)
Proporcion de primiparas. Limite propuesto
(25%).
0.147%
Zona de riesgo (centro-norte) 7/12 (58.33%)
Zona centro-sur 1/7 (14.29%)
Tasa de Hembras/Macho. Limite propuesto (55
H/M).
0.169F
Zona de riesgo (centro-norte) 8/12 (66.67%)
Zona centro-sur 2/7 (28.57%)
Vida Gtil del macho. Limite propuesto (3 afos).
Zona de riesgo (centro-norte) 0.349F
Zona centro-sur 5/12 (41.67%)
5/7 (71.43%)

*F Test exacto de Fisher.

Por otra parte, en cuanto a las variables relacionadas con el origen de la
reposiciéon en las granjas encuestadas, a continuacién se muestra la tabla 23 que,
siguiendo el patron establecido en la tabla 22, muestra los resultados del andlisis
inferencial realizado para las variables relacionadas con la importacion de animales
en los cinco afios previos a la realizacién de la encuesta, con el fin de estudiar el

grado de asociacion de las mismas con la distribucion zonal de las granjas.
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Tabla 23. Variables relacionadas con el origen de la reposicion en las

explotaciones ganaderas encuestadas.

FACTORES DE RIESGO POTENCIALES FRECUENCIAS ABSOLUTAS / p
FRECUENCIAS RELATIVAS (%)

Origen de la reposicion. Riesgo propuesto:
parte de reposicion importada

0.128%
Zona de riesgo (centro-norte) 10/12 (83.33%)
Zona centro-sur 3/7 (42.86%)
Intercambio de machos entre ganaderias.
Riesgo propuesto: intercambiar machos.
Zona de riesgo (centro-norte) 11/12 (90.919%) 0.523F

Zona centro-sur 5/7 (71.43%)
*F Test exacto de Fisher.

Por otra parte, en cuanto a las medidas preventivas adoptadas por las
ganaderias importadoras de ganado, decir que el 35.71% de estas ganaderias
encuestadas no realizaban ningun tipo de medida preventiva a la hora de introducir a
los animales, estando todas estas granjas que no realizaban ninguna medida,
situadas en la zona de riesgo. En cuanto a las medidas preventivas consultadas a los
ganaderos importadores decir que, el 50% de las ganaderias importadoras no
realizaban cuarentenas a los animales importados, y que el 71.43% de estas
ganaderias no desparasitaban ni vacunaban contra enfermedad alguna a los animales

importados antes de introducirlos en las mismas.

D. Ordefio y mantenimiento de los equipos de ordefio mecanico.

En la tabla 24 se muestran, expresados en frecuencias absolutas y relativas, los
registros obtenidos para una serie de variables cualitativas relacionadas con el
ordefio de los animales, teniendo en cuenta de nuevo, la distribucién por zonas en
cuanto al riesgo de presencia de C. burnetii en leche de las granjas encuestadas. De
las 19 granjas encuestadas, tan solo dos granjas pertenecientes al estrato 1
realizaban el ordefio de manera manual, siendo el ordefio en el resto de las granjas

de tipo mecanico.

En este caso, los hipotéticos factores de riesgo propuestos de cara a un posible
contagio de la enfermedad a través del ordefio mecanico de los animales serian el
revisar la presiéon y la frecuencia de pulsos del sistema de vacio, asi como el cambio
de las mangueras del sistema de conduccion de la leche de la maquina de ordefio,

con una periodicidad superior a los seis meses. También se han obtenido registros
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sobre qué granjas siguen las instrucciones de limpieza del fabricante de la maquina
de ordefio y de los productos de limpieza, considerando en este caso como hipotético

factor de riesgo, el que no se sigan dichas instrucciones.

Tabla 24. Variables relacionadas con el mantenimiento y la limpieza de la

maquina de ordefio en las explotaciones ganaderas encuestadas.

FACTORES DE RIESGO POTENCIALES FRECUENCIAS ABSOLUTAS p
/ FRECUENCIAS RELATIVAS (%)

Regulacion de presion y frecuencia de pulsos
del sistema de vacio. Riesgo: periodo entre
revisiones superior a 6 meses. 0.100%*

Zona de riesgo (centro-norte) 9/10 (90.00%)

Zona centro-sur 3/7 (42.86%)

Cambio de mangueras de conduccion de la
leche. Riesgo: periodo entre cambios superior a

6 meses. 0.100F
Zona de riesgo (centro-norte) 9/10 (90.00%)
Zona centro-sur 3/7 (42.86%)
Protocolo de limpieza de la maquina. Riesgo:
no seguir las instrucciones del fabricante 0.338F
Zona de riesgo (centro-norte) 4/10 (40.00%)
Zona centro-sur 1/7 (14.29%)

*F Test exacto de Fisher.

E. Entorno de las explotaciones.

En la tabla 25 se muestran, expresados en frecuencias absolutas y relativas, los
registros obtenidos para una serie de variables cualitativas relacionadas con el
entorno de las explotaciones ganaderas encuestadas, teniendo en cuenta la
distribucion zonal de las granjas. De nuevo, se muestran los resultados del test

exacto de Fisher calculado para cada una de las variables expuestas.

Como se puede apreciar en la tabla 25, se han obtenido registros sobre las
distancias aproximadas que separan a las granjas encuestadas de las granjas de otro
tipo de produccién (ya fueran de monogastricos: gallinas ponedoras y/o cerdos, o
grandes rumiantes: en nuestro caso, ganado bovino). También se expone en la citada
tabla la frecuencia con la que las explotaciones encuestadas tienen como explotacion
de otra especie mas cercana a una explotacion de ganado bovino. Asimismo, se han
registrado las distancias aproximadas de las granjas encuestadas a otras granjas de
pequefios rumiantes (de ganado caprino) y si comparten pastos con otras

explotaciones ganaderas.
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Tabla 25. Variables relacionadas con el entorno de las explotaciones

ganaderas encuestadas.

FRECUENCIAS ABSOLUTAS o]
FACTORES DE RIESGO POTENCIALES / FRECUENCIAS RELATIVAS (%)
Distancia a explotaciones de otras especies.
Riesgo: menos de 5 Km. 1.0007
Zona de riesgo (centro-norte) 6/12 (50.00%)
Zona centro-sur 4/7 (57.14%)
Tipo de explotacion de otras especies mas
cercana. Riesgo: bovino. 1.000F
Zona de riesgo (centro-norte) 1/12 (8.33%)
Zona centro-sur 1/7 (14.29%)
Distancia a otras explotaciones de caprino.
Riesgo: menos de 5 Km. 0.508F
Zona de riesgo (centro-norte) 10/12 (83.33%)
Zona centro-sur 7/7 (100.00%)
Tipo de pastos. Riesgo: comparten pastos.
0.245F
Zona de riesgo (centro-norte) 4/12 (33.33%)
Zona centro-sur 0/7 (0.00%)

*F Test exacto de Fisher.

Es de destacar la cercania existente entre granjas, ya sean de la misma o de
diferentes especies. El 52.6% de las granjas encuestadas tiene una explotacion de
otra especie a menos de 5 km de distancia (de monogastricos con mas frecuencia
que de ganado vacuno) y el 89.5 % de estas granjas tienen otra granja de ganado
caprino a menos de 5 km. También es de destacar la frecuencia con la que las

granjas encuestadas comparten pastos con otras ganaderias.

Estos datos nos hablan de una concentracion importante de la ganaderia
existente en la isla de Lanzarote. Para las variables citadas no se apreciaron
diferencias importantes entre las granjas situadas en la zona de riesgo y las situadas

en la zona de menor riesgo.

Afadir por dltimo, que el 100% de las granjas encuestadas se encuentran a
menos de 5 km de un ndcleo urbano con lo que, este dato da una idea de la cercania

de los nucleos de poblaciéon a las ganaderias de ganado caprino.

F. Personal y tareas de limpieza, desinfeccion y desparasitacion de los

corrales.

De un total de 19 explotaciones encuestadas, tan solo una de ellas (5,26% del
total de ganaderias) perteneciente al estrato 1 realizaba un manejo intensivo de los

animales (estabulacion permanente). El resto de las ganaderias realizaban un
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sistema semiextensivo en el que el ganado salia a pastar, como se ha podido apreciar
en otros apartados del presente capitulo, un niumero variable de horas en las zonas
aledafias a la explotacién. Realmente, mas que de un sistema semiextensivo, se trata
de un sistema intensivo con salida de los animales a pastizales cercanos con el fin de
que realicen ejercicio y de que se disminuya el estrés que implica este tipo de

producciones.

Por otra parte, una granja del estrato 2 de las 19 encuestadas (el 5,26% del total
de las explotaciones) no contrataba servicios veterinarios de ningun tipo, otra granja
perteneciente al mismo estrato contrataba los servicios de un veterinario particular y
el resto, es decir, el 89,48% de las explotaciones encuestadas, tenian contratados los

servicios del veterinario de la Asociacion de Defensa Sanitaria (A.D.S.).

En cuanto a la antigiedad de las explotaciones resaltar que, el 73,68% de las
explotaciones de ganado caprino encuestadas, tenian mas de 20 afios de antigiiedad,
siendo los estratos 2 y 3 los que presentan explotaciones con esta caracteristica con
mas frecuencia (concretamente el 83.33% de las granjas encuestadas de ambos

estratos).

La tabla 26 muestra los registros obtenidos para una serie de variables
cualitativas relacionadas con el personal y las tareas de limpieza, desinfeccion y
deparasitacién de los corrales en las explotaciones ganaderas encuestadas, teniendo
en cuenta la distribucién por zonas en cuanto al riesgo de presencia de C. burnetii en
leche. También se muestra el resultado del test exacto de Fisher para cada una de las

variables estudiadas.

En cuanto al resto de variables expuestas en la tabla 26, tenemos en primer
lugar, el modo de realizar la limpieza de los corrales (figura en la tabla como
“limpieza de corrales”), la cual, puede ser total (limpieza de todos los corrales en una
sola etapa, por ejemplo: una semana determinada limpieza a fondo de todos los
corrales) o parcial (en este caso, la limpieza se hace de varias veces hasta completar
la totalidad de los corrales). La variable “frecuencia de limpieza” hace alusion al
numero de veces por afio que se limpian la totalidad de los corrales, mientras que, la
variable “frecuencia de las tareas DD de los corrales” hace alusion al nimero de
veces por afio que se desinfectan y/o se desparasitan los corrales al afio en las
diferentes explotaciones. La variable “tipo de tareas DD aplicadas en los corrales”
hace alusién a si se desinfectan y desparasitan los corrales o si, por el contrario, solo

se realiza una de estas dos acciones. La variable “rotaciéon de productos” muestra en
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que granjas se rotan los principios activos de los productos utilizados para las tareas
DD de los corrales, mientras que la variable “contrata personal” expone que granjas
contratan personal y, que granjas siguen un sistema tradicional familiar y no

contratan a ningun tipo de personal.

Luego en el presente apartado, los factores de riesgo hipotéticos propuestos
serian que la limpieza de los corrales se llevara a cabo de manera parcial (ya que
permite una mayor persistencia de patégenos en el medio), con una frecuencia
anual inferior a 4 veces por afo, que se realizaran las tareas DD de los corrales con
una periodicidad inferior a 4 veces por afio, que se realizara una sola de las tareas
DD en vez de las dos, que no se rotaran los productos y principios activos utilizados
para realizar las tareas DD de los corrales y que se contratara a personal (esto ultimo
tiene como fin diferenciar entre el sistema tradicional familiar y el sistema industrial

de produccion).

Tabla 26. Variables relacionadas con las tareas de limpieza, desinfeccion y

desinsectacion de las explotaciones ganaderas encuestadas.

FACTORES DE RIESGO POTENCIALES FRECUENCIAS ABSOLUTAS p

/ FRECUENCIAS RELATIVAS (%)

Antigiiedad de la explotacion. Riesgo: menos de
20 afios. 0.616"

Zona de riesgo (centro-norte) 3/12 (25.00%)

Zona centro-sur 3/7 (42.86%)

Tipo de limpieza de los corrales. Riesgo:
limpieza parcial. 0.508F

Zona de riesgo (centro-norte) 2/12 (16.67%)

Zona centro-sur 0/7 (0.00%)
Frecuencia de limpieza de los corrales. Riesgo:
menos de 4 veces al afo. 1.000F

Zona de riesgo (centro-norte)
Zona centro-sur

2/12 (16.67%)
1/7 (14.29%)

Frecuencia de las tareas D.D. Riesgo: menos de

4 veces al afio. 1.000F
Zona de riesgo (centro-norte) 2/12 (16.67%)
Zona centro-sur 1/6 (16.67%)
Tipos de tareas D.D. Riesgo: realizar solo una
de las tareas D.D. 0.376F
Zona de riesgo (centro-norte) 8/12 (66.67%)
Zona centro-sur 3/7 (42.86%)
Rotacion de principios activos. Riesgo: no
rotarlos. 0.049F
Zona de riesgo (centro-norte) 8/11 (72.73%)
Zona centro-sur 1/7 (14.29%)
Personal. Riesgo: contratar personal.
0.616"

Zona de riesgo (centro-norte)
Zona centro-sur

3/12 (25.00%)
3/7 (42.86%)

*F Test exacto de Fisher.

191



Estudio epidemioldgico Resultados

Sin embargo, no ocurre lo mismo con las tareas DD, las cuales, se realizan con
menos frecuencia en general entre las granjas encuestadas, siendo las granjas del
estrato 1+2 las que menos realizan este tipo de tareas. En cualquier caso, los
productos utilizados con mas frecuencia para la desinfeccion de las instalaciones por
las granjas encuestadas son la cal viva y el zotal® (cuya composicion es a base de
fenoles y cresoles con emulgentes que potencian su capacidad de penetracion

durante su aplicacion).

El Unico factor de los expuestos en la tabla 26 que parece estar relacionado con
las granjas situadas en la zona de riesgo de manera estadisticamente significativa es
precisamente la rotacién de los principios activos de los productos destinados a la
realizacion de las tareas D.D. (p<0.049). Concretamente, las granjas situadas en la
zona de riesgo no rotan los principios activos de estos productos con una frecuencia

5.9 veces superior a las granjas situadas en la zona de menor riesgo.

G. Manejo reproductivo: control de la fertilidad, abortos y atencién de los

partos.

En la tabla 27 se exponen los intervalos de confianza determinados para una

serie de variables relacionadas con el manejo reproductivo.

Tabla 27. Intervalos de confianza para las variables tasa de abortos en
baifas (o animales primerizos), tasa de abortos en adultas (o cabras de dos
0 mas partos) y tasa de infertilidad.

VARIABLE N n MEDIA DS IC 95%
ABORTOS EN PRIMERIZAS (%) 43 19 45.83 28.04 45.83x13.46
ABORTOS EN CABRAS DE DOS 43 19 12.06 12.06 12.06+5.22

O MAS PARTOS (%)

INFERTILIDAD (%) 43 19 10.29 10.29 10.29+3.62

En la siguiente tabla (tabla 28) se representa la categorizacién de las variables
expuestas en el cuadro anterior, dividiendo a las granjas encuestadas segun la zona a
la que pertenecen y cruzando dicha informacién con las frecuencias absolutas y
relativas halladas para las granjas que superan la mediana calculada para cada una

de las variables expuestas. También se expresan los resultados observados para el
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test exacto de Fisher.

Tabla 28. Variables relacionadas con el manejo reproductivo en las

explotaciones ganaderas encuestadas.

FACTORES DE RIESGO POTENCIALES FRECUENCIAS ABSOLUTAS p
/ FRECUENCIAS RELATIVAS (%)

Abortos en primerizas (%). Riesgo: superar el

40%. 1.0007
Zona de riesgo (centro-norte) 5/12 (41.67%)
Zona centro-sur 3/6 (50.00%)
Abortos en cabras de dos o mas partos (%).
Riesgo: superar el 7.5%. 1.000F
Zona de riesgo (centro-norte) 6/12 (50.00%)
Zona centro-sur 3/6 (50.00%)
Infertilidad (%). Riesgo: superar el 10 %.
0.537F
Zona de riesgo (centro-norte) 2/12 (16.67%)
Zona centro-sur 2/5 (40.00%)

*F Test exacto de Fisher.

El 100% de los ganaderos encuestados atienden partos complicados en su
ganaderia y el 47.37% atienden partos complicados en otras ganaderias ademas de
hacerlo en la suya. El 63.15% de los ganaderos encuestados no contratan a
veterinarios en ninguna ocasion para atender los partos complicados de sus
ganaderias. El 47.36% de los ganaderos encuestados utilizan guantes siempre que
atienden los partos complicados enfrente al resto, que los utilizan a veces o no los
utilizan nunca. En cuanto al lavado y desinfeccidon de las manos antes de atender los
partos complicados, decir que el 26.32% de los ganaderos encuestados se limpian las
manos con agua y jabdn, y luego, se las desinfectan con povidona yodada o con
alcohol etilico, un 21% Unicamente se lavan las manos con agua y jabon, y el resto
de los ganaderos encuestados, aplican povidona yodada diluida en agua o sin diluir
directamente sobre las manos. En el 95% de las ganaderias encuestadas se eliminan

las placentas siempre qué es posible.

En cuanto a la distribucién temporal de los partos es necesario recordar primero
que, la muestra para la presente encuesta incluia a un total de 19 ganaderias que
albergaban un total de 8153 cabezas de la poblaciéon diana del presente estudio
(ganaderias con mas de 100 cabezas). El 68.42% de las ganaderias encuestadas
distribuyen los partos en dos parideras, mientras que el resto (el 31.58%)
concentran sus partos en una UuUnica paridera. De media, las ganaderias que
distribuyen los partos en dos parideras tienen una paridera principal (meses de

octubre a marzo) en la que tiene lugar, de media, el 65% de los partos y, una
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secundaria (meses de abril a julio), en la que ocurren aproximadamente el 35% de
los partos. En el siguiente grafico se muestra la distribucibn mensual aproximada de

los partos de la muestra de explotaciones escogidas para esta encuesta (fig. 22).

Figura 22. Distribucion mensual de partos en las ganaderias encuestadas.
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En este grafico (fig. 22) se puede apreciar una concentracion muy fuerte de
partos entre los meses de noviembre y marzo (aproximadamente el 82.26% de los
partos tienen lugar en esta época), registrandose el pico maximo de partos en los
meses de noviembre y diciembre (aproximadamente el 42.54% y el 16.08% del total
de partos, respectivamente, se dan ambos meses). Luego, en abril y mayo, la tasa
de partos disminuye, habiendo un ligero repunte en el mes de junio
(aproximadamente tiene lugar el 7.29% del total de partos) para volver a disminuir
las tasas de partos durante el verano, repuntando ligeramente en los meses de
septiembre y octubre para entrar de nuevo en noviembre, el mes de maxima

presentaciéon de partos.

En el siguiente grafico (fig. 23) se puede observar la relacién encontrada en el
presente estudio entre la distribucién porcentual aproximada de los partos en el afio
para las ganaderias de la poblacién diana del presente estudio y la tasa de positivos a
la transPCR para la deteccion de C. burnetii en muestras de leche en cada una de las

fechas de recepcion.
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DISTRIBUCION ANUAL DE PARTOS Y
TASA DE PRESENCIA DE C. burnetii EN LECHE

M Seriesl M Series2

Figura 23. Distribucion anual de partos (serie azul) y tasa de presencia de C.
burnetii en muestras de leche (serie roja) en Lanzarote. Datos expresados
en porcentaje.

En el gréafico representado en la figura 24 se puede observar la distribucién de

los partos en las granjas encuestadas englobadas en la zona de riesgo o centro-norte

(serie azul) y en la zona de menor riesgo o centro-sur (serie roja).

Figura 24. Distribucion mensual de partos en las ganaderias encuestadas

por zonas.
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H. Presencia de artrépodos.

En la tabla 29 se relacionan las zonas de presencia de artrépodos con las zonas
en las que estan situadas las granjas encuestadas, segun la zona y la orografia de la
zona, mostrandose en la tabla 30 el andlisis estadistico realizado para cada una de

las variables propuestas.

Tabla 29. Presencia de artropodos enfrente a orografia y a situacion

geografica de las ganaderias encuestadas.

OROGRAFiA FREC. ZONA¥* FREC.
ABSOLUTA/ (%) ABSOLUTA/ (%)
PLANICIE 3/7 (42.9) NORTE 2/2 (100.0)
VALLE 3/4 (75.0) ESTE 0/2 (0)
MONTANA 2/4 (50.0) CENTRO 5/10 (50.0)
HOYA 2/2 (100.0) OESTE 2/3 (66.7)
RELIEVE SUAVE 0/2 (0) SUR 1/2 (50.0)

*F. Pascual, 1994.

Tabla 30. Presencia de garrapatas en las explotaciones ganaderas
encuestadas.

FACTORES DE RIESGO POTENCIALES FRECUENCIAS ABSOLUTAS / p

FRECUENCIAS RELATIVAS (%)

Zona con presencia de garrapatas.

Zona de riesgo (centro-norte)
Zona centro-sur

*F Test exacto de Fisher.

7/12 (58.33%) 0.649%
3/7 (42.86%)

I. Alimentacidn

También se han registrado datos sobre la alimentacion del ganado caprino en las
ganaderias encuestadas, los cuales se presentan en la tabla 31 en forma de
frecuencias absolutas y relativas. De nuevo, se cruzan los datos de alimentacién en
cuanto al aporte de alimentos concentrados y de forrajes de fibra larga enfrente a la
zona que pertenecen las granjas, siendo los hipotéticos factores de riesgo propuestos
en este caso, el que se suministren méas de 2 kg de concentrado por animal y dia vy,

que no se aporte fibra larga, con lo cual, los animales han de obtener este recurso
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mediante el pastoreo, lo cual, dado lo arido de los pastos, es imposible (Plan Director
Ganadero de Canarias, capitulo XIV, Subsectores Caprino de Leche y de Caprino de
Carne, 2000).

Tabla 31. Variables relacionadas con el racionamiento en las explotaciones
ganaderas encuestadas.

FACTORES DE RIESGO POTENCIALES FRECUENCIAS ABSOLUTAS / p
FRECUENCIAS RELATIVAS (%)

Racionamiento de concentrados.
Riesgo: Mas de 2 Kg/animal/dia.

Zona de riesgo (centro-norte) 7/12 (58.33%) 0.333%
Zona centro-sur 6/7 (85.71%)

Racionamiento de forrajes.
Riesgo: que no haya aporte de forrajes

Zona de riesgo (centro-norte) 8/12 (66.67%) 1.000F
Zona centro-sur 4/3 (57.14%)

*F Test exacto de Fisher.
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4.3. METODO MATEMATICO PROPUESTO PARA CALCULAR LA
SENSIBILIDAD DE LA TRANS-PCR A TIEMPO REAL TRAS SU APLICACION
PARA LA DETECCION DE Coxiella burnetii EN MUESTRAS CLINICAS DE LECHE
DE CABRA EN LA ISLA DE LANZAROTE.

Segun los datos observados de ciclo umbral para las muestras de campo
positivas (56 muestras de un total de 405 analizadas), la media poblacional para los
animales positivos para esta variable se situaria en el siguiente intervalo de confianza
(IC 95%; 36.26+0.79), siendo el valor minimo detectado (maxima concentracién de
C. burnetii) de 27.27 ciclos y el maximo (minima concentracion de C. burnetii) de
43.19 ciclos.

A continuacién se muestra un resumen de los resultados obtenidos, mostrandose
para los supuestos a y b sendas tablas resumen (tablas 31 y 32) y los graficos
obtenidos para el ajuste de cada tipo de distribucion de probabilidad conocida
(figuras 25 y 26).
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Tabla 32. (Supuesto A) Estudio del
observados a distribuciones de probabilidad conocidas teniendo en cuenta
todos los datos, siendo el ciclo umbral maximo observado 43.2.

ajuste estadistico de

los datos

DISTRIBUCION | PARAMETROS | PROBABILIDAD | Komogorov- Anderson- HIPOTETICAS
DE ESTIMADOS DE Smirnov Darling DETENCIONES
PROBABILIDAD FALSOS () (valor p) (valor p) DE LA Trans-
PCR a tiempo
real
(PROPABILIDAD
FALSO (-))
“NORMAL” 36.355048 0.01147 0.9352885 AD 36 ciclos
3.009514 (0.0154) 13.2002619 (0.546956)
(0.0058)
AD2 38 ciclos
0.7881648 (0.292332)
(0.0276)
ADup 40 ciclos
1311.2532207 (0.11292)
(0.0048)
“GAMMA” 134.694232 0.01938 1.0091174 AD 36 ciclos
3.698067 (0.0078) 11.3214834 (0.542414)
(0.0094)
AD2 38 ciclos
0.9367325 (0.30011)
(0.0146)
ADup 40 ciclos
966.4754621 (0.128607)
(0.0066)
“LOGISTICA” 36.482171 0.016739 0.6792086 AD 36 ciclos
1.649292 (0.1530) 13.1703884 (0.572571)
(0.0098)
AD2 38 ciclos
0.4916801 (0.284899)
(0.1578)
ADup 40 ciclos
1305.3578169 (0.105937)
(0.0052)
“GUMBEL” 35.677065 0.148203 1.136154 AD 36 ciclos
4.110796 (0.0004) 6.614785 (0.60325)
(0.0278)
AD2 38 ciclos
1.862796 (0.43352)
(0.0000)
ADup 40 ciclos
334.627023 (0.294872)
(0.0224)
“WEIBULL” 14.14388 0.000714 0.7825614 AD 36 ciclos
37.55607 (0.1116) 32.2579852 (0.577165)
(0.0008)
AD2 38 ciclos
0.7427837 (0.307028)
(0.0502)
ADup 40 ciclos
7794.3125620 (0.087226)
(0.0002)
“LOGONORMAL” 3.59279353 0.025144 1.042833 AD 36 ciclos
0.08840189 (0.0050) 10.532147 (0.541778)
(0.0124)
AD2 38 ciclos
1.020836 (0.306185)
(0.0066)
ADup 40 ciclos
837.380832 (0.138536)
(0.0092)
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Figura 25. Supuesto A. Graficos obtenidos para cada tipo de distribucién de
probabilidad en el ajuste. Ciclo umbral maximo observado 43.2.
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Fig. 25. Supuesto A. Graficos obtenidos para cada tipo de distribucion de
probabilidad en el ajuste. Ciclo umbral maximo observado 43.2
(continuacion).
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Tabla 33. (Supuesto B) Estudio del ajuste estadistico de los datos
observados a distribuciones de probabilidad conocidas teniendo en cuenta
todos los datos, siendo el ciclo umbral maximo observado 41.0.

DISTRIBUCION | PARAMETROS | PROBABILIDAD Komogorov- | Anderson-Darling HIPOTETICAS
DE ESTIMADOS DE Smirnov (valor p) DETENCIONES
PROBABILIDAD FALSO (-) (valor p) DE LA Trans-PCR a
tiempo real
“NORMAL” 36.769888 0.098632 0.8660628 AD 36 ciclos
3.280718 0.0360 2.6063245 0.592768
0.2388
AD2 38 ciclos
0.6743581 0.353848
0.0618
ADup 40 ciclos
7.4161985 0.162417
0.5104
“GAMMA” 107.642940 0.137314 0.9087566 AD 36 ciclos
2.903048 0.0184 3.1168017 0.607481
0.1646
AD2 38 ciclos
0.7609069 0.38683
0.0364
ADup 40 ciclos
7.4161985 0.203652
0.5038
“LOGISTICA” 36.704782 0.080746 0.6784077 AD 36 ciclos
1.765937 0.1540 1.6136109 0.598471
0.6876
AD2 38 ciclos
0.4639496 0.324439
0.1836
ADup 40 ciclos
7.4161985 0.134007
0.5064
“GUMBEL” 37.397285 0.394236 0.9301463 AD 36 ciclos
5.216624 0.0146 3.1305218 0.729411
0.1548
AD2 38 ciclos
1.1327514 0.589708
0.0118
ADup 40 ciclos
7.4161985 0.455116
0.4966
“WEIBULL” 15.20569 0.020541 0.7185369 AD 36 ciclos
37.49905 0.1750 2.0761082 0.584055
0.3950
AD2 38 ciclos
0.6016365 0.294173
0.0940
ADup 40 ciclos
10.4986154 0.069315
0.4052
“LOGONORMAL” 3.6138862 0.16231 0.9273720 AD 36 ciclos
0.1012029 0.0174 3.3400795 0.617935
0.1414
AD2 38 ciclos
0.8089102 0.407422
0.0308
ADup 40 ciclos
7.4161985 0.229341
0.5180
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Figura 26. Supuesto B. Graficos obtenidos para cada tipo de distribucion de
probabilidad en el ajuste. Ciclo umbral maximo observado 41.0.
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Figura 26. Supuesto B. Graficos obtenidos para cada tipo de distribucion de
probabilidad en el ajuste. Ciclo umbral maximo observado 41.0.
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Tras la realizacion de los diferentes ajustes obtenemos los siguientes resultados:

. En general el grado de ajuste es peor cuando se fija el umbral en 43.2
ciclos. En cualquier caso, la distribucibn que mejor se ajusta es la logistica, con p-
valores del orden de 0.15 tanto para KS como para AD2. También podria aceptarse
que los datos siguen una distribucién de Weibull, si bien en este caso el p-valor es
sensiblemente peor (0.11 para KS, 0.0502 para AD2) (tabla 33).

. El grado de ajuste mejora cuando se consideran solo los valores
observados hasta el ciclo umbral 41.00. En este caso, el mejor ajuste vuelve a
obtenerse cuando se utiliza la distribucion logistica, seguida de nuevo por la Weibull
(tabla 34).

. Como resumen de los dos puntos anteriores, lo mas razonable parece
asumir que los datos del ciclo umbral se ajustan a una distribucién logistica, siendo la
tasa de falsos negativos en este caso del 8.07%, con lo cual, tendriamos una

sensibilidad para la Trans-PCR a tiempo real en nuestro caso concreto del 91.93%.

. Si en vez de realizar 45 ciclos en la fase de amplificacion del ADN muestral
como hemos realizado en nuestro estudio, o 41 ciclos, que es el valor al que se
ajusta mejor los datos observados a una distribucion de probabilidad de tipo logistico,
realizdramos protocolos con menor numero de ciclos, se puede observar que los
valores de sensibilidad de la Trans-PCR a tiempo real empeoran considerablemente
(tablas 33 y 34). Concretamente, y teniendo en cuenta los datos obtenidos por
nosotros en el ajuste para la distribucién logistica en el Supuesto A (ciclo umbral
maximo 41.0 ciclos), la probabilidad de obtener falsos negativos tras el analisis de
las muestras mediante Trans-PCR a tiempo real aumentaria a medida que
disminuimos el nimero de ciclos en el protocolo de amplificacion de la siguiente
manera (tabla 30): a. disminucién a 40 ciclos la probabilidad de obtener falsos
negativos aumentaria hasta el 13.40%; a 38 ciclos la probabilidad de obtener falsos
negativos aumentaria hasta el 32.44%; a 36 ciclos la probabilidad de obtener falsos

negativos aumentaria hasta el 59.85%.
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5. DISCUSION

“El azar no existe; Dios no juega a los dados”

Albert Einstein

5.1. ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE LA REACCION EN CADENA DE
LA POLIMERASA A TIEMPO REAL (Trans-gPCR) PARA LA DETECCION DE

Coxiella burnetii

5.1.1. EVALUACION DEL CONTROL POSITIVO DE Coxiella burnetii

La concentracion de ADN determinada tras los ensayos de evaluaciéon mediante
espectrofotometria del control positivo de Coxiella burnetii Nine Mile (8,01 x 10°
células/ml) esta cercana a la descrita por Berri y cols. (2000) que obtienen este tipo
de controles a partir de cultivos celulares y que citan concentraciones aproximadas

de ADN de Coxiella equivalentes a 10'° células/ml.

5.1.2. CEBADORES Y Trans-PCR A TIEMPO FINAL

Los cebadores utilizados en el presente estudio fueron disefiados para la
realizacion de Trans-PCRs convencionales o de punto final (Houver y cols., 1992).
Como era de esperar y en base a lo descrito por los anteriores autores, el producto
de la PCR convencional dio como resultado una unica banda de peso molecular de

687 bp, no produciendo ninguna banda para las muestras negativas.

5.1.3. ANALISIS DE LA TEMPERATURA DE FUSION. SENSIBILIDAD
OBTENIDA EN AMBOS TIPOS DE Trans-PCR (DE PUNTO FINAL Y A TIEMPO
REAL)

La utilizacién de fluorocromos inespecificos como el Syber-Green® permiten el
uso de cebadores disefiados para las PCRs convencionales en las PCRs a tiempo real
(Costa, 2004). Por un lado, hemos podido apreciar que la temperatura de fusion
detectada para las muestras positivas de campo y para el control positivo han
permitido una clara diferenciacion entre las muestras positivas y aquellas muestras
cuya amplificacion dio lugar a la aparicion de dimeros y/o productos inespecificos, lo
cual se muestra de interés de cara a la especificidad de la prueba (Costa, 2004). Por
otra parte, las bandas obtenidas tras la Trans-PCR a punto final se han correspondido

con los pesos moleculares esperados (Berri y cols., 2000).
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En la adaptaciéon de la PCR de tiempo final a tiempo real se optdé por ampliar el
numero de repeticiones del ciclo 2 de 40 a 45 veces. Esta segunda versidon se mostro,
tras una serie de ensayos previos, como la mejor opcidon para la amplificaciéon de las

muestras de ADN problema para nuestro caso concreto.

En cuanto a los resultados de sensibilidad hallados en el presente estudio
tenemos por un lado, los obtenidos con el aislamiento de referencia C. burnetii cepa
Nine Mile durante la fase de puesta a punto de la técnica y, por el otro, los obtenidos
tras el analisis probabilistico realizado con los datos de ciclo umbral detectados en las
muestras positivas durante la aplicacion de esta técnica al diagnéstico de las

muestras de campo (ver punto 3.3).

Como se pudo apreciar en el capitulo de resultados, la concentracién minima de
C. burnetii cepa Nine Mile detectada durante los ensayos realizados en la puesta
punto de la Trans-PCR a tiempo real fue de aproximadamente 8.01 x 10° células de
C. burnetii por ml, siendo el ciclo umbral detectado para esta concentracion
bacteriana de 38.82. De otro lado, los valores minimos de concentracion de C.
burnetii Nine Mile detectados en el ensayo de la Trans-PCR de punto final, es decir,
una vez se corrieron los productos de las diferentes muestras amplificadas en el gel
de agarosa al 1,5%, se situaron en torno a 8.01 x 10* células/ml. Luego, segun los
resultados obtenidos, la Tras-PCR a tiempo real se ha mostrado mas sensible que la
Trans-PCR de punto final. Esto ha sido constatado también por otros autores que
afirman que este fendbmeno se debe a que, a medida que van transcurriendo los
ciclos de amplificacién del ADN muestral, aumenta la probabilidad de que el producto
de la amplificacion se vaya degradando, con lo cual, cuando se intenta detectar este
producto haciéndolo correr en un gel de agarosa y tras la tinciéon del mismo con
bromuro de etidio, se corre el riesgo de que una parte del ADN amplificado se haya
perdido previamente, redundando esto, légicamente, en una disminucién de la
sensibilidad de la técnica de la Trans-PCR de punto final (Freeman, 1999;
Raeymaekers, 2000; Costa, 2004).

Sin embargo, los resultados de sensibilidad obtenidos tras la puesta a punto en
el laboratorio de la técnica, tanto a punto final como a tiempo real, son mejorables.
Probablemente, esto se deba a una mejora en el disefio de los cebadores de cara a
su utilizacion en la PCR a tiempo real y a la utilizacion de métodos de extraccion mas
eficaces, entre otras mejoras posibles (Berri y cols., 2000; Costa, 2004; Klee y cols.,
2006; Vaidya y cols., 2008).
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Lorenz y colaboradores en 1998, situaban el limite de deteccidon de C. burnetii
en muestras de leche de vaca con la Trans-PCR-silice de punto final en 5 x 10?
células/ml. Por otra parte, Berri y colaboradores (2000), compararon los resultados
de la Trans-PCR de punto final variando el método de extraccién del ADN muestral.
En este estudio se utilizaron tres métodos de extracciéon: en primer lugar, realizaron
un tratamiento de las muestras con proteinasa K obteniendo una sensibilidad que
permitia detectar hasta 10° células/ml, en segundo lugar, procedieron a realizar la
centrifugaciéon de las muestras a 13000 g. durante 60 minutos + tratamiento con
proteinasa K, pudiendo detectar una concentracion minima de 10* células/ml y, por
ultimo, procedieron realizando una purificacion previa con el kit QIAmp Tissue +
centrifugacion a 13000 g durante 60 min. + el tratamiento con proteinasa K, método
de extraccion con el que lograron detectar muestras de leche de oveja contaminadas

con tan solo 10 bacterias/ml.

Siguiendo con este estudio comparativo de la sensibilidad de la Trans-PCR a
tiempo real, Vaidya y colaboradores (2008) analizaron un total de 368 muestras de
74 mujeres que mostraron aborto espontaneo y, realizaron una comparacion entre la
sensibilidad de la Trans-PCR convencional, la Trans-PCR a tiempo real, la
inmunofluorescencia indirecta (IFA) y el cultivo bacteriano, de cara al diagndstico de
C. burnetti en este tipo de muestras. La inmunofluorescencia detectd que el 25.68%
de las mujeres que abortaron eran positivas mientras, que ambos tipos de Trans-PCR
(de punto final y a tiempo real) solo detectaban al 21.62% de los casos de aborto
como positivos. En este estudio también se compard la sensibilidad de la Trans-PCR
de punto final y a tiempo real con los resultados obtenidos para el cultivo de C.
burnetii, tomando como referencia a la técnica méas sensible en este caso, la
inmunofluorescencia indirecta, obteniendo que ambos tipos de PCR eran mas
sensibles que el cultivo bacteriano (84.21% enfrente a 26.31%, respectivamente).
Asimismo, se observé que la Trans-PCR a tiempo real era ligeramente mas sensible
que la Trans-PCR convencional o de punto final. Esta ultima observacién también ha
podido ser avalada en este estudio. El método de extraccién utilizado en esta
ocasion, fue el descrito por Berri y colaboradores (2000): kit QIAmp Tissue +
centrifugaciéon a 13000 g durante 60 min. + tratamiento con proteinasa K. El tipo de
PCR a tiempo real utilizado en este caso se basd en la accion de fluorocromos

inespecificos.

Klee y colaboradores (2006), aplicando la técnica Tagman-PCR a tiempo real,

basada en la amplificacién de la region 1S1111, lograron detectar una concentracion
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minima de genoma equivalente a detectar 17 células de C. burnetii por ul y reaccion
(ensayo realizado con el aislamiento de referencia Nine Mile RSA493), cuando
aplicaban un método en el que se creaba una curva estandar para cuantificar el
nimero de células de la dilucibn problema basado en el andlisis de diluciones
seriadas de plasmidos estandar clonados que contenian fragmentos 1S1111. El
método de extracciébn en esta ocasién fue el siguiente: aplicacién de solucion
amortiguadora de lisis ATLTissue Lysis Buffer + inactivacion + extraccién con DNeasy

Tissue Kit.

Al analizar las muestras de campo, se vio que era crucial el andlisis de la
temperatura de fusiéon de las diferentes diluciones seriadas analizadas. Este
parametro nos permite diferenciar, de entre las muestras amplificadas que han
pasado el umbral de fluorescencia, cuales son realmente positivas a la prueba y
cuales presentan una amplificacion de un producto de ADN que no se corresponde
con la region de ADN que se esta intentando identificar (Costa, 2004). Es decir, nos
permite diferenciar aquellas muestras verdaderamente positivas de los dimeros de
cebadores o muestras en las que se han obtenido, fruto de la amplificacion de ADN
realizada, productos inespecificos de ADN que no se corresponden con los deseados
(falsos positivos). Dicho analisis se completd con el analisis de la temperatura de

fusion realizado para las muestras de campo .
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5.2. ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO DE LA PRESENCIA DE Coxiella burnetii
EN LECHE DE CABRA EN LA ISLA DE LANZAROTE.

En este estudio, el total de granjas de mas de 100 cabezas de la isla por
municipios se dividié en estratos diferentes: de 100 a 300 cabezas; de mas de 300 y
menos de 500; de mas de 500 cabezas. Esta division se efectudé con el fin de
diferenciar los tipos de manejos del ganado caprino existentes en esta isla: el primer
estrato representaria una caprinocultura mas tradicional mientras que el tercer
estrato representaria una caprinocultura mas industrial, siendo el segundo estrato,

un estrato de transicion.

Se pretendid realizar un cuestionario que economizara el tiempo de respuesta
con el fin de abordar todos los aspectos incluidos en el mismo en un tiempo no
superior a media hora. De esta manera se pretendi6 no abusar de la amabilidad
dispensada por el encuestado y de no causar un cansancio que se pudiera traducir en
una mala interlocucién y/o falta de interés de cara a las respuestas. Esto se logro, en
gran medida, gracias a que muchas preguntas fueron disefiadas con respuestas
cerradas que, en determinadas preguntas, se abrian para casos que luego se
mostrarian como excepcionales con la tipica categoria de volcado de OTRAS
RESPUESTAS POSIBLES. Esto a su vez facilit6é el posterior ordenamiento y
almacenamiento de los datos obtenidos (Thrusfield, 1990; Lithg-Pereira y cols.,
2004).

Por otra parte, las preguntas se leyeron de manera literal y se explicaron
aquellos conceptos mas complicados en la jerga tipica del gremio ganadero con el fin
de facilitar la interlocucién, no dando pie a didlogos, expresiones o comportamientos
que pudieran influir en la respuesta del encuestado. En todo caso, se ha procurado
en la estructuracion de las preguntas, buscar sencillez y claridad. En todo momento
se pretendi6 lograr un ambiente distendido que aumentara la tasa de respuesta pero
a la vez, tranquilo, con el fin de lograr una maxima concentracién en las tareas de

interlocuciéon (Thrusfield, 1990; Lithg-Pereira y cols., 2004).

En cuanto a la secuencia de preguntas llevada a cabo en el disefio del
cuestionario, decir que esta se ha organizado en bloques en funcidén de los diferentes
temas abordados. Esto ha propiciado que, en cada momento, el encuestado se
concentrara en los diferentes temas tratados, con lo cual, se economizaba tiempo sin
entrar en indeseadas rutinas que pudieran llevar a respuestas poco rigurosas o

invalidas. Esta secuencia facilité posteriormente la informatizacion y/o analisis de los
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datos registrados (Thrusfield, 1990; Lithg-Pereira y cols., 2004).

La eleccion del titulo del presente cuestionario buscd, ante todo, el ser claro,
sencillo y en ningln momento se relacioné este con la enfermedad. La razén por la
que se opté por no hacer figurar el nhombre de la enfermedad en el titulo era
basicamente la de evitar alertar al ganadero innecesariamente. En cualquier caso, en
las presentaciones previas a la realizacion de las entrevistas, ademas de informar
sobre quiénes éramos se daba una breve informacion sobre nuestros objetivos y cual
era la finalidad del presente cuestionario, siempre en un marco que hiciera que el
encuestado se sintiera coparticipe del trabajo que realizabamos (Thrusfield, 1990;

Lithg-Pereira y cols., 2004).

5.2.1. EVOLUCION DE LOS CENSOS DE LAS POBLACIONES HUMANA Y
CAPRINA'Y DE LA PRESENCIA DE FIEBRE Q EN LA ISLA DE LANZAROTE.

Un aspecto de la poblacién caprina de Lanzarote que resulta de interés destacar
con respecto a su probable importancia en la epidemiologia de la fiebre Q es la
evoluciéon del censo de esta especie en la isla desde el afio 1991 hasta el afio 2005
(afio en el que se realizé el muestreo del presente estudio). En el afio 1991, cuyo
censo oficial sirviéo de referencia para el estudio seroepidemiolégico de fiebre Q de
PASCUAL (1994), el censo total del subsector caprino de Lanzarote era de 9.787
cabezas, mientras que en el afio 2005, el censo total ascendia 24.778 cabezas
aproximadamente (es decir, 2.53 veces el censo de 1991). A este incremento
importante del censo hemos de afadir la concentracion del mismo en explotaciones
de mas de 100 cabezas ya que, el 56.52% del censo total de 2005 pertenece a este
tipo de explotaciones y, como se ha visto, segun los datos de la encuesta realizada
en el presente estudio, el 89.5 % de estas explotaciones tienen a otra ganaderia de
caprino a menos de 5 km, el 52.6% tiene a una explotacién de otra especie a menos
de 5 km y el 100% tienen a un ndcleo de poblacion humana a menos de 5 km.
Ademas, y como se ha visto en el apartado de resultados, en la poblacion diana del
presente estudio, el 33.1% de las granjas albergan al 67.7% del ganado censado
para las granjas de mas de 100 cabezas (Censos Oficiales de la Consejeria de

Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentaciéon del Gobierno de Canarias).

Por otro lado, tenemos la evolucidon del censo de la poblacibn humana en
Lanzarote entre los afios 1992 y 2005 (Instituto Canario de Estadistica, 2009). La
poblacién de Lanzarote crecié en este periodo de tiempo desde los 68.581 habitantes

del afo 1992 hasta los 123.039 habitantes registrados en el afio 2005 (es decir, el
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numero de habitantes residentes oficiales se incrementé en 1,79 veces en este
periodo de tiempo). Estos datos demograficos unidos a los citados en el parrafo
anterior en relacion a la evolucion y distribucién de las poblaciones de ganado
caprino en la isla de Lanzarote, nos sitlan en un escenario en el que es légico pensar
que las tasas de presencia de la fiebre Q, tanto en las poblaciones animales como en
la humana, tenderan a mantenerse o inclusive, a incrementarse en Lanzarote de no
aplicar un Plan de Lucha y Control contra la enfermedad que incluya medidas
especificas contra la misma como la aplicacion de planes vacunales para la
inmunizacién de las poblaciones de ungulados domésticos y del personal de alto
riesgo laboral y otras, mas de caracter general, como las relacionadas con el manejo
y las tareas L.D.D. citadas hasta ahora (Htwe, y cols., 1993 ; Arricau-Bouvery y
Rodolakis, 2005; Delsing y Kullberg, 2008).

Como se ha podido apreciar en el apartado de resultados, en la primera parte del
estudio inferencial realizado, se observé que la zona formada por los municipios de
Haria, Teguise y Tias presentaban una tasa de presencia en leche de C. burnetii que
triplicaba (3,3 veces) a la de las granjas situadas en la zona centro-sur (municipios
de San Bartolomé, Tinajo, Arrecife y Yaiza). Luego la distribucién zonal de las granjas
propuesta en el presente estudio con respecto al riesgo de presencia de C. burnetii
en leche en la estacién de menor presencia de C. burnetii en leche, es otro factor
que, junto a la estacionalidad (p<0.009), se ha podido relacionar directamente con
las tasas de presencia del agente causal de la Fiebre Q en leche obtenidas en el
presente estudio, si bien para la distribucién zonal propuesta no se ha logrado
obtener una asociacién estadisticamente significativa (p<0.121) mediante el test

exacto de Fisher.

En el estudio seroepidemiolégico sobre la fiebre Q realizado por Pascual (1994),
tras analizar un total de 2.328 sueros que fueron extraidos en 25 ganaderias de
caprino de la isla de Lanzarote, que contaban con mas de 100 cabezas, el autor lleg6
a la conclusiéon de que la enfermedad era endémica en el ganado caprino de la isla,
con una seroprevalencia media detectada del 32.73%, siendo la técnica utilizada la
inmunofluorescencia indirecta, habiendo muestreado sobre el 23.7% de las cabezas
censadas en el afio 1991 y realizandose la extraccion de las muestras durante el
primer semestre de 1992. Asimismo, se observd que las granjas del municipio de
Haria presentaban una seroprevalencia significativamente menor a la encontrada en
el resto de zonas de la isla (19.70% detectada en Haria enfrente al 34.51%
detectada en el resto de zonas de la isla; Ji® 24.00, p<107°). Dicha diferencia de

seroprevalencias entre zonas se explicd, por parte del autor, argumentando que
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existian ganaderias que no importaban cabras de otras localizaciones y que dichos
animales se explotaban en un régimen extensivo, suponiendo estas ganaderias, el 50
% de las analizadas en Haria, mientras que, en el resto de zonas, no existian granjas
con estas caracteristicas. El régimen de explotacién extensivo y el aislamiento de
estos ganados, eran propuestos por el autor, como factores que disminuian el riesgo

de los mismos a padecer la fiebre Q.

Sin embargo, en la encuesta realizada en el presente estudio, el régimen de
explotacion de los ganados encuestados era el intensivo (tan solo en 1 de las 19
explotaciones encuestadas) y el intensivo con salidas al campo de los animales
(presente en el resto de explotaciones encuestadas). Es probable que estos cambios
de los sistemas de manejo y del trafico de animales hayan influido en la distribucion
geografica de la enfermedad hasta llegar a la situacion observada en el presente
estudio. En cualquier caso, las seroprevalencias diagnosticadas en las cuatro granjas
de Haria analizadas por Pascual en 1992 fueron del 5.68%, 3.70%, 44.87% vy
40.74%. Estos resultados nos hablan de una clara influencia de las dos granjas con
caracteristicas excepcionales, citadas en el apartado anterior, en el resultado global
calculado para la zona norte o municipio de Haria (Pascual, 1994). Si solo tenemos
en cuenta los valores de las granjas analizadas en el citado estudio con
caracteristicas de manejo y de importaciéon de animales similares a las actuales,
tendriamos un valor medio para la seroprevalencia de ambas granjas del 42.81%,
con lo cual, se observa un valor que es claramente superior a la seroprevalencia

media encontrada en dicho estudio para el resto de zonas de la isla.

Por otra parte, resaltar una vez mas que, los calculos realizados para hallar las
zonas de riesgo establecidas en el presente estudio, se han hecho a partir de los
datos registrados en la estaciéon de menor riesgo. Estudios futuros deberan establecer
cual es la situacion de riesgo en las diferentes zonas estudiadas en la estacion de
mayor riesgo y determinar si esta se mantiene con respecto a los resultados hallados
para la estacion de menor riesgo en nuestro trabajo. En nuestro caso concreto, tras
analizar un total de 98 muestras provenientes de 4 granjas de mas de 500 cabezas
(estrato 3) en la estacion de mayor riesgo, hemos observado una tasa de presencia
de C. burnetii en leche muy similar entre la zona estimada de mayor riesgo (centro-
norte) para la estacion de baja presencia de C. burnetii en leche y la zona de menor
riesgo (centro-sur), siendo dichas tasas de presencia del 41,51% para la zona

centro-norte y del 40% para la zona centro-sur.

Como se puede apreciar, el valor detectado para la tasa de presencia de C.
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burnetii en leche en el presente estudio en la estacion de mayor riesgo supera el
valor de la seroprevalencia determinado por Pascual en 1992. Ldégicamente, el
ndimero de granjas chequeadas en el presente estudio durante la estacion de mayor
riesgo es inferior al niUmero de granjas chequeadas por Pascual durante su estudio (4
enfrente a 25 explotaciones). Veamos a continuacién, una tabla comparativa que
enfrenta a las tasas de presencia en leche de C. burnetii detectadas en el presente
estudio enfrente a la seroprevalencia diagnosticada por Pascual, segun las zonas

establecidas por este autor en dicho estudio (tabla 33).

ZONA TASA DE PRESENCIA SEROPREVALENCIA
DE C. burnetii EN LECHE F. PASCUAL (1994)
(2005) (%) (%)
NORTE - 19.70
CENTRO 41.51 34.10
ESTE - 34.32
OESTE 30.43 35.55
SUR 50.00 35.18

Tabla 34. Tasa presencia en leche (afio 2005) enfrente a seroprevalencia diagnosticada en
el ano 1992 por Pascual (1994).

Resulta interesante afadir que, la época de muestreo en el estudio de Pascual
(1994), primer semestre del afio de 1992, se corresponderia con la época de maxima
seroprevalencia esperada segun Tissot-Dupont y colaboradores (1994). Por tanto,
estos resultados serian comparables, dentro de las limitaciones logicas al tratarse de
técnicas diagnodsticas diferentes, con los resultados de tasas de presencia en leche
obtenidos en el presente estudio para la estacion de mayor riesgo ya que, por una
parte, en la estacion de menor riesgo y de acuerdo con los estudios realizados sobre
el patrén de eliminacion por la leche de C. burnetii en el ganado caprino (Berri y
cols., 2007; Rodolakis y cols., 2007; Rousset y cols., 2009), es de esperar que
muchos animales que se mantengan seropositivos en sangre sean negativos a la
deteccion de C. burnetii en leche mediante PCR y, de otro lado, nuestra estacion de
riesgo se prolonga hasta el final del primer semestre del afio 2005. Como se ha
mencionado, la media establecida para la seroprevalencia determinada en el estudio
de Pascual (1994) fue del 32.74%, mientras que la establecida en la estacion de
riesgo en el presente estudio para la tasa de presencia de C. burnetii en leche fue del
40.82%, siendo el 100% de las cuatro granjas analizadas, positivas a la presencia de
C. burnetii en leche. En cuanto a la comparacion establecida entre los datos de
presencia de C. burnetii en leche obtenidos en el presente estudio y los de

seroprevalencia obtenidos por Pascual, hay que tener en cuenta que, en los datos de
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seroprevalencia expuestos en la tabla 35, se incluyen a los animales jovenes
(menores de 1 afio), que cuentan con una seroprevalencia relativamente menor a los
animales adultos, lo cual redundara en una légica disminucién de la seroprevalencia
global, mientras que en el presente estudio, analizamos a animales adultos en el
periodo de lactacién. Eso si, dicha disminucién no es muy importante (la media
global de la seroprevalencia calculada por Pascual para los animales adultos fue del

33.69%o, siendo el 100% de las granjas analizadas seropositivas a la fiebre Q).

Por otra parte, volver a recalcar que, en el estudio que nos ocupa, no se detecta
presencia de enfermedad, sino presencia del agente causal en la leche y que, entre la
época de extraccion de las muestras del estudio de Pascual (afio 1992) y el de las
muestras del presente estudio (afio 2005), han transcurrido aproximadamente trece
afos. Sin embargo, si bien ha habido determinados cambios globales en el sistema
de produccién caprina de Lanzarote, a la luz del cuestionario realizado en este
estudio, acompafiado ademas, de un aumento significativo del censo, las realidades
en cuanto a los sistemas de manejo existentes en la isla de Lanzarote siguen siendo
bastante similares a las existentes en 1992, con la excepcién de que no hemos

detectado a ganaderos que lleven a cabo un manejo extensivo (Pascual, 1994).

Luego, si se observan los resultados de estudios en los que se han comparado
técnicas seroldgicas con sensibilidad-especificidad cercana a la técnica de I.F.,
utilizada por Pascual (Pascual, 1994), con técnicas de Trans-PCR (Berri y cols., 2007;
Vaidya y cols., 2008), se puede llegar a la conclusién de que la fiebre Q continta
siendo endémica en el ganado caprino de Lanzarote, y probablemente, y esto no deja
de ser una estimacion, la seroprevalencia de la enfermedad en la poblacion caprina
de Lanzarote se sitie en valores medios cercanos o incluso superiores a los
establecidos por Pascual (1994). De hecho, en estudios seroepidemiolégicos mas
recientes desarrollados en la isla de Gran Canaria mediante ELISA, se ha observado
un valor de seroprevalencia en cabras frente a C. burnetii del 60,4% (Rodriguez y
cols., 2010).

5.2.2. PRIMER ESTUDIO INFERENCIAL. ESTACIONALIDAD DE LA
ELIMINACION POR LA LECHE DE Coxiella burnetii EN EL GANADO CAPRINO
DE LANZAROTE (ISLAS CANARIAS). APORTACIONES DE CARA A LA SALUD
PUBLICA.

El objetivo principal de este estudio analitico era el identificar factores de riesgo

asociados con la presencia de C. burnetii en muestras de leche del ganado caprino en
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la isla de Lanzarote. Y se hace mencidn expresa al concepto de presencia del agente
causal con el fin de ahondar en el concepto de prevalencia en lo que se refiere a
estudios del tipo que nos ocupa. Si nos remitimos a la definicion de prevalencia como
animales enfermos en un periodo de tiempo concreto en relacién con el niumero de
animales existentes en la poblacién en riesgo de desarrollar la enfermedad en ese
mismo periodo, se puede caer en el grave error de considerar a todos los animales
secretores del agente causal a través de la leche como individuos enfermos, cuando
realmente es probable que no se dé tal fendmeno, ya que podemos estar ante
portadores asintomaticos del agente causal o incluso, puede darse la circunstancia de
que portadores excretores de Coxiella burnetii no sean seropositivos a la enfermedad
0, que animales seropositivos no muestren presencia del agente causal en leche
(Berri y cols., 2007). Por ello, a partir de ahora y para evitar confusiones, hablaremos
de presencia en leche de C. burnetii o de C. burnetii excretada en vez de utilizar el

término prevalencia.

Respecto a este estudio, es importante resaltar la definicibn de prevalencia y
adaptarlo a nuestras circunstancias, ya que no medimos presencia de enfermedad
sino presencia de agente causal y por tanto, medimos numero de portadores
excretores del agente causal en un momento determinado en relacién con el nUmero
de animales existentes en la poblaciéon en riesgo de ser portadores en dicho periodo
de tiempo. En nuestro caso, dicho espacio de tiempo fue el comprendido entre el 10

de mayo y el 1 de noviembre del afio 2005.

Como se ha podido apreciar en el capitulo de resultados del presente estudio,
tras el tratamiento inferencial de los datos obtenidos tras el analisis de las muestras
de campo, la eliminaciéon de C. burnetii en la leche en el ganado caprino de la isla de
Lanzarote, y mas concretamente, en la poblacibn diana del presente estudio
(explotaciones de mas de 100 cabezas), sigue un patron estacional. Luego, esta

variable, la estacionalidad, se muestra como un factor de riesgo.

En nuestro caso, hemos visto que las muestras recogidas entre los meses de
mayo y junio, las cuales se corresponden con las fechas de recepcion 25/05/05 y
16/06/05, mostraban una mayor presencia de C. burnetii (un mayor ndmero de
muestras positivas) que las muestras recogidas durante la segunda quincena de julio
y principios de agosto (fecha de recepcion 05/08/05) y las recogidas durante la
segunda quincena del mes de octubre y principios de noviembre (fecha de recepciéon
04/11/05). Tomando como estacidon 1 a las dos primeras épocas de recepcion v,

como estacion 2, a las épocas de recepciéon restantes, hemos observado que en las
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muestras pertenecientes a la estacion 1 se detecta una presencia de C. burnetii en
leche mucho mayor que la estacion 2 (razén de riesgos = 8.025 ; IC95%= 4.4;14.5),
ajustandose los datos observados a un modelo lineal de Poisson (p<0.001), siendo el
ajuste del modelo muy aceptable, mostrando un coeficiente de sobredispersién de
1.33 (McCullagh y Nelder, 1989).

La estacionalidad de la fiebre Q ha sido abordada en diversos trabajos de
investigacion. Asi, Raoult y colaboradores (2000), en un estudio serolégico
retrospectivo realizado sobre un total de 1383 pacientes de fiebre Q aguda y crénica
humana, que fueron hospitalizados entre 1985 y 1998 en Francia, revel6 que la
mayor proporcidon de casos observada ocurria durante la primavera. En otro trabajo
realizado por Tissot-Dupont y colaboradores (2004), se demuestra como los cambios
bruscos en las condiciones meteorolégicas pueden contribuir a producir cambios en la
estacionalidad de la enfermedad en zonas donde ésta es hiperendémica. En la zona
estudiada, a 40 km al noroeste de Marsella, un estudio previo realizado entre 1990 y
1995 demostré6 que esta enfermedad era hiperedémica en la zona, la cual, se
caracterizaba por ser una regioén en la que existian varias ganaderias de ovino en
régimen extensivo. Durante este estudio, se observé que la mayor parte de los casos
en las poblaciones humanas aparecian entre los meses de abril y mayo, un mes
después de la segunda paridera, época en la que ademas, los vientos de la zona son
mas intensos. La paridera principal (octubre — noviembre) se da en una época en la
que los vientos no suelen soplar con fuerza. Sin embargo, en el invierno de 1998 a
1999, los autores detectaron un aumento inesperado en el nimero de casos de fiebre
Q que coincidia con cambios meteorolégicos anormales en cuanto a la fuerza de los
vientos Mistral y las precipitaciones se refiere, cambios estos que se estimé que
fueron los desencadenantes de esta situacion epidémica (Tissot-Dupont, 1999;
Tissot-Dupont, 2004).

En otro estudio desarrollado en Francia (Caron y cols., 1998), concretamente en
el hospital universitario de Poitiers, consistente en una revision de 80 casos clinicos
de neumonia provocados por la fiebre Q humana, registrados entre 1982 y 1996, se
observé que el 80% de los casos se registraron entre febrero y mayo. Como se
puede apreciar, en estas dos regiones diferentes de Francia, con diferentes climas
(Marsella, en la costa sur y con clima mediterraneo, mientras que Poiters, se sitla en
la costa este y presenta un clima oceanico), los casos clinicos diagnosticados de
fiebre Q tienden a concentrarse, en mayor medida, en torno a la primavera. Eso si,
en el caso de Poiters, ocurren en la transicion del invierno a la primavera, mientras

que en Marsella, ocurren en la transicién entre la primavera y el verano. Ademas, la
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forma clinica mas frecuente de la fiebre Q en Poitiers fue la neumdnica, mientras
que en la zona del distrito de Bouches-du-Rhone, cercana a Marsella, la forma mas

frecuente fue la hepatica (Caron y cols., 1998; Tissot-Dupont, 2004).

En Holanda, Delsing y Kullberg (2008), realizaron un estudio sobre un brote en el
que se detectaron un total de 808 casos antes de agosto del 2008 (el brote
epidémico de fiebre Q humana de mayor repercusion mundial hasta la fecha). Los
veterinarios estatales holandeses detectaron la enfermedad en las granjas intensivas
de ganado caprino de la zona del brote en los afios 2006 — 2007, y se establecié que
existia una relacion entre la alta concentracion ganadera de la zona y la alta
presencia de la enfermedad. La época en la que se observo la mayor prevalencia de
casos de fiebre Q humana en este brote fue entre los meses de diciembre y mayo,
momento que se correspondia con el de la manipulacidon del estiércol de las citadas
granjas. El clima de Nijmegen, regidon de Holanda afectada por este brote, es de tipo
oceanico y, la presentacion mas frecuente de la fiebre Q humana en este caso, fue la

neumonica.

En el Pais Vasco, zona norte de Espafia, de clima oceanico, al igual que la regién
de Poitiers (Francia) y que la de Nijmegen (Holanda), la presentacién neumoénica de
la fiebre Q humana es mas frecuente que la hepatica (79% enfrente a 21% de casos
respectivamente). La mayor concentracién de casos de fiebre Q humana se da entre
los meses de marzo y junio (64.3%). Esta época se corresponde con la de las
principales parideras de ganado caprino y ovino del lugar. Ademas, se trata de la
época en la que se suele visitar con mas frecuencia, por parte de la poblacién en

general, las zonas rurales como actividad de ocio (Cilla y cols., 2008).

Un caso curioso de contraste en cuanto al clima y la presentaciéon clinica de la
fiebre Q en las poblaciones humanas lo tenemos en Galicia, region del noroeste de
Espafia. Segun un estudio seroldgico realizado por Sesma (1990) en el Ferrol,
provincia de la Corufia, en una muestra de donantes de sangre, se registré una
prevalencia del 11% mediante FC y del 18% mediante IFl. En ese mismo periodo se
habian diagnosticado 11 neumonias en nueve meses (el 10.8% del total de
neumonias diagnosticadas en la zona durante dicho periodo). Sin embargo, en la
provincia de Orense, entre 1992 y 1995 se diagnosticaron 31 casos de fiebre Q
aguda, siendo la presentacién mas frecuente, la hepatitis acompafada de cuadro
febril (74% de los casos), enfrente a tan solo el 6 % que presentd neumonia (Latorre
y cols., 1995). Si bien, estas dos provincias de Galicia presentan un clima de tipo

oceanico, en esta comunidad auténoma, existen dos variantes de este tipo de clima.
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En el norte de Galicia se da un clima maritimo tipico de la costa oeste continental
europea (es el caso de la Corufa), mientras que en el sur, existe un clima que, sin
dejar de ser oceanico y tener una fuerte influencia maritima, tiene una tendencia al
clima mediterraneo (es el caso de Orense). Ademas, la temperatura media anual es
ligeramente mas alta en Orense (14.3°C enfrente a 14.1°C de la Corufia), mientras
que la humedad relativa media es claramente inferior en Orense (71% enfrente a
78% en la Corufia; Guia resumida, segun la guia resumida del clima en Espafia 1971
- 2000).

En Nueva Escocia, Canada, Marrie y colaboradores (1985), tras un estudio
seroldgico en el que se analizaron muestras de ganado vacuno, ovino, caprino,
ademas de analizar muestras de gatos de la region, se observd que los principales
reservorios animales de la enfermedad eran el ganado bovino y los gatos, habiéndose
detectado anticuerpos contra la enfermedad en el ganado ovino de forma estacional,
de tal manera que, segun la reaccion de fijacion del complemento, el 55% de los
animales positivos mostraron anticuerpos en el mes marzo, mientras que el pico
minimo fue detectado en el mes de septiembre (18% de los positivos). En esta
regién no se observa estacionalidad en la fiebre Q humana. Esto puede ser debido a
que el ciclo productivo del ganado bovino es mas continuo que el de los pequefios
rumiantes, teniendo los partos repartidos a lo largo del afio y no concentrados en
parideras, como ocurre en el caso de los ganados ovino y caprino. Probablemente, la
influencia en la contaminacién ambiental del ganado bovino con C. burnetti, en esta
region de Canad4, sera superior a la de cualquier otra especie, si bien, en ocasiones
puntuales y debido al mayor grado de contacto con los animales de compaiiia, se han
descrito brotes epidémicos en Nueva Escocia asociados a gatas parturientas
infectadas por C. burnetii. La forma clinica mas frecuente de fiebre Q observada en
humana en esta region son cuadros de neumonia atipica. Nuevamente, estamos ante

un clima oceénico maritimo, fuertemente influido por las corrientes atlanticas.

Sin embargo, en Ontario, también en Canada, la epidemiologia de la fiebre Q
difiere bastante respecto a lo observado en Nueva Escocia. En Ontario entre los afios
1975 y 1980 no se diagnosticaron casos de fiebre Q en humana, pero a partir de
1980, la importacion de diversos ganados de caprino y ovino infectados en la zona se
relaciond con la apariciéon de mas de cien casos de fiebre Q humana en tres afos, la
mayoria de ellos fueron diagnosticados en el sur de la regién, donde el clima es
templado y continental. Es este caso, el cuadro clinico de la fiebre Q humana mas
frecuentemente detectado fue la hepatitis granulomatosa acomparfiada de fiebre
(Simor, 1987).
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En Israel, Ergas y colaboradores (2006), realizaron un estudio clinico y serolégico
sobre 100 pacientes hospitalizados en seis centros del pais (Soroka, en Beer Sheva;
Kaplan en Rehovot; Meir en Kfar Saba; Haemek en Afula; Poriyah en Tiberias y Bnei
Zion en Haifa), en el que determinaron que la mayoria de casos tenian lugar en el
verano, concretamente entre los meses de abril y septiembre (64 % de los casos
registrados). En este estudio, la forma clinica mas frecuente de la fiebre Q humana
fue la hepatitis (67%) enfrente al 32% de casos registrados como neumaonicos. Este
pais presenta un clima que varia de templado continental (zonas norte y centro), a

mediterrdneo en la costa y subtropical al sur del pais.

En el sur de la peninsula de ltalia, Parisi y colaboradores (2006), mediante un
estudio basado en la aplicacion de una técnica de nested-PCR sobre una serie de
muestras de un total de 514 fetos abortados de ganado bovino, ovino y caprino,
determinaron que la mayoria de los abortos sucedian entre los meses de octubre y

abril.

Por otra parte, Yanase y colaboradores (1997), en un estudio realizado en
Hokaido, Japén, en el que se analizaron un total de 364 sueros, mediante una técnica
de inmunofluorescencia indirecta, de un total de 28 vacas pertenecientes a dos lotes
diferentes de una misma explotacion, mostré que los niveles de anticuerpos
detectados aumentaban en invierno y decrecian en verano. Los animales que
mostraron seroconversion durante la experiencia, presentaban anticuerpos durante 5

meses.

Otro factor importante en la epidemiologia de la fiebre Q que se ha estudiado en
la dltima década mediante la aplicacién de técnicas de PCR, ha sido el de las rutas de
eliminacién de C. burnetti en las diferentes especies de rumiantes domésticos, asi
como la duracion y la distribucion temporal de la eliminacién de este microorganismo
por las diferentes vias estudiadas. Estos estudios han demostrado que existen
diferencias entre las distintas especies de rumiantes domésticos en cuanto a los

patrones de eliminacion de C. burnetii al medio.

Asi, Guatteo y colaboradores (2007), estudian la rutas de eliminacién en un total
de 145 vacas de 5 ganados diferentes usando una técnica de PCR a tiempo real
combinada con serologia de sueros sanguineos mediante ELISA. En dicho estudio, se
procedié a realizar un seguimiento en el patrén de eliminaciéon de C. burnetii por las
diferentes rutas, para lo cual, se tomaron muestras semanalmente, desde el dia cero

hasta el noventa, de leche, flujo vaginal y heces. Los autores observaron que el 40%
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de los animales muestreados eliminaban coxiellas por la leche, existiendo dos tipos
de patrones: animales que lo hacian de manera persistente y animales que lo hacian
esporadicamente. En el caso del flujo vaginal, la eliminacién era intermitente o
esporadica y se daba en algo mas del 50% de los animales. La frecuencia de
expulsiéon por las heces era minoritaria entre los animales monitorizados y, en
cualquier caso, los animales que eliminaban por esta ruta lo hacian de manera
esporadica. También se llegé a la conclusion de que, los animales que presentaban
un alto grado de excrecidn de coxiellas al medio eran animales con titulos de
anticuerpos altos, no presentadndose una via de eliminacion que predominara sobre
las demas. El 65.4% de los animales excretaba por una sola de las tres rutas

sefialadas, mientras que menos del 7% lo hacian por las tres a la vez.

En otro trabajo, Rodolakis y colaboradores (2007) llevaron a cabo un estudio en
el que compararon los patrones de eliminacion de C. burnetii en el ganado vacuno,
ovino y caprino. Para ello, eligieron una serie de granjas positivas a la deteccion de
C. burnetii a partir de muestras leche extraidas del tanque de refrigeracion mediante
la trans-PCR, utilizando los métodos descritos por Berri y colaboradores (2000). Se
analizaron 95 vacas, 120 cabras y 90 ovejas de un total de 9 explotaciones (3
explotaciones por especie). Se extrajeron muestras de leche (individuales y de
tanque de refrigeracion) durante 16 semanas y, se realizé un chequeo inicial y otro a
los dos meses, de flujo vaginal y de heces. Las vacas se mostraron asintomaticas y
eliminaban C. burnetii por la leche casi exclusivamente, mientras que en el caso de
las cabras, en una de las granjas estudiadas se presentaron multiples casos de
abortos por fiebre Q y eliminaban coxiellas principalmente por la leche. En cambio,
en los ganados ovinos se detectaron abortos con mas frecuencia que para los
ganados caprinos y el patron de excrecion fue diferente, eliminando C. burnetii de
manera mas frecuente por las heces y por el flujo vaginal. En cualquier caso, la
excrecion al medio de C. burnetii fue infrecuente en fechas cercanas al parto. La
duracion de la eliminacion del agente causal en leche varié de una especie a otra: en
vacas desde el dia 0 hasta el 421; en cabras desde el dia 5 hasta el 119; en ovejas,
desde el dia 11 al 238. El patron de eliminaciéon en leche se caracterizd, en las
diferentes especies, por ser intermitente en varios de los animales monitorizados.
Curiosamente, la duracion media del periodo de eliminacion de Coxiella en leche por
parte del ganado caprino coincide con la media de dias que dura el periodo de
recuperacion de las lesiones de cabras que abortan tras ser inoculadas
experimentalmente con este agente causal, cuya duracién fue de 120 dias (Sanchez
y cols., 2007).
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En cuanto a los estudios sobre la eliminaciéon de C. burnetii al medio en el
ganado caprino, tenemos el estudio publicado en 2006 por Berri y colaboradores, en
el que se investigé un brote de abortos causado por la fiebre Q que tuvo lugar en un
ganado de 60 cabras. La totalidad de los animales fueron sometidos a serologia
sanguinea mediante ELISA y a la detecciéon de eliminacién de C. burnetii en leche,
secreciones vaginales y heces mediante PCR. Los resultados obtenidos mostraban
que el 80% de los animales eran seropositivos durante una media de 6 semanas. Se
observé que los animales eliminaban coxiellas por la leche durante mas de cuatro
meses, asi como, que el 23.3% y el 20% de los animales, eliminaban C. burnetii por
secreciones vaginales y por heces, respectivamente, durante los dos afios que duro la

experiencia.

En otro estudio realizado a partir de un brote de aborto infeccioso en ganado
caprino causado por fiebre Q, Rousset y colaboradores (2009) analizan la eliminacion
al medio de C. burnetii mediante PCR en dos grupos de animales de manera
comparativa: abortadas (50 animales) enfrente a no abortadas (70 animales). Se
analizan muestras de leche, secreciéon vaginal y heces extraidas a los 15 y 30 de dias
de los partos. Los resultados mostraron para las cabras abortadas que el 44%, 21%
y 38% de los animales eliminaban C. burnetii por secrecién vaginal, heces y leche
respectivamente. Estos resultados no mostraron diferencias significativas con
respecto al grupo de cabras que no abortaron (27%, 20% y 31% respectivamente),
si bien, los resultados para este grupo son mas bajos. Por otra parte, se observé que
el 81% de los animales que eliminaban Coxiella al medio lo hacian por las heces y las
secreciones vaginales a la vez, mientras que tan solo el 49%, lo hacia por la leche y

alguna de las otras dos rutas.

En el capitulo de resultados se mostraba un gréafico el que se podia apreciar la
evidente relacion entre las épocas de parto o parideras y el grado de eliminacion de
C. burnetii al medio mediante la leche, en el ganado caprino de Lanzarote (fig. 23).
Como se ha podido apreciar anteriormente, el periodo de eliminaciéon de C. burnetii
en la leche, por parte del ganado caprino, se ha estimado que puede ser de
aproximadamente 4 meses (dia 5 al 119 postparto) o incluso mayor en portadores
eliminadores crénicos (Rodolakis y cols., 2007; Rousset y cols., 2009). Esto hace que,
en cada época de recepcién estemos detectando a un porcentaje de positivos en
relacion directamente proporcional al nUmero de animales que empiezan a eliminar
C. burnetii tras el parto durante, aproximadamente, los 4 meses anteriores a la
época de extraccion de las muestras. Logicamente, existira un nimero menor de

animales portadores eliminadores crénicos que eliminaran C. burnetii por la leche
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durante mas de 4 meses y habran animales con un patrén de eliminacién
intermitente, que crean un acumulativo diferente al expuesto de cara al nUmero de
portadores eliminadores de C. burnetii en leche detectados en las diferentes épocas

de muestreo, pero se trata de hacer una aproximacion a la realidad existente.

Por otra parte, y como se ha podido apreciar en el apartado de resultados, entre
los meses de noviembre y marzo se concentran el 82.26% de los partos en la
poblacién diana del presente estudio. De los partos registrados en esta época, el
51.71% de los mismos se registran en el mes de noviembre, el 19.55% en diciembre

y el resto, el 28.74%, se distribuyen de enero a marzo.

Segun estos datos, los resultados en cuanto a las tasas de presencia de C.
burnetii en leche en las épocas de recepcion correspondientes al 25/05/05 y al
16/06/05 podrian indicar el inicio del descenso, tras una fase previa casi de meseta,
en cuanto a la curva de la tasa de presencia de C. burnetii en la leche se refiere. Esta
estimacién se basa en que, la diferencia en la tasa de presencia de C. burnetii en
leche entre estas dos épocas es minima y tiende al descenso levemente (la tasa de
presencia de C. burnetii en leche pasa del 41.51% al 40%, lo que significa un
descenso del 3.4% en 22 dias, aproximadamente). Sin embargo, en tan solo 50 dias,
la tasa de presencia del agente causal en leche pasa del 40% al 6.32%. El descenso
en este caso es del 84.2%, mientras que el intervalo de tiempo transcurrido era tan
solo 2.7 veces mayor que en el periodo anterior. Esto se traduce en que, el descenso
de la tasa de presencia de Coxiella en leche de este periodo aumenté 11.23 veces
con respecto al periodo anterior, con lo cual, se puede deducir que la curva de
presencia de C. burnetii en leche entra, en esta época en la poblacién diana del
presente estudio, en una fase de descenso exponencial pronunciado. Entre la tercera
y la cuarta época de recepcion de las muestras, la curva de la tasa de presencia de C.
burnetii en leche continla descendiendo, siendo el nimero de dias transcurridos de
91 dias en este caso y, el descenso registrado en la mencionada tasa, seria del
40.51% (2.08 veces menos cuando, el tiempo transcurrido, es 2.25 veces mayor). En
cualquier caso, el descenso continua en una fase exponencial pero de una manera
menos acusada que en el periodo anterior, pero, aun asi, sigue siendo mas acusado
que en el primer periodo entre épocas de recepcion (3.4% en 22 dias en el primer
periodo enfrente al 40.51% en 91 dias en el tercero, es decir, el descenso es 2.93

veces mayor en el tercer periodo que en el primero).

Como se ha podido apreciar, los datos registrados del presente estudio reflejarian

la fase del descenso de la tasa de presencia de C. burnetii en la leche del ganado
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caprino que conforma la poblacién diana del presente estudio. En cualquier caso,
deberan realizarse futuros estudios de incidencia o de evolucion estacional de la tasa
de presencia en leche de este agente causal en la poblacién diana, con muestreos
representativos de dicha poblacion en diferentes épocas del afio, con el fin de afinar
en el ajuste de la curva epidémica sobre la tasa de presencia en leche de C. burnetii
y, poder determinar la fase ascendente y de meseta de dicha curva, de manera

experimental.

En cuanto a las otras fases de la curva epidémica en el caso que nos ocupa, es
preciso decir que, aunque no contamos con datos empiricos sobre la tasa de
presencia de C. burnetii en leche en estas épocas, si contamos con datos empiricos
sobre la distribucién anual de los partos que, unidos a los datos sobre los patrones de
eliminacion del agente causal en leche para el ganado caprino existentes
previamente en la bibliografia (Berri y cols., 2006; Rodolakis y cols., 2007; Rousset y
cols., 2009) y a los datos empiricos del presente estudio al respecto (los cuales
dibujan la fase descendente de la curva), nos permite hacer una aproximacion de lo
que ocurre en la fase ascendente y de meseta de la curva, siempre, claro esta,

suponiendo una situacién endémica para la enfermedad en la poblacion.

Como se ha visto, el valor minimo para la tasa de presencia de C. burnetii en
leche fue del 3.76% (fecha de recepcion 04/11/05). Noviembre es el mes el que se
registran el mayor nimero de partos en todo el afo. Las muestras analizadas en la
citada fecha de recepcidén se ha visto que se corresponden con muestras extraidas
durante la segunda quincena del mes de octubre. De julio a octubre tienen lugar el
6.8% de los partos de la poblacién diana. Ademas, en el mes de agosto no se
registran partos y se empiezan a registrar partos de nuevo en el mes de septiembre.
Luego, es muy probable, que el valor registrado en esta época de recepciéon para la
tasa de presencia de C. burnetii en leche esté proximo al valor de un punto de
inflexion de la curva. Segun estas suposiciones, durante el mes de noviembre, el
crecimiento de la curva se supone claramente exponencial (sobre todo en la segunda
quincena del mes) y esta fase de crecimiento de la curva se estima que se
prolongaria hasta alcanzar valores maximos en la primera quincena del mes de
marzo, suavizando su crecimiento en torno a la segunda quincena del mes de enero

(debido a un descenso importante en el nimero de partos en este mes).

Tras esta fase de ascenso, empezaria otra de descenso muy suave, casi de
meseta, que conectaria con los resultados hallados tras el analisis de las muestras de

las épocas de recepcion del 25/05/05 y del 16/06/06. Esta fase casi de meseta
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estaria condicionada por los picos en el nUmero de partos existentes en los meses de
febrero, marzo y junio. Légicamente, tras esta fase tendriamos la fase de descenso

estudiada anteriormente, para la que si se dispone de datos empiricos.

Como se ha visto anteriormente (Berri y cols., 2006; Rodolakis y cols., 2007;
Rousset y cols., 2009), un alto porcentaje de animales portadores eliminadores de C.
burnetii por la leche lo hacen también por otras vias (fetos abortados, placentas
contaminadas, secreciones vaginales, heces, etc). Luego, a partir de estas
estimaciones, es muy probable que la época de maxima contaminacién del medio con
C. burnetii por parte de la poblacion diana del presente estudio se concentre en los
meses de noviembre a junio, siendo el periodo comprendido entre marzo y mayo, el
que se estima de maximo riesgo de cara al contagio de la fiebre Q en las poblaciones

humanas.

Bolafios y colaboradores (2003) realizaron una revision de un total de 40 casos
de fiebre Q aguda registrados en el sur de Gran Canaria durante los afios 1998 al
2000. Esta zona presenta un grado de analogia importante con la isla de Lanzarote
en cuanto al clima y a la orografia de las zonas rurales se refiere, donde la ganaderia
caprina es, sin duda, la de mayor importancia, contando esta zona con la mayor
parte del censo ganadero caprino de la isla de Gran Canaria. El diagnéstico de la
enfermedad se realiz6 mediante serologia (IFI, detectando IgG e IgM) y se contaba
con la historia clinica de los pacientes. El 65% de los casos se produjeron entre los
meses de abril y julio. Si tenemos en cuenta los resultados del presente estudio en
cuanto a la estimaciéon del periodo de méaximo riesgo de contaminacion ambiental con
C. burnetii debida al ganado caprino (meses de abril a mayo) y, teniendo en cuenta
que el manejo del ganado en cuanto a la distribucién de partos en la isla de Gran
Canaria es muy similar al llevado a cabo en la isla de Lanzarote (dato este basado en
la experiencia profesional del autor principal de esta investigacion), ademas de que el
periodo de incubaciéon para la fiebre Q aguda en humanos se estima que dura de 2 a
6 semanas, dependiendo de la dosis infectante (Delsing y Kullberg, 2008), resulta
muy probable que exista una relacion entre el patron de eliminacién de C. burnetii en
leche (por parte del ganado caprino) presentado en este estudio y la distribuciéon

temporal de los casos de fiebre Q en las poblaciones humanas.

Por otra parte, en el estudio citado en el parrafo anterior (Bolafios y cols., 2003),
se observé que la fiebre Q aguda se presentaba como un sindrome febril
acompafiado de una elevacion de las enzimas hepaticas en el 87.5% de los casos,

mientras que la forma neumoénica, solo se pudo detectar en 3 casos (7.5%). También
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se observo que el 65% de los pacientes procedian de areas rurales.

En Lanzarote, en un estudio epidemiolégico en el que se revisaron 23 casos de
fiebre Q aguda en el periodo de tiempo comprendido entre 1985 y 1992, se observé
que el 56.5% de los afectados (13 casos) habian tenido contacto directo con el
ganado caprino. En cinco casos (26%) se dio contacto indirecto con el ganado
caprino: en 3 de estos casos (13%) se observd que se trataba de personas habian
realizado paseos en zonas de pastoreo o que vivian en zonas proximas a estas, otro
afectado habia asistido a una feria ganadera y otro, habia manipulado un contenedor
de basuras. Otro afectado era manipulador de carne congelada, con lo cual, podria
ser un ejemplo de enfermedad profesional. Por dltimo, tan solo dos pacientes (8.7%)
tenian como Unico antecedente de contacto con el agente causal, el hecho de haber
consumido leche de cabra o queso fresco y, en otros dos casos, no se encontr6

antecedente alguno (Pascual, 1994).

Hasta 1994, de 130 casos registrados en las islas de Lanzarote, Gran Canaria,
Tenerife y La Palma, en menos de un tercio de los mismos se diagnostic6 neumonia
atipica, siendo el cuadro clinico de fiebre Q aguda humana mas frecuente en

Canarias, la hepatitis acomparfnada de un sindrome febril (Pascual, 1994).

Como se ha visto anteriormente, la via aerégena se estima como el principal
modo de transmisién de la fiebre Q, si bien hay autores que no descartan la via oral
como una via de transmisién con menor importancia, la cual estaria presente, sobre
todo, en poblaciones rurales en las que se consumen leche y derivados sin pasterizar,
si bien es cierto, que hasta el momento no se ha podido demostrar
experimentalmente la infeccion mediante esta via de transmisién (Benson y cols.,
1963; Krumbiegel y Wisniewski, 1970; Fishbein y Raoult, 1992; Arricau-Bouveri y
Rodolakis, 2005). Asimismo, se ha especulado sobre la posibilidad de que la via de
transmisién pueda influir sobre el cuadro clinico en la fiebre Q humana, de tal
manera que, las formas hepaticas podrian deberse a infecciones via oral y las formas
neumonicas a la infecciéon via aerégena (Marrie y cols., 1996; La Scola y cols., 1997).
En este sentido, en estudios experimentales en los que se han realizado infecciones
via inhalatoria con personas voluntarias, se ha demostrado que no siempre se
producen casos de neumonia. Es mas, en el estudio de Tigertt y Benenson (1957),
de las personas infectadas via inhalatoria, tan solo la mitad mostré neumonia y, en
otro estudio realizado por Dupont y colaboradores (1971), todos los voluntarios
inoculados via aerégena mostraron Unicamente un cuadro febril acompafiado de

hepatitis.
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Por otra parte, se ha demostrado la influencia de los vientos y de la lluvia en la
transmisiéon de la enfermedad en zonas donde la fiebre Q es endémica (Tissot-Dupont
y cols., 2004). También se ha demostrado que el proceso de pasterizacion (71.7 °C
durante 15 segundos) es suficiente para eliminar las células viables de C. burnetii en

los productos lacteos (Enright y cols., 1957).

Entre 1998 y el afio 2000, afios en los que se presentaron los 40 casos de fiebre
Q humana descritos por Bolafios y colaboradores (2003), muchos productores de
queso artesanal de Canarias en general y, de Gran Canaria en particular, que
contaban con Registro Sanitario Oficial, elaboraban sus productos a partir de leche
cruda (sin tratar térmicamente). Al tratarse de un territorio indemne de brucelosis
(concretamente, libre de Brucella mellitensis y Brucella abortus), la normativa
permitia la elaboracidn de derivados lacteos a partir de leche cruda, ya que las
Autoridades Sanitarias de Canarias realizaban controles periddicos para monitorizar
la calidad microbioldgica y para detectar la presencia de otros microorganismos
patégenos y alterantes (salmonella, staphylococos, coliformes, microorganismos
totales, etc) en las producciones de las industrias de queso artesanal (Real Decreto
1941/2004; Directiva 91/68/CEE del Consejo). Por otra parte, Canarias es la region
de Espafa que tiene el mayor consumo de queso per capita de todo el estado. Sin
embargo, la mayor parte de los casos de fiebre Q humana registrados en Gran
Canaria durante el estudio de Bolafios y colaboradores (2003) eran pacientes que
provenian de zonas rurales (65%), cuando lo légico seria que, si la transmisiéon por la
via oral tuviera un papel importante en la difusion de la enfermedad, el mayor
numero de casos tendria que provenir de los ndcleos urbanos mas poblados, ya que
en éstos, el numero de consumidores potenciales es mucho mayor. Una situacion
similar la encontramos también en la revision de los 23 casos de fiebre Q aguda
realizada por Pascual (1994), donde, como se ha visto, en el 82% de los casos se

observo un contacto directo o indirecto con el ganado caprino.

Por tanto, los resultados hallados para la fiebre Q humana en Gran Canaria por
Bolafios y colaboradores (2003) y, por Pascual (1994) en la isla de Lanzarote apuntan
a que la cercania a las explotaciones ganaderas en las zonas rurales y el contacto
directo o indirecto con el ganado, pueden ser los principales factores de riesgo de
cara a la transmision de la enfermedad, siendo la via aerégena en este escenario, la
mas probable. De hecho, un factor importante que se suma a la hipétesis de que la
via aerégena es el principal modo de expansion de la enfermedad en Canarias es la

variacion de la velocidad media del viento (cuyo valor puede ser calculado a partir del
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recorrido del viento medio mensual) (Tissot-Dupont y cols., 2004). Tomando como
centros de observacion de referencia a los situados en los aeropuertos
internacionales de Telde (centro de referencia de la zona sureste de Gran Canaria) y
de Arrecife (centro de referencia de Lanzarote), se observa que la velocidad media
del viento aumenta de manera importante en el mes de marzo (el aumento es del
26% en la zona sureste de Gran Canaria y del 18% en Lanzarote, con respecto a los
valores registrados en el mes de febrero) y continua haciéndolo hasta el mes de
agosto, mes en el que se alcanza la maxima velocidad media del viento. Tras el mes
de agosto, la velocidad media del viento comienza a disminuir, siendo los meses de
septiembre y octubre, de transicion, hasta llegar al periodo menos ventoso,
comprendido entre los meses de noviembre a febrero (Guia resumida del clima de
Espafia, 1971-2000).

Todos los datos expuestos en el parrafo anterior hacen pensar de nuevo que en
Canarias, la principal via de transmision de la enfermedad, es la aerdgena, ya que la
época de mayor riesgo para las poblaciones humanas se corresponderia con el
periodo de maxima contaminacion por C. burnetii en el medio y con el incremento de
la actividad de los vientos. Luego, cuando se habla de una relacién entre los datos
estimados y detectados para la eliminacién de C. burnetii en la leche de cabra en el
presente estudio, dicha relacién ha de entenderse desde el punto de vista de que, en
la estaciéon de maximo riesgo de eliminacién del agente causal por la leche, tenemos
también, el ndmero maximo de portadores capaces de eliminar Coxiella al
medioambiente mediante diversas vias de eliminacién (Berri y cols., 2007; Rodolakis
y cols., 2007; Rousset y cols., 2009).

En Canarias, la leche de cabra se dedica principalmente a la produccién de queso
(Bresno y cols., 1993; Plan Director Ganadero: Capitulo XIV. Subsector caprino,
2000), si bien existe también una pequefia cantidad que se dedica al consumo
directo. Parte de esta produccion lactea que se dedica al consumo directo, es
consumida sin haber sido pasterizada previamente. Una practica tradicional en
Canarias, en cuanto a la manipulacién de la leche de cabra por parte de sus
consumidores se refiere, es el hervir la leche en recipientes abiertos, manipulacion
que tiene por objetivo, disminuir la carga microbiana de este alimento para su
posterior conservacion en refrigeracion. Esta manipulacién podria originar aerosoles
contaminados con C. burnetii que podrian ser inhalados por el consumidor y que, con
una alta probabilidad y, a razéon de los datos de ciclo umbral obtenidos en las
muestras positivas del presente estudio y, a la alta capacidad infectante de este

patégeno por inhalacién, contarian con un namero suficiente de unidades infectantes
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de C. burnetii como para producir la fiebre Q (Tigertt y Benenson, 1957).
Afortunadamente, esta es una practica minoritaria y en desuso en la actualidad.

Otro posible factor de riesgo de fiebre Q en humanos que se ha tratado de
relacionar con la aparicién de esta enfermedad, es el consumo de queso fresco de
cabra (Pascual, 1994). En este producto se produce, frecuentemente, un fenémeno
que podria suponer un factor de riesgo para los consumidores y los manipuladores de
queso fresco elaborado a partir de leche cruda: se trata de la pérdida de suero
durante la elaboracion y el almacenamiento de dicho producto. A la luz de los
resultados del presente estudio, este suero puede estar contaminado con C. burnetii
y, en condiciones ambientales favorecedoras de la evaporacion, podria producir
aerosoles que, probablemente, transporten una dosis suficiente como para producir
la infeccion (Tigertt y Benenson, 1957). Esta situacion, en ambientes cerrados y
calurosos, podria originar situaciones de riesgo para los consumidores y

manipuladores de este alimento.

Por otra parte, en cuanto al riesgo de infeccidon por ingestion de leche o quesos
contaminados con C. burnetii decir que, a pesar de que los datos de ciclo umbral
registrados para las muestras positivas en el presente estudio auguran
concentraciones altas del agente causal en estas muestras, esta via de infeccién se
presenta como muy improbable. A parte de lo mencionado anteriormente con
respecto a la importancia de la via aerdgena en la expansiéon y transmisiéon de esta
enfermedad, existen estudios sobre determinadas caracteristicas intrinsecas de este
agente infeccioso que ponen en duda la probabilidad de infeccién por ingestién de
alimentos contaminados. Por un lado, la capacidad endotdxica del liposacarido de
cubierta (LPS) de C. burnetii, en cualquiera de sus fases, es mucho menor que el de
determinados patégenos intestinales, como puede ser el caso de determinadas
enterobacterias (10% y 10® veces menos téxico que el de Escherichia coli y el de
Salmonella typhimurium, respectivamente) (Baca y Paretsky, 1983; Hackstadt y
cols., 1985; Amano y cols., 1987). Por el otro, estaria la cercania filogenética de C.
burnetii a microorganismos como Legionella pneumophila, paréasito intracelular y
patégeno facultativo cuya via de transmision es la aerégena, con el que Coxiella tiene
muchas similitudes en cuanto a sus mecanismos fisiopatolégicos se refiere, ademas
de contar con un ciclo vital y unas capacidades de persistencia en el medio que
recuerdan mucho a las estrategias evolutivas de Coxiella (Maurin y Raoult, 1999;
Seshadri y cols., 2003; Bandyopadhyay y cols., 2004; Chen y cols., 2007; Tiaden y
cols., 2007; Tiaden y cols., 2008; Franco y cols., 2009).

Por tanto, entendemos que la explicacion de la presentacion clinica de la fiebre
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Q aguda en humanos en Canarias, donde menos de un tercio de los casos estudiados
presentan la forma neumodnica de la enfermedad (Pascual, 1994), siendo la
presentacion clinica principal un cuadro febril acompafado de hepatitis subclinica
(presentacion mas frecuente en todas las islas donde se ha estudiado la fiebre Q
humana), hemos de buscarla en la via de transmisién aerdégena, en la amplia
contaminacién del medio, la cual, cuenta con un caracter estacional debido a que el
principal reservorio animal son los ganados ovino y caprino, en la evolucién
estacional de los vientos (Tissot-Dupont y cols., 2004) y en las condiciones climaticas
propias de este archipiélago, ademas de otros factores asociados a la poblacion
humana como pueden ser la predisposicion genética (Helbig y cols., 2005), edad y
sexo (Maurin y Raoult, 1999), residencia habitual (Maurin y Raoult, 1999; Delsing y
Kullberg, 2008), habitos de ocio (Cilla y cols., 2008) y culinarios (ante la posibilidad
de crear aerosoles contaminados con el agente causal), y de dedicacion profesional
de los afectados (Marrie, 1990; Maurin y Raoult, 1999; Arricau-Bouveri y Rodolakis,
2005).

En cuanto a las condiciones climaticas de Canarias, hemos de decir que este
archipiélago cuenta con un clima subtropical htmedo con muchas variantes. Asi, en
las islas de menor relieve (Lanzarote y Fuerteventura) y en la zona sur de las islas de
mayor relieve (Gran Canaria, Tenerife, Gomera, La Palma y el Hierro), el clima es
mas seco (contando con menos humedad relativa en el aire) y mas caluroso que en
la zona norte de las islas con mas relieve (Guia resumida del clima de Espafia, 1971-
2000).

Como se ha visto anteriormente en este apartado, parece existir una relacién
entre la climatologia de las regiones donde la fiebre Q es endémica y la presentacion
clinica de esta enfermedad en las poblaciones humanas (Marrie y cols., 1985; Simor,
1987; Sesma, 1990; Latorre y cols., 1995; Caron y cols., 1998; Raoult y cols., 2000;
Tissot-Dupont y cols., 2004; Ergas y cols., 2006; Cilla y cols., 2008; Delsing y
Kullberg, 2008). En virtud de los diferentes trabajos expuestos en el presente
apartado sobre este tema, se puede llegar a la conclusion de que cuanto mas frio y
humedo es el clima, mayor sera la presencia de cuadros neumonicos por fiebre Q en
las poblaciones humanas, mientras que, en climas calurosos y con menor humedad
relativa en el aire, habra mas tendencia a la presentacion de cuadros hepaticos de

esta enfermedad.

Por otra parte, y siguiendo con el tema de las diferencias en la presentaciéon

clinica de la fiebre Q humana, diversos autores han teorizado sobre la posibilidad de
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que este fendbmeno se deba a la existencia de diferentes genotipos de C. burnetii,
que como consecuencia de su adaptacion al medio en el que se desarrollan,
causarian diferentes cuadros clinicos en las poblaciones humanas (Marrie, 1995;

Raoult y Marrie, 1995; Klee y cols., 2006; Tissot-Dupont, Raoult y cols. 2008).

Es evidente que existen diferentes cepas que cuentan con diferentes capacidades
de virulencia, pero nosotros entendemos que esta capacidad de virulencia ha de ser
entendida como la capacidad de los diferentes aislamientos para producir la infeccién
con la menor dosis infectante posible y, sobre todo, como la capacidad de producir
enfermedad croénica, ya que, la mejor estrategia de supervivencia para C. burnetii es
la de mantenerse en el organismo del huésped reproduciéndose, creando asi,
portadores eliminadores crénicos de Coxiella al medio, ya que, en el medio externo,
la Coxiella no tiene capacidad para replicarse, tan solo tiene capacidad para resistir
en busca de un medio de propagacion y de replicacion (La Scola y cols., 1997;
Glazunoba y cols., 2005; Stein y cols., 2005; Beare y cols., 2006; Russell-Lodrigue y
cols., 2009).

Por dltimo y siguiendo con el estudio de los factores asociados a las diferencias
observadas en la presentacion clinica de fiebre Q aguda humana, afiadir que en una
revision que contaba con un total de 1383 casos de infeccibn por C. burnetii
diagnosticados en Francia entre los afios 1985 y 1998, se pudo observar que los
cuadros neumonicos de fiebre Q eran mas frecuentes en las personas mayores e
inmunodeprimidas, mientras que la presencia de un cuadro hepéatico era mas

frecuente en los individuos joévenes (Raoult y cols., 2000).

Por otra parte, la estrategia de infeccibn de C. burnetii, una vez entra en
contacto con el organismo hospedador, es muy probable que se base en crear un
estimulo inicial del sistema inmune que logre atraer a la puerta de entrada, o lo que
es lo mismo, a los alveolos pulmonares, una cantidad de células dianas (0 monocitos)
con el fin de lograr una parasitacion suficiente para poder proseguir con su ciclo vital
en el interior del hospedador. Esto es logrado, probablemente, mediante el desarrollo
en un equilibrio de bacterias en fase 1 y fase Il que, en la naturaleza, se equilibra
hacia la fase I, sin que deje de existir un nimero menor de estos microorganismos

en fase Il (Stoker y Fiset, 1956; Brezina, 1958).

La fase Il es mas agresiva pero menos efectiva, y su papel es muy probable que
consista, aunque no se ha demostrado aun, en crear una afluencia de células dianas

al foco de infeccién, las cuales, son parasitadas de una manera mas efectiva por la
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fase 1, siendo esto debido, probablemente, a diferencias en el mecanismo de
internalizacién en la célula hospedadora (menos invasivo en la fase | que en la fase
I) y a su capacidad para mantener un crecimiento sostenido en el tiempo en las
células hospedadoras, lo que logra una situacibn que propicia la migracién de la
bacteria a otros 6rganos diana por el torrente sanguineo (como pueden ser el higado,
el aparato reproductor, las articulaciones, etc..) (Hackstadt y Williams, 1981;
Golenbock y cols., 1991; Mege y cols., 1997; Meconi y cols., 1998; Capo y cols.,
1999; Maurin y cols., 1999; Honstettre y cols., 2004; Toman y cols., 2004; Zamboni
y cols., 2003; Shannon y cols., 2005; Lubick y cols., 2007).

En este sentido, hay que decir que esta afluencia de monocitos al foco inicial de
infeccion no ha de traducirse en la aparicion de signos clinicos de neumonia en las
poblaciones humanas. Por el contrario, nosotros entendemos que la aparicion de
neumonia clinica por fiebre Q, diagnosticable mediante radiografia, es un proceso
que, si bien puede depender en cierta manera de la cepa de C. burnetii que actie en
una region concreta, e incluso de la predisposiciéon genética y por edad de ciertos
individuos, depende en mayor medida del clima de la regiéon. Esta afirmacion la
hacemos basandonos en que en Canarias, se cuenta con los dos tipos de
presentacion clinica de la fiebre Q aguda humana (la hepatica y la neumodnica),
mientras que el territorio es muy limitado y los movimientos de ganado caprino y
ovino dentro de las islas y entre las islas, ha tenido relativa importancia en
determinadas épocas, con lo que, si bien es probable que hayan diferentes genotipos
de C. burnetii en las islas, también es muy probable que ambas actuen
conjuntamente en la poblaciéon, y en un escenario como este, resulta muy dificil
explicar que determinadas cepas, con mayor capacidad para producir cuadros

neumonicos, no lo hagan.

Aguinaga y colaboradores (2003), realizaron un estudio en 2001, en la provincia
de Callao, Peru, en el que establecieron que existia una relaciéon entre la aparicion de
infecciones respiratorias agudas (IRA) y las variables climaticas como la temperatura
y la humedad relativa del aire. El estudio fue de tipo observacional analitico
transversal, siendo la poblacion diana, la compuesta por nifios menores de cinco afios
con cuadros de infeccién aguda respiratoria en la region (146.912 casos) vy, el periodo
de estudio, los meses de diciembre y enero de 2001. En dicho estudio se observd
que, en un analisis multivariable, los cambios de la temperatura y la humedad
relativa del aire explicarian el 65.03% de los casos de infeccidn respiratoria aguda,
observandose una fuerte relacién negativa con la temperatura y una débil relacién

positiva con la humedad relativa del aire.
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En este sentido, Tissot-Dupont (2009) hace también hincapié en la importancia
de factores climaticos como la temperatura, la humedad relativa del aire y la accién
de los vientos en la presentacion de cuadros de infeccidn respiratoria aguda y, mas
concretamente, en la presencia de cuadros neumaodnicos por fiebre Q en humana. El
autor explica que las bajas temperaturas del invierno contribuyen a producir
vasoconstriccion en la mucosa nasal y en el tracto respiratorio superior, lo que
contribuye a una disminucién local de las defensas y a la activacibn de procesos
virales latentes. Esto unido a la accién de la humedad relativa del aire y a la acciéon
de los vientos, no solo como favorecedor de la transmision aerégena de patégenos
sino también, como factor que contribuye a causar situaciones de estrés térmico en
los hospedadores (ya que favorece la hipotermia), es muy probable que tengan que
ver con la presentacion aguda de la fiebre Q (Buxadé y cols., 1996; Aguinaga y cols.,
2003; Tissot-Dupont, 2009). De hecho, se ha asociado un brote de fiebre Q aguda
humana a la accién de los vientos en regiones llanas, concretamente, el brote ocurrié
dos meses después de que comenzaran a soplar los vientos en la region (Tissot-
Dupont, 2009).

Légicamente, la interaccibn entre el viento, la temperatura ambiental y la
humedad relativa del aire difiere de unas regiones a otras. Asi, llama la atencién que
en climas frios y con valores altos de humedad relativa en el aire, las brisas tengan
especial importancia en la transmision de la fiebre Q, sobre todo cuando esta se
acumula en valles profundos, como ocurre en el Pais Vasco, mientras que en zonas
mas éaridas, se han descrito brotes epidémicos asociados a las tormentas rojas o

fendmeno de la calima (Babudieri, 1959; Alayo, 1986).

En Canarias, debido a su orografia y climatologia, es probable que se den las dos
situaciones, ya que debido a la fuerte influencia de los vientos alisios, en la zona
norte de las islas de mayor relieve, se crean escenarios con mayor frecuencia
cercanos a los del Pais Vasco en las zonas de medianias y cumbres, con temperaturas
mas suaves propias del clima canario, l6gicamente. Sin embargo, el fendmeno de la
calima afecta a todas las islas, teniendo mayor grado de incidencia en las islas
orientales y en el sureste de las islas que en el norte (Garcia y cols., 2001; Gelado y
cols., 2005; Alonso-Pérez, 2007). Estos aspectos del clima de Canarias podrian
explicar el porqué en el sureste de Gran Canaria se observé que el cuadro mas
frecuente de la fiebre Q aguda humana era el hepatico acompafiado de fiebre
(87.5%), siendo raro el neumodnico (7.5%), mientras que uniendo diferentes

revisiones de casos realizadas con anterioridad en diferentes islas por diversos
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autores, la forma neumonica se presenta en aproximadamente un tercio de los casos
detectados, siendo la presentacion mas frecuente de nuevo y con diferencia, la
hepatica (Pascual, 1994; Bolafios y cols., 2003). En cualquier caso, trabajos futuros
en los que se estudien estas variables climaticas en relacién a la presentacion clinica
de la fiebre Q podrian ser muy esclarecedores y pondrian de manifiesto la
importancia relativa de la climatologia en la presentacién clinica de la fiebre Q

humana y animal, asi como en la transmisién de la enfermedad.

Por tanto, se estima interesante terminar el presente apartado invitando a una
reflexion sobre la verdadera importancia de la transmisioén via oral de la fiebre Q.
Segun los resultados del presente estudio, lo mas facil parece ser alertarse ante la
importante presencia del agente causal de la fiebre Q en la leche del ganado caprino
en Lanzarote y, probablemente, en el resto del archipiélago canario, pero como se ha
podido apreciar a lo largo del desarrollo del presente apartado, los datos
epidemioldgicos encontrados hasta ahora en Canarias y en otros lugares del mundo
no apuntan a que la via oral sea realmente un grave problema a tener en cuenta de

cara a la salud publica.

5.2.3. EPIDEMIOLOGIA DESCRIPTIVA Y ANALITICA A PARTIR DE LOS
DATOS OBTENIDOS EN LA ENCUESTA EPIDEMIOLOGICA. SEGUNDO ESTUDIO
INFERENCIAL.

Como se ha podido apreciar en el apartado de resultados, en la primera parte del
estudio inferencial realizado se observé que la zona formada por los municipios de
Haria, Teguise y Tias presentaban una tasa de presencia en leche de C. burnetii que
triplicaba (3,3 veces) a la de las granjas situadas en la zona centro- sur (municipios
de San Bartolomé, Tinajo, Arrecife y Yaiza). Luego la distribucion zonal de las granjas
propuesta en el presente estudio con respecto al riesgo de presencia de C. burnetii
en leche en la estacién de menor presencia de C. burnetii en leche, es otro factor
que, junto a la estacionalidad (p<0.009), se ha podido relacionar directamente con
las tasas de presencia del agente causal de la Fiebre Q en leche obtenidas en el
presente estudio, si bien para la distribucion zonal propuesta no se ha logrado

obtener una asociacion estadisticamente significativa (p<0.121) (tabla 16).

En el segundo estudio inferencial y en el estudio descriptivo, realizados ambos a
partir de los resultados obtenidos tras la encuesta ganadera, se trataba de relacionar

a hipotéticos factores de riesgo indirectamente con las tasas de presencia en leche
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del agente causal de la fiebre Q, a través de la relacibn de los mismos con los
factores que si se han podido relacionar directamente con las mencionadas tasas de
presencia de C. burnetii en leche en el presente estudio. Es decir, la zona y la

estacionalidad.

El hecho de que este andlisis haya sido realizado con datos comparativos
obtenidos a partir de lo observado en la época de menor riesgo, da menor
importancia relativa a uno de los factores que se ha considerado como uno de los
determinantes de mayor importancia de cara a explicar el gran incremento de las
tasas de presencia de C. burnetii en leche detectadas en la estacion de mayor riesgo.
Este no es otro, que la gran concentracion de partos observada entre los meses de
noviembre y marzo, ya que es en esta época cuando ocurre el 82.26% de los partos
de las granjas encuestadas (Tissot-Dupont y cols., 1992; Maurin y Raoult, 1999). El
tener una concentracion de partos inferior en la estacion de menor riesgo y el realizar
un muestreo aleatorio a la hora de obtener las muestras de leche, nos deberia
permitir estudiar, con mayor precision, la importancia de otros factores que, en la
estacién de mayor riesgo, si bien pueden tener cierta importancia, esta puede tener
una menor relevancia debido a la interrelaciéon entre esas variables y la importante
concentracidon de partos registrada en dicha estacidon con el consecuente incremento

de la carga de C. burnetii en el medio.

A. Densidad poblacional animal y dimensionamiento de las explotaciones

ganaderas.

En cuanto a los parametros de densidad animal estudiados, como se ha podido
apreciar en el apartado de resultados, en general, las granjas de ganado caprino,
incumplen con frecuencia los requisitos minimos propuestos para dichos parametros
(Buxadé y cols., 1996). Concretamente, estos requisitos se incumplen sobre todo en
lo referente a las zonas cubiertas de los corrales (nUmero de animales por superficie
y por volumen). Ademas se ha observado una relacion estadistica con un nivel
significativo entre estas dos variables y la distribucién zonal de las granjas con
respecto al riesgo de presencia de C. burnetii en leche (p<0.073, valor casi
significativo para la superficie y p<0.003 para el volumen de la zona cubierta de las

instalaciones).

Véase que en el caso de la densidad poblacional animal de la zona cubierta
expresada en cabezas por unidad de volumen o m? dichas diferencias son

especialmente abultadas (3,44 veces para la media y 2,48 veces para la mediana el
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valor minimo propuesto, tabla 19). Asimismo, se puede observar que los requisitos
minimos propuestos en cuanto al niumero de cabezas por superficie de la zona
cubierta se incumplen en el 57,9% de las granjas encuestadas y en el caso del
ndmero de cabezas por volumen de la zona cubierta, se incumple en el 73,70% de
estas granjas. Este resultado nos habla de posibles tasas de contacto altas en las
superficies cubiertas de la mayor parte de las explotaciones ganaderas de la isla en
las estaciones mas frias y lluviosas (sobre todo en los meses de octubre a marzo,
incluyendo a ambos y, especialmente, en los meses de enero y febrero, segin datos

de la guia resumida del clima de Espafia 1970-2000).

En cuanto a la distribucion por estratos de las granjas que incumplen con los
requisitos minimos propuestos para las variables categorizadas, es interesante ver
como las granjas del estrato 3 o de mas de 500 cabezas son las que cumplen con
menor frecuencia dichos requisitos, sobre todo en lo referente a la zona cubierta de

las instalaciones.

Respecto al cumplimiento de los requisitos de superficie de la zona descubierta o
patio de recreo, decir que, en general, no es mayor que en el caso de la zona
cubierta, pero aun asi se incumple bastante, lo cual puede ser compensando por el
pastoreo, entre otras medidas. Las densidades de pastoreo son elevadas para lo
arido de los pastos en Lanzarote, pero se trata de una estrategia de manejo
orientada al ejercicio fisico del animal y a la disminucién del estrés que supone para
los animales las producciones en régimen intensivo, mas que al aprovechamiento de
los recursos de los pastizales (Plan Director Ganadero de Canarias, capitulo XIV,

Subsectores Caprino de Leche y de Caprino de Carne, 2000).

Kennerman y colaboradores (2008) establecieron, como factor de riesgo, el
numero de cabezas de la explotacion ganadera. En el presente estudio no hemos
podido demostrar que el nimero de cabezas de la explotaciéon ganadera sea un factor
de riesgo en cuanto a la eliminacion de C. burnetii por la leche se refiere, si bien es
verdad que, este resultado no esta exento de matices. En nuestro estudio, la
comparacion entre los diferentes estratos en cuanto a la positividad de las granjas
con respecto a la presencia de C. burnetii en leche, solo la hemos podido realizar
para los resultados obtenidos en la estacién de menor riesgo ya que, en el caso de la
estacion de mayor riesgo, no se disponia de muestras de granjas pertenecientes a los
estratos 1 y 2. Por tanto, seria interesante en futuros estudios y, con muestras
extraidas en la estacion de mayor riesgo, el establecer una comparacion entre las

granjas pertenecientes a los diferentes estratos propuestos en el presente estudio en
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cuanto a la eliminacion por la leche de C. burnetii. L6gicamente, en la estacion de
mayor riesgo, el niUmero de partos es claramente superior y, en un escenario como
éste, cobraria importancia el hecho de que sean las ganaderias del estrato 3 (mas de
500 cabezas) las que incumplen con mayor frecuencia las dimensiones minimas

propuestas, sobre todo, para la zona cubierta de las instalaciones ganaderas.

B. Orografia y climatologia

Como introduccién, decir que las cubiertas de los corrales de las diferentes
granjas encuestadas estan fabricadas mayoritariamente con planchas de
fiborocemento (uralita) o metalicas (chapa galvanizada), soportadas en una estructura
metalica, siendo los cerramientos laterales mayoritariamente de hormigén armado.
Las cubiertas no suelen presentar humedades en las épocas de lluvia en las
diferentes granjas encuestadas pero, llama la atencion que, en el 52,63% de las
ganaderias, se quejen del calor en la zona cubierta en los dias calurosos de verano.
Estas cubiertas no presentan, en ningldn caso, algun tipo de aislamiento térmico, lo
cual, unido al disefio de las instalaciones, probablemente redunde en la generacion
de temperaturas alejadas de los valores Optimos para el bien estar y producciéon
animal, generando estrés en los animales en aquellos dias en los que las
temperaturas ambientales de las zonas de las granjas se alejen, de manera
importante, de las temperaturas medias registradas en la isla (Buxadé y cols., 1996).
Este fendmeno es probable, aunque no haya sido constatado en la presente
encuesta, que se dé también de manera inversa en la época fria, causando una

disminucién considerable de las temperaturas en el interior de la zona cubierta.

Por otra parte, con respecto a la orografia de los terrenos en los que se sitdan las
granjas encuestadas, se puede apreciar que el 68,42 % de estas granjas estan
situadas en zonas planas o de escaso relieve, o bien, en amplios valles rodeados de
un relieve fuertemente suavizado por la erosién. Tan solo el 21,05 % de las granjas
estan ubicadas en las zonas mas abruptas de Lanzarote y el 10,53 % se encuentran
en el interior de hoyas de origen volcanico. El relieve se ha mostrado como factor de
riesgo en otras enfermedades infecciosas causadas por agentes que, al igual que C.
burnetii, cuentan con una gran capacidad de asentamiento tellrico y de resistencia
en el medio. Este es el caso del carbunco sintomatico, enfermedad producida por
Clostridium chauvoei. Esta enfermedad suele restringirse a regiones deprimidas y
valles situados entre altas montafias. De ahi que se haya considerado a esta variable

en nuestro analisis inferencial (Blaha y cols., 1995).
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En cuanto a la exposicion a los vientos de las diferentes ganaderias encuestadas,
resaltar la exposiciéon de las mismas a los vientos de componente norte-noreste
(alisios) y a los vientos que originan el fendbmeno de la calima (los cuales, son con
mayor frecuencia de componente sur y sureste, siendo infrecuente observarlos, de
componente este y suroeste). El 73,68% de las ganaderias estdn expuestas a uno o
ambos de estos vientos que, a su vez, son los de presentacion mas frecuente en la

isla (Garcia y cols., 2001; Gelado y cols., 2005; Alonso-Pérez, 2007).

Como se ha podido apreciar, en el presente estudio no se ha podido relacionar
estadisticamente a ninguna de las variables propuestas relacionadas con la orografia
y la climatologia con la variable de distribucion zonal de las granjas. Luego no parece
que estas variables actien como factores de riesgo que marquen diferencias
apreciables entre las granjas situadas en la zona de riesgo y las granjas situadas en

la zona de menor riesgo (tabla 20).

Sin embargo, es de destacar el hecho de que un alto porcentaje de las granjas
encuestadas (52,63%), la falta de materiales de aislamiento en las cubiertas y el
disefio de los corrales, favorece el incremento de temperaturas en verano en el
interior de las zonas cubiertas y por tanto, es muy probable que en los meses mas
frios, estas granjas presenten bajas temperaturas en dichas zonas. Si a esto
afiadimos que el 73.68% de las granjas encuestadas estan expuestas a la accion de
los vientos dominantes y que, en marzo, se produce un aumento importante en la
velocidad media de los vientos (Guia resumida del clima de Espafia 1971-2000),
estando aun en la estaciéon fria y con mayores precipitaciones del afio, tenemos a
toda una serie de factores favorecedores de neumonias que, unidos a la coincidencia
con el mencionado efecto acumulativo en cuanto a la eliminacién de C. burnetii al
medio por parte del ganado caprino de Lanzarote en esta época se refiere, y a la alta
densidad animal registrada en la zona cubierta de las instalaciones en un alto
porcentaje de las granjas encuestadas, siendo particularmente alta, en las granjas
situadas en la zona de riesgo, hacen pensar que, en el ganado caprino de la isla de
Lanzarote, la hipotesis de que la principal via de transmisidon de la enfermedad sea la
via aerdgena es la que, a falta de estudios con mas profundidad al respecto, se
presente como la mas que concuerda con lo observado (Martin y cols., 1997; Tissot-

Dupont y cols., 2004; Tissot, 2009).

239



Estudio epidemiolégico Discusion

C. Reposicion e introduccidon de ganado en la explotacion. Medidas

preventivas.

Como se puede apreciar en este caso, a pesar de no haberse podido demostrar
ninguna asociaciéon estadisticamente significativa con ninguna de las variables
expuestas en la tabla 22, resulta de interés destacar que las granjas situadas en la
zona de riesgo superan el valor de la mediana calculada para la variable “proporcion
de primiparas” con una frecuencia 4.08 veces mayor que la observada para las
granjas situadas en la zona de menor riesgo. Luego ésta podria ser otra de las
variables que puede marcar diferencias entre dichas zonas en cuanto al riesgo de
eliminacion de C. burnetii en la leche durante la época de menor riesgo de presencia
en leche de este agente causal a pesar de no haberse determinado una asociacion
estadisticamente significativa y en virtud de lo determinado en otros estudios
epidemioldgicos, que estaria en consonancia con lo descrito en determinados trabajos
de investigacion sobre la mayor tasa de anticuerpos detectadas en los animales

jovenes (Pascual, 1994; Kennerman y cols., 2008).

Asi por ejemplo, granjas que se encuentren en un proceso de crecimiento en el
nimero de animales en edad de producciéon a partir de reposicidon propia o bien,
aquellas granjas con una alta tasa de mortalidad de animales adultos que opten por
aumentar el nimero de primiparas con el fin de mantener el nimero de animales de
la explotacion, es muy probable que tengan que afrontar mayores pérdidas debidas a
la fiebre Q. De ahi la importancia de establecer planes sanitarios basados en una
correcta inmunizacion de los animales. Asi, en un estudio realizado en Francia con
vacunas de este tipo en cabras prefiadas se observé una importante disminucién en
el numero de abortos, asi como en la eliminacién de Coxiella por la leche, el flujo
vaginal y las heces (Arricau-Bouvery y cols., 2003). Eso si, habria que estudiar la
conveniencia de aplicar tratamientos antibidticos eficaces contra C. burnetii antes de
realizar la vacunacion por primera vez en los ganados en los que no se han vacunado
nunca y que presentan la enfermedad, con el fin de evitar una mayor dispersion del
agente causal de la fiebre Q en el medio tras la primovacunacién o bien, como
proponen otros autores, empezar a vacunar ganados seronegativos o en su defecto,
los animales seronegativos de los ganados afectados, prosiguiendo con la vacunacion
de los animales jévenes en los siguientes afos (Krauss, 1989). En cualquier caso,
ninguna de estas dos alternativas posibles ha sido evaluada econdmicamente, pero
es conveniente tener en cuenta que se han detectado brotes epidémicos en humana
asociados al contacto con ganados positivos a la enfermedad que fueron vacunados

(Behymer y cols., 1977; Berri y cols., 2005; Guatteo y cols., 2008; Astobiza y cols.,
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2010).

También es de destacar que el limite propuesto para la variable “tasa de
hembras/macho” es superado con mas frecuencia por las granjas de la zona de
riesgo (concretamente, la frecuencia es 2,33 veces superior a la observada para zona
de menor riesgo). Este hallazgo nos podria estar mostrando la accibn de un mayor
estrés en los machos por un manejo inadecuado, lo que podria potenciar la accion de
estos animales en la transmision de la fiebre Q. Sin duda, se deberia profundizar
sobre la importancia de transmision sexual de la fiebre Q en los ganados de
ungulados domésticos (Buxadé y cols., 1996; Kruszewska y Tylewska-
Wierzbanowska, 1997; Alvarez-Orti y cols., 1999; Leone y cols., 2004; Alsaleh y
cols., 2011). Sin embargo, el limite propuesto para la vida util de los machos no

parece ser un hecho diferencial entre las zonas propuestas en el presente estudio.

Como se puede apreciar, el intercambio de machos es una préactica frecuente,
independientemente de la zona en la que esté situada la granja, mientras que el
comportamiento de los ganaderos de Lanzarote con respecto al origen de las
hembras para la reposicion es diferente y se muestra en este estudio como
dependiente de la zona, de tal manera que, las granjas situadas en la zona de riesgo
importan hembras con mas frecuencia (1.94 veces mas) que las granjas situadas en
la zona de menor riesgo, si bien no se ha podido establecer una relacion
estadisticamente significativa. Sin embargo, se ha observado que no existen
diferencias significativas en cuanto a la frecuencia de importacion de ganado de
Fuerteventura entre las ganaderias de ambas zonas (el 50% de las ganaderias
importaron ganado de Fuerteventura en la zona de riesgo o zona centro-norte
enfrente al 66.7% registrado en las ganaderias de la zona de menor riesgo o zona
centro-sur) y que, como se puede apreciar, esta practica ha sido muy frecuente, en
general, entre los ganaderos de la isla. Esto estaria en contraposicion a lo
determinado en su dia por Pascual (1994) y podria explicarse como una evoluciéon de
las tasas de presencia de la fiebre Q en Lanzarote en funcidén del aumento progresivo
del censo desde los afios 90 hasta el 2005, donde la importacion de animales desde
Fuerteventura ha tenido cierta importancia (Huebner y Bell, 1951; Lennette y cols.,

1951; Biberstein y cols., 1974).

Luego, la importacién de animales, sin importar su origen, parece tener mayor
influencia y podria comportarse como un hecho diferencial que puede influir en un
incremento del riesgo de la presencia de fiebre Q en las ganaderias importadoras. En

este sentido, existen estudios en los que se relacionan brotes de fiebre Q con el
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transporte de animales infectados (Fan y cols., 1987). El transporte de ganado
caprino explotado en régimen semi-intensivo, lo cual, redunda en un mayor estrés
para estos animales que para, por ejemplo, los explotados en régimen intensivo, mas
acostumbrados al hacinamiento, genera una situacibn en la que se puede ver
favorecido un aumento de la tasa de prevalencia de la fiebre Q en los animales

transportados.

Al estrés generado durante el transporte, hay que unir el que se genera durante
la introduccién de los animales importados, lo cual supone un estrés no solo para
estos animales, sino también, para los animales que conforman el ganado en el que
son introducidos. En este sentido, estudios realizados en California en el afio 1951
demostraron que cuando se importaba ganado vacuno en zonas endémicas de la
enfermedad, el 40% de las cabezas del ganado importado libre de infeccion
terminaban mostrando anticuerpos especificos contra C. burnetii (Huebner y Bell,
1951). Luego, las citadas situaciones de estrés unidas a los equilibrios de
prevalencias previsibles segun los estudios de Huebner y Bell entre los animales de
los ganados importado e importador, pueden contribuir a aumentar el riesgo de
presencia de la enfermedad en los ganados que importan animales con mayor

frecuencia.

D. Ordefio y mantenimiento de los equipos de ordefio mecanico.

Barlow y colaboradores (2007) demostraron que C. burnetii producia mamitis
subclinicas en el ganado vacuno. Como se ha podido apreciar en el presente estudio,
no existe una relacién estadistica con un nivel de significacién aceptable, entre las
variables frecuencia de regulacién de la maquina de ordefio (regulaciéon de frecuencia
de pulsos y de presiéon de vacio) y de los cambios de mangueras, con las zonas de
riesgo propuestas en cuanto a la eliminacién de C. burnetti en la leche (p<0.100 para
ambas variables) (tabla 24). Sin embargo, llama la atencién el hecho de que en la
zona de menor riesgo se preste mayor atencién a los mantenimientos de la
maquinaria de ordefio. Por tanto, en las zonas de menor riesgo se controlan mejor
los citados factores y éste es otro posible hecho diferencial con las ganaderias
situadas en la zona de riesgo por lo que, este es otro hallazgo mas que invita a
estudiar, con mayor profundidad, la capacidad de este agente causal para producir
mamitis. En este sentido, futuros estudios deberan servir para establecer la
importancia relativa de este agente causal en la produccidon de pérdidas econdmicas
derivadas de su capacidad para producir mamitis, asi como para establecer la

importancia del ordefio mecanico en la transmision de la enfermedad.
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E. Entorno de las explotaciones.

Las distancias entre granjas de ganado caprino entre si y, de estas con granjas
de otras especies y con los nucleos urbanos, observadas en el presente estudio,
puede ser un factor que contribuya a explicar las altas tasas de seroprevalencia en el
ganado caprino y en la poblacién humana de Lanzarote diagnosticadas por Pascual
(1994), asi como las altas tasas de presencia de C. burnetii detectadas en leche en la
estacion de riesgo observadas en el presente trabajo. En este sentido, destacar el
estudio del brote epidémico surgido en 1996 en los Alpes, en la localidad francesa de
Briacon, donde el aerosol creado por un helicoptero en las zonas aledafias a un
matadero origind que casi el 14% de la poblacién de esta localidad presentara fiebre
Q clinica (Carrieri y cols., 2002). Mas recientemente, durante la primera mitad del
mes de marzo de 2004, tuvo lugar un brote de fiebre Q entre los empleados de una
fabrica situada en Zadar (Croacia), en el que 14 de los 110 empleados contrajeron la
enfermedad, observandose dos hechos importantes: por un lado, que al norte de
dicha fabrica pastaban rebafios de ovejas que resultaron ser seropositivos a la
enfermedad vy, por el otro, que los trabajadores de las zonas de la factoria expuestas
a los vientos del norte enfermaron con una frecuencia relativamente superior a los

trabajadores no expuestos a estos vientos (Medi'c y cols., 2005).

Luego, la alta concentraciébn ganadera y poblacional existente en Lanzarote,
unido a una orografia que se caracteriza por un escaso y suave relieve, apoyan la
hipétesis de que la fiebre Q, enfermedad transmitida principalmente mediante la via
aerbogena, esté ampliamente difundida en esta isla debido a que estos factores
favorecen la diseminacién de la enfermedad, no solo entre las poblaciones animales,
sino ademas, entre estas y las poblaciones humanas (Pascual, 1994; Tissot-Dupont y
cols., 2004; Delsing y Kullberg, 2008; Tissot-Dupont, 2009). En este sentido y como
se ha citado con anterioridad en el presente apartado, seria interesante estudiar las
posibles influencias en Lazarote y en Canarias en general, de fendmenos
atmosféricos como la calima en el transporte y dispersion, asi como su actuacion
como factor favorecedor en la transmision de la fiebre Q (Babudieri, 1959; Garcia y

cols., 2001; Gelado y cols., 2005; Alonso-Pérez, 2007).

F. Personal y tareas de limpieza, desinfeccidon y desparasitacion de los

corrales.

De los resultados expuestos (tabla 26) destaca el alto porcentaje de granjas

encuestadas que realizan la limpieza total de los corrales (es decir, la retirada total
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del estiércol) con una periodicidad aceptable (en muchas de las granjas encuestadas
se limpiaban las instalaciones con una periodicidad al menos mensual). Tan solo un
15.8% de las explotaciones limpiaban las instalaciones de manera parcial y con una

periodicidad inferior a 4 veces al afio (estas granjas pertenecen a los estratos 1+2).

Sin embargo, no ocurre lo mismo con las tareas DD, las cuales, se realizan con
menos frecuencia en general entre las granjas encuestadas, siendo las granjas del
estrato 1+2 las que menos realizan este tipo de tareas. En cualquier caso, los
productos utilizados con més frecuencia para la desinfeccién de las instalaciones por
las granjas encuestadas son la cal viva y el zotal® (cuya composicion es a base de
fenoles y cresoles con emulgentes que potencian su capacidad de penetracion
durante su aplicacion). De los principios activos utilizados cominmente para la
desinfeccion de instalaciones, la bibliografia cita, como efectivos frente a C. burnetii,
al cloruro de cal al 10-20% y a la formalina al 1.5 % durante tres dias (Scott y
Williams, 1990; Blaha y cols., 1995), lo que implica un vacio sanitario de las
instalaciones a desinfectar de al menos 3 dias de duracién. Ninguno de estos dos

protocolos de desinfeccidn se realiza en las granjas encuestadas.

Sin embargo, el Unico factor de los expuestos en la tabla 26 que parece estar
relacionado con las granjas situadas en la zona de riesgo de manera estadisticamente
significativa es precisamente la rotacion de los principios activos de los productos
destinados a la realizacién de las tareas D.D. (p<0.049). Concretamente, las granjas
situadas en la zona de riesgo no rotan los principios activos de estos productos con

una frecuencia 5.9 veces superior a las granjas situadas en la zona de menor riesgo.

De cualquier manera recalcar que, en las ganaderias encuestadas, en general, no
se cumplen los protocolos presentes en la bibliografia en cuanto a tiempos de
exposicién y principios activos utilizados en estas tareas (Scott y Williams, 1990;
Blaha y cols., 1995; Arricau-Bouveri y Rodolakis, 2005). Por ello, estimamos que lo
que se puede estar apreciando tras la realizacion de la encuesta con el estudio de
esta variable es ver que ganaderias dedican mas medios y tiempo a la limpieza y
desinfeccion de sus instalaciones, mas que el hecho de que la rotacion de los
principios activos puedan estar influyendo verdaderamente en un hecho diferencial
entre las diferentes zonas propuestas en cuanto al riesgo de presencia de Coxiella en

leche.

Por otro lado, en cuanto a la contratacion de personal como signo de distinciéon

entre una caprinocultura tradicional familiar enfrente a los sistemas mas industriales,
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queda patente que el sistema tradicional familiar esta bien representado en los

estratos 1+2, mientras que el estrato 3 representa un sistema mas industrial.

Las tareas de limpieza, desinfeccidon y desparasitacion son de vital importancia
en los planes de control de enfermedades causadas por agentes infecciosos que
gozan de una amplia presencia en el medio, como es el caso que nos ocupa. Asi, en
Chipre, se logré disminuir considerablemente la prevalencia de fiebre Q en el ganado
ovino de este pais mediante la implantacion de una serie de medidas preventivas
relacionadas con las tareas L.D.D.: desinfeccion de corrales, eliminacién vy
destruccion de placentas tras los partos, aislamiento de animales con complicaciones
en los partos y desparasitacion periddica del ganado (Polydorou, 1985). Una situacion
similar fue observada por Pascual (1994) en su estudio seroepidemiolégico sobre la
fiebre Q en Lanzarote, ya que, en el caso de la granja experimental (gestionada por
el Cabildo Insular de Lanzarote), se observd que, a pesar de que el ganado tenia un
origen mixto de ganados con alta y baja seroprevalencia de la isla de Lanzarote, lo
cierto es que una serie de medidas como las mencionadas anteriormente en presente
parrafo, unidas a la practica de la lactancia artificial y a la instauracién de un plan
vacunal (en el que no se incluia la vacunacién contra la fiebre Q) marcaban un hecho
diferencial con el resto de las granjas de la isla que parecia ser la causa de que la
seroprevalencia en esta explotacion fuera sensiblemente inferior a la media de la

poblacién en estudio.

G. Manejo reproductivo: control de la fertilidad, abortos y atencién de los

partos.

De los resultados expuestos en la tabla 27, destaca la estimacion de la media
poblacional para la tasa de abortos en primerizas. Sin duda, se trata de un valor
elevado que contribuye a aumentar la tasa total de abortos en las explotaciones
encuestadas. Si realizamos un calculo aproximado para determinar la tasa media de
abortos en las explotaciones encuestadas tomando como datos de referencia las
medias muestrales halladas para la proporcion de primerizas (27.39%), de abortos
en baifas o primerizas (45.83%) y de abortos en adultas (12.06%) y, suponemaos una
vida atil media de las cabras en produccion situada entre 4 y 5 afios, con lo que, el
27.39% de los animales de la poblacién diana tendrian una tasa de abortos del
45.83%, mientras que el 72.61% restante tendria una tasa de abortos del 12.06%o,
tendriamos un resultado final aproximado para la mencionada tasa media total de

abortos de la poblaciéon diana del 22.23%.
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También es importante resaltar que las granjas encuestadas pertenecientes a los
estratos 1+2 sobrepasan el valor de referencia, o mediana, para las variables tasa de
abortos en primerizas y tasa de abortos en cabras con dos o mas partos con mayor
frecuencia que las granjas del estrato 3 (un 38.74% y un 61.26% mas
respectivamente para ambas variables). Sin embargo, en el caso de la tasa de
infertilidad, las granjas encuestadas pertenecientes al estrato 3 sobrepasan el valor
de referencia con mayor frecuencia que las granjas de los estratos 1+2 (un 116.23%
0 1.16 veces mas). No obstante, en el estudio inferencial realizado en el presente
apartado (tabla 28), no se ha podido relacionar a ninguna de las variables expuestas

con la distribucion por zonas (en funcién del riesgo) de las explotaciones.

Otra particularidad observada en el presente estudio y que tiene relacion con la
importancia de la estacionalidad en la presentacion de la fiebre Q y, que en el futuro,
habra de ser estudiada mas en profundidad, es que la distribucion en el tiempo de los
partos presentan diferencias considerables cuando comparamos las explotaciones
situadas en las zonas de riesgo (centro-norte) enfrente a las explotaciones que se
sitian en la zona de menor riesgo (centro sur) (fig. 24). Asi, como se puede observar
en el capitulo de resultados, las granjas situadas en la zona de riesgo, presentan el
94.02 % de los partos concentrados entre los meses de noviembre y abril (ambos
inclusive), mientras que en el caso de las granjas situadas en la zona de menor
riesgo, en la misma época, tan solo se registran el 65.67%, observandose que, entre
los meses de junio y julio, en esta zona se dan el 30.05% de los partos. Esta
diferencia en la distribucién de los partos entre zonas, nos lleva a teorizar sobre la
importancia de la concentracion de los partos en torno a las épocas de riesgo de
padecimiento de neumonias y de concentracibn de factores favorecedores de la
diseminacion aerégena de C. burnetii en la presentacion de la fiebre Q en las
poblaciones de ganado caprino. Como se ha podido apreciar, en la zona de mayor
riesgo, los partos se concentran en torno a la época en la que confluyen, en mayor
medida, los factores favorecedores de la transmision via aerdgena de la enfermedad
y de la aparicion de neumonias en el ganado caprino. Por tanto, las estrategias en
cuanto al manejo de los lotes y la distribucidon de los partos en las ganaderias pueden
comportarse como factores determinantes en la presentacion de la fiebre Q en las

poblaciones de ganado caprino (Martin y cols., 1996; Tissot-Dupont y cols., 2004).

H. Presencia de artrépodos

En este apartado se refleja qué ganaderias estan situadas en zonas en las que

sus ganaderos han apreciado la presencia de artréopodos que parasitan habitualmente
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a las cabras, relacionando a su vez, las zonas de presencia de artrépodos con las
zonas establecidas en cuanto al riesgo de presencia de C. burnetii en leche se refiere.
En general, los ganaderos encuestados que advierten de la presencia de artrépodos
comentan que las poblaciones de estos parasitos han ido disminuyendo
drasticamente en los ultimos 20 afios, pero aun asi, existen lugares en los que
predominan con mas frecuencia (como puede ser el caso de determinadas hoyas de
origen volcanico, probablemente debido a la creacibn de un micro-habitat
favorecedor para las poblaciones de estos artrépodos) y existen afios en los que se
dan condiciones favorecedoras para el ciclo vital de estos parasitos que provocan
altos crecimientos de sus poblaciones. No se ha procedido a la identificacion de las
especies existentes, pero los ganaderos hablan de al menos dos posibles especies
diferentes. Una de estas especies la han identificado también como parésita de las

ovejas y la otra, la han identificado también como parasita de los camellos.

Lo primero que llama la atencion de los datos expuestos en la tabla 29 es la
amplia distribuciéon geogréafica y la amplia variedad de habitas que tienen estos
parasitos en la isla de Lanzarote. En cualquier caso, la zona este parece ser la zona
de menor presencia de artréopodos. Los lugares en los que parecen estar presentes
con mayor frecuencia se caracterizan por ser hoyas situadas en la zona centro y

valles de la zona norte.

Por otra parte, se ha intentado relacionar a las granjas situadas en zonas con
presencia de artrépodos con las zonas de riesgo propuestas, no habiéndose
encontrado relaciéon estadistica con un nivel de significacion suficiente entre ambas
variables. De cualquier manera, la evoluciobn de las poblaciones de garrapatas
depende mucho de las condiciones climatoldgicas, entre otros factores, lo que hace
que en determinados afios, estas poblaciones se incrementen de manera importante
(Pascual, 1994). Esto nos lleva a la conclusién de que, seria interesante observar si
existe relacion entre la evolucion de las poblaciones de estos ectoparasitos y la
evolucion de la fiebre Q en las poblaciones de ganado caprino. En este sentido, si
bien existen estudios con animales de experimentacion que demuestran que estos
artropodos pueden transmitir la enfermedad (Smith, 1940; Peter y cols., 1988), lo
cierto es que determinados estudios observacionales sobre la fiebre Q en las
poblaciones animales apuntan a que la importancia de las garrapatas en la
transmision de la fiebre Q es limitada y prescindible en el caso de los ungulados
domeésticos, con lo cual, parece ser que su accidn seria mas importante como
reservorio de la enfermedad en la naturaleza que como transmisor de la misma
(Babudieri, 1959; Marrie y cols., 1986; Lang, 1990).
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I. Alimentacion

La evolucion de la caprinocultura en Canarias en las Ultimas décadas, desde los
sistemas tradicionales extensivos, a sistemas intensivos de produccion, ha implicado
cambios importantes en la alimentacion del ganado que pueden conducir a aumentar
la frecuencia de presentacion de patologias como la acidosis ruminal y la toxemia de
gestacion (Howard, 1993; Hungerford, 1990; Ramos, 1997; Santamaria, 1997).
Estas patologias, con fuerte tendencia a la cronificacion en los sistemas de
producciéon intensivos, se comportan como factores predisponentes de otras
enfermedades del ganado vy, en el caso de la toxemia de gestacidon, puede convertirse
en una causa importante de abortos (sobre todo en cabras de mas de dos partos). Es
por ello, que también se han registrado datos sobre la alimentacién del ganado
caprino en las ganaderias encuestadas, los cuales se presentan en la tabla 27 en
forma de frecuencias absolutas y relativas. De nuevo, se cruzan los datos de
alimentacion en cuanto al aporte de alimentos concentrados y de forrajes de fibra
larga enfrente a la zona que pertenecen las granjas, siendo los hipotéticos factores
de riesgo propuestos en este caso, el que se suministren mas de 2 kg de concentrado
por animal y dia y, que no se aporte fibra larga, con lo cual, los animales han de
obtener este recurso mediante el pastoreo, lo cual, dado lo arido de los pastos, es
imposible (Plan Director Ganadero de Canarias, capitulo XIV, Subsectores Caprino de

Leche y de Caprino de Carne, afio 2000).

Como se puede apreciar en la tabla 31, no se ha podido relacionar a las variables
expuestas relacionadas con el racionamiento, con la distribucibn por zonas
establecida, de acuerdo con el riesgo de presencia de C. burnetii en leche,

establecida en la primer estudio inferencial.

Sin embargo y segun el estudio de Rodolakis y colaboradores (2007), el patrén
de eliminacién de C. burnetii al medio en el ganado caprino se caracterizaba porque
la via de eliminacién principal en esta especie es a través de la leche. Esta
observacion conduce a preguntarse el papel que juega este patrén de eliminaciéon del
agente causal en su diseminacién ambiental y en la transmision de la fiebre Q en las
poblaciones caprinas. Como se ha visto anteriormente en el presente capitulo de
discusion, a razén de lo expuesto en la bibliografia, la posibilidad de que C. burnetii
provoque la enfermedad mediante la via oral, no solo no estd demostrada
experimentalmente, sino que ademas y atendiendo a la bibliografia existente, es
bastante improbable que esto ocurra (Married y cols., 1985; Sesma, 1990; Latorre y

cols., 1995; Caron y cols., 1998; Maurin y Raoult, 1999; Tissot-Dupont y cols., 2004;
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Ergas y cols., 2006; Cilla y cols., 2008; Delsing y Kullberg, 2008). Esto nos lleva a
plantear la siguiente hipo6tesis para futuros trabajos al respecto: “la masiva
eliminacién de C. burnetii por la leche registrada tras las parideras principales,
contribuye a crear animales lactantes que diseminan heces contaminadas tras
repetidas ingestas de leches que cuentan con importantes concentraciones del
agente causal (Berri y cols., 2006; Rodolakis y cols., 2007; Rousset y cols., 2009).
Este mecanismo de diseminacion medioambiental de C. burnetti unido a la
eliminacién por otras vias presentes en los animales infectados (placentaria, flujo
vaginal, orina, etc), podria significar una importante contribucién a la posterior
diseminacion y transmision de la enfermedad mediante la via aerégena (Rodolakis y
cols., 2007)”. Sin embargo, no existen hasta el momento, trabajos que hayan
estudiado el patron de eliminacion de C. burnetii en heces y orina en animales de

menos de 10 meses en el caso del ganado caprino ni en ningun ungulado doméstico.

También llama la atencion el papel que puede jugar la lactancia artificial en la
lucha y control contra enfermedades como la fiebre Q, ya que, si estuviésemos en lo
cierto con respecto a la hipdtesis sobre la importancia en la diseminacion del agente
causal en el medio a través de las heces contaminadas de animales lactantes que
ingieren, mediante la lactancia natural, leches con altas concentraciones de C.
burnetii, esta practica alternativa de manejo podria reducir y controlar de manera
eficiente la contaminacién del medio con Coxiella garantizando, por una parte, la
ingesta necesaria de calostros (la cual contribuiria a proveer a los lactantes de una
correcta inmunidad pasiva), de otro lado, la aplicacion de tratamientos térmicos a los
lacto-reemplazantes que permitan la eliminacion de este agente causal en los
mismos disminuiria la concentraciéon de C. burnetii, impidiendo de esta manera, un
probable mecanismo amplificador de la diseminacion del agente causal en el medio a
través de los animales lactantes y, por ultimo, mencionar la importancia del
aislamiento de los animales lactantes de los animales adultos que promueve esta
practica de manejo, situacion esta, que contribuiria a disminuir el riesgo de contagio
en lactantes a partir de las secreciones postparto y de las heces contaminadas de los

animales de reposicion y en edad productiva (Enright y cols., 1957).

J. Otros datos de interés obtenidos tras la realizacién de la encuesta.

De cara a la posibilidad de instaurar en el futuro un plan de lucha y control
contra la fiebre Q en la Isla de Lanzarote, la encuesta realizada en el presente
estudio arroja una serie de datos que entendemos que han de ser tenidos en cuenta.

El 73.68% de las ganaderias encuestadas tienen mas de 20 afios de antigiedad,
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siendo la edad media de sus propietarios de 57 afios. Esta es una situaciéon
preocupante en el sector agrario de Canarias en general que amenaza a la
perpetuidad del sector primario en las islas, sector que por otra parte, entendemos
que es de una importancia estratégica fundamental en el marco del desarrollo de un
modelo econdmico sostenible alternativo al actual modelo en crisis, no solo por el
bajo grado de autoabastecimiento existente en el archipiélago, sino porque existe un
mercado local que permite un mayor desarrollo del sector agrario canario en general
mediante el acompafiamiento de nuevas tecnologias y, de practicas de produccion
mas rentables y competitivas en calidad. Si a esto afiadimos el actual escenario
energético mundial en el que las producciones propias pueden jugar un papel
estratégico importante en el cambio de modelo energético y, si ademas sumamos el
valor afiadido que la actividad agraria desempefia medioambientalmente y como
fuente de puestos de trabajo, es légico pensar que la falta de desarrollo del sector
primario de este archipiélago es un lujo que la sociedad canaria no se puede permitir.
Luego, este es un reto politico, social y econédmico que Canarias tiene aun pendiente

de cara a su conveniente desarrollo socioeconémico.

Por otra parte, la formacién académica de los propietarios de las explotaciones
encuestadas es escasa, lo cual hace que los cursos de formaciébn a estos
profesionales de cara a instaurar un plan sanitario tengan que ser eminentemente
practicos. En este sentido, las ADS juegan un papel fundamental que entendemos
que hasta ahora no ha sido aprovechado en todo su potencial. No debemos de olvidar
que el 89.48% de las granjas encuestadas tenian contratados los servicios del
veterinario de dicha asociacién. En multiples ocasiones se ha debatido en diferentes
escenarios técnicos e institucionales acerca de la importancia de estas entidades
como una herramienta que permite mantener a técnicos veterinarios en constante
contacto con la realidad ganadera y se han hecho diversos intentos por parte de los
productores, de los técnicos contratados por estas entidades y de las
administraciones publicas de cara a mejorar el funcionamiento de las mismas, pero la
realidad es que dichos intentos en muchos casos no terminan de cuajar en la realidad

del sector.

Nosotros entendemos que esto es debido a una falta de planificacion conjunta
entre las Administraciones Publicas implicadas, otras posibles entidades
colaboradoras (centros de investigacion, etc.) y las propias ADS, acompafiado todo
ello, de una financiacién insuficiente. Por otra parte, entendemos que es
imprescindible una mayor inversién en investigacion con el fin de crear planes de

lucha y control contra enfermedades cada vez mas efectivos, basados en actuaciones
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y estrategias de facil aplicacion en la realidad ganadera. De esta manera, se lograria
una mayor implicaciéon de los ganaderos, que verian justificada su inversion en
materia de Sanidad Animal y, por otra parte, las Administraciones Publicas
dispondrian de herramientas y conocimientos para priorizar objetivos en materia de
sanidad animal y publica, asi como, para exigir el cumplimiento en un tiempo dado
de una serie de objetivos bien programados y plenamente asumibles por todas las
partes (Garner y cols., 1997; Serbezov vy cols., 1999; Hellenbrand y cols., 2001;
Kermode y cols., 2003; Gidding y cols., 2009) .
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5.3. METODO MATEMATICO PROPUESTO PARA CALCULAR LA
SENSIBILIDAD DE LA TRANS-PCR A TIEMPO REAL TRAS SU APLICACION EN
EL DIAGNOSTICO CON MUESTRAS CLINICAS DE LECHE DE CABRA EN LA ISLA
DE LANZAROTE.

Como se pudo apreciar en el capitulo de resultados, la concentracion minima de
C. burnetii cepa Nine Mile detectada durante los ensayos realizados en la puesta
punto de la Trans-PCR-TR fue de aproximadamente 8.01 x 10° células de C. burnetii
por ml, siendo el ciclo umbral detectado para esta concentracién bacteriana de 38.82.
Sin embargo, la técnica cuando se aplico en el diagndstico de las muestras de campo,
pudo detectar muestras positivas con ciclos umbrales superiores a éste.
Concretamente, hay una Unica muestra positiva detectada con un valor de ciclo
umbral de 43.19.

Segun la curva patréon obtenida a partir de la puesta a punto de la técnica con el
aislamiento de referencia Nine Mile, el valor de ciclo umbral de 43.19 se
corresponderia con una concentracion bacteriana del mencionado aislamiento de
referencia equivalente a 1.52 x 10? células de C. burnetii / ml. Pero éste es un valor
aislado y anémalo, ya que los valores de ciclo umbral observados en las muestras
positivas se distribuyen muy cerca unos de otros hasta el ciclo umbral 40.6, y ahi se
produce un salto hasta el Unico positivo que se detecta en el ciclo umbral 43.2.
Luego, si bien es cierto que en los andlisis de las muestras de campo se llegé a
detectar un positivo con el mencionado valor de ciclo umbral, los datos observados
apuntan a que, la técnica de Trans-PCR-TR y, en el caso concreto de nuestras
investigaciones, por encima del ciclo umbral 41.0 detecta, con una mayor dificultad,
a las muestras positivas. De hecho, y como se puede ver en el capitulo de resultados,
los ajustes probabilisticos realizados con los datos de ciclo umbral mejoran cuando se

suprime este valor anémalo.

Por tanto, y en funcién de los resultados obtenidos, podriamos concluir diciendo,
que el valor maximo de ciclo umbral detectado para una muestra positiva con la
mencionada técnica a tiempo real ha sido, en nuestro caso, 43.2 (lo que equivaldria a
una concentracion bacteriana estimada de 1.52 x 10? células de C. burnetii cepa Nine
Mile /ml), si bien, la técnica se muestra mas fiable hasta un valor maximo de ciclo
umbral de aproximadamente 41.0 ciclos (lo que en términos de concentracion
bacteriana del aislamiento de referencia Nine Mile supondria, aproximadamente, 1.17
x 102 células de C. burnetii/ml). Légicamente, estamos hablando de estimaciones

realizadas teniendo en cuenta los datos de ciclo umbral observados tras el analisis de
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las muestras de campo y extrapolandolos a los obtenidos durante la fase de puesta a

punto de la técnica.

Luego, cuando nos referimos a las muestras de campo y debido a que no se han
realizado aislamientos de C. burnetii en la isla de Lanzarote con el fin de realizar la
identificacion de las cepas de C. burnetii existentes en la isla y, debido también, a la
variabilidad existente en la regién 1S1111 detectada entre diferentes aislamientos
identificados de C. burnetii en diferentes regiones del mundo, hace que, como se ha
constatado ya anteriormente (Klee y cols., 2006; Denison y cols., 2007), no podamos
extrapolar los datos de concentracion bacteriana detectada por la técnica para el
aislamiento de referencia Nine Mile a las muestras de campo de nuestro estudio.
Luego, al referirnos a estas muestras, solo podemos hablar de ciclo umbral detectado
y no de concentracion bacteriana, al menos no con un grado de confiabilidad
aceptable. Eso si, como es ldgico, cuanto mayor es el ciclo umbral en el que se
detecta la presencia de ADN de C. burnetii menor es la concentracion bacteriana de
la muestra positiva de campo, aunque no podamos hablar de valores concretos en

cuanto a concentracion bacteriana de la muestra.

Como se pudo apreciar en el apartado de resultados, segun los datos observados
de ciclo umbral para las muestras positivas (56 muestras de un total de 405
analizadas), la media poblacional para los animales positivos para esta variable se
situaria en el siguiente intervalo de confianza (IC 95%; 36.26+0.79), siendo el valor
minimo detectado (méaxima concentracién de C. burnetii) de 27.27 ciclos y el maximo
(minima concentracion de C. burnetii) de 43.19 ciclos. Klee y colaboradores (2006),
tras realizar un ensayo orientado a estimar el niumero de copias de la regioén 1S1111,
presente en cada uno de los genomas de los 75 aislamientos de referencia
analizados, originarios de diferentes regiones del mundo, llegaron a la conclusién de
que el nimero de copias variaba segun los diferentes aislamientos, oscilando el
ndamero de las mismas por genoma entre 7 y 110 copias. Eso si, la mayor parte de
los aislamientos estudiados presentaban valores comprendidos entre 10 y 30 copias.
Por tanto, el aislamiento Nine Mile se situaria en un término medio en cuanto al
intervalo de valores para el niUmero de copias presente en el grupo mayoritario

(aproximadamente 20 copias).

Segun lo expuesto en el parrafo anterior, si realizaramos una aproximacion con el
fin de cuantificar la concentracion de células de C. burnetii existente en las muestras
de campo a partir de los registros de ciclo umbral observados en el presente estudio,

extrapolando los valores determinados para la curva estandar de cuantificacion para
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el aislamiento de referencia Nine Mile, con el fin de hallar valores aproximados de
concentraciéon de C. burnetii en las muestras de leche de campo con los datos de ciclo
umbral observados tras su analisis, obtenemos que, las concentraciones bacterianas
de C. burnetii detectadas en estas muestras estarian en valores comprendidos entre
1.52 x 10% y 7.14 x 10° células de C. burnetii/ml, estimandose para los animales
positivos en esta aproximacion, el siguiente intervalo de confianza para la media
poblacional (IC 95%; 5.4 x 10%°+1.4 x 10° células de C. burnetii/ml). En cualquier
caso, no hay que olvidar que se trata de una aproximaciéon bastante arriesgada que

se basa en los datos expuestos en el parrafo anterior (Klee y cols., 2006).

De hecho, y como se ha dicho anteriormente, los resultados de sensibilidad en
funcion de ciclo umbral detectado fueron mayores en el caso del analisis de las
muestras de campo que en el caso de la puesta a punto de la prueba en el
laboratorio. Este fenédmeno podria deberse a pequerfias variaciones en el niumero de
secuencias de insercion 1S1111 entre los genomas del aislamiento de referencia
tomado como control y los genotipos de C. burnetii existentes en Lanzarote. Por ello,
futuros estudios orientados a determinar el nimero de copias de la secuencia de
insercion 1S1111 en muestras de leche de cabras de Lanzarote, mediante la
aplicacion de técnicas de PCR a tiempo real segun el método descrito por Klee y
colaboradores, combinando una PCR a tiempo real basada en la amplificacion de las
regiones 1S1111 con otra que amplifique otra region Unica icd (presente también en
el genoma de todas las cepas de C. burnetii), permitirian realizar aproximaciones
mas fiables en cuanto a la cuantificacién en el andlisis de las muestras de campo, lo
cual a su vez, contribuiria a realizar labores de genotipado de los genomas de C.
burnetii existentes en el mencionado territorio (Glazunova y cols., 2005; Klee y cols.,
2006).

En este sentido, Enrigh y colaboradores (1957) analizaron un total de 376
muestras de leche de oveja de diferentes ganaderias (obtenidas en el punto de
venta) y un total de 137 muestras de leche de vaca extraidas directa e
individualmente de los animales. El método de deteccion de C. burnetii utilizado en
dicho estudio fue la inoculacion intraperitoneal en cobaya, haciendo dos pases
consecutivos. En el caso de las muestras de leche de oveja se determiné que, en 14
muestras de leche cruda y en una de leche pasterizada se pudo detectar la presencia
de células de C. burnetii viables, mostrando un maximo de 103 dosis infectantes de C.
burnetii en 2 ml de leche. En el caso de las muestras individuales de leche de vaca,
18 muestras mostraron tener células de C. burnetii viables (el volumen muestral era

de 2 ml) con la siguiente distribuciéon: 3 muestras contenian 10° dosis infectantes; 5
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muestras 107 dosis infectantes; 5 muestras 10 dosis infectantes; 1 muestra 1 dosis
infectante. El autor definia la dosis infectante en dicho estudio como la dosis minima
necesaria para provocar una infeccidon tras inocular intraperitonealmente a un
cobaya. Si realizamos nuevamente una aproximacién y tomamos como cepa de
referencia al aislamiento Nine Mile, y suponemos que la dosis infectante minima
necesaria para producir infeccion mediante la via intraperitoneal en el cobaya esta
préxima a 107 células de C. burnetii (La Scola y cols. 1997), obtenemos que segun
los hallazgos de Enrigh y colaboradores (1956) podrian darse unas concentraciones
de C. burnetii en las muestras de leche estudiadas situadas en torno a 5 x 10* y 50
células de C. burnetii por ml. Como se puede ver, son resultados que, si bien se
dieron en otras especies de rumiantes, muestran valores muy proximos a los

estimados en nuestro estudio para muestras de leche de cabra.

Por otra parte, Vaidya y colaboradores (2008), hablan de concentraciones
aproximadas de C. burnetii presentes en diversos tipos de tejidos y fluidos corporales
en el citado trabajo sobre abortos espontaneos en humana, realizado en la India.
Veamos a continuacion los datos reflejados en dicho estudio (resultados expresados
en namero de células de C. burnetii por microlitro): tejido placentario (1.68 x 10? -
4.16 x 10°); fluidos genitales (2.61 x 10* - 8.11 x 10%); orina (2.31 x 10* — 6.01 x
10%); heces (1.13 x 10* — 1.39 x 10%).

Estos datos de cuantificacion dan una idea de la importancia de los animales
portadores eliminadores de C. burnetii en la propagaciéon de la Fiebre Q en las
poblaciones animal y humana. Segun diversos estudios de experimentacién animal,
prestando atencidon a los datos sobre la dosis infectante de C. burnetii, podemos
apreciar que las cantidades de esta bacteria eliminadas por los portadores al medio
son muy superiores a las necesarias para producir infecciéon mediante la principal via
de transmision, la via aerégena (en cobayas por ejemplo, la via intranasal precisa de
menos de 10 células C. burnetii), asi como por el resto de vias de transmision
estudiadas (Stoenner y Lackman, 1960; Lang, 1990; La Scola y cols., 1997). Esta
cualidad del agente de la fiebre Q de poder eliminarse al medio mediante mdultiples
secreciones y excreciones, ademas de por los tejidos placentarios contaminados,
unido a la gran capacidad de resistencia en el medio externo, se convierten en dos de

los principales mecanismos de expansion de la enfermedad.

Retomando de nuevo el estudio de la sensibilidad alcanzada por la Trans-PCR a
tiempo real en el presente estudio y, como se ha podido ver en el desarrollo del

presente capitulo, las pruebas de sensibilidad realizadas por diversos autores, se
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basan uUnicamente, en determinaciones puramente laboratoriales, en las que se
observa cual es la concentracibn minima de un aislamiento de referencia
(concretamente, Nine Mile) que es capaz de detectar la prueba (Lorenz y cols., 1998;
Berri y cols., 2000; Klee y cols., 2006; Vaidya y cols. 2008). Légicamente, la
combinacion de métodos de purificacion y de extraccion de ADN méas modernos y
eficientes con la Trans-PCR a tiempo real asi como la evolucion de los primers logra
una capacidad de deteccibn muy buena con el aislamiento de referencia Nine Mile
RSA (con valores de deteccién inferiores a 17 Coxiellas/ul). Pero, por un lado, se ha
de tener en cuenta la diferencia en cuanto el numero de regiones 1S1111 existente
entre los diferentes aislamientos de campo analizados por Klee y colaboradores
(2006), con lo cual, tenemos aislamientos que tienen tan solo 7 copias en vez de las
aproximadamente 20 que tiene el aislamiento Nine Mile RSA493, lo cual puede
repercutir en la sensibilidad real de la prueba, dependiendo de la cantidad de copias
de 1S1111 presentes en el genoma de C. burnetii en las distintas regiones del mundo

(a menor nimero de copias, menor sensibilidad).

Como se ha visto anteriormente, Vaidya y colaboradores (2008), realizan un
estudio comparativo entre la serologia (técnica IFl), la Trans-PCR y el cultivo celular
como un acercamiento al establecimiento de un valor de sensibilidad en términos
relativos y con muestras reales. En este caso, la técnica que se mostré6 mas sensible
fue la técnica de IFI, pero este resultado tiene una serie de matices que conviene
resaltar. De un total de 19 muestras positivas, la mayor parte de estas muestras
fueron positivas a IgG frente a una minoria de positivos que mostraron positividad
frente a IgM e IgA, registrandose 12 muestras positivas a la fase Il y 7 a la fase | de
C. burnetii, no mostrandose la distribuciéon exacta de los positivos, segun la

positividad mostrada a uno u otro tipo de inmunoglobulina, en el citado articulo.

Segun Peter y colaboradores (1988), en un estudio orientado a la puesta a punto
de una prueba de ELISA para la diagnosis de la fiebre Q crénica, se observé que la
IgA contra las fases | y Il de C. burnetti y, la IgM contra la fase I, se mostraron con
valores persistentemente mayores en la fiebre Q crénica que en la fiebre Q aguda.
Por otra parte, en ensayos en los que se ha procedido a la inoculacidon o vacunaciéon
con fase | a cobayas se ha demostrado que se producen anticuerpos tempranos
frente a la fase Il de C. burnetii (de 3 a 12 dias) mientras que, los anticuerpos frente
a la fase | son mas tardios, apareciendo a partir del dia 12 al 30 (Peacock y cols.,
1983; Stoker y Fiset, 1956). Luego, estos factores han de tenerse en cuenta a la
hora de comparar la sensibilidad de una técnica serolégica con una técnica como la

PCR (ya sea convencional o a tiempo real), ya que puede ocurrir que, pacientes que
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han sufrido la enfermedad en el pasado o que han tenido contacto con el agente
causal, presenten anticuerpos frente a la fiebre Q y que otro agente causal haya
producido el aborto a la hora de realizar el diagnéstico, con lo cual no se eliminaria C.
burnetii , ya que no es el verdadero agente abortivo, pero si tendriamos anticuerpos

contra la enfermedad.

Por otra parte, se han demostrado reacciones cruzadas en diversas técnicas
serolégicas existentes para el diagnéstico de fiebre Q con otros microorganismos
como pueden ser Bartonella quintana y Bartonella henselae (La Scola y Raoult,
1996). De hecho, en este estudio en el que se investigaron las citadas reacciones
cruzadas, se observo que el 50% de los pacientes con fiebre Q crénica diagnosticada
fueron positivos a anticuerpos especificos contra B. henselae. Sin embargo, la Trans-
PCR ha sido testada con multiples microorganismos, inclusive cercanos
evolutivamente, y en ningdn caso se ha demostrado la presencia de reacciones

cruzadas (Berri y cols., 2000; Klee y cols. 2006).

Luego ante este escenario, el método para determinar la sensibilidad de la Trans-
PCR-TR que se expone en el presente estudio puede contribuir, a partir de los datos
de ciclo umbral observados tras el analisis de las muestras positivas, y siempre
acompafiado de un muestreo lo suficientemente representativo de la poblacién sobre
la que se aplica la técnica con fines diagndsticos y/o epidemiolégicos, a determinar la
sensibilidad mediante los céalculos de probabilidad expuestos, ya que los datos

recogidos se ajustaran a una distribucion de probabilidad conocida.

Este hecho, cientificamente comprobado, logra que se haya pensado en la
creacion de un método matematico basado en calculos de probabilidad que permita
determinar la tasa de falsos negativos en una poblacién concreta tras la realizacion
de un estudio epidemiolégico basado en la PCR a tiempo real. Al estimar la tasa de

falsos negativos, obtendriamos el valor de sensibilidad de la prueba.

Esta metodologia para el estudio de la sensibilidad de la prueba a partir de los
datos de ciclo umbral en la emision de fluorescencia durante la amplificacion del ADN
en el transcurso de la PCR a tiempo real podria ser extensible, no solo al analisis de
muestras de leche, sino que es probable que patrones de distribucién de probabilidad
similares ocurran cuando se utilice esta técnica diagnéstica para analizar otros tipos
de muestras contaminadas por C. burnetii (placentas, fluidos vaginales, etc...) y su
uso puede ser extensible a técnicas de PCR a tiempo real disefiadas para la deteccion

de otros microorganismos. Lo cual, nos brinda un método que no se basa solo en ver
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que concentracion minima de ADN es capaz de detectar la PCR en el laboratorio como
medida de sensibilidad de la prueba, sino que ademas, nos brinda la oportunidad de
obtener los resultados de sensibilidad, fruto de su aplicacién en el diagndstico, con

muestras reales o de campo.

Partimos de la idea basica de que aquellas muestras de leche que realmente
presenten el agente causal pero no hayan sido detectadas por la técnica como
positivas, sera debido a que cuentan con una concentracién de ADN de C. burnetii
inferior a la que es necesaria para alcanzar el valor de ciclo umbral maximo que es
capaz de detectar la prueba. Hay que recordar que, cuanto mayor es el valor del ciclo
umbral, menor es la cantidad de ADN inicial de C. burnetii de la muestra y por ello,
han de transcurrir un mayor namero de ciclos de amplificacion para poder traspasar
el umbral de emision de fluorescencia necesario para considerar a la muestra como
positiva. Luego, si el ciclo umbral de la muestra problema es superior al ciclo umbral
maximo que es capaz de detectar la prueba, se estaria produciendo un falso
negativo. Légicamente, los valores de probabilidad para estos casos no estarian

registrados, luego existen valores a la derecha no registrados.

Por tanto, para proceder a ajustar correctamente una distribucion de
probabilidad en estas condiciones es necesario tener en cuenta la existencia de
posibles valores no registrados a la derecha de la distribucién. Técnicamente, ello
significa que estamos ajustando una distribucién condicionada a que la variable tome
un valor mayor que C (umbral de deteccién). Luego para la realizacion del ajuste de
los parametros de la distribucién de probabilidad aplicaremos el método de maxima
verosimilitud condicionada (no utilizando la estandar, ya que esta no tendria en

cuenta los datos censurados).

Para poder disefiar un método matematico para calcular la sensibilidad de la
Trans-PCR-TR, partimos de la idea basica de que aquellas muestras de leche que
realmente presenten el agente causal pero no hayan sido detectadas por la técnica
como positivas, sera debido a que cuentan con una concentracion de ADN de C.
burnetii inferior a la que es necesaria para alcanzar el valor de ciclo umbral maximo
que es capaz de detectar la prueba. Por tanto, para proceder a ajustar correctamente
una distribucién de probabilidad en estas condiciones es necesario tener en cuenta la

existencia de posibles valores no registrados a la derecha de la distribucion.

El hecho de que se llevaran a cabo dos series de ajustes a las distribuciones

Normal, Gamma, Logistica, Weibull, Gumbel y Lognormal, en todos los casos con
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truncamiento a la derecha (Supuestos A, 43,2 ciclos y Supuesto B, 41,0 ciclos), se

debid a que el valor de 43,2 ciclos representa un valor anémalo.

Respecto al calculo del p valor de las diferentes distribuciones de probabilidad
comentar el test Anderson Darling (AD) 2 es el mas preciso para medir el ajuste
global a la distribucién tedrica supuesta, ya que considera todos los valores
observados. Los tests AD y Kolmogorov-Smirnov (KS) son similares, aunque el test
AD tiene mas en cuenta el ajuste en las colas mientras que el test ADup tiene en
cuenta sobre todo el ajuste en la cola superior. No obstante, si el ajuste global es
malo, aunque el ajuste en la cola superior sea bueno, ello seria sintoma de que la
adquisicion de nuevos datos podria llegar a variar mucho el ajuste global y

desplazaria de algiin modo el ajuste en la cola.

En base a los resultados obtenidos podemos asumir que los datos del ciclo
umbral se ajustan a una distribucion logistica, siendo la tasa de falsos negativos en
este caso del 8.07%, con lo cual, tendriamos una sensibilidad para la Trans-PCR a

tiempo real en nuestro caso concreto del 91.93%.

En cuanto a las aplicaciones de la funcién logistica de cara a determinar valores
de sensibilidad y especificidad de técnicas diagndsticas podemos encontrar varios
trabajos donde se combinan con éxito el analisis de bases de datos empiricos
mediante la regresion logistica y la elaboracion de curvas ROC o curvas de
rendimiento diagnéstico (Garcia-Valdecasas y cols., 2011; Mead y cols., 2011). Sin
embargo, dichos trabajos difieren del nuestro en cuanto a que en ellos se trata de
determinar el rendimiento de una técnica diagnéstica de cara a determinar la

existencia o no de enfermedad. En nuestro caso no es asi.

Nosotros diagnosticamos presencia de agente causal en la leche, no enfermedad.
Por tanto, el objetivo en este caso es muy diferente. En el caso de ver el rendimiento
de una técnica diagnoéstica de cara a la deteccion de enfermedad hemos de contar
con una técnica muy confiable o estandar de oro que nos sirva de referencia a la hora
de saber el estado de salud de los individuos sometidos a la prueba de rendimiento
diagndstico (Burguefio y cols., 1995). En nuestro caso, se trata de determinar
Unicamente la probabilidad de un suceso, es decir, la probabilidad de que un animal
que elimina la Coxiella por la leche, lo haga con una concentracidon tan pequefia que
no se pueda detectar mediante la técnica, basandonos para tal célculo en la base de
datos de ciclo umbral (pardmetro indicativo de la concentracién bacteriana) obtenida
a partir de la muestras positivas en el presente estudio y tras realizar un muestreo

representativo de la poblacion diana y un estudio laboratorial previo de la capacidad
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de deteccién de la técnica utilizando la cepa de referencia Nine Mile.

Como se pudo apreciar en el capitulo de resultados (tablas 32 y 33; figuras 25 y
26), en nuestro caso, la distribucién de probabilidad que mejor se ajustaba a los
datos observados fue la que viene dada por una funcién logistica, siendo mejor el
ajuste cuando lo realizAbamos fijando el umbral a 41 ciclos, obteniendo una
sensibilidad estimada para la Trans-PCR a tiempo real basada en el fluorocromo no
especifico Syber-green®, tras analizar las muestras de leche de cabra de campo, del
91.93%. Como se ha podido apreciar, este dato de sensibilidad es mejorable
utilizando métodos de purificacion, de extraccion, de amplificacion y de deteccion del
ADN muestral que permitan detectar C. burnetii en muestras de leche menos
contaminadas aun por esta bacteria, pero lo cierto es que, la sensibilidad obtenida
con muestras de campo en el presente estudio, aun siendo mejorable y unido a la
alta especificidad de la técnica, la convierten en una muy buena técnica de

diagndstico con importantes aplicaciones en epidemiologia.

En el presente estudio, la sensibilidad viene definida como la cantidad de
portadores de C. burnetii que, eliminando esta bacteria por la leche, son detectados
como positivos, mientras que la especificidad, vendria definida como la proporcién de
animales que realmente no eliminan esta bacteria por la leche y que son detectados

por la prueba como negativos (Martin y cols., 1997).

En cuanto a la especificidad, ya se ha citado que existen distintos trabajos que,
simulando la realidad (mediante la contaminacion de muestras de leche con los
microorganismos problema), han probado la especificidad de la Trans-PCR con un
importante nimero de microorganismos, con el fin de detectar reacciones cruzadas.
Ninguno de los microorganismos probados en las amplias baterias utilizadas en
dichos estudios han dado resultados positivos a la Trans-PCR disefiada para
amplificar la region 1S1111, con lo cual, con los estudios existentes en la actualidad,
se estima que la prueba presenta una especificidad del 100%. Légicamente, esto
significa que la secuencia presente en la regién del genoma amplificada por la Trans-
PCR es muy especifica de C. burnetii (Berri y cols., 2000; Klee y cols. 2006). Por otra
parte, el analisis de la temperatura de fusién en las muestras analizadas permite
diferenciar claramente a las muestras positivas de las muestras en las que, habiendo
existido amplificaciéon, no se ha correspondido con las caracteristicas detectadas para

este parametro en el control positivo.

En este sentido, entendemos que el método basado en el ajuste de los datos a
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una curva de probabilidad conocida que proponemos (en nuestro caso, el ajuste a
una curva de funcién logistica), se muestra como una herramienta que nos permite
un acercamiento mas real al calculo de la sensibilidad obtenida tras la aplicacion de la
Trans-PCR-TR de cara a detectar portadores que eliminan C. burnetii por la leche. De
un lado, mediante la regresion lineal aplicada para realizar la curva estandar de
cuantificacion con el aislamiento Nine Mile, sabemos que el ciclo umbral esta
relacionado con la concentracion del ADN muestral de manera inversamente
proporcional, mientras que, tras el andlisis de un niumero representativo de muestras
de la poblacién en estudio, obtenemos una base de datos en la que organizamos a
las muestras positivas en intervalos de valores para la variable ciclo umbral, donde
cada intervalo de valores ocurre con una frecuencia que toma un valor comprendido
entre O y 1, ajustandose los valores observados a una curva que se corresponde con
una distribucion de probabilidad de tipo logistico. Este modelo logistico nos permite
predecir la tasa de falsos negativos y, por ende, la sensibilidad, tal y como hemos

visto, en el capitulo de material y métodos.

Por otra parte, a la luz de los resultados que se desprenden del analisis mediante
el modelo logistico de distribucion probabilidad en el presente estudio, otro
parametro que se estima importante de cara a la sensibilidad de la Trans-PCR es el
numero de ciclos aplicado en el programa de temperaturas durante la fase de
amplificaciéon del ADN muestral y tras la fase de touchdown o introductoria a la
amplificacion del mismo. En el caso de los ensayos realizados por Lorenz vy
colaboradores (1998) fueron 38 ciclos, en el caso de los ensayos de Klee y
colaboradores (2006), Berri y colaboradores (2000) y Vaidya y colaboradores (2008)
fueron 40 ciclos, siendo en nuestro caso el numero de ciclos para esta fase de 45
ciclos. A la luz de los estudios realizados por otros autores citados en este apartado,
la combinacion ideal para obtener la méaxima sensibilidad posible en el andlisis de
muestras de leche con la técnica de la Trans-PCR, es la realizacién de 40 ciclos en la
fase de amplificacion del ADN vy la utilizacion del método de extraccion en el que se
realiza la purificacion previa de las muestras con el kit comercial QIAmp Tissue
(Qiagen S.A., France), mostrandose mas sensible la técnica cuando se realiza a

tiempo real que cuando se realiza sobre el producto final.

En nuestra experiencia con un método de extraccion de ADN basado en una
matriz de silice, realizando la Trans-PCR a tiempo real con los cebadores disefiados
para la Trans-PCR convencional o de punto final por Houver y colaboradores (1992),
y segun los datos obtenidos tras aplicar el modelo logistico utilizado en el presente

estudio para calcular la sensibilidad, hemos observado, que si hubiéramos detenido la
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fase de amplificacién del ADN muestral en el ciclo 38.0 (segln lo expuesto por Lorenz
y cols., 1998) hubiéramos obtenido una sensibilidad del 67.56%, mientras que si la
hubiésemos detenido en el ciclo 40.0 (segun lo expuesto por: Berri y cols., 2000;
Klee y cols., 2006; Vaidya y cols., 2008), habriamos obtenido una sensibilidad del
79.64%. Por tanto, entendemos que aumentando el numero de ciclos en la fase de
amplificacion a 45 ciclos, en nuestro caso concreto, con los cebadores utilizados (los
cuales fueron disefiados para la PCR convencional), con nuestro protocolo de
temperaturas y tiempos para las diferentes fases de la Trans-PCR a tiempo real,
hemos comprobado que se logra aumentar la sensibilidad de la prueba de cara a su

aplicacion con fines epidemioldgicos y clinicos.
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6. CONCLUSIONES.

“El arte del jeet kune do es sencillamente el de simplificar. Favorecer la carencia de
forma para poder asumir todas las formas”; “Usando el no camino como camino y la
no limitacién como limitacion”.

Bruce Lee

1. El limite de deteccion de ADN de Coxiella Burnetii Nine Mile mejora de una
manera significativa cuando la técnica se desarrolla a tiempo real con respecto
a lo observado cuando la técnica se desarrolla a tiempo final. Asi mismo, el
analisis de las temperaturas de fusion, refleja que dicho parametro es valido
para diferenciar claramente a los verdaderos positivos de aquellas muestras
que a pesar de ser negativas emiten fluorescencia durante la amplificacion

debido a la formacién de dimeros y/o productos inespecificos.

2. En el presente estudio epidemioldgico se ha detectado que en ciertas épocas
del afio la tasa de presencia es mayor (estacién de mayor riesgo) que en otras
(estacion de menor riesgo). Las tasas de presencia para cada una de las
estaciones serian del 40.82% y 5.21% respectivamente para ambas
estaciones. Ademas, se ha podido demostrar estadisticamente que Ila
evolucion de la tasa de presencia de C. burnetii en leche de cabra en las
granjas de mas de 100 cabezas de la isla de Lanzarote sigue un patron

estacional (los datos experimentales se ajustan bien a un modelo de Poisson).

3. No se ha podido demostrar estadisticamente, teniendo en cuenta Unicamente
los datos de presencia de C. burnetii en leches de cabra obtenidos en la
estacion de menor riesgo, la existencia de relacion entre la presencia del
agente causal en leche de cabra y cualquiera de las variables relacionada con

el numero de animales de las granjas analizadas.

4. Tampoco se ha podido demostrar estadisticamente, teniendo en cuenta
Unicamente los datos de presencia obtenidos en la estacidn de menor riesgo,
la existencia de relacion entre la presencia de C. burnetii en leche de cabra y
la clasificacion por zonas de las granjas (propuesta en el presente estudio), si
bien es verdad, que las granjas situadas en la zona centro norte presentaban
animales positivos con una frecuencia 3,3 veces superior a la detectada en las

granjas de la zona centro sur.

5. Respecto a los factores que pudieran estar influyendo en esta diferencia
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8.

9.

observada entre zonas, se llega a la conclusidon de que el dimensionamiento
de las explotaciones en cuanto al volumen de la zona cubierta y la atencién
puesta en las tareas de limpieza y desinfeccién, son factores que pueden estar

influyendo en la diferencia observada entre zonas.

Se ha observado una distribucién de los partos en las granjas que difiere
segun las zonas propuestas y que ayuda a explicar la diferencia de presencia
de C. burnetii en leche observada entre dichas zonas. En la zona de mayor
riesgo, la mayoria de los partos se concentran entre los meses de noviembre y

abril, en contraposicién con la zona de menor riesgo.

El método matematico propuesto para determinar la sensibilidad de la técnica,
basada en el ajuste de los datos de ciclo umbral obtenidos tras analizar las
muestras de campo a una distribucion de probabilidad conocida, es un método
que ofrece una vision mas realista de la capacidad de esta técnica de cara a la
deteccion de portadores eliminadores de C. burnetii al medio externo. Se
observé que el mejor ajuste se obtenia para una curva de tipo logistico. Segun
los calculos de probabilidad realizados, la sensibilidad de la Trans-PCR-TR

utilizada en el presente estudio seria del 91.93%.

Tras realizar los calculos de probabilidad orientados al calculo de sensibilidad
de la Trans-PCR-TR testada en el presente estudio, hemos observado que la
realizacion de 45 ciclos se muestra como la opcibn mas eficaz de cara

aumentar la sensibilidad de la prueba en nuestras condiciones laboratoriales.

La trans-PCR-TR puesta a punto en el presente trabajo ha mostrado ser una
eficaz herramienta de cara a la detecci6on de portadores eliminadores de C.

burnetii al medio externo.
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“La diferencia entre lo que hacemos y lo que seriamos capaces de hacer bastaria
para resolver la mayor parte de los problemas del mundo”
Gandhi
7. RESUMEN

Introduccion: La fiebre Q es una zoonosis con distribuciéon mundial, siendo la Unica excepcion
Nueva Zelanda. Puede cronificarse y llegar a ser mortal en humanos. Produce importantes
pérdidas econdmicas en los ganados de rumiantes domésticos, con la capacidad de disminuir
los indices reproductivos de estas especies, ademas de ser un agente productor de mamitis.
Esta enfermedad estd ampliamente distribuida en la naturaleza, pudiendo infectar a mdultiples
especies salvajes de vertebrados e invertebrados. La fiebre Q es endémica en las islas
Canarias, siendo el ganado caprino el principal reservorio animal de Coxiella burnetii en esta
region.

Objetivos y metodologia: 1. Detectar la presencia de portadores eliminadores de C. burnetii
mediante una Trans-PCR a tiempo real entre las cabras de las ganaderias de méas de 100
cabezas existentes en la isla de Lanzarote, asi como establecer si existe un patrén estacional
en la eliminacidon de esta bacteria en la leche, ajustando los datos obtenidos a un modelo de
distribucion de probabilidad conocido. 2. Detectar posibles factores de riesgo asociados a la
presencia de C. burnetii en muestras de leche del ganado caprino en Lanzarote mediante la
realizacion de una encuesta epidemioldgica. 3. Diseflar un método matematico que permita
calcular la sensibilidad de la Trans-PCR a tiempo-real en su aplicacion con muestras de campo
mediante el ajuste de los datos de ciclo-umbral detectados para las muestras positivas a
distintas curvas de probabilidad conocidas, para proceder posteriormente a calcular la
probabilidad de que una muestra con presencia de C. burnetii no sea detectada (célculo de la
tasa de falsos negativos).

Resultados: 1. La eliminacién de C. burnetii en la leche de cabra producida en la isla de
Lanzarote presenta un caracter estacional en el que las tasas de presencia de Coxiella en leche
varian entre valores maximos y minimos del 41.51% y 3.76% respectivamente, detectandose
una relacién entre la distribuciéon temporal de los partos y la evolucion de las tasas de
presencia en leche del agente causal. Los datos se ajustan bien a un modelo de Poisson (razén
de riesgos = 8.786; 1C95%= 4.4-14.5; coeficiente de sobredispersion de 1.33). 2. Los
factores de riesgo asociados directamente a las tasas de presencia de C. burnetii en leche de
cabra fueron la estacion de muestreo (p<<0.009) y la zona donde se situaban las granjas. Si
bien este ultimo factor resulté no ser estadisticamente significativo (p<0.121), la zona de
mayor riesgo triplica la frecuencia de granjas positivas con respecto a la de menor riesgo. Los
factores de riesgo asociados indirectamente, tras dividir a las granjas en dos grupos (las
situadas en la zona de mayor y menor riesgo) fueron el dimensionamiento en cuanto al
volumen de la zona cubierta de los corrales (p<0.003) vy la rotacidon de los principios activos
en los productos de limpieza (p<0.049). 3. Los datos de ciclo umbral detectados en las
muestras positivas analizadas mediante Trans-PCR a tiempo real se ajustan a una curva de
tipo logistico, siendo la sensibilidad estimada para esta prueba diagndstica del 91.93%.

Conclusiones: 1. Se ha podido demostrar estadisticamente que la evolucion de la tasa de
presencia de C. burnetii en leche de cabra en las granjas de mas de 100 cabezas de la isla de
Lanzarote sigue un patréon estacional. 2. El dimensionamiento de las explotaciones ganaderas
y las tareas de limpieza y desinfeccion de las instalaciones ganaderas son los Unicos factores
de riesgo que han mostrado una asociacion estadisticamente significativa. 3. La Trans-PCR a
tiempo real se ha mostrado como una técnica muy sensible para el andlisis de las muestras de
leche obtenidas directamente de las cabras en Lanzarote. El método matematico basado en el
ajuste de los datos experimentales de ciclo umbral de las muestras positivas a curvas de
probabilidad conocidas, disefiado para el calculo de la sensibilidad real de la prueba, nos
permite, mediante la aplicacion de un muestreo significativo, determinar la sensibilidad de la
PCR a tiempo real en diferentes escenarios.
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“The difference between what we do and what we are capable of doing would suffice
to solve most of the world's problems”
Gandhi

8. Summary

Introduction: Q fever is a zoonosis with world-wide distribution, with the exception
of New Zealand. It can become chronic and be fatal in humans. It can also produce
important economic losses in domestic ruminant productions, inducing the decrease
in several reproductive indicators and producing mastitis in affected farms. This
disease is widely distributed in nature and can infect multiple invertebrate and
vertebrate species. Q fever is endemic in the Canary Islands and goat is the most
important animal reservoir in this archipelago.

Objectives and Methods: 1. Detection of infected carrier animals that excrete C.
burnetii in milk by Real Time Trans-PCR analysis of goat milk samples from farms
with more than 100 cattle-heads in Lanzarote Island and detect if exist a C. burnetii
milk excretion seasonal pattern, fixing the obtained data to a known model of
probability distribution. 2. Realization of an epidemiological survey for detecting
possible goat milk Coxiella excretion risk factors in Lanzarote Island. 3. Design of a
mathematical method for calculating the sensibility of the Real Time Trans-PCR using
the positive samples threshold-cycle data by fixing this data base to a known
probability models curves for detecting the false negative probability.

Results: 1. Goat milk C. burnetii excretion is seasonal in Lanzarote Island. The milk
C. burnetii excretion rates varied between 41.51% (maximum) and 3.76%
(minimum). The obtained data fit the Poisson Model (risk ratio = 8.786; C.l. 95.0%
= 4.4; 14.5; overdispersion coefficient = 1.33). 2. The only risk factor associated
directly with milk C. burnetii excretion was sampling season (p<0.009). On the other
hand, there were important differences of C. burnetti excretion rates between the
two established risk zones (the C. burnetii excretion rate in the north zone triples the
south zone rate), but in this occasion do not exist significant statistic association
(Fisher exact test; p<0.121). After the statistic analysis of the risk factors that could
originate the mentioned difference of C. burnetii excretion rates between zones, they
were the volume of the covered areas of goat stables (p<0.003) and the cleaning
active principles rotation (p<0.049). 3. The positive samples threshold-cycle data
showed a good fit to a logistic curve. The Real Time Trans-PCR estimated sensitivity
was 91.93%.

Conclusions: 1. It has been demonstrated statistically that the milk C. burnetii
excretion in farms with more than 100 cattle-heads follows a seasonal pattern. 2.
The sizing of the farms (volume of the covered areas of goat stables) and the farms
cleaning and disinfection are the only risk factors with statistic significance. 3. The
Real Time Trans-PCR has shown in this study a good sensibility for individual milk
samples obtained from goats in Lanzarote. The proposed mathematical method for
calculating the sensitivity by fitting to a known probabilistic curve allows, with a
previous significant random sampling, to calculate the sensitivity of the Real Time
Trans-PCR in different scenarios.
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Cuestionario epidemiolégico Anexo
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Facultadde Veterinaria
UNIVERSIDAD DE LAS PALMAS s Las Pkoas o G IUS

DE GRAM CAMARIA Nac o

CUESTIONARIO SOBRE MANEJO Y SANIDAD ANIMAL EN EL GANADO
CAPRINO DE LANZAROTE.

Los datos obtenidos de este cuestionario se utilizaran para la realizacion de una tesis
doctoral en Sanidad Animal y seran tratados de forma confidencial.

Cuestionario n°:
Localidad:
Espacio a rellenar por el encuestador.

A) Caracteristicas generales de la explotaciéon

1- Explotacién de: ganado caprino 0 mixta Otras especies
n® de reproductoras n® de machos Macho/Hembras
2- Comparte machos con otros ganaderos: Si No
3- Zona cubierta: metros cuadrados . Zona descubierta: metros
cuadrados
4- Altura de cubierta: Materiales:

¢Se moja mucho la zona cubierta en invierno?

¢Se calienta la zona cubierta los dias que hace calor?

5- Orografia del terreno en el que esté situado la explotacion.

6- Vientos dominantes:

7- Origen de animales de reposicion:
Tasa de reposicion: Reproductoras . Machos

Reproductoras: Reposicidn propia __ Reposiciéon con reproductoras de otras
ganaderias

En caso de compartir machos o haber hecho reposicién con reproductoras de otros
ganados en los ultimos 5 afios:

Porcentaje de la reposicién . Origen geografico de los machos:

Porcentaje de la reposicién . Origen geografico de las hembras:
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8- ¢(Recuerda coincidencia de afio de introduccidon de ganado con aparicion
de aumento de abortos?:

Si___ No __ ORIGEN DEL GANADO INTRODUCIDO:

9- (/Qué medidas preventivas toma usted a la hora de introducir nuevos
animales en su explotacién?:

Cuarentena ___. Analiticas __. Desparasitacion previa __. Vacunacion previa __.
Ninguna medida

Otras

10- Ordeno: automatico manual

11- Mantenimiento de ordenadora:

Regulacién de vacio: Si No . Periodicidad

Cambios de mangeras : Si No . Periodicidad

Limpieza segun instrucciones del fabricante del equipo de los productos de
limpieza: Si___ No

12- Pasteriza o somete a algun otro tipo de tratamiento térmico la leche que
produce en su explotacion ganadera: Si_ No

Tipo de Pasterizador:

13- Distancia (en kildbmetros) de la explotacion al centro urbano mas
préximo:

5Km__ 5—10Km _ >10Km __.

14- Distancia (en kilbmetros) a otras explotaciones de rumiantes:
5Km__ 5—10Km _ >10Km __ .
15- Distancia (en kilbmetros) a otras explotacionas ganaderas:
5Km__ 5—10Km _ >10Km __.
Tipo o tipos de explotacion
Especie/s ganaderas
16- Tipo de manejo:
a. intensivo (estabulacién permanente).

b. semiextensivo (estabulacion + pastoreo). n® de horas de pastoreo al
dia

c. extensivo (pastoreo casi permanente).

d. transterminancia.
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17- Tipo de pastos: propios o arrendados . Comunales . Ambos . No
pastorean .

Superficie de los pastos:

18- Afios que lleva la explotacion en funcionamiento bajo su
responsabilidad:

19- Frecuencia anual de limpieza (eliminacién del estiércol) y desinfeccidon
de las instalaciones:

Eliminacion de estiércol:

TOTAL _ PARCIAL __ ; ninguna _1vez 2veces __ 3veces __ 4veces
> 4 veces___

Desinfeccion de las instalaciones:

TOTAL __ PARCIAL __ ; ninguna _1vez  2veces __ 3veces___ 4veces
> 4 veces___

Tipo de productos utilizados:

Existe rotacion de productos de limpieza y desinfeccion: Si __ No__

20- Principal servicio veterinario disponible:

1. de Agrupacion de Defensa Sanitaria.
2. Privado.

3. Otros (sefalar cual):

4. Ninguno

21- Personas que trabajan en la explotacion:
A. familiares:

B. contratados:

22- Atiende usted o alguna de las personas que trabajan en la explotacion
los partos complicados: Si No

23- Atiende usted o alguna de las personas que trabajan en la explotacion
los partos complicados que se dan en animales de otras ganaderias:
Si__ No_

24- Se desinfecta las manos antes y después de atender los partos:

Si No
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25- Que tipo de desinfectante utiliza normalmente para desinfectarse las
manos:

26- Utiliza guantes de exploracion: Si__ No__ Aveces .
Y mascarilla: Si__ No __ A veces_.
27- Retira las placentas que quedan en el estiércol tras los partos:
Si__ No__ Aveces
28- Presencia de garrapatas en la zona:
- Si_

- No

29- Grado de infestacion del ganado: porcentaje de animales aproximado que
presentan

lesiones tipicas provocadas por estos ectoparasitos:

Explicar lesiones tipicas:

30- Principales fechas de paridera (meses) en la explotacion:

31- Numero aproximado de abortos en 2007:

Baifas primerizas
Resto de las cabras

32- Porcentaje aproximado de cabras que no quedaron prefiadas en 2007:

32. Alimentacion de las reproductoras:
Concentrado Kgs/dia.

Forrajes (fibra larga) Kgs/dia.
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C) Caracteristicas del ganadero

1- Edad del ganadero responsable de la explotacion:
2- Grado de estudios alcanzado:

(1) sin estudios.
(2) estudios primarios sin completar.

(3) estudios primarios (EGB).
(4) estudios secundarios (Instituto de Bachillerato).

(5) formacioén profesional.

(6) estudios universitarios.
2- ¢(Ha realizado algun curso de formacion/actualizacion ganadera?:
Si, afio/s: No
3- ¢Esta asociado?: No Si

- en una Agrupacion de Defensa Sanitaria ___

- en una Cooperativa ganadera ___

- otros:

4- Dedicacion exclusiva a la explotacion: Si__ No

Otros trabajos:

5- Observaciones:
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