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RESUMEN

Multiples estudios se han desarrollado de manera global para comprobar la presencia de
Coxiella burnetti en predios de productores de leche rumiantes mediante el uso de distintas
técnicas de deteccion de la bacteria.

Si bien existen investigaciones en torno a su trazabilidad en Chile, es escasa la informacion
precisa con relacion a su distribucion, por ello el objetivo principal de esta memoria de titulo
ha sido detectar la presencia de Coxiella burnetti en bovinos por medio de muestras de sangre
de rebafios localizados en las regiones de Los rios y Los Lagos, datos que también han sido
utilizados para su caracterizacion genética.

Con la finalidad de responder a estos objetivos se realizd una prueba de PCR anidada a la
region 1S1111 de 78 muestras provenientes de 9 predios de pequefios productores de las
regiones anteriormente mencionadas. Posteriormente, se efectud electroforesis a los
productos de la PCR, en donde las muestras positivas del total fueron secuenciadas
geneticamente.

Finalmente, los resultados sefialan que 7 muestras fueron positivas mediante electroforesis a
la prueba de PCR, siendo éstas provenientes de ambas regiones. Sin embargo, no se pudo
caracterizar genéticamente las muestras positivas debido a la irregularidad en los resultados.
Estos datos buscan ser un aporte para aproximaciones posteriores en la deteccion de C.

burnetti que se desarrollen particularmente en las regiones de Los Rios y Los Lagos.

Palabras claves: Coxiella burnetti, pequefios productores, PCR anidada, 1S11.



ABSTRACT

Multiple studies have been developed globally to verify the presence of Coxiella burnetti in
farms of ruminant dairy farmers using different detection techniques for the bacteria.
Although there is research on its traceability in Chile, there is little precise information
regarding its distribution, for this reason the main objective of this title report has been to
detect the presence of Coxiella burnetti in bovines through blood samples of herds located in
the Los Rios and Los Lagos regions, data that have also been used for their genetic
characterization.

In order to meet these objectives, a nested PCR test was performed on the 1S1111 region of
78 samples from 9 small-scale farms in the aforementioned regions. Subsequently,
electrophoresis was performed on the PCR products, where the positive samples of the total
were genetically sequenced.

Finally, the results indicate that 7 samples were positive by electrophoresis to the PCR test,
these being from both regions. However, the positive samples could not be genetically
characterized due to the irregularity in the results. These data seek to be a contribution for
later approaches in the detection of C. burnetti that are developed particularly in the Los Rios

and Los Lagos regions.

Keywords: Coxiella burnetti, small producers, nested PCR, 1S1111.



INTRODUCCION

El término Fiebre Q proviene de “query fever”, este se le dio cuando apareci6 por primera
vez esta enfermedad en Queensland, Australia, y cuya causa aun no habia sido identificada
(Sykes y Norris, 2013). Actualmente, se sabe que es una zoonosis causada por la bacteria
Coxiella burnetii, que se encuentra alrededor de todo el mundo excepto en Nueva Zelanda
(Vanderburg et al., 2014). Los rumiantes domésticos son considerados los principales
reservorios para Fiebre Q en humanos, sin embargo, otras especies incluidos los animales de
compafiia, aves y reptiles, pueden comportarse también como reservorios de la bacteria
(Roest et al., 2011).

En humanos, la presentacion aguda de la Fiebre Q se caracteriza por ser una enfermedad
febril, similar a la influenza, con dolores de cabeza y a veces afeccion pulmonar y hepética.

Sin embargo, la infeccion es asintomatica en el 60% de los infectados (Sykes y Norris, 2013).

En Sudamérica ha sido publicada poca informacion epidemioldgica y los estudios
sistematicos son escasos. Particularmente en Chile, ha sido detectada mediante test de ELISA
y la infeccidn se encuentra entre las enfermedades animales de declaracion obligatoria desde
su primera deteccion serologica el 2006 (Weitzel et al., 2016). El primer brote de Fiebre Q
en humanos fue detectado en 1998 en la Estacion Cuarentenaria Pecuaria, Complejo Lo
Aguirre, con 36 personas con reaccion positiva a Inmunofluorescencia Indirecta (Gonzélez
y Moreira, 2003). En el ultimo brote de la enfermedad, en octubre de 2017 en la region de
Los Lagos, se notificaron 48 personas positivas a Fiebre Q. Los casos correspondian
principalmente a hombres (68%), con un rango de edad entre 10 a 55 afios (mediana de 30
afios). De éstos, 37 eran trabajadores pecuarios o relacionados (77%), 7 familiares de
trabajadores (15%) y 3 trabajadores de la salud asociados a la atencion médica de los casos
(6%), en los hospitales de Puerto Octay (n=1) y Osorno (n=2) (MINSAL, 2017).

Dado el escaso conocimiento de la distribucion de C. burnetti en rumiantes del sur de Chile,
esta memoria de titulo tiene por objetivo identificar y secuenciar el gen 1S1111 de C. burnetti
en rebafios bovinos de predios de pequefios productores de las regiones de los Rios y de los
Lagos. Los resultados obtenidos contribuiran como una base para futuras investigaciones,
considerando los problemas para la salud publica que puede llegar a generar, sumado a las

potenciales pérdidas econdmicas, teniendo en cuenta que aproximadamente 327.686
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personas viven en zonas rurales y existe una masa ganadera de 1.668.792 cabezas de bovinos
aproximadamente en las Regiones de Los Rios y Los Lagos (INE, 2007; INE, 2017).



REVISION BIBLIOGRAFICA

CARACTERISTICAS DE C. burnetti

Coxiella burnetii es un bacilo Gram negativo de entre 0,3-1,0 um de tamafio. Vive en las
vacuolas éacidas de macrofagos y monocitos, inhibiendo su actividad fagocitica y los
mecanismos de apoptosis, siendo ademas capaz de formar de manera extracelular

pseudoesporas metabdlicas inactivas (Farifias y Collado, 2010).

C. burnetii crece usualmente en dos etapas morfolégicamente diferentes llamadas variante
celular larga (LCV) y la variante celular pequefia (SCV). La LCV es la forma intracelular
metabolicamente activa de C. burnetii. La SCV es liberada durante la lisis de células
infectadas resultando en las pseudoesporas nombradas anteriormente (Pexara et al., 2018).
Esta forma extracelular se encuentra en la leche, orina y heces en grandes concentraciones
(10° IDso/g) en placenta y liquido amnidtico, Es resistente al calor, desecacion y muchos
desinfectantes comunes, manteniéndose viable por semanas a afios en el ambiente (Plummer,
2015). Por ejemplo, C. burnetti puede vivir hasta un afio en la lana, cuatro meses en el polvo
y un mes en expectoraciones deshidratadas (Pexara et al., 2018). Cuando se aisla de animales
y humanos infectados de forma natural, o en el laboratorio, C. burnetii esta en fase I, que es
la forma altamente infecciosa. En subcultivos se produce un cambio a fase I, la cual no es
infecciosa. Esta expresion antigénica diferente se emplea para distinguir serolégicamente los

estados agudo y cronico de la enfermedad (Farifias & Mufioz, 2010).

En afios recientes ha aumentado el nimero de animales que han sido reportados como
reservorios de la bacteria, incluyendo mascotas, reptiles, garrapatas, roedores y aves. Sin
embargo, los principales reservorios de C. burnetti son los bovinos, ovinos y caprinos
(Domenico et al, 2018). Una vez que un rumiante esta infectado, C. burnetti puede localizarse
en glandula mamaria, linfonodos supra mamarios, placenta y Utero, desde donde puede

excretarse en subsecuentes productos del parto y lactancias (Plummer, 2015).

PRESENTACION DE LA ENFERMEDAD EN RUMIANTES

Las infecciones con C. burnetti en la mayoria de los rumiantes son asintomaticas, es decir,
gue no presentan una infeccion clinica, incluyendo la ausencia de fiebre, pero pudiendo
provocar abortos tardios (Angelakis y Raoult, 2010; Plummer, 2015; Van den Brom et al.,

2015). No esta claro si la presencia de C. burnetti en otros 6rganos, que no sea la placenta,
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tenga efecto sobre la funcion de estos. En predios que experimentan abortos causados por C.
burnetti se ve aumentada la incidencia de metritis y también se han reportado casos de
nacimientos de animales con peso suboptimo (Van den Brom et al., 2015). Las placentas
infectadas pueden presentar inflamacion con exudado purulento café amarillento y fibrosis
de los espacios intercotiledonarios (Van dem Brom et al., 2015; Angelakis y Raoult, 2010).
Los abortos ocurren frecuentemente al final de la prefiez, sin antecedentes de signologia
clinica. Los fetos abortados parecen ser normales, principalmente frescos, pero
ocasionalmente autoliticos (Van den Brom et al., 2015). Hay evidencia de asociacién de C.

burnetii con mastitis subclinica en vacas lecheras (Plummer, 2015).

PRESENTACION DE LA ENFERMEDAD EN HUMANOS

La via aérea es la principal ruta de infeccion de la Fiebre Q, siendo los fluidos del parto o
material placentario las fuentes de infeccion mas frecuentes debido a las altas cargas
bacterianas que estos contienen. También se puede contagiar por contacto directo con
animales infectados debido a abortos, partos, orina, heces, saliva o leche, siendo asi los
humanos muy susceptibles a la infeccion por Fiebre Q, pudiendo 10 o menos UFC de C.

burnetii provocar una infeccion desde un bovino (Pexara et al., 2018).

Dentro de las personas mas susceptibles a contagio estan los agricultores, cuidadores,
médicos veterinarios y personal de mataderos. Sin embargo, se han reportado casos de
personas contagiadas en comunidad que no tienen contacto con animales, debido a que la
bacteria puede movilizarse por el aire pudiendo viajar grandes distancias, incluso llegando a
generar brotes en la poblacién humana (Pexara et al., 2018). Un estudio de Woldehiwet
(2004), evidencio un brote de Fiebre Q que afectdé a mas de 400 residentes de un valle en
Suiza. En este caso, el brote fue atribuido a una exposicién indirecta a aerosoles

contaminados, generados por ovejas infectadas que viajaban regularmente por el valle.

La presentacion clinica y evolucion de la enfermedad dependen de diversos factores del
hospedero, particularmente el estado inmunitario de los pacientes ademas de la via de

contagio de la infeccion (Farifias y Collado, 2010).

El periodo de incubacion va desde los siete a los cuarenta dias y depende de la dosis del

indculo de C. burnetii (Pexara et al. 2018). La infeccidn inicial resulta en un 50-60% de los
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pacientes con un cuadro asintoméatico. Una presentacién aguda de Fiebre Q, con
sintomatologia similar a la influenza (fiebre y dolor de cabeza) a veces complicada con
neumonia o hepatitis, se desarrolla en un 40-50% de las infecciones. Se han reportado entre
uno Yy cinco por ciento de pacientes que desarrollan una presentacion crénica de Fiebre Q,
con endocarditis e infeccion vascular de un aneurisma adrtico o una reconstruccion vascular
central como las manifestaciones mas comunes (Kampschreur et al., 2013). Esta presentacién
cronica se manifiesta principalmente durante el primer afio después de la infeccion, pero
también se puede presentar varios afios después de la infeccion inicial. La mortalidad ocurre
en el 1 al 11% de los pacientes con presentacion crénica (Hogema et al, 2012). Condiciones
predisponentes como una enfermedad valvular preexistente, anormalidades vasculares e

inmunosupresion aumentan el riesgo de endocarditis (Karakousis & Trucksis, 2006).

CONTEXTO INTERNACIONAL RESPECTO A LA BACTERIA

La Fiebre Q se ha presentado como un problema a nivel mundial, con brotes reemergentes a
través de todo el mundo. Posterior a la Segunda Guerra Mundial, una alta prevalencia de
Fiebre Q se observo en la poblacion europea y norteamericana asociado a un alto consumo
de productos lacteos sin pasteurizar. Trescientos casos de Fiebre Q en Los Angeles, EE. UU.
fueron relacionados con consumo de leche cruda y un total de 1117 casos fueron reportados
en un estudio epidemioldgico en Reino Unido entre 1984-1994 (Pebody et al., 1996). En
Francia se presento un brote de 61 casos entre pacientes y empleados de una institucion
psiquiatrica por consumo de alimentos contaminados (Pexara et al., 2018). El afio 2007, un
brote de Fiebre Q se presento en los Paises Bajos y considerado como uno de los més largos

brotes reportados en la literatura (Van Asseldonk et al., 2015).

SITUACION REGIONES DE LOS RIOS Y LOS LAGOS

La situacion zoonotica de Fiebre Q en Chile es incierta ya que estudios epidemioldgicos no
han sido publicados. La Organizacion Mundial para la Salud Animal (OIE) lista a Chile entre
los paises que reportan Fiebre Q en animales, basandose en los resultados seroldgicos en 5
de 98 ovejas asintomaticas en la Region de Los Lagos en el sur de Chile en 2006 (Weitzel et
al, 2016).

Segun resultados del Gltimo censo, en la Region de Los Rios existe una poblacion total de

384.837 personas, siendo un 71,7% de area urbana y una 28,3% de area rural. En la Regién
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de Los Lagos existe una poblacidn total de 828.708, de la cual un 73,6% reside en &rea urbana
y un 26,4% en area rural (INE, 2017). Y segun el censo del INE (2007) existen en la Region
de Los Lagos un total de 1.047.194 cabezas de bovinos, 315.198 cabezas de ovinos y 11.134
cabezas de caprinos; mientras que en la Region de Los Rios existen un total de 621.598
cabezas de bovinos, 116.149 cabezas de ovinos y 9.328 cabezas caprinos, estando ambas

regiones dentro de las principales zonas productivas de bovinos del pais.

A mediados de julio de 2017 en la provincia de Osorno, region de Los Lagos, se detectd un
brote que afectd a trabajadores de una lecheria de la zona, a algunos familiares y a
trabajadores de la salud que atendieron los casos. El primer afectado fue un hombre de 32
afios trabajador de la lecheria. A febrero de 2019, se registraban 346 casos ingresados a
vigilancia de Fiebre Q (MINSAL, 2019), de los cuéles:

e 134 casos (39% del total) se encontraban confirmados.
e 45 casos (13% del total) se encontraban pendientes los resultados de laboratorio.

e 167 casos (48% del total) se encontraban descartados a la fecha.

DETECCION DE LA BACTERIA

El diagnostico de rutina de la Fiebre Q usualmente esta basado en la deteccion de anticuerpos
especificos con test de fijacion del complemento, inmunofluorescencia y enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). El aislamiento de C. burnetti es riesgoso, dificultoso, lento
y, ademas, requiere laboratorios con bioseguridad nivel 3 debido a la naturaleza zoonotica
del microorganismo (Parisi et al., 2006). Sin embargo, dado que pueden presentarse
reacciones cruzadas con otros géneros tales como Bartonella, Rickettsia y Legionella, se
recomienda emplear técnicas diagndsticas combinadas donde se acomparfien los estudios
seroldgicos con pruebas de otro tipo (Alvarez et al., 2020). Actualmente, la técnica de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) se ha convertido en una herramienta Gtil para la
deteccién de Coxiella burnetti en muestras bioldgicas ya que es mas sencillo de realizar y
mas seguro para el personal de laboratorio. Un ensayo de PCR con partidores basados en

elementos repetitivos similares a transposones (TRANS-PCR) ha probado ser altamente
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especifico y sensible para el diagndstico de laboratorio de infecciones de Coxiella burnetti,
ya que permite detectar muy pocas copias de una secuencia de DNA especifica (Kirkan et
al., 2008; Parisi et al., 2006). Incluso la PCR convencional anidada ha exhibido mayor
sensibilidad, presentando las ventajas del TRANS-PCR mientras minimiza los riesgos que
es la contaminacion de este ultimo (Parisi et al., 2006). Se ocupa principalmente el transposén
del elemento de la secuencia de insercion (IS por sus siglas en inglés) del gen 1S1111, el cual
funciona como buen marcador al ser de los genes que se encuentra con mayor cantidad, 20

copias, dentro del genoma de Coxiella burnetti (Klee et al., 2006).

Considerando lo anteriormente expuesto, el presente estudio intenta aportar datos a partir de
unatécnica distinta a las corrientemente utilizadas ya que es de los primeros estudios en Chile
que intenta aislar y caracterizar a C. burnetti a través de muestras de sangre proveniente de

bovinos en predios de pequefios productores del sur de Chile.



OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
Determinar y caracterizar la presencia de Coxiella burnetii en bovinos de pequefios

productores de las Regiones de Los Rios y de Los Lagos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Identificar la presencia de C. burnetii en muestras de sangre de bovinos proveniente
de predios de pequefios productores de las Regiones de Los Rios y de Los Lagos.

2. Confirmar y caracterizar genéticamente las cepas de C. burnetti identificadas en
bovinos de pequefios productores de las Regiones de Los Rios y de Los Lagos.

10



MATERIALES Y METODOS

Encuesta y toma de muestra

Para el estudio se obtuvieron muestras de sangre de bovinos provenientes de 9 predios de
pequefios productores de las Regiones de Los Rios y 2 predios de la regién de Los Lagos,
(Anexo 1), los cuales fueron seleccionados por conveniencia dentro del marco de las
précticas profesionales de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad

de Chile en el mes de enero del 2018.

En la misma visita a cada predio se realiz6 la extraccion de sangre a los bovinos, ocupando
el protocolo de arreo, manejo y toma de muestra de la Universidad Of British Columbia
(2020), en donde se arrean a los animales con un minimo de dos operarios y con el
equipamiento correspondiente, creando un camino libre que puedan seguir hacia los bretes
donde estan los dispositivos de sujecion de cabeza para realizar la toma de muestra. Se les
extrajo 6 mL de sangre de la vena coccigea a los bovinos con una jeringa de 10 mL
CRANBERRY®, traspasando 4 mL a un tubo sin anticoagulante IMPROVE® Yy siendo
registrado y rotulado con la fecha de extraccion, el nUmero de registro y el predio de donde

se obtuvo (Anexo 2).

Las muestras fueron almacenadas en una nevera con hielo artificial refrigerante mientras se
transportan al Laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Austral de Chile (UACh) donde fueron mantenidas a -20°C
hasta que se realizaron las extracciones de DNA. En total fueron recolectadas 78 muestras
provenientes de los 11 predios seleccionados. El laboratorio cuenta con un nivel de
bioseguridad apto segun se muestra en el certificado (Anexo 3) que segun se detalla en el

escrito de Bioseguridad en Laboratorios Microbioldgicos y Biomédicos, requiere un nivel 3.

Todos los productores debieron firmar una hoja de consentimiento dando cuenta que se les
informa del proceso de toma de muestra y la utilizacidn de éstas con fines de investigacion.
(Anexo 4)
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Extraccion de DNA

Las muestras congeladas de sangre sumado a un control positivo que fue una muestra
proveniente de Alemania de una vaca positiva a Fiebre Q y un control negativo que fue agua
destilada, fueron descongeladas a temperatura ambiente para luego realizar la extraccion de
DNA usando el E.Z.N.A.® Tissue DNA Kit, segun instrucciones del fabricante, para obtener
100 microlitros de DNA purificado.

PCR convencional (c) anidada

Las 78 muestras mas los controles fueron sometidas a PCR anidada para amplificar una
region de 203 pares de bases (bp) del gen I1S1111 de C. burnetti. La primera amplificacion
marcara una region de 687 bp del gen. La mezcla de la reaccion estuvo compuesta de 5uL de
Gotag® Green Master Mix, 0,5uL de cada partidor externo (Trans 1y Trans 2), 2uL de agua
libre de nucleasas y 2uL de muestra, sumando un volumen total de 10uL. El protocolo
térmico fue: 37° C por 10 min., 94° C por 10 min., 40 ciclos de 94° C por 30 seg., 62° C por
30 seg. y 72°C por 1 min., finalmente una extension de 72° C por 5 min. Posteriormente se
realizo la segunda PCR para marcar la region de 203 bp del gen IS1111. La mezcla de la
reaccion estuvo compuesta de 5L de Gotag® Green Master Mix, 0,5 pL de cada partidor
interno (261 F y 463 R), 2L de agua libre de nucleasas y 2uL de muestra, formando un
volumen total de 10uL. El protocolo térmico fue: 37° C por 10 min., 94° C por 10 min., 35
ciclos de 94° C por 30 seg., 47,7° C por 30 seg., 61° C por 30 seg. y 72° C por 1 min.,

finalmente una extension de 72° C por 5 min (Parisi et al., 2006).

Tabla 1. Resumen de informacion de los partidores usados en PCR

Tamarnio del
producto

Partidor  Gen objetivo Secuencia 5°-3’ (bp)

12



Trans 2 burnetti CCCAACAACACCTCCTTATTC

261F  |51111 Coxiella  GAGCGAACCATTGGTATCG N
463 R burnetti CTTTAACAGCGCTTGAACGT

Electroforesis

Los productos del PCR fueron separados por electroforesis en gel agarosa al 2% (LE Agarose
Seakem®) tefiido con tinte SYBR© Safe DNA (Thermo Scientific©) a 90 V por 30 minutos.
Se utiliz6 un marcador de peso molecular 100bp DNA Ladder (MAESTROGEN®) que
permite identificar fragmentos de DNA desde los 100bp hasta los 1500bp. Posteriormente
los geles fueron puestos en un Transiluminador UV BIOBASE ©. La lectura se considerd

como positiva cuando la muestra presentd el mismo peso molecular que el control positivo.

Secuenciacion

Los productos positivos de la electroforesis de C. burnetti fueron purificados con el producto
comercial Silica Bead DNA Gel Extraction Kit® siguiendo las instrucciones del fabricante y
posteriormente fueron enviadas al Laboratorio AUSTRAL-omics para su secuenciacion,
luego la secuencia resultante fue analizada en BLAST® (Basic Local Alignment Search
Tool), un programa informatico de alineamiento de secuencias, de DNA, RNA o de proteinas,

para confirmar comparativamente con la base de datos la presencia del gen 1S1111.
Bioseguridad

Las medidas de bioseguridad ocupadas para la obtencion de muestras de sangre fueron la
utilizacién de overol, botas de goma y guantes de nitrilo desechables. La extraccion de DNA
se realizd en una primera habitacidn en un gabinete de bioseguridad con delantal manga larga
y guantes de nitrilo. Posteriormente el PCR se realizé en una habitacion con una cabina PCR
de flujo laminar vertical donde se utiliz6 cubre calzado, delantal manga larga y guantes de
nitrilo. La tercera etapa, de electroforesis, se realiz6 en un habitacion distinta a las anteriores

donde se trabajo con delantal manga larga, mascarilla y guantes de nitrilo. Por ultimo, la

13



etapa de purificacion del gel de electroforesis fue realizada en una cuarta habitacion,
ocupandose también guantes de nitrilo y delantal manga larga.

14



RESULTADOS

De las 78 muestras recolectadas, 7 muestras (8,9%) resultaron positivas a C. burnetti
mediante PCR presentando el mismo peso molecular que el control positivo (Anexo 5). De
ellas, 3 muestras provenian de la Region de Los Lagos y las 4 restantes de la Regién de Los
Rios. Para la caracterizacion se realizaron secuenciaciones genéticas de las siete muestras
positivas, de las cuales seis presentaron cantidades de pares de bases menor a 200 pb, lo cual
se considera insuficientes para presentar algin tipo de concordancia con las secuencias
comparativas de BLAST ®. La Gltima muestra pese a que presenta un Query de 97%, tiene
una identidad de 77,64% siendo no muy confiable para poder confirmar y caracterizar
genéticamente la cepa de Coxiella burnetti (Anexo 6).
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DISCUSION

En este estudio se recolectaron 78 muestras de sangre bovina en enero de 2018 con el fin de
aislar e identificar Coxiella burnetti. De los resultados obtenidos se encontraron 7 muestras
positivas para C. burnetti mediante PCR, dando cuenta de la presencia de la bacteria en ambas
regiones estudiadas, coincidiendo estos hallazgos con el reporte del MINSAL respecto al
brote ocurrido en 2017. Ademas, se evidencid que de los 11 predios de donde se tomaron las
muestras, 5 presentaron animales positivos, de los cuales, 2 tuvieron mas de 1 muestra
positiva. No se encontré ningln patron especifico de distribucién espacial en los predios
positivos (Anexo 7), lo que podria indicar que la bacteria se encuentra ampliamente
diseminada como se ha reportado por parte de Weitzel et al en su estudio del 2016 y sumado
a los ultimos hallazgos encontrados por Cornejo et al. (2020).

Relacionado al tipo de muestra que se obtuvo, pese a que fueron de sangre por la facilidad
de obtenerlas independiente del momento productivo en que se encontraban las vacas,
hubiese sido méas conveniente realizar PCR en muestras de leche. Mohammed et al. (2014)
y Rabaza et al. (2021) sostienen que la deteccion de DNA de C. burnetti debe realizarse en
leche ya que esta es la principal via de transmision, pudiendo ser excretada hasta por 13
meses. Segun Rabaza et al. (2021) han sido identificados 2 patrones de diseminacion en
bovinos de leche, siendo estos diseminadores persistentes o diseminadores esporadicos.
Basandose en estos patrones de diseminacion heterogéneos, la recoleccion de muestras
compuestas, como las del estanque de leche, constituyen una fuente til y de facil acceso de
recoleccion, sumandose a lo que sefiala Mohammed et al., 2014, donde el uso de un muestreo
repetitivo puede reducir la probabilidad de identificar errébneamente rebafios como negativos
a fiebre Q.

En discusion estaria si es que la glandula mamaria, que es de las principales zonas de reserva
de la bacteria, excreta constantemente durante todo el periodo de lactancia como afirma
Cooper et al. (2011) o si es una excrecion intermitente como afirma Rabaza et al. (2021) al
igual gque la sangre, donde la bacteremia es a menudo transitoria en los animales (Cooper et
al., 2011) y el PCR solo la comienza a detectar en sangre 2 semanas post transmision (Blut
et al. 2013) generando que la deteccion de C. burnetti en sangre dependa significativamente
del momento de muestreo (Mohammed et al. 2014). Los resultados negativos en PCR pueden

producirse en infecciones cronicas o incluso en las 2 primeras semanas luego del inicio de la
16



enfermedad aguda, debido a niveles indetectables de la infeccion o ausencia de bacteremia
(Sykes & Norris, 2013). Por otro lado, la muestra de sangre seria una muy buena opcion para
detectar en terneros y toros en predios que los mantienen en cercania o con las vacas, 2
semanas post pariciones (o abortos), ya que este es el momento donde aumenta en gran
medida la posibilidad de contagio por aumento de la bacteria. Lo anterior es de importancia,
pues si bien el total de muestras positivas de este estudio fueron provenientes de hembras, no
se debe descartar que machos puedan ser portadores, especialmente en el caso de pequefios
productores que aun mantienen machos como reproductores, a diferencia de grandes
lecherias que utilizan técnicas de inseminacion artificial. De igual manera cabe sefialar que
se ha encontrado la presencia de la bacteria en pajuelas de semen tales como indican
Kruszewska et al en su estudio de 1997 en la aislacion de C. burnetti desde semen de toro
fresco y en muestras de semen congelado para inseminacion artificial que encontrd
Yatsentyuk et al el 2019.

Respecto al uso del trans-PCR y uno anidado, el PCR anidado puede mejorar la sensibilidad
y la especificidad de las pruebas al tiempo que ofrece un tamafio de amplicon adecuado para
la secuenciacion. En estudios realizados por Mares-Guia et al. (2018) se hicieron diluciones
seriadas para probar el limite de deteccion, y el resultado fue una deteccion de 10 veces el
DNA de C. burnetti con cebadores internos en el PCR anidado en comparacion con el trans-
PCR.

Es necesario considerar que la realizacion de PCR es mas costosa que ELISA, por ello que
la European Food Safety Authority generd un documento donde desarrolla un esquema para
el monitoreo y el reporte de Fiebre Q en animales, donde uno de los puntos que considera es
el costo monetario del monitoreo de la enfermedad, generando asi protocolos tanto de
busqueda pasiva como de busqueda activa, el cual sugiere realizar la basqueda pasiva en

predios con:

- 2 0 méas abortos en 1 mes o 3 abortos durante 1 afio para predios con menos de 3

bovinos y mas del 4% en 1 afio en predios con mas de 100 bovinos.
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- En predios con abortos ocupar mucus vaginal por hisopo y/o muestras del feto
abortado, al menos 1 0 2. En el caso de mucus vaginal que no sea mas all de 8 dias
post aborto, se realizard PCR de estas muestras. Muestras de sangre de al menos 6
vacas, que hayan abortado hace méas de 15 dias o de vacas que estén presentando
problemas reproductivos, en este caso se trabajara con ELISA.

En cambio, se realizara una blsqueda activa de la bacteria:

- En predios sin aborto se podra trabajar con muestreo del tanque de la leche, buscando
la bacteria mediante PCR.

Se sugiere realizar esta combinacion de pruebas en base a ELISA y PCR, como comenta
Szymanska-Czerwinska et al. (2019) ya que un gran porcentaje de las muestras positivas son
obtenidas del estanque de leche debido a la alta afinidad de C. burnetti por la glandula
mamaria, y sucede que ocasionalmente los diseminadores pueden mantenerse seronegativos
al diseminar el patdgeno de forma intermitente o esporadica a través de la leche. Es lo mismo
que confirma Astobiza et al. (2012) al obtener varias muestras del estanque de leche
negativas a ELISA y positivas a PCR, indicando la presencia de un pequefio numero de
diseminadores en el rebafio que no seroconvirtieron. En otros estudios realizados, se observé
que dependiendo de la prueba de ELISA utilizada (CHEKIT ®) podia ser ineficiente en
detectar anticuerpos fase Il. Esto es importante ya que la reactividad de la fase Il ha sido
asociada significativamente con la deteccion de C. burnetti mediante PCR. Los anticuerpos

de fase Il son esenciales para el diagnostico serologico de Fiebre Q (Bottcher & et al. 2011)

Finalmente, los diseminadores mayoritariamente persistentes se mantuvieron seropositivos,
esto debido a la fuerte estimulacién inmune. Este descubrimiento sugiere que los testeos
serologicos seriados podrian ser una herramienta confiable, previo al uso del PCR, en un

esquema de control para los diseminadores persistentes (Guatteo & et al., 2007).

Respecto de los resultados de las secuenciaciones, 6 de las 7 muestras positivas mediante

PCR presentaron una cantidad muy variable y menor a 203 pares de bases, lo cual fue

insuficiente para poder realizar un emparejamiento, solo obteniéndose una muestra que pudo

ser secuenciada que presenté un tamafio mayor a 203 pares de bases, es por esto que los

resultados obtenidos son poco confiables ya que al ingresar la secuencia a BLAST ® se
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obtienen asociaciones con muchas secuencias que no corresponden a C. burnetti, esto podria
deberse a una mala extraccion de DNA, como explica Boesenberg-Smith et al. (2012) donde
las habilidades de los operarios y los laboratorios para extraer eficientemente DNA puro son

extremadamente critica, aungque a menudo este factor se pasa por alto.

Otro punto para considerar es que la extraccion de DNA puede no haber sido efectiva, debido
a que se debe determinar de manera precisa la concentracion de acidos nucleicos de las
muestras, siendo este segundo proceso de extrema importancia. Las aplicaciones posteriores
a menudo tienen un objetivo especifico o un intervalo de concentracion de acido nucleico
que se requiere para funcionar de manera dptima. Si bien la mayoria de los sistemas de
extraccion automatizados garantizan que la purificacion del DNA esté optimizada para la
mayoria de los protocolos, existe variabilidad segun tipos de muestras y otros agentes que
pueden generar alteraciones. A veces, es esencial conocer la concentracion exacta de una
muestra de acido nucleico, ya que ayuda a prevenir el uso de muestra innecesaria, mejorar la
reproducibilidad, mejorar la amplificacion de objetivos dificiles y estandarizar los protocolos
posteriores, como la secuenciacion. La cuantificacion inexacta puede aumentar la
variabilidad en los ensayos posteriores, 1o que conduce a una menor confianza en los
resultados. De manera similar a los requisitos para los métodos de extraccion, la escalabilidad
de alto rendimiento y los andlisis de datos son consideraciones importantes. (Boesenberg-
Smith et al, 2012)

Lo anterior fue un punto critico que se paso por alto previo a la secuenciacion de las muestras,
el cual no realizamos, solo se efectud la purificacion de las muestras que resultaron positivas
post electroforesis y fueron enviadas directamente a secuenciacion. Una forma rapida y
efectiva de cuantificar, a la cual tenia acceso el laboratorio era la espectrofotometria UV
tradicional, el cual es un método de cuantificacion de DNA comudn y simple porque no
requiere el uso de una gran cantidad de muestra purificada. Segin Boesenberg-Smith et al.,
2012 la extraccion adecuada maximiza el uso de cantidades de muestra importante y
proporciona el material de &cido nucleico mas util para su uso en las aplicaciones moleculares

posteriores como podria haber sido la secuenciacién de las muestras.
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CONCLUSION

A través de la investigacion desarrollada en esta memoria de titulo se pudo identificar la
presencia de Coxiella burnetti por medio de PCR a muestras de sangre en bovinos
procedentes de predios de pequefios productores de las regiones de Los Rios y Los Lagos.
Respecto a la discusion precedente sobre qué tipo de muestra debe ser priorizada para la
deteccion de la bacteria podemos sostener que debe privilegiarse la muestra de leche.

Si bien se obtuvieron resultados positivos por medio de PCR para identificar la presencia de
Coxiella burnetti, esta no pudo ser caracterizada de manera concluyente dado errores en el
procesamiento post electroforesis.

Finalmente, la intencion de esta memoria de titulo es poder aportar con antecedentes para
conocer de manera mas eficiente y efectiva la distribucion de Coxiella burnetti en nuestro
pais. lIgualmente, busca ser parte de las bases de datos disponibles para investigaciones
futuras, las que espero sean parte de programas de prevencion y deteccion temprana del
contagio entre bovinos.

En este sentido, es necesario seguir fortaleciendo el cuerpo de investigacion en torno a la
distribucion precisa de Coxiella burnetti, ya que ésta sigue siendo un peligro latente para los
rebafios de nuestro pais y un asunto crucial de salud publica, puesto que estan expuestos a su
contagio tanto a operarios que trabajan con animales como a comunidades que viven en la

cercania de predios.
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ANEXOS
Anexo 1. Ubicacion geogréfica de los predios muestreados
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Anexo 2. Registro de animales muestreados, sus datos y el 1D del/los tubo/s asociado/s.
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Anexo 3. Informe de Bioseguridad que permite ratifica el nivel 3 de bioseguridad con el que

cuenta el laboratorio.

Universidad Austral de Chile

Conocimienio y Naturaleza

N° 0026 /18

INFORME DE BIOSEGURIDAD

El Comité Insfitucional de Bioseguridad de la Universidad Austral de Chile,
constituido el 28 de Octubre del 2003, segin Decreto N°® 355 de la Universidad
Austral de Chile, deja constancia de estar en proceso de revisidn el Proyecto:

“Bartonella henselae in healthy and febrile naturally infected cats: Are there
differences between genotypes, bacteremia and bacterial shedding?”, cuyo
investigador es la Dra. Ananda Muller P. de! Instituto de Ciencias Clinicas
Veterinarias perteneciente a la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad
Austral de Chile.

El proyecto se desarrollara en el Laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria del
Instituto de Ciencias Clinicas Veterinarias en la Universidad Austral de Chile, el que
debera dar cumplimiento a lo establecido en el Manual de Normas de Bioseguridad
del Comité Nacional de Biotecnologia de la Comisién Nacional de Investigacion
Cientifica y Tecnologica y en el Manual de Procedimientos para el Manejo de
Residuos de la UACh, lo que sera fiscalizado por el Comité Institucional de
Bioseguridad de la Universidad Austral de Chile.

Se extiende el presente documento para ser presentado a FONDECYT.

/
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/v / " — / ‘ ;
L_,/'ﬁlg,;}d'afn Claudio Rodriguez Gx /
Comité Ir?hcional de Bioseguridag-—

Valdivia, 13 de Mayo del 2019

Comite Institucional de Biosequridad
Avde. Las Encinas 0220 - Campus Isla Teja - Valdivia - Chile
Fono 83 2221254 - E-mail cib@uach.cl
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Anexo 4. Consentimiento informado que debieron firmar los productores.

Consentimiento informado

Yo, ., declaro haber sido informado
sobre el proceso de toma de muestras y la utilizacion de éstas con fines de
investigacion. Asimismo, consiento participar en esta investigacion que busca
identificar y caracterizar al agente causante de la Fiebre Q, liderado por los Drs.
Ananda Miiller, Maria José Navarrete y Luis Pablo Hervé.

Firma y RUT

Anexo 5. Fotografia de electroforesis de las muestras positivas.
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Anexo 6. Electroferograma de la muestra con 200 bp
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