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			Resumen

			Besnoitia besnoiti y los agentes zoonóticos Coxiella burnetii y Chlamydia abortus ocasionan enfermedad reproductiva en bovinos. En Costa Rica no se cuenta con reportes de prevalencia de B. besnoiti y C. burnetii. El objetivo de este estudio fue determinar la seroprevalencia y distribución de estos tres agentes en fincas de lechería especializada y de doble propósito de la zona Huetar Norte de Costa Rica. Se realizó un estudio transversal descriptivo. Fueron estudiados 600 animales de 40 fincas (15 por finca), ubicadas en los distritos de Aguas Zarcas (5), Ciudad Quesada (9), Fortuna (4), Monterrey (2), Muelle (3), Venecia (5) y Zarcero (12). El análisis serológico se realizó mediante los ensayos inmunoenzimáticos comerciales de la compañía ID.VET (Montpellier, Francia). La seroprevalencia determinada para B. besnoiti fue alta (27,3%). Animales seropositivos se encontraron en un 80% de las fincas y en todos los distritos analizados, menos en la Fortuna, con las mayores prevalencias en Aguas Zarcas (64%), Venecia (36,6 %) y Zarcero (33,3 %). La seroprevalencia de C. burnetii fue 16,8 %, los animales positivos se encontraron en un 70 % de las fincas y distribuidos en todos los distritos, en especial Zarcero (24,6 %), Ciudad Quesada (19,2 %) y Aguas Zarcas (17,7 %). Con respecto a C. abortus, se determinó una seroprevalencia de 1,3 %, los animales seropositivos se encontraron solamente en un 17,5 % de fincas en tres distritos: Aguas Zarcas (3,3 %), Monterrey (3,3 %) y Ciudad Quesada (2,9 %).  Se recomienda alertar a los grupos productores veterinarios y autoridades, para que tomen las medidas de prevención y control necesarias, en particular para C. burnetii y C. abortus, por su potencial zoonótico y realizar investigaciones para confirmar la presencia de estos agentes mediante aislamiento o diagnóstico molecular.

			Palabras claves: inmunoensayo enzimático, reacción en cadena de la polimerasa, coinfecciones, zoonosis, epidemiología

			Abstract

			Besnoitia besnoiti and the zoonotic agents Coxiella burnetii and Chlamydia abortus cause reproductive diseases in cattle. There are no reports on the prevalence of B. besnoiti and C. burnetii in Costa Rica. This study aimed to determine the seroprevalence and distribution of these three agents in specialized dual-purpose dairy farms in Costa Rica’s Northern Huetar area. A descriptive cross-sectional study was conducted involving 600 animals from 40 farms (15 per farm) located in the following districts: Aguas Zarcas (5), Ciudad Quesada (9), Fortuna (4), Monterrey (2), Muelle (3), Venecia (5), and Zarcero (12). The serological analysis was performed using commercial enzyme immunoassays from IDvet (Montpellier, France). The seroprevalence for B. besnoiti was high (27.3%), with seropositive individuals found in 80% of farms and in all the districts analyzed, except in La Fortuna, with the highest prevalences in Aguas Zarcas (64%), Venecia (36.6%), and Zarcero (33.3%). The seroprevalence for C. burnetii was 16.8%, with seropositive individuals found in 70% of farms distributed across all districts, especially in Zarcero (24.6%), Ciudad Quesada (19.2%), and Aguas Zarcas (17.7%). The seroprevalence for C. abortus was 1.3%, with seropositive individuals found in only 17.5% of farms in three districts: Aguas Zarcas (3.3%), Monterrey (3.3%), and Ciudad Quesada (2.9%). Veterinary producers and the relevant authorities must be alerted to take the necessary precautions and control measures, particularly against C. burnetii and C. abortus due to their zoonotic potential. Further investigation is recommended to confirm the presence of these agents through isolation or molecular diagnosis.

			Keywords: enzyme immunoassay, polymerase chain reaction, coinfections, zoonoses, epidemiology

			Resumo

			Besnoitia besnoiti, Coxiella burnetii e Chlamydia abortus causam doenças reprodutivas em bovinos. Na Costa Rica, não há registros de prevalência de B. besnoiti e C. burnetii. O objetivo deste estudo foi determinar a seroprevalência e a distribuição desses três agentes em fazendas especializadas em produção de leite e de dupla finalidade na região Huetar Norte da Costa Rica. Foi realizado um estudo transversal descritivo. Foram estudados 600 animais de 40 propriedades (15 por propriedade), localizadas nos distritos de Aguas Zarcas (5), Ciudad Quesada (9), Fortuna (4), Monterrey (2), Muelle (3), Venecia (5) e Zarcero (12). A análise sorológica foi realizada utilizando os ensaios imunoezimáticos comerciais da empresa ID.VET (Montpellier, França). A seroprevalência determinada para B. besnoiti foi alta (27,3%). Animais soropositivos foram encontrados em 80% das propriedades e em todos os distritos analisados, exceto em Fortuna, com as maiores prevalências em Aguas Zarcas (64%), Venecia (36,6%) e Zarcero (33,3%). A seroprevalência de C. burnetii foi de 16,8%, com animais positivos encontrados em 70% das fazendas, distribuídos em todos os distritos, especialmente em Zarcero (24,6%), Ciudad Quesada (19,2%) e Aguas Zarcas (17,7%). Em relação a C. abortus, foi determinada uma seroprevalência de 1,3%, com animais soropositivos encontrados apenas em 17,5% das propriedades em três distritos: Aguas Zarcas (3,3%), Monterrey (3,3%) e Ciudad Quesada (2,9%). Recomenda-se alertar os produtores, veterinários e autoridades para que tomem as medidas de prevenção e controle necessárias, especialmente para C. burnetii e C. abortus, devido ao seu potencial zoonótico, além de realizar pesquisas para confirmar a presença desses agentes por meio de isolamento ou diagnóstico molecular.

			Palavras-chave: imunoensaio enzimático, reação em cadeia da polimerase, coinfecções, zoonoses, epidemiologia.

			Introducción

			La besnoitiosis es una enfermedad que afecta a los bovinos y es causada por el protozoario intracelular obligado Besnoitia besnoiti del phylum Apicomplexa. La besnoitiosis ha sido reportada en África, Oriente Medio y América (Brasil y Canadá), y se considera una enfermedad emergente en Europa (Cortes et al., 2014; Gregory et al., 2018; Gutiérrez-Expósito et al., 2014; Uzeda et al., 2014). Este protozoo se transmite por insectos chupadores de sangre como tábanos y moscas, por iatrogénico mediante agujas hipodérmicas y por la transmisión por contacto directo durante la monta natural (EFSA, 2010; Jacquiet et al., 2010).  El ganado infectado es el reservorio del parásito para los vectores. Se desconoce el ciclo del parásito como también el hospedador definitivo, aunque se ha sugerido posiblemente un papel del gato doméstico en otras especies de Besnoitia. En los bovinos se han encontrado los taquizoitos y los bradizoitos en quistes, por lo que se consideran hospedadores intermediarios (Gregory et al., 2018; Schares et al., 2009). La enfermedad cursa con una fase aguda caracterizada por fiebre, fotofobia, descargas oculonasales y anorexia; seguida de una etapa crónica, con edemas e hiperqueratosis, la presencia de quistes en piel, ubre, testículos, fascias y órganos internos, lo cual ocasiona pérdida de peso, infertilidad en los machos, aborto y baja producción láctea (Jacquiet et al., 2010). El diagnóstico se realiza cuando se detecta el protozoo en quistes o en sangre con la utilización de técnicas moleculares (Cortes et al., ٢٠٠٧), o en forma indirecta mediante técnicas serológicas, entre las que se encuentra el inmunoensayo enzimático (ELISA) (García‐Lunar et al., 2013). Las prevalencias de besnoitiosis han sido reportadas en España (48,6 %), Portugal (5,1 %) (Yin et al., 2014), Italia (44,1 %) (Rinaldi et al., 2013) y en Turquía (Özdal et al., 2019). En América Latina se ha realizado únicamente un estudio de seroprevalencia en Brasil (3,4 %) (Uzeda et al., 2014).

			La coxielosis es una enfermedad en bovinos causada por Coxiella burnetii, una Gammaproteobacteria (Duron et al., 2014). El bacilo gram negativo e intracelular obligado es muy resistente en el medio ambiente y tiene distribución mundial (Bielawska-Drózd et al., 2014; Damasceno & Guerra, 2018). Los rumiantes domésticos son los principales reservorios, y la transmisión entre estos ocurre mediante garrapatas (Duron et al., 2015), mientras que la transmisión a otros animales y al ser humano ocurre a través de fómites, leche y placentas de bovinos infectados. En bovinos ocasiona problemas reproductivos, incluyendo abortos. Después del aborto, los animales pueden secretar la bacteria en la leche hasta por 32 meses. Los signos clínicos de la infección aguda se desconocen en animales, mientras que la infección crónica ocasiona abortos, infertilidad, metritis, placentitis, nacimientos prematuros, natimuertos y crías débiles. Los abortos suelen ser tardíos, y generalmente con retención placentaria. A veces se presenta con cuadros de neumonía, conjuntivitis, infecciones urogenitales y artritis (Barkallah et al., 2014). La bacteria ocasiona la “Fiebre Q” en seres humanos, que cursa en la etapa aguda con fiebre y síntomas inespecíficos, y en la etapa crónica con endocarditis y hepatitis que pueden ser letales (Eldin et al., 2017). El diagnóstico directo se realiza, sobre todo en seres humanos, utilizando técnicas moleculares, mientras que en animales se realizan técnicas indirectas (serología), que posteriormente se confirman mediante técnicas moleculares (Arricau-Bouvery & Rodolakis, 2005). La seroprevalencia de C. burnetii en muestras de leche ha sido reportada en Estados Unidos (96,0 %) (Pearson et al., 2014) y Grecia (95,0 %) (Mioni et al., 2020), así como en Brasil (23,8 %) (Pexara et al., 2018) y Ecuador (12,6 %) (Carbonero et al., 2015).

			La clamidiosis ocasionada por Chlamydia abortus, una bacteria Gram negativa e intracelular obligada, ha sido asociada con el aborto enzoótico e infertilidad en rumiantes y signos similares a la gripe en seres humanos (Fonseca-Salazar et al., 2015; Sachse et al., 2015). La transmisión del agente ocurre por contacto directo con secreciones conjuntivales, genitales, uterinas, placentas y fetos abortados. Puede ocurrir por monta natural o inseminación artificial, como también por inhalación del agente en ambientes contaminados, ya que es muy resistente y puede sobrevivir por meses en el ambiente (Fonseca-Salazar et al., 2015; Reinhold et al., 2011).  En los bovinos causa endometritis, vaginitis, metritis, retenciones placentarias, natimuertos o nacimientos prematuros, y en los toros epididimitis, orquitis y vesiculitis (Fonseca-Salazar et al., 2015; Praga-Ayala et al., 2014). El diagnóstico directo se realiza mediante técnicas moleculares, analizando leche y productos de abortos, mientras que el diagnóstico serológico es útil para determinar prevalencias en una población (Sachse et al., 2009). Las seroprevalencias de C. abortus se han determinado en China (11,9 %) (Sun et al., 2015), Bélgica (4,2 %) (Yin et al., 2014) y México (4,87 %) (Campos-Hernández et al., 2014) mediante serología, y por análisis molecular de hisopados vaginales, Martínez et al. (2022) reportaron un 25,7 % de positivos. Los tres agentes ocasionan infecciones persistentes en los bovinos, y C. burnetii y C. abortus enfermedad zoonótica en humanos (Turin et al., 2022). En un análisis preliminar realizado con un banco de 92 sueros recolectados en el año 2017, de bovinos que habían abortado y resultaron seronegativos a brucelosis y neosporosis, se determinó por primera vez la presencia serológica de B. besnoiti (31,5 %), C. burnetii (36,9 %) y C. abortus (58,6 %) (Fallas-Elizondo et al., 2017), por lo que el presente trabajo tuvo como objetivo determinar la seroprevalencia y distribución de B. besnoiti, C. burnetii y C. abortus en fincas en la zona Huetar Norte de Costa Rica.

			Metodología

			Tipo y lugar del estudio

			Se realizó un estudio transversal descriptivo en bovinos de la zona Huetar Norte de Costa Rica. La zona se eligió por la importante población bovina presente (428 844 cabezas de ganado), el 33,5 % del total de los bovinos del país (1 278 817 reses) (INEC, 2014). Las temperaturas cálidas (24°C-30°C) que predominan y el régimen de lluvias de todo el año (IMN, 2008) favorecen la presencia de los vectores y, con eso, la transmisión de los agentes.

			Tipo, tamaño y toma de la muestra

			El total de animales estudiados fue de 600. El tamaño de muestra se calculó en dos fases: primero, se determinó la cantidad de animales a muestrear para estimar la prevalencia a nivel de animal. Se usó la fórmula de cálculo para la estimación de un porcentaje, con los siguientes parámetros: 50 % de prevalencia esperada, 4 % error aceptado, 95 % de confianza y tamaño poblacional de 400 mil individuos.

			De manera complementaria, para aumentar la representatividad de la muestra, se incluyó la mayor cantidad de fincas posible. Se asumió un riesgo idéntico de infección en los animales dentro de las fincas, y dentro de los distritos, así como en toda la región. Para aumentar la probabilidad de obtener al menos un animal positivo en cada finca, se utilizó la fórmula de Cannon & Roe (1982), asumiendo una prevalencia intra-hato de 20 % para los tres agentes (Fallas-Elizondo et al., 2017), un intervalo de confianza del 95 % y un tamaño de población promedio de entre 70 y 100 animales en edad de muestreo. Los cálculos fueron realizados en el paquete Winepiscope 2.0 (Thrusfield et al., 2001).

			De ese modo, fueron seleccionadas, al azar, 40 fincas (21,1 %) de una lista de 189 fincas de la zona Huetar Norte. Se localizaron en los distritos de Aguas Zarcas (5), Ciudad Quesada (9), Fortuna (4), Monterrey (2), Muelle (3), Venecia (5) y Zarcero (12). En estas fincas se tomaron muestras de sangre de 15 animales adultos por finca, hasta completar la totalidad de animales requeridos para el estudio.

			Las muestras de sangre se realizaron con tubos, agujas y funda del sistema Vacutainer. Luego fueron remitidas, en refrigeración, al laboratorio de Medicina Poblacional de la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional, por personal médico veterinario de la Cooperativa Dos Pinos. En el laboratorio, fueron centrifugadas por ١٠ minutos a ١٠ 000 g, se separó el suero y se guardó a -20°C hasta su análisis mediante ensayos inmunoenzimáticos (ELISA).

			Análisis serológico

			Se utilizaron ensayos inmunoenzimáticos (ELISA) indirectos de la compañía IDVET (Montpellier, Francia). Se procedió de acuerdo con las especificaciones del ente fabricante. Primero, se dejó que todos los reactivos alcanzaran la temperatura ambiente, y se colocaron los sueros a analizar en microplacas no sensibilizadas para evitar diferencias en los tiempos de incubación de las muestras. Al mismo tiempo, se preparó la solución de lavado, se diluyó una parte de la solución concentrada en 20 partes de agua destilada. A las placas sensibilizadas con el antígeno se agregó 90µl del buffer de dilución a cada pocillo, se colocó 10µl de cada suero a analizar y 10µl del suero control positivo y negativo por duplicado.

			Para las pruebas de B. besnoiti y C. burnetii se incubaron los sueros por 45 minutos a temperatura ambiente; para C. abortus durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después de realizar tres lavados se diluyó el conjugado 1:10 con el buffer de dilución, se agregó 100µl a cada pocillo y se dejó incubando 30 minutos a temperatura ambiente. Se realizaron otros tres lavados y se agregó 100µl de la solución de sustrato a todos los pocillos, se dejó incubando 15 minutos en la oscuridad y se detuvo la reacción con 100µl de solución de parada.

			Por último, se llevaron las placas al lector de ELISA Multiskan EX de Thermo Labsystems®, y se hizo la lectura de las densidades ópticas (DO) a 450nm. Para considerar válidos los ensayos, las DO de los sueros controles positivos debían de resultar >0,350, y el cociente de la media de la DO de los controles positivos y la media de la DO de los controles negativos >3.

			Para B. besnoiti se utilizó el IDScreen® Besnoitia Indirect 2.0 ELISA con una sensibilidad (Se) y especificidad (Sp) reportada de 97,2 % y 100 %, respectivamente (García‐Lunar et al., 2013). El porcentaje S/P de los sueros se calculó con la siguiente fórmula: (DO muestra/ DO control positivo) x 100. Sueros con S/P ˂25 % se consideraron negativos, ≥25 % y ˂30 % positivos débiles (+), ≥30% y ˂50% positivos fuertes (++) y ≥50% positivos muy fuertes (+++) (Tinkler et al., 2024).

			Para C. burnetii se utilizó el IDScreen® Q Fever Indirect ELISA, con Se y Sp reportadas de 100 % (Hong-Bo Ni et al., 2011), y se utilizó la siguiente fórmula: [(DO muestra - DO control negativo) / (DO control positivo- DO control negativo)] x 100. Sueros con S/P ≤40 % se consideraron negativos, >40 % y ≤50 % positivos débiles (+), >50 % y ≤80 % positivos fuertes (++) y >80 % positivos muy fuertes (+++).

			Para C. abortus se utilizó el ID Screen® Chlamydophila abortus Indirect Multi-species ELISA (70,4 % Se y 95,6 % Sp) (Díaz et al., 2014). El porcentaje S/P de los sueros se calculó con la siguiente fórmula: (DO muestra/ DO control positivo) x 100. Los sueros con S/P ≤50 % se consideraron negativos, >50 % y <60 % positivos débiles (+), ≥60 % y ≤70 % positivos fuertes (++) y >70 % positivos muy fuertes (+++).

			Análisis de los datos

			Se calculó la seroprevalencia de cada agente a nivel global, por distritos, y por fincas.

			Resultados

			Para B. besnoiti se determinó una seroprevalencia global de 27,3 % y una seroprevalencia de 80,0 % a nivel de fincas.  Se detectaron animales positivos en todos los distritos analizados, menos en la Fortuna. Las seroprevalencias más altas se encontraron en Aguas Zarcas (64,0 %), Venecia (36,6 %) y Zarcero (33,3 %) (Cuadros 1 y 2).

			Cuadro 1. Seroprevalencia global de B. besnoiti, C. burnetii y C. abortus en hatos bovinos lecheros y de doble propósito de la Región Huetar Norte de Costa Rica, 2018

			
				
					
					
					
					
				
				
					
							
							Distrito 

						
							
							B. besnoiti

							% (+/total) 

						
							
							C. burnetii

							% (+/total)

						
							
							C. abortus

							% (+/total)

						
					

					
							
							Aguas Zarcas 

						
							
							64,4 (58/90)

						
							
							17,7 (16/90)

						
							
							3,3 (3/90)

						
					

					
							
							Ciudad Quesada

						
							
							9,6 (13/135)

						
							
							19,2 (26/135)

						
							
							2,9 (4/135)

						
					

					
							
							Fortuna 

						
							
							0 (0/45)

						
							
							2,2 (1/45)

						
							
							0 (0/45)

						
					

					
							
							Monterrey 

						
							
							3,3 (1/30)

						
							
							10,0 (3/30)

						
							
							3,3 (1/30)

						
					

					
							
							Muelle 

						
							
							11,1 (5/45)

						
							
							8,8 (4/45)

						
							
							0 (0/45)

						
					

					
							
							Venecia 

						
							
							36,6 (22/60)

						
							
							5,0 (3/60)

						
							
							0 (0/60)

						
					

					
							
							Zarcero 

						
							
							33,3 (65/195)

						
							
							24,6 (48/195)

						
							
							0 (0/195)

						
					

					
							
							Total % (+/total)

						
							
							27,3 (164/600)

						
							
							16,8 (101/600)

						
							
							1,3 (8/600)

						
					

				
			

			_____________________

			Cuadro 2. Seroprevalencia de B. besnoiti, C. burnetii y C. abortus a nivel de hatos bovinos lecheros y de doble propósito de la Región Huetar Norte de Costa Rica, 2018

			
				
					
					
					
					
				
				
					
							
							Distrito 

						
							
							B. besnoiti

							% (+/total) 

						
							
							C. burnetii

							% (+/total)

						
							
							C. abortus

							% (+/total)

						
					

					
							
							Aguas Zarcas 

						
							
							100,0 (5/5)

						
							
							83,3 (5/6)

						
							
							33,3 (2/6)

						
					

					
							
							Ciudad Quesada 

						
							
							88,8 (8/9)

						
							
							77,7 (7/9)

						
							
							44,4 (4/9)

						
					

					
							
							Fortuna 

						
							
							0 (0/4)

						
							
							33,3 (1/3)

						
							
							0 (0/3)

						
					

					
							
							Monterrey 

						
							
							100,0 (1/1)

						
							
							100,0 (2/2)

						
							
							50,0 (1/2)

						
					

					
							
							Muelle 

						
							
							100,0 (3/3)

						
							
							66,6 (2/3)

						
							
							0 (0/3)

						
					

					
							
							Venecia 

						
							
							100,0 (4/4)

						
							
							50,0 (2/4)

						
							
							0 (0/4)

						
					

					
							
							Zarcero

						
							
							84,6 (11/13)

						
							
							69,2 (9/13)

						
							
							0 (0/13)

						
					

					
							
							Total % (+/total)

						
							
							80,0 (32/40)

						
							
							70,0 (28/40)

						
							
							17,5 (7/40)

						
					

				
			

			El 51,2 % (84/164) de las muestras positivas a B. besnoiti obtuvo valores de 25-30% S/P (débiles +), un 27,4 % (45/164) entre 30-50 % S/P (medios ++) y 21,4 % (35/164) positivas de S/P mayor a 50 % (muy fuertes +++), según la clasificación sugerida por Tinkler et al. (2024). El distrito con mayor cantidad de seropositivos en las tres categorías fue Zarcero (39 %, 65/164).

			Para C. burnetii se determinó una seroprevalencia de 16,8 %, mientras que en un 70 % de las fincas se encontraron animales seropositivos. Estos se encontraron en todos los distritos, sobre todo en Zarcero (24,6 %), Ciudad Quesada (19,2 %) y Aguas Zarcas (17,7 %) (Cuadro 1 y 2). Los sueros positivos se ubicaron sobre todo en la categoría de reacciones positivas fuertes (47,5 %, 48/101), seguido de positivas débiles (37,6 %, 38/101) y, en menor cantidad, positivas muy fuertes (14,9 %, 15/101). El distrito con mayor cantidad de seropositivos en las tres categorías (+, ++, +++) fue Zarcero (47 %, 48/101).

			La seroprevalencia de C. abortus en la Región Huetar Norte fue de 1,3 %. El porcentaje de fincas con animales positivos (17,5 %) se concentraron en tres distritos: Aguas Zarcas (3,3 %), Monterrey (3,3 %) y Ciudad Quesada (2,9 %) (Cuadro 1 y 2).  El 87,5 % de los sueros positivos mostraron reacciones muy fuerte positivas (+++), un 12,5 % fuerte positivas (++) y ningún suero positivo débil (+). El 50 % (4/8) de los seropositivos (+++ y ++) se encontraron en Ciudad Quesada.

			En 36 animales (6,5%) se detectaron coinfecciones de B. besnoiti con C. burnetii. Estos animales se encontraban en 12 (30,0 %) hatos, sobre todo en Zarcero (10), pero también en Aguas Zarcas (1) y Ciudad Quesada (1).

			Discusión

			Se logró determinar, por primera vez, la prevalencia serológica de B. besnoiti (27,3 %), C. burnetii (16,8 %) y C. abortus (1,3 %) en la zona Huetar Norte de Costa Rica; además, este es el primer reporte de seroprevalencia para B. besnoiti y C. burnetii en Centroamérica.

			En Brasil, Uzeda et al. (2014) obtuvieron un 3,4 % (70/2014) de seroprevalencia para B. besnoiti mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFAT), establecieron una exposición del ganado brasileño al agente, fundamentado en los altos títulos de anticuerpos determinados en algunos sueros. Sin embargo, al analizar los sueros positivos mediante Western Blot, estos no mostraron los patrones característicos descritos por otros grupos de trabajo, por lo que los autores concluyeron la presencia de una cepa de B. besnoiti con composición antigénica diferente a las descritas en el continente europeo y africano. No obstante, otros estudios refutaron esas conclusiones e indicaron que, más bien, se podían haber debido a reacciones cruzadas con anticuerpos dirigidos contra Neospora caninum y Sarcocystis spp. (García-Lunar et al., 2015; Gondim et al., 2017). Además de este trabajo en Brasil, no se tienen datos de prevalencia en otros países de Latinoamérica. En Costa Rica sorprende la alta prevalencia de anticuerpos detectada, tanto en un análisis preliminar (Fallas-Elizondo et al., 2017) como en la presente investigación. El estudio del 2017 se realizó con vacas seronegativas a N. caninum, que habían abortado, resultando un 31,5 % positivos a B. besnoiti, prevalencia similar detectada en el presente trabajo, con lo que se descarta reacciones falsas positivas debido a anticuerpos contra N. caninum. Sin embargo, para confirmar los resultados obtenidos en la presente investigación, se recomienda determinar la presencia de anticuerpos contra Sarcocystis spp. en sueros positivos a B. besnoiti o confirmar sueros mediante Western Blot (García-Lunar et al., 2015; Gondim et al., 2017).

			En Australia se reporta un 18,4 % (159/869) de B. besnoiti en bovinos de leche, mediante la técnica de ELISA (Nasir et al., 2012), y 87,3 % (55/63) en hatos bovinos de España mediante un ELISA in-house (Gutiérrez-Expósito et al., 2014). En Europa, la enfermedad se considera endémica y su presencia se observa más en bovinos de carne, por su manejo extensivo y porque la monta natural es una vía de transmisión. Además, ocurre más en animales mayores de 2 años, así como más frecuentemente en machos que en hembras (Alvarez-Garcia et al., 2014). La amplia distribución de B. besnoiti a nivel de fincas (80 %) en la región Huetar Norte se puede deber, por un lado, a la presencia de tábanos y moscas, y al manejo de las vacas en forma extensiva y, por otro, a la monta natural que se utiliza en esa región (Anastácio et al., 2022). Es importante resaltar que se detectaron, sobre todo, reacciones positivas débiles: (51,2 %, 84/164) a B. besnoiti. La razón por la que no se encontró el agente en los quistes que presentaron algunos bovinos seropositivos se debe, probablemente, a la forma en que se tomó la muestra (raspado del quiste), ya que los entes productores no estaban anuentes a que se tomara una biopsia, para no dañar el cuero, así como solo permitieron el análisis de tres muestras (Jacquiet et al., 2010). Sin embargo, se demuestra la necesidad de seguir investigando sobre la epidemiología e importancia de este protozoario en nuestro país, sobre todo por tratarse de un agente que ocasiona infección persistente, para el que aún no se cuenta con medicamentos o vacunas (Gollnick et al., 2015).

			La prevalencia de C. burnetii (16,8 %) determinada en esta región de Costa Rica es similar a la reportada en bovinos de leche de Ecuador (12,6 %) (Carbonero et al., 2015), Costa Rica 7,7 % (Villagra et al., 2018), y 28,0 % de México (Salinas-Meléndez et al., 2002). Los resultados coinciden, además, con los hallazgos de Villagra-Blanco et al. (2018) que determinaron la presencia serológica de C. burnetii en caprinos de la región Huetar Norte. Sorprende la amplia distribución, ya que en un 70 % de las fincas analizadas existían reactores positivos y la mitad de los animales mostraron reacciones positivas altas. Dado que la infección se considera persistente en bovinos, y C. burnetii se considera un agente zoonótico que se transmite a las personas mediante leche, productos de abortos, orina o heces de animales infectados, es importante dar seguimiento a estos hatos seropositivos e informar a las autoridades de salud, para que tomen las medidas correspondientes (Kersh et al., 2013; OIE, 2021).  Se recomienda implementar medidas de bioseguridad en estos hatos, para prevenir una diseminación del agente a otros hatos (Paul et al., 2012) y tratar de aislar el agente.También, realizar más investigaciones, para determinar la presencia del agente en hatos bovinos de Costa Rica y establecer si ocurren manifestaciones clínicas en los bovinos, como aborto, muerte fetal, partos de crías débiles o prematuros, o si cursa en forma asintomática (Saegerman et al., 2015), además, si las personas que trabajan con estos animales han presentado fiebre, cefalea, mialgias, tos, fatiga, escalofríos, sudores nocturnos, náuseas o vómitos debido a la fiebre Q (McQuiston et al., 2002). Para controlar esta zoonosis es importante también controlar las garrapatas, que podrían transmitir el agente entre los animales¸ asimismo es importante recordar que las bacterias son excretadas con las heces, orina o membranas fetales de animales infectados, y pueden permanecer viables durante meses y ser transportadas en forma de polvo por el viento a otros lugares, y ser, así, una fuente de infección para personas y animales (Salinas-Meléndez et al., 2002).

			La prevalencia determinada para C. abortus fue baja (1,3 %), lo que concuerda con resultados previos en bovinos de Poás (0,5 %) (Fonseca et al., 2015), equinos del Valle Central (4,8 %) (Jiménez et al., 2014) y ovinos de todas las regiones del país (5,2 %) (Villagra-Blanco et al., 2015). Los distritos en los que se encontró la mayor cantidad de seropositivos fueron en Ciudad Quesada (n=4) y Aguas Zarcas (n=3), con reacciones fuertes positivas 87,5 % (7/8), las cuales, según O’Neill et al. (2018), indican que estos animales han abortado recientemente. A pesar de que no se pudo determinar la presencia del agente en muestras vaginales, probablemente por la pequeña cantidad de muestras analizadas (n=4) y por la excreción intermitente del agente, es importante seguir realizando investigaciones para establecer su presencia en el país, tomar en cuenta este agente como diagnóstico diferencial en abortos y evitar su diseminación (Borel et al., 2010). En un 6,5 % (39/600) de los casos se establecieron coinfecciones B. besnoiti y C. burnetii, lo cual no ha sido reportado con anterioridad.

			Conclusiones

			Se determinó por primera vez la presencia de anticuerpos contra B. besnoiti, C. burnetii y C. abortus en bovinos de la región Huetar Norte de Costa Rica, y se reporta por primera vez la seroprevalencia para B. besnoiti y C. burnetii en Centroamérica. La seroprevalencia determinada para B. besnoiti en esa región, a nivel global (27,3 %) y a nivel de fincas (80 %), fueron altas. Un 51,7 % de las vacas seropositivas mostraron bajos títulos de anticuerpos. La prevalencia detectada para C. burnetii (16,8 %) fue similar en otros países latinoamericanos, sin embargo, se determinó una gran cantidad de fincas analizadas con reactores positivos (70 %). Un 47,5 % de los animales seropositivos mostraron altos títulos de anticuerpos contra el agente.  Para C. abortus se determinó una prevalencia baja (1,3 %) y una distribución limitada en las fincas (17,5 %), empero, 87,5 % de los animales seropositivos mostraron títulos de anticuerpos muy altos contra el agente. Solamente en un 6,5 % de las muestras se determinaron coinfecciones para B. besnoiti y C. burnetii.

			Recomendaciones

			Debido a la alta seroprevalencia de B. besnoiti detectada en el presente estudio, y a que un 51,7 % de las vacas seropositivas mostraron bajos títulos de anticuerpos es importante, en futuros estudios, descartar reacciones falsas positivas, ya sea confirmando los seropositivos en ELISA con otra técnica serológica (ejemplo Western Blot) o demostrando la ausencia de anticuerpos contra N. caninum y Sarcocystis spp. Además, se recomienda seguir investigando estos agentes infecciosos para lograr aislarlos o detectarlos molecularmente. Es importante informar al Servicio Nacional de Salud Animal (SENASA), al personal veterinario y a los entes productores sobre los resultados de la presente investigación, para que tomen en cuenta los tres agentes en el diagnóstico diferencial de patologías reproductivas en bovinos, e implementen protocolos para prevenir su diseminación, en particular de C. burnetii y C. abortus por su potencial zoonótico. Asimismo, se recomienda alertar a las autoridades del Ministerio de Salud para que incluyan la coxeliosis y clamidiosis como diagnóstico diferencial en casos de insuficiencia cardiaca valvular, enfermedades respiratorias y abortos.
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