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RESUMEN

Antecedentes: Los porcinos son una de las especies que ha sido ampliamente utilizada por el ser
humano como fuente de proteina de origen animal en las diferentes poblaciones, por esto el
hombre lo ha criado en diferentes lugares alrededor de todo el mundo (DANE, 2012). En
Latinoamérica, Colombia obtuvo el sexto puesto en relacidn a la producciéon de carne de cerdo
durante el afo 2012 (PIC, 2013); de acuerdo con los reportes de la Asociacion Colombiana de
Porcicultores (ACP), se estimd que para finales del 2014 el consumo aumenté a 7.4 kilogramos por
habitante (ACP, 2015), lo que demuestra que la carne de cerdo hace parte de la alimentacion
habitual de las familias en el territorio nacional y que su consumo ha ido aumentando
progresivamente. La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) clasificd a los siguientes
patégenos zoondticos asociados al consumo de carne de cerdo como de importante riesgo para la
salud publica: Salmonella spp., Trichinella spp., Yersinia enterocolitica y Toxoplasma gondii
(Meemken et al, 2014). A pesar de esto, en Colombia existen pocas investigaciones donde se
determine la seropositividad y los factores de riesgo asociados a infecciones por microorganismos
como Toxoplasma spp., Leptospira spp. y Trichinella spp. en granjas porcicolas. El objetivo de este
trabajo fue determinar la seroprevalencia de Toxoplasma spp., Leptospira spp. y Trichinella spp. en
cerdos de 4 granjas porcicolas de Cundinamarca-Colombia, para evaluar el estado sanitario de los
animales y el posible riesgo para las personas asociado al consumo de esta carne y adicionalmente
establecer una posible relacidn entre los datos demograficos y la presencia de anticuerpos contra
los patdogenos evaluados.

Materiales y métodos: Se obtuvieron 89 muestras de suero de porcinos en 4 granjas de
Cundinamarca, para la determinacidon de anticuerpos de tipo IgG frente a Trichinella spp. y
Toxoplasma spp. mediante la técnica ELISA, ademas se realizé la determinacion de anticuerpos
tipo IgG frente a Leptospira spp. por medio de la técnica Microaglutinacion Lisis (MAT).

Resultados: Se detectd seroprevalencia de 1.1%(1/89) para Toxoplasma spp. y se determind
seropositividad para Leptospira spp. la cual fue de 41% (27/66) en las granjas que no habian
vacunado contra la bacteria y 8.68% (2/23) en la granja con vacunacion. De las granjas no
vacunadas los serovares identificados en estos municipios fueron: Pomona con una
seropositividad del 1.5%; Tarassovi y Bataviae con el 4.5%; para Icterohaemorragiae vy
Grippotyphosa el 6%; para Hardjo Prajitno el 7.5% y para Bratislava el 10.6%; mientras que para la
granja vacunada solamente se determind positividad para el serovar Bratislava con el 8.68%. En el
caso de Trichinella spiralis no se evidencio seropositividad para las granjas evaluadas.

Conclusiones: Se determind seropositividad para Toxoplasma gondii y Leptospira spp. en las
granjas evaluadas demostrando que los patdgenos estan presentes en las mismas, a pesar de esto
existen pocos estudios realizados en el pais sobre el impacto de la triquinosis, la toxoplasmosis y la
leptospirosis en los cerdos y su implicacion en salud publica.
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1. INTRODUCCION

Los porcinos son una de las especies que ha sido ampliamente utilizada por el ser humano como
fuente de proteina de origen animal en las diferentes poblaciones, por esto el hombre lo ha criado
en diferentes lugares alrededor de todo el mundo (DANE, 2012). La Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) y la Organizacién Iberoamericana de la
Porcicultura (OIPORC) publicaron que para el afio 2010 las cinco primeras regiones productoras de
carne de cerdo en el mundo son: China, La Unidn Europea, Estados Unidos, Brasil y Federacién de
Rusia (DANE, 2012). Para el caso de Latinoamérica, los paises con mayor produccién de carne de
cerdo durante el afio 2012 fueron en su orden: Brasil, México y Chile, Argentina obtuvo el cuarto
puesto y Colombia consiguio el sexto puesto (PIC, 2013).

De acuerdo con los reportes de la Asociaciéon Colombiana de Porcicultores (ACP), se ha
evidenciado un paulatino aumento en el consumo per cépita de carne de cerdo en Colombia en
los ultimos 5 afios, donde para el afio 2010 el consumo era de 4.8 kg/habitante y se estimo que
para finales del 2014 aumenté a 7.4 kilogramos por habitante (ACP 2014b; ACP, 2015), esto
demuestra que la carne de cerdo hace parte de la alimentacidon habitual de las familias en el
territorio nacional.

Segln el Departamento Administrativo Nacional de Estadisticas (DANE) y el Sistema Nacional de
Recaudo del Fondo Nacional de la Porcicultura, para los meses de Enero y Marzo del 2013, el
47.4% del ganado porcino sacrificado provenia de la regidon Andina Norte, el 26.7% de la regién
Andina Sur y el 0.4% de la Amazonia, ademas para el 2014, Antioquia estaba en el primer lugar en
cuanto al beneficio de porcinos, con un 47.7% del total de cabezas a nivel nacional, seguido de
Bogotd D.C. con 21.6% y Valle del Cauca con 15.0% (DANE, 2012; DANE, 2013; ACP, 2015).

Teniendo en cuenta el aumento del consumo de carne de cerdo en Colombia es necesario que la
industria porcicola garantice una excelente calidad del producto mediante la implementacién de
buenas practicas sanitarias, de manejo y produccion, ya que las deficiencias en las mismas pueden
favorecer el desarrollo de diversas enfermedades de tipo zoonético, dentro de las cuales las mas
reportadas en porcinos son trichinelosis, leptospirosis y toxoplasmosis (OMS, 2015).

Cada ano millones de personas se enferman por zoonosis causadas por el consumo de alimentos,
dentro de los cuales se encuentra la carne de cerdo (OMS, 2015), a pesar de esto en Colombia se
han realizado pocas investigaciones para determinar la situacidn actual del pais frente a estas
entidades, sin embargo en un estudio realizado en el 2014 se evidencié una positividad para
Leptospira spp. del 18% a partir de 1915 muestras analizadas (ACP—FNP, 2015), por otro lado la
prevalencia de Toxoplasma spp. en carne de cerdo en Colombia en el 2007 varié entre el 10% y el
50% (Tovar y Ledn, 2014), mientras para Trichinella spp. solo se ha realizado un estudio donde se
obtuvieron resultados negativos (Laverde et al, 2009), por lo que existen pocos datos que no
permiten tener una informacion adecuada del comportamiento de la infeccidn en el pais.
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Teniendo en cuenta los escasos reportes de literatura sobre estas enfermedades en porcinos en
Colombia, es necesario hacer estudios seroldgicos frente a agentes con potencial zoondtico como
Trichinella spp., Toxoplasma spp. y Leptospira spp., para de esta forma hacer una aproximacion
inicial tanto a la situacion sanitaria porcicola, como a su impacto potencial en salud publica.



2. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las zoonosis son un grupo de enfermedades infecciosas que se transmiten al humano bajo
condiciones naturales a través de la exposicidon directa o indirecta a animales vertebrados, los
productos derivados de éstos o su entorno, ademads la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) las
definid como: “Cualquier enfermedad e infeccion que se transmiten naturalmente entre los
animales vertebrados al hombre y viceversa” ((Dabanch, 2003; OMS, 2015). Se han caracterizado
al menos 200 zoonosis donde los agentes infecciosos involucrados pueden ser de tipo bacteriano,
viral, micdtico y/o parasitario; dentro de las enfermedades zoondticas mas comuinmente
reportadas estan: Leptospirosis, Listeriosis, Salmonelosis, Giardiasis, Toxocariosis, Toxoplasmosis,
Trichinelosis, Hantavirus, Rhabdovirus, Histoplasmosis y Microsporum, entre otras (Dabanch,
2003). En los ultimos afios las investigaciones en el campo de las zoonosis han ido adquiriendo
mayor relevancia debido a que los cambios ecoldgicos, climaticos y socioculturales han llevado a
gue exista una mayor interaccién entre el hombre y los animales (Dabanch, 2003).

La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) clasificd a los siguientes patégenos
zoondticos asociados al consumo de carne de cerdo como de gran impacto para la salud publica:
Salmonella spp., Trichinella spp., Yersinia enterocolitica y Toxoplasma gondii (Meemken et al,
2014).

Respecto a la prevalencia de la triquinosis, ésta varia dependiendo del pais, ya que en aquellos en
donde los cerdos son manejados por los métodos tradicionales, son mas frecuentes las infecciones
en humanos. En Europa, gracias a que se realizan controles en la poblacién porcina en los ultimos
20 afios no se presenta positividad en 16 paises europeos (Pozio, 2014). En Latinoamérica,
solamente Argentina y Chile han reportado casos de triquinosis en cerdos, mientras que en
Colombia no existen estudios locales o nacionales sobre la prevalencia de la infeccidn en porcinos
ni tampoco reportes de triquinosis en humanos (Ribicich et al, 2009; Lépez et al, 2014; Pozio,
2014).

En cuanto a la leptospirosis, esta enfermedad se limita a regiones en desarrollo particularmente en
islas de Asia y el Caribe, ya que se asocia a las condiciones socioeconémicas y climaticas (Rodriguez
y Castanieda, 2014). La leptospirosis en Colombia ha cobrado mayor interés por el incremento de
casos relacionados con las temporadas de lluvia e inundaciones, observandose un aumento anual
en la notificacién de casos al Sivigila, siendo reportados para el 2012 un total de 1.043 casos, 2.263
y 2.496 casos para los afios 2013 y 2014 respectivamente, para el 2015 (hasta la semana
epidemioldgica 44) se han reportado 1.952 casos de leptospirosis en el pais (INS, 2012; INS, 2013;
INS, 2014; INS, 2015).

En cuanto a la leptospirosis en porcinos en Colombia durante el afio 2007 se determiné un 45% de
positividad a partir de un total de 2.731 muestras procesadas, siendo éste el afio con mayor
numero de muestras positivas, ya que para el 2013 de 1.317 muestras procesadas solo el 8%
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fueron positivas y en el 2014 de 1.915 muestras procesadas el 18% evidenciaron positividad (ACP—
FNP, 2015).

En el caso de la Toxoplasmosis, se considera que aproximadamente entre un 25% - 30% de la
poblacién mundial humana esta infectada por Toxoplasma spp., pero la prevalencia puede variar
entre paises, entre regiones o dentro de la misma regién entre comunidades (Robert-Gangneux y
Dardé, 2012). En Colombia se han realizado estudios de toxoplasmosis adquirida durante el
embarazo, en donde el 25% de los casos se han asociado al consumo de carne contaminada
(cerdo, res y pollo) (Lora et al, 2007).

Diversos estudios han reportado la seroprevalencia de la infeccion en porcinos, donde
encontramos a Etiopia Central con una prevalencia de 32.1%, Brasil con una positividad de 12.5%,
Venezuela con 9.41% y China con una seroprevalencia de 30.6% (Klun et al, 2011; Samico et al,
2012; Wu et al, 2012; Gebremedhin et al, 2015).

En Colombia se encuentran dos reportes con respecto a la prevalencia de Toxoplasma en porcinos,
el primero fue realizado en el Eje cafetero evidenciando una seropositividad del 70% y el segundo
en las ciudades de Armenia, Manizales y Pereira, donde se encontré una seropositividad de 32.5%
(Lora et al, 2007; Campo-Portacio et al, 2014).

En general, en Colombia existen pocos estudios sobre la prevalencia de estas enfermedades en
porcinos, por lo que se hace necesario realizar una evaluacién serolégica general frente a estos
agentes infecciosos para hacer una aproximacién inicial al conocimiento del estatus sanitario en
las diferentes granjas porcicolas y de esta manera poder determinar el impacto en salud publica
asociado al consumo de carne de cerdo.
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3. MARCO TEORICO

La produccién porcicola es importante en la economia de varios paises, por ejemplo Estados
Unidos para el afio 2010 exporté mds de USD 3.500 millones de carne de cerdo; en América Latina
los mayores exportadores son México con USD 267.685.000 y Brasil cerré negocios por USD
194.932.000 en 2010; ademas, la carne de cerdo constituye una buena fuente proteica de origen
animal (Dubey, 2009; DANE, 2012). En Colombia en el 2014 se presenté un aumento del 5.3% en
el beneficio formal de cerdos lo que equivale a 3.207.952 cabezas, siendo un buen afo para el
sector porcicola del pais (ACP, 2015), esto representa un aumento en la produccidn y consumo de
carne a nivel nacional, lo que implica la necesidad de ejercer un control estricto sobre el manejo
sanitario de los animales dado que algunos patdgenos zoondticos como son Trichinella spp.,
Toxoplasma spp. y Leptospira spp. pueden causar infeccion en los humanos ya sea por consumo
de carne mal cocinada o cruda o por contacto con orina de animales infectados (Alban et al, 2008;
Dubey, 2009; De Vries et al, 2014).

3.1 Triquinosis - Triquinelosis

La triquinelosis o triquinosis es una zoonosis que afecta a mamiferos silvestres y domésticos, los
cuales transmiten la infeccidon al humano al ingerir su carne cruda o mal cocida (Chavez et al,
2006). El agente causal es Trichinella spp. perteneciente al filo Nematoda, del cual se reconocen
nueve especies y tres genotipos, todos potencialmente zoondticos, siendo Trichinella spiralis la
especie mas comunmente descrita en humanos (Lépez et al, 2014; Pozio, 2014).

T. spiralis esta presente en zonas templadas donde los principales huéspedes son la rata, el cerdo
y el hombre (Chavez et al, 2006). El hombre ingiere la carne infectada y por accién de los jugos
gastricos se liberan las L1 en el intestino aproximadamente 48 horas después del consumo, una
vez se encuentran en el intestino las larvas penetran la mucosa y sufren varias mudas hasta
alcanzar el estadio adulto hembras y machos; mientras las hembras fertilizadas se situan en la
mucosa del duodeno y yeyuno, el macho es eliminado en las heces del hospedero (Chavez et al,
2006; Laverde et al 2009). Las hembras liberan larvas que penetran la mucosa intestinal y llegan a
la circulacidn a través de los capilares linfaticos y venosos, generando una diseminacién por el
organismo para finalmente enquistarse en la musculatura estriada, como se observa en la Figura 1
(Builes y Laverde, 2009).
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Figura 1. Ciclo de vida de Trichinella spp. Tomado de: Center for Disease Control and Prevention
(http://www.cdc.gov/dpdx/trichinellosis/index.html).

Las enfermedades generadas por Trichinella spp. en humanos son dificiles de diagnosticar ya que
los sintomas son poco especificos y se pueden confundir con gripe (Bilska-Zajacet et al, 2013); la
enfermedad clasicamente se caracteriza por gastroenteritis, mialgias, malestar general, edema
facial, dolor de cabeza, hemorragias subungueales o conjuntivales, leucocitosis, eosinofilia y
aumento de las enzimas musculares (Murrel y Pozio, 2011); en casos graves esta enfermedad
puede producir la muerte (Bilska-Zajacet et al, 2013).

La prevalencia de la triquinosis varia dependiendo del pais, ya que en aquellos en donde los cerdos
son manejados por los métodos tradicionales, son mas frecuentes las infecciones en humanos; la
triquinosis asociada al consumo de carne de cerdo infectada se ha documentado en 55 paises del
todo el mundo como en Centro, Sur América, Asia y Europa (Gajadhar et al, 2009; Gamble, 2014).
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En Europa, la poblacidon porcina estad sujeta a una rutina de pruebas para la deteccidon de
Trichinella spp. por lo cual en los ultimos 20 afios no ha habido reportes de su presencia en paises
como Austria, Bélgica, Chipre, Republica Checa, Dinamarca, Islandia, Irlanda, Luxemburgo, Malta,
Paises Bajos, Noruega, Portugal, Eslovenia, Suecia, Suiza y el Reino Unido (Pozio, 2014); en este
continente solamente hubo dos reportes en el 2008: uno en Francia con 20 casos nuevos y el otro
en Espafia con 9 casos (Allban et al, 2008). Por otra parte, durante 2005, seis de los paises que se
anexaron recientemente a la unién europea reportaron 175 casos de triquinosis los cuales
provenian en su gran mayoria de Letonia, Lituania y Polonia con 145 casos reportados (Alban et al,
2008).

En la Unidn Europea los casos de triquinosis en el 2012 aumentaron en un 12.3% (301 casos) con
respecto a los reportados en el 2011 (268 casos) (EFSA/ECDC, 2014). En Polonia durante los afios
2000 al 2010 se notificaron 932 casos, en Bosnia y Herzegovina hubo 775 reportes de personas
infectadas entre 1992 y 2006 (Pozio, 2007; Alban et al, 2008); en Serbia durante el periodo de
2001 a 2010 se registraron 2.257 casos y 3 muertes debidas a Trichinella spp., en donde en el
periodo del 2001 al 2005 se presentaron 1565 casos, para el periodo comprendido entre 2006 y
2010 se presentaron solo 692 casos, lo que evidencia una reducciéon de mas del 50% en los casos
reportados, lo cual lo atribuyen a los esfuerzos de los servicios veterinarios, a la eficacia de las
medidas de control instauradas y a la educacién publica (Sofronic-Milosavljevic et al, 2013). Por
otro lado, en Dinamarca en el 2004 siete inmigrantes se infectaron por el consumo de salchicha de
cerdo producida en una planta de beneficio privada (Bilska-Zajac et al, 2013). Adicionalmente, en
2012 se declararon 301 casos de triquinosis en la Unién Europea, 10 de los cuales se presentaron
en Espafia y la mayoria fueron relacionados con dos brotes causados por el consumo de carne de
jabali (EFSA, 2014).

Durante el periodo de 2007-2011 los paises con mayor nimero de casos confirmados de
triquinosis por cada 100.000 habitantes fueron: Rumania con 503 casos en 2008; Lituania con 77
casos en el 2010 y Letonia con 50 casos en 2011 (ECDC, 2013). No existen muchos datos en
América del sur, Africa y Asia, aunque algunos informes sugieren altas tasas de infeccién como por
ejemplo en China entre 1964 y 1997 donde se documentaron mds de 20.000 infecciones en la
provincia de Yunnan, con 213 personas muertas (Pozio, 2007; Gamble, 2014). En Tailandia se
reporta que aproximadamente entre 200 - 600 personas se infectan en la celebracién de Afo
Nuevo; los datos registrados indican que desde 1962 se han presentado mas de 7500 infecciones
en personas, con un total de 97 muertos (Pozio, 2007). En el caso de Turquia en el 2007,
aproximadamente 500 personas se infectaron por el consumo de carne de cerdo doméstico
(Pozio, 2007). Durante los afios 2005-2009 en el sur oeste de China se reportaron 15 brotes en
humanos, con 1.387 casos y 4 muertes (Lopez et al, 2014).

En Estados Unidos en el periodo comprendido entre 2008-2010 el Center for Disease Control and
Prevention (CDC) reporté en promedio 20 casos por afio (Lopez et al, 2014).
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En América Latina mas especificamente en Argentina durante el periodo comprendido entre 1990
y 2005, se registraron un total de 5.221 casos de triquinosis en humanos, con una incidencia
promedio de 1.48%, ademdas en este pais en el periodo comprendido entre el 2001-2005 se
reportaron 80 casos en 4 municipios a causa del consumo de carne de origen porcino (Bruschi,
2012; Lépez et al, 2014). En Chile se reportaron un total de 698 casos en humanos durante 1991y
2004, con una incidencia promedio de 0.36% (Bruschi, 2012); en México, donde entre el 4 al 15%
de la poblacién estd infectada con Trichinella spp. segin observaciones realizadas en autopsias
humanas y en Uruguay la mayoria de los casos son asintomaticos con una prevalencia del 3%
(Lopez et al, 2014). En cuanto a Colombia no se encuentran datos sobre casos registrados de
triquinosis en humanos.

Con respecto a la triquinosis en porcinos, en Colombia a pesar de que existen granjas tecnificadas
con buenas practicas de manejo en donde se trabaja con altos estandares de calidad, sanidad y
competitividad, en general la industria porcicola no cumple con estos programas de manera
satisfactoria ya que en el pais existen granjas no tecnificada con inadecuadas précticas sanitarias,
nutricionales y de manejo de los cerdos, favoreciendo el desarrollo de enfermedades en ellos y por
tanto la transmision de patologias de tipo zoonético a los humanos (Laverde et al, 2009).

La infeccion en cerdos inmunosuprimidos infectados con altas cargas de larvas, se puede presentar
con sintomas especificos de la triquinosis como: fiebre, edema peri orbitario, disnea y reduccion
en la ganancia de peso; en comparaciéon con los cerdos no inmunosuprimidos los cuales no
presentan sintomas especificos (Laverde et al, 2009).

En general la prevalencia de triquinosis en cerdos varia segun el pais y la region, las tasas de
prevalencia mas bajas se presentan en paises donde los programas de inspeccion de la carne han
sido implementados correctamente como en Austria donde no se han detectado animales
infectados en los ultimos 24 afios o en Suecia donde en los ultimos 30 afios de un total de 3,5 a
4.000.000 de cerdos sacrificados anualmente, se han reportado algunos casos esporddicos entre
los afios 1990 y 1999 en los que se identificaron 8 casos (Pozio, 2007; Gamble, 2014). ). En los
paises europeos, para el afio 2013 la prevalencia general de la triquinosis en cerdos fue de 0.0002
% (357 animales positivos de un total de 154.397.532 cerdos muestreados); los paises con mayor
numero de animales positivos fueron: Rumania (193 casos) y Polonia (85 casos), lo que evidencia
que las mayores prevalencias se presentan en los paises de Europa oriental, lo que se ha visto
reflejado en un aumento en el nimero de casos de triquinosis en humanos; ademdas Espaia
reporto el 14.4% de todos los resultados positivos (Pozio, 2007; Gamble, 2014; EFSA/ECDC, 2015).

En un estudio realizado en China se analizaron por el método de triquinoscopia 475 muestras de
diafragma de cerdo de las cuales 12 provenian de una granja industrial, 90 procedian de pequefias
granjas, y 273 fueron de animales de traspatio, ilndependientemente de la procedencia, en el
estudio no se detectaron larvas de Trichinella spp. en las muestras musculares analizadas (Cui et
al, 2013).
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En otro estudio realizado en cuatro comunas de Vietnam se analizaron 1.035 muestras de suero
por el método ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), de los cuales 206 (19.9%) resultaron
seropositivos; la comuna con la mayor prevalencia fue Lang Cheu en donde se habia producido un
brote de triquinosis humana en 2008. Ademas se recolectaron 76 muestras de musculo de cerdos
seropositivos escogidos al azar y fueron examinados por digestién artificial para confirmar la
infeccion detectando larvas en 11 muestras (Vu Thi et al, 2010).

En América Central y Sur América, solamente se realizan pruebas para determinar triquinosis en
cerdos en Argentina y Chile, aspecto de suma importancia ya que esta enfermedad ha sido
reportada en varios paises de Latinoamérica (Ribicich et al, 2009; Pozio, 2014). En un estudio
realizado en Argentina se obtuvieron 3.224 muestras de sueros porcinos en 21 granjas de las zonas
mas endémicas (Buenos Aires, Santa Fe y Cordoba), para determinar la presencia de anticuerpos
frente a Trichinella spp. por el método de ELISA, encontrandose un 2.08% de positividad (Ribicich
et al, 2009). En Chile es de gran importancia la inspeccion médico veterinaria y tener los criaderos
en condiciones sanitarias eficientes, ya que en el 2011 ocurrieron tres brotes causados por el
consumo de carne de cerdo (MINSAL, 2012). Respecto a Colombia no existen estudios locales o
nacionales sobre la presencia sobre de triquinosis en humanos (Lépez et al, 2014).

En Colombia existen pocos reportes sobre la triquinosis en porcinos; en un estudio realizado en el
2009 en dos plantas de beneficio en el municipio de Bello, se analizaron 194 muestras mediante la
técnica de triquinoscopia directa, en las que no se encontraron resultados positivos para este
patdgeno; en dicho estudio se resalta la necesidad de utilizar técnicas mds especificas como
digestidn artificial, ELISA y PCR, debido a que tienen mayor sensibilidad y especificidad pata la
deteccion del agente (Laverde et al, 2009).

En Latino América se han realizado diversos estudios para determinar la presencia del parasito
(ver la tabla 1), en Bolivia obtuvieron una seropositividad de 2.36%, la mayoria de las muestras
fueron recogidas en pueblos y comunidades en las cuales se cria el cerdo de forma tradicional
(Macchioni et al, 2012). Otro estudio realizado en Peru buscé la presencia de Trichinella spiralis en
cerdos procedentes de granjas no tecnificadas y de dos mataderos autorizados, donde se
colectaron muestras de sangre y de diafragma, las cuales fueron analizadas por los métodos de
ELISA y triquinoscopia respectivamente encontrando resultados negativos por las dos técnicas
(Arrese et al, 2014). En Brasil se realizé un estudio en cerdos sacrificados en el estado de Paran3,
donde de las 9.520 muestras obtenidas en un frigorifico y analizadas por el método de digestion
artificial todas fueron negativas (De Oliveira Souza et al, 2013). En Argentina se realizd una
investigacion para comparar los resultados obtenidos entre la técnica ELISA donde se analizaron
460 muestras seroldgicas obteniendo nueve porcinos positivos, confirmados por Western blot; y la
técnica de digestion artificial, la cual se realizé a partir de muestras de musculo obtenidas de 587
animales beneficiados en frigorificos y 493 sacrificados con rifle sanitario, demostrando que la
técnica ELISA tiene una alta sensibilidad (93.1% y 99.2%) para el diagndstico en cerdos vivos
(Ribicich et al, 2000; Malandrini et al, 2010). En otro estudio realizado en Argentina evaluaron los
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resultados generados por el programa de control desarrollado en el afio 2000, este programa
realizd un estudio descriptivo para reconocer la historia natural de la triquinelosis entre 2001-2010
utilizando como técnica ELISA y como confirmacion Western blot; como resultado obtuvieron 36
(20.1%) muestras positivas de los 179 cerdos estudiados en el afio 2001, para el 2007 de 277
cerdos de 17 granjas de cria, solamente 4 (1.4%) fueron positivas y en 2009 todos los cerdos
(100%) fueron negativos (Molina et al, 2012).

En Argentina se determind la presencia de triquinosis humana y porcina, para esto tomaron 216
muestras de sangre de humanos y 57 muestras de cerdos destinados al consumo, y se evaluaron
por las técnicas ELISA, inmunofluorescencia y/o Western Blot, ademas se evaluaron 26 tejidos
musculares por el método de digestion artificial. La seroprevalencia fue de 8.3% en humanos y
24.5% en porcinos, y se encontraron 2 larvas de Trichinella spiralis, las cargas parasitarias fueron
de 0.33 y 2.4 larvas por gramo de musculo (Costantino et al, 2009).

Tabla 1. Resumen de estudios realizados para la deteccidn de Trichinella spp y/o Trichinella

spiralis.
Pais Numero de Técnica Porcentaje de Autor
muestras Diagnoéstica muestras
analizadas positivas
163 Triquinoscopia 0% Arrese et al,
- 2014
Peru ELISA indirecto 0%
65 Digestion 0%
L artificial
Bolivia Macchioni et al,
2012
255 ELISA indirecto 2.35%
Colombia 194 Triquinoscopia 0% Laverde et al,
2009
57 ELISA 24.5%
Argentina 26 Digestion 7.69% Costantino et
artificial al, 2009
460 ELISA 1.95%
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Argentina

2001

2003

Argentina | 5q05

2007

2009

Brasil

Argentina

China

Vietnam

179

54

114

277

155

9520

3224

475

1035

Digestién
artificial

(ELISA) con
confirmacién
mediante
Western blot

Digestién
artificial

ELISA

Triquinoscopia

ELISA

100%

20.11%

24.07%

3.5%

1.44%

0%

0%

2.08%

0%

19.9%

Malandrini et
al, 2010

Molina et al,
2012.

de Oliveira
Souza et al,
2013

Ribicich et al,
2009

Cuietal, 2013

Vu Thi et al,
2010

A pesar de que la carne de cerdo es considerada como la principal fuente de infeccion para los

humanos, existe una gran variedad de carnes provenientes de la caceria que pueden representar

un alto riesgo si no se cocinan bien; dentro de las que se encuentran: la carne de oso, jabali,

morsa, y menos comunmente reptiles pequefios como tortugas, y lagartos, ademas pueden haber

otras fuentes de infeccion incluyendo carne de caballo y perro (Gamble, 2014).

El diagndstico de la infeccidn se puede realizar mediante dos técnicas: 1. Identificacién directa de

la larva en una muestra de musculo por medio de las pruebas de digestion artificial enzimatica o la
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triquinoscopia, estas pruebas se realizan post-mortem; o 2. Mediante el método indirecto el cual
consiste en pruebas seroldgicas para detectar anticuerpos contra Trichinella spp., dentro de las
gue se encuentran la técnica de ELISA, Western blot, fijacién de complemento y hemaglutinacidn
(Lépez et al, 2014).

La triquinoscopia es una técnica de baja sensibilidad realizada post-mortem, en donde se obtienen
trozos de muestras del musculo, generalmente del diafragma o de la base de la lengua y se ubican
en placas de compresién la cual consta de 2 vidrios gruesos de 6mm para realizar su observacion al
microscopio o trichinoscopio (OIE, 2008; Laverde et al, 2009; Arrese et al, 2014).

La técnica de Western Blot es utilizada para la separacion de proteinas a través de electroforesis
en gel de acuerdo con su peso molecular; los resultados obtenidos son transferidos a una
membrana la cual se incuba con anticuerpos especificos para la proteina de interés formando una
banda visible (Mahmood y Yang, 2012). En un estudio realizado en cerdos infectados experimental
y naturalmente determinaron que 120 sueros reaccionaron con un patron de tres bandas que
variaron de tamafio desde 48 hasta 72 kDa (Gomez-Morales et al, 2012).

El método de ELISA puede detectar niveles de infeccién muy bajos siendo una técnica de alta
sensibilidad, pero posee una baja especificidad pudiéndose presentar falsos negativos por niveles
no detectables de anticuerpos hasta 3-5 semanas después de infectarse (OIE, 2008). Para realizar
la técnica se utilizan antigenos preparados de larvas musculares de Trichinella spiralis que se
obtienen de musculos de ratones infectados (Gomez-Morales et al, 2009).

3.2 Toxoplasmosis

La toxoplasmosis es una zoonosis que se puede presentar en aves y mamiferos; es causada por un
protozoo del grupo de las coccidias identificado como Toxoplasma gondii (Restrepo, 2007),
perteneciente al filo Apicomplexa, clase Sporozoasida, Subclase Coccidiasina, Orden Eimeriorina,
Familia Toxoplasmatidae (Hill y Dubey, 2015).

La transmisidon a los humanos puede ocurrir mediante tres vias: 1. Por consumo de carne de cerdo
cruda o mal cocinada, 2. Por la ingestién de comida o agua contaminada con ooquistes eliminados
en heces de gatos infectados y 3. Por la trasmisién vertical de la madre al feto (Wang et al, 2012).

El ciclo de vida de Toxoplasma spp. se divide en dos fases: la reproduccién asexual en la que la
multiplicacidn se realiza en el hospedero intermediario y la reproduccién sexual y asexual la cual
ocurre en los hospederos definitivos (ECDC, 2007; Uribarren, 2015). En este ciclo, existen tres
etapas infecciosas de T. gondii: Los taquizoitos, bradizoitos y esporozoitos. Los taquizoitos entran
en la célula hospedera volviéndose ovoides y quedan rodeados por una vacuola parasitéfora, en la
gue empieza la divisidn hasta que la célula estd llena de parasitos (Hill y Dubey, 2015). Después de
la divisién T. gondii forma quistes tisulares cuya pared es elastica y delgada, éstos permanecen
intracelularmente y empiezan la etapa de bradizoitos; estos quistes se pueden desarrollar en
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organos viscerales como pulmones, higado y rifiones, pero son mas frecuentes en tejidos muscular
y nervioso incluyendo el cerebro, ojo, musculo esquelético y cardiaco; estos quistes no causan
ningun dafio y pueden persistir durante la vida del hospedero (Hill y Dubey, 2015). Cuando los
quistes tisulares son ingeridos por un hospedero definitivo (figura 2), los bradizoitos inician la fase
asexual con proliferacién en las células epiteliales del intestino delgado, luego se realiza la fase
sexual (Gametogonia) que es seguida de la formacién de ooquistes los cuales son liberados en la
luz intestinal y salen con las heces en donde ocurre la fase asexual (Esporogonia) que conduce al
desarrollo de ooquistes infectantes (Cada uno contiene cuatro esporozoitos) (ECDC, 2007). Los
seres humanos se infectan al consumir carne mal cocida que contiene un quiste tisular donde se
encuentran los bradizoitos, por consumir comida o agua contaminada con heces de gato,
transfusiones de sangre, por transplante de érganos o transplacentariamente cuando pasan
taquizoitos de la madre al feto; los bradizoitos entran en células epiteliales intestinales y se
multiplican dentro de ellas formando taquizoitos (Del Pozo Pérez et al, 2014; EFSA/ECDC, 2014;
CDC, 2015).

J = Infective Stage
A = Diagnastic Stage

Figura 2. Ciclo de vida de Toxoplasma spp. Tomado de: Center for Disease Control and Prevention
(http://www.cdc.gov/dpdx/toxoplasmosis/index.html).
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La toxoplasmosis en humanos puede pasar inadvertida; sin embargo, existen casos en los que se
presentan sintomas que no son especificos como: dolor muscular, astenia, cefalea e inflamacidn
de los ganglios linfaticos; las manifestaciones clinicas mas severas se presentan cuando se
adquiere transplacentariamente o en pacientes inmunocomprometidos (Montealegre et al, 2009);
al adquirirse por via placentaria puede causar serios dafios en el feto ocasionando abortos
espontaneos e incluso la muerte; en los recién nacidos se pueden evidenciar lesiones cldsicas de
toxoplasmosis como hidrocefalia, microcefalia y calcificaciones cerebrales, dependiendo del
momento en que la madre adquiere la infeccidn (Lopez et al, 2005; Wang et al, 2012).

Esta es una entidad de importancia en salud publica a nivel mundial cuyas tasas de incidencia
oscilan entre el 30-50%; siendo Francia y El Salvador los paises con mayor incidencia de
toxoplasmosis reportada con un 90%; mientras Australia y Finlandia tienen la menor incidencia
con un 8% (Colombiana de Salud, 2013). En América Central, Sur América y Europa continental, se
estima que las tasas de infeccidn estan entre el 30-90% (Hill y Dubey, 2015).

En estudios realizados en Estados Unidos se ha determinado que entre un 8-22% de las personas
estan infectadas; una prevalencia similar se observa en el Reino Unido (Hill y Dubey, 2015). En el
2004 se observé una seropositividad entre 16% y 40% (Sukthana, 2006), ademds en Estados
Unidos T. gondii es considerado como el segundo agente causal de muertes atribuibles a
enfermedades transmitidas por alimentos asociadas al consumo de carne de aves de corral, de
cerdo y de res, con un estimado de 327 muertes al afio; adicionalmente, este pardsito infecta
alrededor de un millén de personas cada afio, y se estima que 21.000 de los infectados resultan
anualmente con una enfermedad ocular aguda y un rango de 400 a 4000 de los casos anuales
terminan en problemas congénitos (Kirby, 2012; Jones y Dubey, 2012).

La prevalencia en humanos puede variar entre paises de un mismo continente, por ejemplo en
Europa en el 2000, Croacia reportd un 38.1% de seropositividad, en el 2001 Francia fue el pais con
mayor seropositividad >75%, mientras que en Polonia durante el mismo afio, el reporte fue de
46.4-58.8%; para el 2002, la seropositividad reportada para Eslovenia fue de 34% y para el 2004
Alemania fue el pais con mayor seropositividad (26% - 54%) (Sukthana, 2006).

En América Latina los porcentajes de seropositividad en humanos en el 2001 en paises como
México, Argentina y Brasil fueron de 35%, 72% y 59 % respectivamente. En Colombia, en un
estudio realizado en el 2007 a 201 donantes de sangre se determiné que el 29,9% (60 pacientes)
presentaron anticuerpos (IgG) contra Toxoplasma gondii (T. gondii) (Lora et al, 2007; Betancur et
al, 2011). Asi mismo existen reportes de casos de toxoplasmosis en mujeres embarazadas, en las
que se han detectado seroprevalencias de 60% en Armenia y de 48% en Manizales (Lora et al,
2007).
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En Colombia se han realizado diferentes estudios en torno a la toxoplasmosis en mujeres
embarazadas, en donde mds de la mitad de ellas (50%-60%) poseen anticuerpos anti-Toxoplasma,
gue demuestra una importante circulacion del parasito en el pais (Cortés et al, 2012). En otro
estudio examinaron 38 nifios que habian sido remitidos para diagndstico y tratamiento de
toxoplasmosis congénita de los cuales se confirmd la infeccion en 26 de los cuales 3 fallecieron
(11%) (Gomez, 2005). En un programa de tamizaje de toxoplasmosis congénita realizado en
Armenia desde el 2000 al 2005 se detectaron entre 2 a 5 casos en 600 madres analizadas por afo
(Lopez-Castillo et al, 2005).

Respecto a la produccidon porcicola, la toxoplasmosis se ha convertido en una patologia de
importancia econdmica ya que ocasiona disminucién en la ganancia de peso, mortalidad perinatal
en cerdos, retraso en el crecimiento lo que aumenta el tiempo de envio a la planta de sacrificio y
fallas reproductivas con abortos, momificacién y muerte fetal (Balboa, 2008; Basso et al, 2015).
Los porcinos se contaminan con ooquistes que se encuentran en la tierra, lo que esta asociado a
malas condiciones higiénico-sanitarias de las granjas, incluyendo la presencia de gatos y de
hospederos intermediarios como los roedores (Du et al, 2012); la sintomatologia varia
dependiendo de la edad y el estado inmunolégico, incluyendo anorexia, fiebre, disnea, apatia y
encefalitis (Du et al, 2012).

En un estudio realizado en las ciudades de Armenia, Manizales y Pereira (Colombia) donde se
analizaron muestras de carne de res, cerdo y pollo por el método PCR, se determiné que 42/60
muestras de carne de cerdo fueron positivas; adicionalmente se evidencié que de los 3 tipos de
carne, la de cerdo fue la mas infectada (70%) y su frecuencia fue mayor en Manizales con el 80%
seguido de Armenia y Pereira con 70% y 60% de positividad respectivamente (Lora et al, 2007).
Otro estudio llevado a cabo en Sincelejo-Sucre evalué muestras de carne de res, cerdo y pollo de
un mercado publico y de supermercados, mediante la amplificacién del gen B1 por PCR,
obteniéndose 13/40 muestras positivas de carne de cerdo analizadas (Campo-Portacio et al, 2014).

La prevalencia de T. gondii en carne (especialmente de cerdo y cordero) en diferentes partes de
Europa ha disminuido debido a que poseen un sistema pecuario mucho mas desarrollado, pero
esto no es igual en toda Europa ya que cuando aumentan los sistemas de produccién al aire libre
también aumenta el riesgo de exposicion a T. gondii (Villari et al, 2009).

En un estudio realizado en Sicilia, la seroprevalencia de la infeccion por T. gondii en 3.472
muestras de sueros porcinos fue del 10.4%, en este mismo estudio se evaluaron los factores de
riesgo asociados a la infeccién, encontrandose que el principal factor identificado fue la exposicién
ambiental ya que se determiné que los cerdos de engorde tenian menor seroprevalencia explicada
probablemente por tener menos tiempo de contacto con el exterior (Villari et al, 2009).

En Etiopia Central se analizaron 402 muestras de sangre por medio de la prueba de aglutinacion
directa (DAT) donde 129 muestras fueron positivas (Gebremedhin et al, 2015); por otro lado, en
China obtuvieron 908 muestras de suero de mataderos localizados en seis regiones diferentes en
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Chongqing, estas muestras fueron analizadas por el método de hemoaglutinacidn indirecta (HAI)
donde determinaron una seroprevalencia promedio de 30.6% (278/908), que van desde 21.6% a
40.9% entre los diferentes lugares de muestreo (Wu et al, 2012) y un estudio realizado en Serbia
se recolectaron 488 muestras de sangre por la técnica de aglutinacién modificada donde 45 fueron
positivas (Klun et al, 2011).

Diversos estudios se han realizado en diferentes paises de América Latina (tabla 2), dentro de los
gue se encuentra Brasil donde se detecté el DNA del parasito en el 27,14% de muestras de chorizo
de cerdo evaluadas mediante la técnica de PCR (Vieira da silva et al, 2005); por otro lado en Costa
Rica se analizaron productos derivados de bovinos (50 muestras de carne molida) y porcinos (50
muestras de chorizo) de supermercados y establecimientos independientes empleando un modelo
in vivo (ratones blancos Swiss) los cuales fueron alimentados con la carne molida o con chorizo,
para luego ser sacrificados para obtener el suero y muestras de cerebro, pulmén, higado, bazo,
corazon, rifién, musculatura de diafragma y de la regién pectoral y el ojo; de las muestras de suero
obtenido se realizo la prueba del carbono ensayo (CIA) en la cual de 100 muestras analizadas el 8%
fueron positivas (4 de carne molida y 4 de chorizo); ademas se realizdé una prueba confirmatoria
denominada la técnica Sabin-Feldman en la cual de las 8 muestras positivas solo 4 (dos de cada
producto) fueron confirmadas como positivas (Varela-Villalobos et al, 2013).

En el estado de Aragua en Venezuela se analizaron 425 cerdos por el método HAI encontrando 40
muestras positivas, esto fue atribuido a deficientes condiciones higiénico-sanitarias e inadecuadas
condiciones de bioseguridad (Romero et al, 2007); por otro lado en el sur de Brasil, en el estado
de Rio Grande do Sul, se determind la seropositividad a Toxoplasma gondii en 100 muestras de
cerdos de 58 granjas por la prueba IFAT (Indirect Fluorescent Antibody Technique) en donde 36
cerdos fueron seropositivos (IFAT = 1:64) (Cademartori et al, 2014); asi mismo en Brasil se utilizé la
prueba seroldgica IFAT para determinar Toxoplasma gondii en 305 muestras de sangre obteniendo
30 positivas (Samico et al, 2012).

Otro estudio realizado en Brasil, en el estado de Parand, evalué la frecuencia y los factores de
riesgo asociados a la infeccidn por Toxoplasma spp. en granjas certificadas y no certificadas, para
esto se evaluaron 606 muestras por el método de aglutinacién modificada en el que resultaron 81
muestras positivas (48 granjas certificadas y 33 no certificadas) (Piassa et al, 2010).

Tabla 2. Resumen de estudios realizados en cerdos para la deteccion de Toxoplasma spp.

Pais Numero de Técnica Porcentaje de Autor
muestras Diagndstica muestras
analizadas positivas

Sicilia 3472 ELISA 10.4% Villari et al,
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2009

Etiopia Central 402 DAT 32.1% Gebremedhin
etal, 2015
Serbia 488 Microaglutinacidn 9.2% Klun et al, 2011
China 908 HAI 30.6% Wu et al, 2012
Venezuela 425 HAI 9.41% Romero et al,
2007
Brasil 305 IFAT 12.5% Samico et al,
2012
Brasil 100 IFAT 36% Cademartori et
al, 2014
Brasil 606 Microaglutinacién 13.36% Piassa et al,
2010
Colombia 60 PCR 70% Lora et al, 2007
40 PCR 32.5% Campo-
) Portacio et al,
Colombia 2014
Brasil 70 PCR 27.14% Vieira da silva
et al, 2005
Bovino: 50 CIA B: 8% P:8%  Varela-
Villalobos et al,
Costa Rica Porcino: 50 Sabin -Feldman B: 4% P:4% 2013

El diagnodstico de toxoplasmosis en cerdos se puede realizar por métodos directos o indirectos; en
los métodos directos esta el examen microscépico del tejido infectado, identificacion de DNA de T.
gondii en muestras de tejido y el aislamiento del pardsito en un modelo animal experimental;
como métodos indirectos estdn las serologias como ELISA, IFAT, microaglutinacion,
inmunofluorecencia indirecta (IFl), Western blot, test de aglutinacién en latex (LAT) y HAI (Jazmin y
Mancera, 2009; Basso et al, 2013).

En la prueba de HAI se genera aglutinacién cuando los anticuerpos anti- T. gondii estan en
presencia de glébulos rojos sensibilizados con antigenos citoplasmaticos y de membrana del
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parasito, esta prueba no es muy especifica, ya que puede presentar reacciones cruzadas con otros
pardsitos (Huerta et al, 2006; Romero et al, 2008). Para la prueba de LAT, utilizan taquizoitos
cultivados en ratones o tejidos para la preparacion del antigeno, éste se encuentra en las
particulas de latex las cuales generan aglutinacién macroscépica cuando se agrega una muestra
con anticuerpos anti T. gondii (Jiang et al, 2008).

La prueba de IFl es utilizada para la determinacién de anticuerpos (IgG) anti- T. gondii presentes
en el suero del paciente, estos anticuerpos se adhieren a la pared del parasito el cual esta fijado a
las ldminas portaobjetos y por medio de una anti-lgG humana marcada con isotiocianato de
fluoresceina se pueden observar al microscopio de fluorescencia y determinar el titulo en el cual la
prueba es positiva (titulos >1/16) (Jazmin y Mancera, 2009).

Por otra parte la técnica de ELISA se basa en la deteccidn de anticuerpos contra T. gondii presentes
en la muestra a evaluar, si la muestra tiene anticuerpos éstos se uniran a los antigenos que estan
fijados en el pozo y al aiiadirle el conjugado con peroxidasa de rabano, el sustrato genera una
reaccion de color azul que se vuelve amarillo después de afiadirle la solucién de parada, este
cambio de color es directamente proporcional a la cantidad de anticuerpo unido, la reaccién se lee
en términos de absorbancia en el espectrofotémetro (OIE, 2008; Jazmin y Mancera, 2009).

La prueba de identificacién de DNA de T. gondii en muestras de tejido mediante PCR donde las
principales regiones diana son la secuencia repetitiva B1, el gen P30 o el ARN ribosémico 18S, la
sensibilidad de la técnica depende del nimero de copias de la secuencia diana (OIE, 2008). Otro
método directo es el aislamiento de T. gondii para lo cual se inoculan las muestras sospechosas en
ratones de laboratorio que serdn sacrificados a las 6-8 semanas de la inoculacién para extraer el
cerebro, homogeneizarlo con PBS y realizar un extendido que serd observado al microscopio. Los
quistes tisulares se pueden observar como estructuras circulares de 5 a 50 um y poseen
bradizoitos en su interior en forma de cuarto creciente y tefiidos de azul (OIE, 2008).

3.3 Leptospirosis

La leptospirosis es una enfermedad de distribucion mundial, que ha sido relacionada con
condiciones socioecondmicas asociadas a la agricultura, la mineria y la ganaderia, ya que
generalmente se limita a las regiones en desarrollo; es una enfermedad estacional, con un pico de
incidencia en verano u otofio en las regiones templadas; de este modo la enfermedad se centra en
el Caribe, América Latina, India, sudeste Asiatico, Oceania y Europa del Este (De Vries et al, 2014;
Rodriguez y Castafieda, 2014). El agente etioldgico es la Leptospira spp., una espiroqueta de
aproximadamente 0.1 um de didmetro por 6-20 micras de longitud, perteneciente a la familia
Leptospiraceae, orden Spirochaetales. Leptospira spp. ha sido clasificada en dos serogrupos: los
patégenos en los que se encuentran: L. australis, L. autumnalis, L.bataviae, L. canicola, L.
grippotyphosa, L.icterohaemorrhagiae y L. Pomona, entre otras; y los saprofitos como L. biflexa, L.
meyeri, L. kmetyi y L. wolbachii (Adler y de la Pefia, 2010; Abgueguen, 2014).
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Esta enfermedad se ha descrito como una zoonosis que se presenta en los humanos como dos
sindromes clinicos reconocibles: la forma anictérica que es auto-limitada y la leptospirosis ictérica,
también conocida como la enfermedad de Weil, que se caracteriza por afectacion multiorgdnica
(Rodriguez y Castarieda, 2014).

La leptospirosis humana es el resultado de la interaccidn entre los seres humanos, los reservorios
animales y el ambiente (De Vries et al, 2014); los reservorios mds comunes son las ratas, perros,
bovinos, porcinos, equinos, zorrillos, cabras, conejos y murciélagos; entre éstos las ratas y los
bovinos se han considerado como los reservorios mas importantes ya que el pH alcalino de la
orina de estos animales favorece la supervivencia de la bacteria (Agudelo et al, 2007). Los factores
asociados a la leptospirosis endémica son los bajos niveles de sanidad, contacto con: agua
contaminada, orina del huésped infectado, suelo contaminado o con tejidos animales infectados; y
factores medio-ambientales (Figura 3), ya que la leptospira tiene la capacidad de sobrevivir en
condiciones calidas, humedas, tropicales y subtropicales, pero también persisten en las regiones
templadas (Guerra, 2013; De Vries et al, 2014). Un estudio realizado en Vietnam mostré que la
exposicién a la infeccién en los humanos comienza a una edad temprana en zonas endémicas
rurales, ésta es trasmitida por roedores y se relaciona con la falta de higiene, la disposicion
inadecuada de residuos y el hacinamiento (De Vries et al, 2014); las epidemias asociadas con
leptospirosis generalmente ocurren después de inundaciones generadas por lluvias excesivas o a
desastres naturales como huracanes, tifones y terremotos (Guerra, 2013).

La enfermedad puede variar en severidad de acuerdo con la edad, la salud y el estado
inmunoldgico de la persona; ésta comienza con cefalea, fiebre, malestar general, mialgias y a
veces una erupcion transitoria; posteriormente la enfermedad puede ser leve y autolimitada o
puede volverse grave y fatal (OIE, 2008; Adler y de la Pefia, 2010). Cuando la enfermedad es leve
puede ser dolorosa e incapacitante, cuando es severa se puede producir insuficiencia renal, a
veces acompafiada de hemorragias en la piel y las mucosas, ictericia, hemoptisis, hemorragia
pulmonar o insuficiencia hepatica, que puede llevar a la muerte si no se realiza tratamiento. La
leptospirosis de cualquier tipo durante el embarazo puede causar infeccidn intrauterina y muerte
fetal (Adler y de la Pefia, 2010).

Esta enfermedad se asocia generalmente a las condiciones socioecondmicas y climaticas de los
paises, por lo cual se limita a regiones en desarrollo particularmente en islas de Asia y el Caribe
donde la incidencia alcanza cifras de hasta 432 casos por millon de habitantes (Rodriguez y
Castafieda, 2014).

En Europa en el 2010 se reportaron 588 casos de leptospirosis confirmados en 25 paises, en donde
las mayores tasas de notificacién por cada 100.000 habitantes se presentaron en Rumania (0,84),
Eslovaquia (0,50), Eslovenia (0,44), Irlanda (0,38) y Republica Checa (0,38); en Francia continental
en el 2011 se presentd una de las cinco mayores incidencias reportadas en Europa con 230 casos
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los cuales se asociaron al contacto con roedores silvestres, la residencia rural y en zonas
endémicas tropicales (Dupouey et al, 2014). En el 2011 en la Unién Europea y Estados Unidos 27
paises reportaron datos sobre leptospirosis, en los cuales fueron confirmados 526 casos por cada
100.000 habitantes, donde el pais con la mayor incidencia fue Rumania con 98 casos, seguido de
Francia con 71 casos y en tercer lugar el Reino Unido con 52 casos; los 305 casos restantes se
distribuyeron en los demas paises de la Unidn Europea exceptuando Luxemburgo y Chipre donde
no hubo reportes de la enfermedad (ECDC, 2013).

En Australia durante el afio 2008 se diagnosticaron un total de 112 casos de Leptospirosis, siendo
éste el reporte mas bajo en mas de diez anos (Victoriano et al, 2009); en Japdn se presenta un
promedio de 25 casos de leptospirosis cada afio; durante el periodo comprendido entre
noviembre de 2003 y diciembre de 2013 se identificaron un total de 19 casos de leptospirosis en
viajeros japoneses que adquirieron la infeccién en Indonesia, Tailandia y Laos (Kutsuna et al,
2015). El Ministerio de Salud de Malasia reportdé un incremento en el nimero de casos de
leptospirosis de 263 a 1.418 con 193 muertes, durante los afios 2004 al 2009 (Chang et al, 2014).
En Indonesia los casos de leptospirosis se han convertido en un problema de salud grave vy
altamente subestimado, llegando al punto que en el 2007 se reportaron 667 casos de los cuales el
93% fueron confirmados por laboratorio, ademas de esto el Ministerio de Salud de Indonesia
publicé un reporte en el cual para los anos 2008 al 2011 los casos detectados fueron 426, 335, 409
y 857 casos respectivamente (Victoriano et al, 2009; Sakundarno et al, 2014).

Segun la oficina internacional de Epizootias, durante el 2004, se reporté la presentacién de casos
de leptospirosis humana en 20 paises de las Américas dentro de los cuales Brasil presentd el
numero mas alto con 2.394, seguido por Costa Rica y Cuba con 270 y 281 casos respectivamente,
en Colombia se identificaron un total de 70 casos, finalmente el menor nimero de casos (1) fue
para las islas Virgenes Britanicas (Rodriguez y Castafeda, 2014).

Los casos de leptospirosis notificados a los sistemas de salud en América durante el 2014, fueron:
2.280 casos en Brasil, 1.469 casos en Argentina, 163 casos en Cuba, 236 casos en México, 58 casos
en Honduras y 2 casos en Chile (INS, 2014). En Colombia hasta la semana epidemiolégica 44 del
2015 se han reportado al Sivigilia 1.952 casos de leptospirosis en humanos, en comparacion con la
misma semana del afio anterior cuando se reportaron 1.859 casos, se evidencia un incremento en
la notificacion del 4.76%; para el mismo periodo se han notificado 75 casos probables de muerte
por leptospirosis, de los cuales nueve fueron reportados en Antioquia, ocho en Valle del Cauca,
cinco en Tolima, tres en Risaralda, dos en Cartagena, Cordoba, Sucre, Norte de Santander y Cesar,
y una muerte respectivamente en Meta, Narifio, Atldntico, Santander, Magdalena, San Andrés,
Chocd, Arauca, Cauca, Caldas, Putumayo y Quindio (INS, 2015).
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En un estudio realizado en el departamento del Tolima mediante la prueba de microaglutinacion
lisis (MAT) se detectd seropositividad para los serovares Bratislava, Hardjo, Pomona,
Grippotyphosa, Canicola e Icterohaemorrhagiae, en porcinos, bovinos, equinos, caprinos, caninos
y humanos; donde los humanos presentaron un mayor porcentaje de seropositividad con el 14.6%
en comparacion a los animales muestreados; el serovar Icterohaemorrhagiae mostré el mayor
porcentaje de seropositividad en humanos con un 51.9% (Buritica et al, 2008).

En los porcinos las formas mas importantes para la diseminaciéon de la enfermedad son el
movimiento de los animales de un corral a otro y el contacto con desechos de otros corrales
(Petrakovsky et al, 2013). En las granjas porcicolas existe una alta posibilidad de infeccién cruzada
debido a la cantidad de animales en la granja ya que las leptospiras patdgenas se alojan en los
tubulos renales proximales de los portadores, aunque otros tejidos y drganos también pueden ser
fuente de infeccidn; a partir de los rifiones la Leptospira spp. es excretada por la orina y puede
contaminar el suelo, el agua superficial, arroyos y rios (Adler y de la Pefia, 2010).

La Leptospira spp. puede ingresar al hospedero a través de las mucosas intactas, por cortes o
abrasiones de la piel, o mediante contacto con agua contaminada; una vez entran en el organismo,
circulan via sanguinea hasta por 7 dias y se adhieren a todos los tejidos del hospedero en especial
rifidn, higado, corazén, musculos esqueléticos y pulmdn; para que la infeccion sea exitosa, en los
tejidos se genera una lesidn primaria con dafio al endotelio de los pequeiios vasos sanguineos que
conduce a isquemia localizada en los drganos afectados desencadenando una necrosis tubular
renal, dafo hepatocelular, pulmonar, meningitis, miositis y placentitis (Adler y de la Pefa, 2010;
Fernandez et al, 2012). Una vez se elimina la bacteria por anticuerpos circulantes el dafio tisular
persiste; sin embargo, puede ser reversible y repararse completamente, aunque los dafnos a larga
duracion pueden ser una complicacién y/o pueden conducir a la cicatrizacién (Adler y de la Pefia,
2010; Adler, 2014); adicionalmente, la infeccion con Leptospira spp. en bovinos y porcinos puede
generar fallas reproductivas como abortos, mortinatos, momificacion fetal y nacimiento de
animales débiles (Adler y de la Pefia, 2010).
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Figura 3. Ciclo de vida de Leptospira spp. Tomado de: Ko A, Goarant C, Picardeau M. Leptospira:
the dawn of the molecular genetics era for an emerging zoonotic pathogen. Nature Reviews
Microbiology 2009; 7, 736-747.

En la tabla 3 se resumen varios estudios realizados en América Latina (tabla 3) en los que se
observan porcentajes de positividad que oscilan entre el 10% y el 85%; en Colombia durante el
2012 se registraron episodios de diversas patologias en 407 predios porcicolas de 16
departamentos, en los que una de las patologias que afecté un mayor nimero de predios fue la
leptospirosis, determinandose un porcentaje de positividad del 7.6% (Osorio et al, 2012).

En 5 municipios del departamento de Cérdoba se evaluaron 600 muestras de suero por la técnica
MAT de las cuales 254 fueron positivas para Leptospira spp., encontrandose positividad para los
serovares: Pomona (34%), Canicola (4%), Bratislava (2%), Grippotyphosa (2%) e
Icterohaemorragiae (1%). De los 5 municipios Cotorra presentd la prevalencia mds alta con un
54%, en segundo lugar esta Ciénaga de Oro (53%), de tercero se encuentra San Pelayo (38%), en
cuarto lugar Cereté (36%) y por ultimo Monteria (32%) (Almenteros et al, 2004).

En el municipio de Circasia en el departamento del Quindio se analizaron 120 muestras de sangre
por medio de la técnica MAT, de las cuales 27 (22.5%) resultaron positivas a una o mas serovares;
de las muestras positivas 17 reaccionaron a Icterohaemorragiae (14.16%), 3 a Canicola (2.5%), 2 a
Grippothyphosa (1.66%), 1 a Pomona (0.83%), y tres reaccionaron a dos serovares las cuales
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fueron: Pomona y Canicola (2.5%) y 1 reacciond a cuatro serovares Pomona, Grippotyphosa,
Canicola y Bratislava (0.83%) (Medina et al, 2003).

En el municipio de Don Matias en el departamento de Antioquia se analizaron 68 muestras de
suero de cerdos de ceba y 214 de cria (hembras y machos reproductores) en 23 fincas, mediante
MAT para seis serovares de Leptospira (Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa, Pomona, Bratislava
y Canicola), encontrandose positividad para el serotipo Pomona en siete cerdos de ceba (10.3%);
55 cerdos de cria (25,7%) fueron seropositivos, de los cuales un 76,3% reaccionaron con el
serotipo Bratislava, 16,4% con Pomonay 14,54% con Canicola (Ochoa et al, 2000). En el
departamento del Tolima, también por MAT se detectd seropositividad para los serovares
Bratislava, Hardjo, Pomoma, Grippotyphosa, Canicola e Icterohaemorrhagiae, en porcinos,
bovinos, equinos, caprinos, caninos y humanos; los resultados evidenciaron una seropositividad
general de 0.6% en porcinos, en los que los porcentajes de frecuencia fueron 33.3% y 66.7% para
los serovares Pomoma e Icterohaemorrhagiae respectivamente, no hubo positividad para
Bratislava, Canicola, Hardjo y Grippotyphosa. El porcentaje mds bajo de seropositividad se detectd
en los caprinos con un 0.4% en donde el Unico serovar identificado fue Icterohaemorrhagiae en el
100% de los animales evaluados (Buritica et al, 2008).

Estudios hechos mediante la técnica de PCR en 121 muestras de Casas-fincas y 226 de Fincas en
Baranoa-Atlantico , evidenciaron una prevalencia del 34% para Leptospira interrogans; en el
estudio también se identificd la prevalencia de la enfermedad segin el sexo del animal,
obteniendo como resultado 48 y 14 muestras positivas para machos y hembras respectivamente
obtenidas en fincas, mientras que en las casas-fincas se obtuvieron 20 muestras de machos y 35
de hembras positivas (Bolivar et al, 2012).

La deteccidn de anticuerpos frente a Leptospira spp. en porcinos asintomaticos por el método de
MAT en Argentina, determind que los serovares mas frecuentes fueron Castellonis en el 65% de
las muestras evaluadas, seguido de Wolfficon un 49.1%, y por UultimoPomonae
Icterohaemorrhagiae con un 45% cada una (Petrakovsky et al, 2011).

En Venezuela determinaron la seropositividad de la brucelosis y leptospirosis en granjas porcicolas
en donde en las granjas sin vacunacién los serovares predominantes fueron L. javanica (37,6%), L.
grippotyphosa (22,8%), L. sari (21,2%), L. wolffi (18,3%), L. hebdomadis (18,1%) y L. pyrogenes
(9,3%). En el caso de las granjas con historial de vacunacion, los serovares mas frecuentes fueron:
L. grippotyphosa (7,8%), L. wolffi (6,5%), L. sari (5,1%), L. javanica (3,9%), L. pomona (1,3%) y L.
hebdomadis (1,3%) (Mejia et al, 2012).

En Peru se determind la frecuencia de anticuerpos contra Leptospira spp. en porcinos
provenientes de granjas tecnificadas y de traspatio del valle de Lima, en total se procesaron 296
muestras para la deteccién de anticuerpos contra ocho serovares mediante la prueba de
microaglutinacién, en donde los serovares mas frecuentes fueron icterohaemorrhagiae, pomonay
georgia en ambos tipos de crianza (Anampa et al, 2012).

30



Por otra parte se han publicado estudios en diferentes partes del mundo como en Espafia donde
se analizaron 44 muestras por la técnica MAT donde 28 muestras positivos para el serovar
Bratislava, 20 muestras pertenecian a los cerdos registrados como casos y 8 eran cerdos control
(Martinez et al, 2006).

En Italia se realizd un estudio donde determinaron la expresion del Complejo mayor de
histocompatibilidad clase dos (CHM 1) en cerdos con nefritis intersticial asociada a infeccién por
Leptospira spp., de las 20 muestras tomadas 19 fueron seropositivas para el serovar Pomona
(Radaelli et al, 2009).

Tabla 3. Resumen de estudios realizados en cerdos para la deteccion de Leptospira spp.

Pais Numero de Técnica Porcentaje de Autor
muestras Diagndstica muestras
analizadas positivas
Colombia 68 MAT 10.3% Ochoa et al,
2000
214 25.7%
Colombia 120 MAT 22.5% Medina et al,
2003
Colombia 600 MAT 43% Almenteros et
al, 2004
Colombia NA MAT 0.6% Buritica et al,
2008
Colombia 347 PCR 33.7% Bolivar et al,
2012
Peru 296 MAT 85.5% Anampa et al,
2012
Argentina 3631 MAT 30.3% Petrakovsky et
al, 2011
Venezuela 393 MAT 47.1% Mejia et al,
2012
Espafa 44 MAT 63.6% Martinez et al,
2006
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Italia 20 MAT 95% Radaelli et al,
2009

La leptospirosis se considera actualmente como una zoonosis remergente debido a que la
incidencia documentada ha incrementado mundialmente, esto, se debe posiblemente al aumento
de la poblacién humana lo que ha originado una invasién del habitat de vida silvestre generando
una mayor interaccién humano-animal (Guerra, 2013); adicionalmente el comercio de animales
exoticos facilita la transmision entre éstos y las personas involucradas en la venta y compra; asi
mismo el desarrollo del ecoturismo introduce a los humanos en ambientes donde hay mayor
riesgo de contaminacidn, especialmente a través de la exposicidon directa al agua dulce y las
condiciones del suelo himedo potencialmente contaminados con el microorganismo (Guerra,
2013).

El diagndstico de la leptospirosis se realiza generalmente por la prueba de MAT la cual sirve para
detectar anticuerpos contra serovares o para serogrupos; asi mismo los laboratorios usan el test
de hemaglutinacién indirecta (IHA) o la prueba inmuno-enzimatica de ELISA (Adler y de la pefia,
2010).

La técnica de microaglutinacion (MAT) es la prueba seroldgica de referencia en la cual se detectan
anticuerpos aglutinantes contra antigenos vivos de Leptospira (OIE, 2008; INS, 2011). La prueba
tiene una alta especificidad encontrdndose estudios que indican de 95.8% y 98.8%, ya que no
genera reaccion cruzada con otras bacterias, pero si existe reaccién cruzada entre los diferentes
serovares y serogrupos de la Leptospira, siendo una prueba que no se puede utilizar en la
determinacidn de un serovar especifico, para esto se requiere el aislamiento previo del agente.
Estudios reportan sensibilidades de 49.8% y 98.2%, ésta depende del origen de los antigenos, ya
gue pueden ser de aislamientos locales o de cepas de referencia, en donde los aislamientos locales
mejoran la sensibilidad pero las cepas de referencia ayudan a la discusion de resultados entre
laboratorios (Bajani et al, 2003; OIE, 2008; Limmathurotsakul et al,2012). Esta prueba puede
generar resultados tanto cualitativos como cuantitativos, para obtener los resultados cualitativos
se debe diluir la muestra problema 1:50, después se coloca 50 pl de la dilucién en los pozos de la
microplaca de fondo en U y se agrega 50 ul de antigeno de los serovares recomendados, por
ultimo se lee al microscopio de campo oscuro donde el 50% de hemdlisis se interpreta con un
titulo de 1:100; después de ver la reaccion positiva en 1:100 se realiza la prueba cuantitativa en
donde se realizan diluciones desde 1:100 hasta 1:3200, y se leen considerando positivas en las que
se observe el 50% de aglutinacién (INS, 2011).
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la seroprevalencia a Trichinella spp., Toxoplasma spp. y Leptospira spp. en la poblacion
porcina de cuatro granjas de Cundinamarca-Colombia.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Determinar la presencia de anticuerpos IgG frente a Trichinella spp., Toxoplasma spp. y Leptospira
spp. en muestras de suero de porcinos de cuatro granjas del departamento de Cundinamarca.

-Determinar la posible relacion entre los datos demogréficos y la presencia de anticuerpos contra
los patégenos evaluados en la poblacién porcina analizada.

5. METODOLOGIA

Se realizé la toma de muestras de sueros en cerdos de cuatro municipios del departamento de
Cundinamarca a saber: Facatativa, Santandercito, Choconta y Ubaté.

5.1. Tipo de estudio: Estudio descriptivo, de corte transversal.

5.2. Poblacién de estudio: Las granjas y el nimero de cerdos fueron escogidos por conveniencia
de acuerdo a la disposicién de los propietarios para participar en el estudio, adicionalmente para
poder realizar el muestreo el veterinario encargado de cada granja diligencié un formato (Anexo 1)
en el cual se recopilé informacion sobre el establecimiento incluyendo los procesos de limpieza y
desinfeccién de los alojamientos, medidas de bioseguridad basicas de la granja, las caracteristicas
de los corrales como: tipo de suelo, bebederos, comederos, entorno, presencia de plagas en el
establecimiento y cdmo las controlan; sobre los cerdos se recopilaron datos de edad, esquema de
vacunacién y género de los animales a muestrear.

Las muestras analizadas fueron identificadas con un ID y tenian la informacion sobre el género y el
esquema de vacunacion en donde se incluyeron los patdgenos de interés.

En la tabla 4 se indica el nimero de machos y hembras que fueron muestreados por cada granjay
municipio.
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Tabla 4. Numero de muestras por municipio de acuerdo al sexo del animal.

Granja Municipio Animales muestreados Total
Macho Hembra
1 Facatativa 10 13 23
2 Santandercito 5 17 22
3 Choconta 11 10 21
4 Ubaté 6 17 23
Total muestras 89

5.3. Obtencidn de la muestra: Las muestras de sangre fueron obtenidas a partir de la vena yugular
(Framstad et al, 2000) por el Médico Veterinario encargado de cada granja y fueron colectadas en
tubos sin anticoagulante. Para su transporte las muestras fueron refrigeradas y llevadas al
laboratorio de la Pontificia Universidad Javeriana donde se separaron los sueros mediante
centrifugacion a 1.500 rpm y se almacenaron a -20°C hasta su procesamiento.

5.4. Procesamiento de las muestras: Para la determinacion de la presencia de anticuerpos frente
a Trichinella spp. y Toxoplasma gondii las muestras fueron procesadas mediante la técnica de
ELISA, para la evaluacién de anticuerpos frente a Leptospira spp. se realizd la técnica de
Microaglutinacidn Lisis (MAT).

Se utilizaron los estuches de ELISA QUIAGEN™ de tipo indirecto para la deteccion de anticuerpos
contra Trichinella spp. y Toxoplasma gondii. El método se basa en la unidn de los anticuerpos
presentes en la muestra evaluada al antigeno que se encuentra inmovilizado en la placa,
generando un complejo antigeno-anticuerpo como se observa en la tabla nimero 5, luego se
agrega un conjugado de peroxidasa de rabano (HRP) que contiene un anti-anticuerpo este va
dirigido contra el anticuerpo primario el cual se unid al antigeno inmovilizado. El conjugado que no
se une es eliminado por medio de lavado y a continuacion se afiade la solucién de sustrato la cual
se debe incubar durante 10 minutos en la oscuridad para que inicie una reaccién colorimétrica
donde la HRP virara a color azul si se detectan anticuerpos especificos frente a T. gondii o
Trichinella spp. en la muestra; después al agregar la solucién de parada vira a amarillo, la
intensidad del color observado es proporcional al titulo de anticuerpos presentes en la muestra
(QIAGEN, 2013).
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Tabla 5. Fundamento técnica ELISA QUIAGEN utilizada para la deteccién de Toxoplasma spp. y

Trichinella spp.
Método ELISA indirecto

Trichinella spp. Toxoplasma spp.
Deteccidn de anticuerpos
de Toxoplasma gonddi y
de Trichinella spp. en /4 Sustrato /% Sustrato
muestras de suero, e Conjugado % Conjugado
plasma y jugo cdrnico de «—
cerdos y  jabalies I AC. Trichinella (5——— ig- I::Zgl':::]‘:
(QIAGEN, 2013). <> Ag. Trichinella () —

Las reacciones fueron leidas en el equipo Imark ™ (lector de absorbancia de microplacas), el cual
mide la absorbancia de los contenidos en los pocillos de la placa en donde se realizd el
procedimiento.

Para determinar el cociente (M/P), el primer paso es calcular el valor medio (VM) de la densidad
Optica (DO) del control positivo y del control negativo (los cuales se hacen por duplicado). El valor
medio del control positivo debe ser > 0,7 y el valor medio del control negativo debe ser <0,2.

El cociente (M/P) es el resultado entre la densidad éptica de la muestra con respecto a la densidad
Optica del control positivo, esta se calcula de la siguiente manera:

DO muestra — VM DOcn

M/P =
M/ = M DOcp — VM DOen

Donde:

Cn: control negativo

Cp: control positivo

Las muestras con un cociente M/P > 0,3 se consideran positivas.

La técnica de Microaglutinacion Lisis es el método de referencia para el diagndstico seroldgico de
leptospirosis ya que posee una alta sensibilidad y especificidad, ademas esta técnica permite
identifica el serovar o serogrupo de Leptospira frente al cual hay presencia de anticuerpos
(Céspedes, 2005). En este método se deben utilizar cultivos puros de los serogrupos a evaluar, los
que se repican en medio Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH), de este procedimiento
se obtienen los antigenos que se hacen reaccionar con el suero problema (Bello y Rodriguez,
2011).
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Para realizar la prueba cualitativa se prepard una dilucion inicial del suero (1:25), para esto se
tomaron 40 pl del suero y se le agregaron 960ul de solucién amortiguadora con fosfatos (SAF), se
homogeniza y se esperan 20 minutos; después se toman 50 pl de la dilucidn realizada y se colocan
en una microplaca con 50 pl de los antigenos a evaluar; finalmente se incuba dos horas a 28-30°C
o 18 horas a 4-8°C, transcurrido este tiempo se toma una gota y se deposita en una lamina
portaobjetos para observarla en el microscopio de campo oscuro con objetivo de 10x; si se
observa el 50% de las leptospiras aglutinadas se interpreta como titulo 1/100 (Bello y Rodriguez ,
2011).

Para la prueba cuantitativa se hacen las diluciones (desde 1:100 hasta 1:3200) las cuales se
realizaran tomando cinco filas de la microplaca, a la fila A se le agregara 100 pl de la dilucién de
suero y en la fila B, C, D y E se colocara 50 ul de solucién amortiguadora con fosfatos (SAF),
después se agregan 50 pl de la fila A a la fila B, y de la fila B se toman 50 pl y se pasanalafilaCy
asi sucesivamente (Bello y Rodriguez, 2011). A las anteriores diluciones se les agrega los antigenos
de los diferentes serovares; finalmente se incuba como se explicd anteriormente y se coloca una
gota en una lamina para observarla en el microscopio de campo oscuro con objetivo de 10x, en la
cual se consideran positivas todas las diluciones en las que se encuentre 50% de las bacterias
aglutinadas (Bello y Rodriguez, 2011).

Tabla 6. Método de lectura MAT para la deteccidén de anticuerpos contra de Leptospira spp.

Método MAT

Leptospira spp.

Deteccidn de anticuerpos
aglutinantes en suero,
para esto se debe incubar | Microscopio de campo oscuro a 100X
los sueros problema con
el antigeno de los
diferentes serovares de
Leptospira (para obtener
el antigeno se necesita
cultivos vivos de todos
los serovares), después
las mezclas suero-
antigeno se ven en
microscopio de campo =
oscuro para observar la
aglutinacion y luego se
determina el titulo de la
muestra (Céspedes,
2005).

Negativo 50% de aglutinacién
Tomado
de: Céspedes M. Leptospirosis: Enfermedad Zoondtica

Emergente. Rev. peru. med. exp. salud publica 2005; 22 (4).
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5.5 Analisis Estadistico

Se realizé la prueba de asociacion de Pearson y de Chi®, que son herramientas estadisticas usadas
para determinar la asociacion o independencia de dos o mas variables cuantitativas (Cerda y
Villarroel, 2007). La prueba compara dos hipétesis: una hipdtesis de independencia de las variables
(Ho) y una hipdtesis de asociacion de las variables (H;). Se comparan los resultados observados con
resultados tedricos, estos ultimos se calculan bajo el supuesto que H; fuese verdadero. Si los
resultados observados difieren de los resultados tedricos, es decir de H4, se rechaza H; y se toma
Ho, como verdadera, lo que nos lleva a concluir que las variables no son dependientes. En el caso
qgue los resultados observados no difieran significativamente de la hipdtesis H, podemos asumir
que las variables son dependientes entre si (Cerda y Villarroel, 2007).

Para determinar el valor significativo de la prueba se utiliza la medida de significacién de Chi® (p)
en donde, si p > 0,05 el resultado no es significativo, pero si p < 0,05 el resultado es significativo
(Rodriguez et al, 2005).

Para realizar la prueba se tuvieron en cuenta variables como: Presencia y control de plagas, sexo
de los animales, esquema de vacunacion, posee planta de tratamiento para el agua, existen otras
explotaciones agropecuarias, tiempo de lavado (dias) de los alojamientos, desinfectantes
utilizados, tiempo de vacio sanitario y tipo de comederos utilizados.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron un total de 89 muestras de sangre de las 4 granjas, de las cuales 32 fueron
colectadas de machos y 57 de hembras.

Segun los datos obtenidos en las encuestas, de acuerdo al tipo de alimentacién las cuatro granjas
utilizan concentrado, ademas ninguna de las granjas utiliza “lavaza” o “aguamasa”. Respecto a la
calidad del agua suministrada a los animales, en el 75% de las granjas se realiza tratamiento con
cloro, cal y sulfatos; mientras en el 25% de ellas se adiciona al tratamiento oxagua (Perdxido de
Hidrégeno), que es un desinfectante efectivo frente a un amplio espectro de microorganismos,
para prevenir y controlar la formacion de biofilm (Grupo OX, 2012).

De acuerdo con las caracteristicas de los alojamientos en el 100% de las granjas los animales estdn
en corrales con suelo y paredes de cemento; los bebederos que se utilizan son de chupo. Respecto
al tipo de comederos, el 75% de las granjas utilizan comederos de tolva, mientras en el 25%
restante se utilizan comederos portatiles. Estas caracteristicas ayudan a mejorar la sanidad y
disminuyendo la diseminacion de patégenos.
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En cuanto al programa sanitario, en el 75% de las granjas se realiza vermifugacién rutinariamente;
respecto a los programas de vacunacion instaurados, se evidencié que para los patégenos
evaluados, solamente en el 25% de las granjas se realiza inmunizacidon contra Leptospira spp;
adicionalmente en el 100% de las granjas se incluye dentro del programa de vacunacién otros
agentes patdgenos como Escherichia coli, Pasteurella spp., Bordetella spp. y Parvovirus, como se
observa en la gréfica 1.
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Grafica 1. Esquema de vacunacion para las 4 granjas de estudio.

De acuerdo con los resultados del analisis estadistico, no se observé ninguna relacion
estadisticamente significativa (p>0,05) entre las variables demograficas y los titulos de anticuerpos
frente a las diferentes enfermedades evaluadas.

6.1 Seropositividad frente a Toxoplasma gondii

De las 89 muestras procesadas mediante la técnica de ELISA, se evidencio positividad en el 1,1% de
las muestras evaluadas, con un cociente (M/P) de 0,378; esta muestra correspondié a una hembra
de la granja del municipio Santandercito.
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Toxoplasma spp.
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Grafica 2. Seropositividad frente a Toxoplasma spp.

Campo-Portacio et al. (2014) explican que la produccién de cerdo en el departamento de Sucre-
Colombia se realiza generalmente de forma artesanal, donde los cerdos son criados en corrales
con mala higiene, con una alimentacién deficiente basada en desechos de cultivos y comida
humana, ademas existe contacto con heces de gatos; de acuerdo con Hill y Dubey (2013) dentro
de los factores de riesgo asociados con la infeccién se incluye el consumo de restos de carne,
cerdos criados al aire libre expuestos a heces de gatos domésticos y salvajes infectados, y el
consumo de animales infectados como ratones, aves y animales salvajes; ademas Tovar y Ledn
(2014) consideran como factores de riesgo el acceso a la granja de roedores y pollos, asi como el
contacto con perros, gusanos, cucarachas, moscas sinantropicas y escarabajos. En el presente
estudio se obtuvieron las muestras de granjas tecnificadas en donde los cerdos viven en encierros
de paredes y pisos de cemento, se alimentan con concentrado y hay un estricto manejo de plagas,
lo que implicaria un mejor control de la posible exposicidon de los animales a las posibles fuentes
de contaminacién, sin embargo las granjas solo controlaban moscas, roedores y aves, dejando
como una posible fuente de infeccidn las cucarachas y escarabajos.

Adicionalmente, Du et al. (2012) en China evaluaron 2.777 cerdos, los cuales provenian de 6
granjas con alta densidad de gatos y de 6 granjas con baja densidad, obtuvieron una
seropositividad de 36.6% (453/1238) en las granjas con alta densidad de gatos y de 21.7%
(220/1039) en las de baja densidad de gatos; con estos resultados se evidencié una alta
seroprevalencia a T. gondii en cerdos asociada a las malas condiciones sanitarias y de alojamiento,
ya que al no haber un control adecuado de los gatos, estos pueden ingresar a la granja y depositar
ooquistes de Toxoplasma en el suelo. Si no existe una correcta limpieza y buen vacio sanitario, los
cerdos terminaran infectandose con los ooquistes.

Por otra parte, Villari et al. (2009) indican que los principales factores asociados a la infeccién con
T. gondii son: la fuente de agua ya que si se utilizan pozos para abastecer a los animales, a estos
probablemente también puedan tener acceso los gatos y/o roedores; y el nimero de cerdos en la
granja pues se identificd por parte del estudio que existe una correlacién entre el nimero de
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cerdos y el grado de tecnificacion de las granjas, a mayor nimero de cerdos mas tecnificada seria
la granja y menor serd el contacto de los cerdos con el medio ambiente, esto coincide con lo
reportado por Cademartori et al. (2014) quienes indican que la prevalencia de la infeccion en
granjas industrializadas en Brasil es inferior (12,5-13,4%) en comparacién a la seroprevalencia
reportada en granjas pequefias (36%), demostrando que las granjas pequefias poseen un mayor
riesgo de infeccion debido a que estas granjas tiene bajas condiciones higiénico-sanitarias
generando una mayor exposicion al pardsito presente en agua no tratada, suelo y algunos
alimentos.

Con respecto al factor de riesgo asociado con la calidad del agua ofrecida a los animales, Piassa et
al. (2010) determinaron que en las granjas en las que se cubren los depdsitos de agua que utilizan
para abastecer a los animales, la tasa de infeccién fue del 7,7% en comparacién a las granjas que
mantenian los depdsitos de agua descubiertos con una prevalencia de 29%, ademas determinaron
gue habia 10.2 veces mayor posibilidad de encontrar cerdos seropositivos en granjas con
depdsitos de agua descubiertos dado la accesibilidad a otros animales (perros, pollos y roedores)
para abastecerse de esta agua. Los autores también explican que una de las principales fuentes de
infeccion es la accesibilidad de los roedores y animales de granja como los pollos a las canaletas de
alimentacién contaminandolas con ooquistes de T. gondii generando infeccién en los cerdos. En el
presente estudio las granjas esudiadas en su mayoria trataban el agua con cloro, el cual es
reconocido como desinfectante universal utilizado para la destrucciéon de microorganismos.

Por otra parte, diferentes estudios mencionan la edad como un factor de riesgo importante para la
infeccion, ya que hay menor tiempo de exposicion al agente en cerdos de engorde en
comparacién con los reproductores cuya vida productiva es mas larga, lo que hace que tengan un
periodo mayor de exposicion al parasito (Villari et al, 2009; Tovar y Ledn, 2014). Estos datos
coinciden con lo observado en el presente estudio en el que se evaluaron cerdos de engorde,
determinandose una baja seropositividad posiblemente asociada a la edad.

También se ha mencionado como otro factor de riesgo el sexo del animal, ya que las hembras al
entrar en la etapa reproductiva sufren de estrés post parto y la lactancia aumenta la diseminacién
a los lechones (Tovar y Ledn, 2014).

Por otra parte, Tovar y Ledn (2014) explican que las razas se pueden asociar a la resistencia a
enfermedades y a la adpatacion al medio por parte de razas mestizas o criollas en comparacion a
razas puras (Landrace, York, Hans y Duroc), esto coincide con un estudio hecho en Bolivia por
Orellana et al. en el 2004 quienes obtuvieron una seroprevalencia de 63.63% en cerdos de razas
puras, 46,15% en cerdos mestizos y 51,02% cerdos criollos. En el presente estudio una granja tenia
cerdos de razas puras (Large White, Landrace y Duroc) en la cual no se encontrd seropositividad,
mientras que en las otras granjas las cuales utilizaban cruces de dos razas (Topigs y PIC) se
encontré 1 muestra positiva, esto muestra una coincidencia parcial con lo explicado por Tovar y
Ledén. Este resultado se puede deber a que el estudio se realizd en granjas tecnificadas
disminuyendo el riesgo de infeccion y al bajo nUmero de muestras obtenidas en el estudio.
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6.2 Seropositividad frente a Trichinella spp.
De las 89 muestras procesadas mediante la técnica de ELISA el 100% fueron negativas para la
presencia de anticuerpos frente a Trichinella spp. en las muestras de suero evaluadas.

La determinacién del cociente (M/P) para Trichinella spp. se realizé de la misma manera que se
describié para Toxoplasma, generando resultados con un cociente M/P menor de 0,3 en la
totalidad de las muestras evaluadas.

La triquinosis en porcinos ha sido reportada en todo el mundo, a pesar de esto en Colombia
existen pocos estudios sobre la enfermedad; sin embargo, como se menciond previamente existen
estudios en los que se evidencia la presencia del parasito en porcinos de América Latina, por
ejemplo un estudio realizado en Bolivia obtuvo un 2.35% de muestras positivas por medio del
método de ELISA indirecto, la mayoria de las muestras positivas provenian de cerdos criados de
manera tradicional (Macchioni et al, 2012). En Argentina se realizaron estudios donde obtuvieron
muestras positivas, en el primer estudio obtuvieron 1.95% de seropositividad por el método ELISA
y el 100% de muestras positivas por el método de digestidn artificial; y en el segundo estudio se
determind la triquinelosis en cerdos entre los afos 2001-2010 utilizando como técnica ELISA y
obteniendo el 20.1% de seropositividad en el 2001, 24% en el 2003, 3.5% en el 2005,1.4% en el
2007 y 0% en el 2009 (Malandrini et al, 2010; Molina et al, 2012). Segun los resultados descritos
por Molina et al. (2012), en Argentina han disminuido considerablemente los casos de triquinelosis
en cerdos ya que existe la presencia de organismos del estado que han generado conciencia sobre
las condiciones higiénico-sanitarias y de produccidn para disminuir el riego de transmision. En el
presente estudio se tomaron muestras de granjas tecnificadas las cuales generalmente tienen
condiciones higiénico-sanitarias adecuadas en donde se realizan procedimientos de limpieza y
desinfeccién semanal lo que ayudaria a prevenir la infeccidn por Trichinella spp.

Segun Laverde et al. (2009), Malandrini et al. (2010), Macchioni et al. (2012) y Arrese et al. (2014)
es posible aislar el parasito en zonas rurales donde se encuentran sistemas de produccion
porcicola menos tecnificados en los cuales los animales se alimentan de desechos organicos
propiciando la proliferacién de roedores y moscas, se exponen o consumen tejido muscular de
roedores, de carne de cerdo doméstico o salvaje infectado, y no poseen una adecuada inspeccion
médico veterinaria generando un desconocimiento sobre el estado sanitario de los animales de la
granja; esto podria explicar los resultados negativos obtenidos en el presente estudio dado que las
muestras fueron obtenidas de granjas tecnificadas con una adecuada infraestructura, higiene,
inspeccidn veterinaria, una alimentacién a base de concentrado y ninguna de las granjas informé
la presencia de plagas en el establecimiento.

En un estudio realizado por Ribicich et al. en el 2009 se identificd que la vivienda al aire libre y la
exposicién de los cerdos a la vida silvestre son factores de riesgo, esta conclusién se generd con
base en el estudio realizado por el autor donde los cerdos muestreados que fueron criados en
sistemas de confinamiento total o parcial fueron negativos; esto también lo determinaron en un
estudio realizado en Dinamarca, en el que se concluyd que este pais es un area de bajo riesgo para
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la infeccidn ya que los cerdos se mantienen en condiciones controladas por los productores en
relacién a la alimentacion y la vivienda (Alban et al, 2008).

De igual forma, otros investigadores reportaron una mayor seroprevalencia de anticuerpos
especificos para Trichinella spp en aquellos casos en los que los cerdos son criados en corrales,
gue estan expuestos al medio ambiente, o en animales criados cerca de rios y estanques de agua
los cuales son utilizados por especies silvestres infectadas, generando una mayor posibilidad de
infeccién en los cerdos (Van der Giessen et al, 2007; Zivojinovic et al, 2013). Esto podria explicar
los hallazgos de este estudio, dado que en el 100% de las granjas muestreadas el suelo y las
paredes eran de cemento y los cerdos permanecian en encierros, lo que impedia un contacto
directo con posibles transmisores del parasito; ademas el agua que se le proporciona a los
animales se suministra por medio de bebederos tipo chupo disminuyendo la posibilidad de tener
contacto con otras especies que puedan contaminar el agua o del consumo de aguas no tratadas.

6.3 Seropositividad frente a Leptospira spp.

Los resultados se analizaron en dos partes por la condiciéon de vacunacién en una granja, en donde
la seropositividad determinada para las granjas no vacunadas fue del 41%.

En la grafica 3 se observa la seropositividad total de las granjas pertenecientes a los municipios:
Ubaté-Soaga, Chocontda y Santandercito (27/66).

Leptospira interrogans

» Positivos  m Negativo

Grafica 3. Seropositividad total frente a Leptospira interrogans.

6.3.1 Seropositividad frente a Leptospira spp. en muestras de suero de cerdos pertenecientes a
los municipios: Ubaté-Soaga, Choconta y Santandercito.

En la grafica nUmero 6 se muestra la seropositividad de los municipios de Ubaté-Soaga, Chocontd y
Santandercito, donde las muestras con titulos iguales o mayores a 100 se consideraron positivas,
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mientras que muestras con titulos menores a 25 son negativos y titulos en 50 se consideran
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Grafica 4. Seropositividad frente a Leptospira spp. en las granjas de los municipios Ubaté-Soaga,

Choconta y Santandercito.

Los serovares identificados en estas granjas fueron: Pomona con una seropositividad del 1.5%;
Tarassovi y Bataviae con el 4.5%; para Icterohaemorragiae y Grippotyphosa el 6%; para Hardjo
prajitno el 7.5% y para Bratislava el 10.6%.

Tabla 7. Resultados Leptospira spp. de los municipios: Ubaté-Soaga, Choconta y Santandercito.

Total de
muestras

Serovar

Bataviae
Bratislava
Grippotyphosa
Hardjo prajitno
Icterohaemorragiae
Pomona
Tarassovi

66
66
66
66
66
66
66

Numero de
muestras
positivas
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6.3.2 Seropositividad frente a Leptospira spp. en muestras de suero de cerdos en la granja del
municipio de Facatativa.

En la granja del municipio de Facatativa, en la cual se realiza vacunacidén contra Leptospira spp, la
seropositividad fue de 8.68% (2/23) para el serovar Bratislava. Los serovares Bataviae,
Grippotyphosa, Hardjo prajitno, Icterohaemorragiae, Pomona y Tarassovi no evidenciaron
resultados positivos.

Leptospira spp. (Facatativa)
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Grafica 5. Seropositividad frente a Leptospira spp. en la granja del municipio de Facatativa
Tabla 8. Resultados Leptospira spp. del municipio de Facatativa.
Serovar Total de Numero de Numero de Numero de
muestras muestras muestras con muestras con
positivas titulo 1:100 titulo 1:200

Bataviae 23 0 0 0
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Bratislava 23 2 2 0
Grippotyphosa 23 0 0 0
Hardjo prajitno 23 0 0 0

Icterohaemorragiae 23 0 0 0
Pomona 23 0 0 0
Tarassovi 23 0 0 0

De acuerdo con los reportes de literatura, las serovariedades mds comunes en los cerdos son:
Pomona, Bratislava, Canicola, Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa, (Feraud y Abeledo, 2005;
Alder y de la Pefia 2010; Alvarez et al, 2011; Anampa et al, 2012; Mejia et al, 2012; ACP — FNP
2015), estos estudios demuestran que el cerdo es el principal reservorio de Pomona;
adicionalmente se han reportado otros serovares como Tarassovi, , Copenhague, Hardjo; Panama,
Shermani, Pyrogenes, Australis y Wolffi, donde la presencia de uno o mas de estos serovares
depende de diferentes factores como el tipo de explotacién, la inmunizacién, la obtencion de
nuevos animales, las condiciones higiénicas y el contacto con otras especies como perros, gatos,
bovinos, ovinos, roedores, etc. (Feraud y Abeledo, 2005), esto coincide con lo observado en este
estudio, en el que ademas de los serovares reportados como mds comunes para las explotaciones
porcinas se identificé la presencia de otros serovares como Hardjo prajitno, Tarassovi y Bataviae,
lo cual puede estar influenciado por los factores descritos previamente por Feraud y Abeledo.

En Colombia, se determinaron las serovariedades de Leptospira aisladas de muestras de roedores,
perros, cerdos y agua, donde el serovar Pomona se relacioné con cerdos, mientras el serovar
Icterohaemorragiae se relaciondé con ratas (Romero- Vivas et al, 2013). Por su parte Buritica et al.
(2008) determinaron los porcentajes de positividad para los serovares Pomona (33.3%) e
Icterohaemorragiae (66.7%) en muestras de suero de cerdos. Ochoa et al (2000) evaluaron cerdos
de cebay de cria, en donde los de cria fueron los que mayor seropositividad presentaron el 27,5%,
los serovares identificados fueron Bratislava (19,6%), Pomona (4,2%) y Canicola (3,8%); en cambio
para los cerdos de ceba la seropositividad fue de 10,3% donde todos fueron positivos para el
serovar Pomona; estos hallazgos fueron relacionados con el tiempo de permanencia prolongado
dentro de las granjas ya que los cerdos de ceba estan entre tres y cuatro meses antes de ser
sacrificados. Estos hallazgos coinciden parcialmente con lo observado en el presente estudio, en el
qgue se determind un porcentaje de positividad en los animales de ceba del 6% (27/66),
encontrando seopositividad en los serovares Bratislava (10.6%) y Pomona (1.5%), mostrando una
asociaciéon de seropositividad de los resultados, ya que el serovar Bratislava obtuvo una
seropositividad mayor en comparacién al serovar Pomona, ademds en la presente investigacién
los cerdos estudiados eran de ceba mostrando una correlacidn con los resultados del estudio de
Ochoa.

45



Almenteros et al (2004), en el departamento de Cérdoba detectaron el 43% de positividad,
distribuida asi: Pomona (34%), Canicola (4%), Bratislava (2%), Grippotyphosa (2%) vy
Icterohaemorrhagiae (1%), por otro lado Calderdn et al (2014) determinaron una seroprevalencia
de 55.9% en cerdos, siendo los serovares mayormente implicados Canicola (62.4%), Pomona
(61.6%), Icterohaemorrhagiae (56.4%) y Pyrogenes (50.3%); en dicho estudio también
determinaron la seroprevalencia en caninos con un 35.2%, con los serovares de mayor positividad
Canicola (18.5%) y Grippotyphosa (18.5%). En el presente estudio se determiné el serovar
Grippotyphosa con una seropositividad de 6%, al ser un serovar que se encuentra en los caninos,
la presencia de perros en las granjas estudiadas pudo llevar a un riesgo de infeccién en los cerdos.

Ademas, los roedores (Rattus rattus, Rattus novergicus, Musculus musculus) son hospedadores
naturales del serovar Icterohaemorrhagiae y Grippotyphosa, aunque también puede infectar
cualquier especie animal y al hombre (Ochoa et al, 2000; Mejia et al, 2012). En el presente estudio
se les presentd a las granjas una encuesta para determinar la presencia de plagas y los medios
utilizados para controlarlas. A partir de la encuesta se encontré que las granjas respondieron que
no presentaban plagas evidentes y que utilizaban quimicos para controlarlas, a pesar de esto los
serovares Icterihemorragiae y Grippotyphosa obtuvieron el 6% de seropositividad, esto puede
deberse a pequefias poblaciones de roedores que no son identificadas por los trabajadores como
una plaga presente.

En cuanto a la granja del municipio de Facatativa, la mayoria de las vacunas utilizadas para la
especie porcina contienen al menos los serovares Pomona, Canicola, Grippotyphosa, Bratislava e
Ictemorrhagiae (Alder y de la pefia, 2010). La prueba MAT no puede discriminar entre los
anticuerpos resultantes de la infeccion o la vacunacién a menos que se realicen muestreos
pareados; los pacientes vacunados pueden alcanzar titulos hasta de 1:400 en las dos primeras
semanas post vacunacion y luego descienden rapidamente en la tercera y cuarta semana, dando
un resultado negativo, para este caso se considera infeccién activa un resultado con un titulo >
400 y que presente cuadro clinico sospechoso, ademds deben ser muestreados dos semanas
después para confirmar el diagnéstico (Alder y de la Pefia, 2010). En el estudio realizado solo se
obtuvieron 2 muestras positivas para el serovar Bratislava con un titulo 1:100 en los animales
vacunados, se desconoce si en la granja existian cerdos con cuadro clinico sospechoso y no se
realizd una segunda toma de muestras para confirmar los resultados negativos.
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7. CONCLUSIONES

La seropositividad para Toxoplasma gondii en las granjas evaluadas en Cundinamarca-Colombia
fue de 1.1%.

La seropositividad para Leptospira spp. en granjas que no habian vacunado contra la bacteria fue
de 41% y 8.68% en la granja con vacunacion.

En las granjas no vacunadas los serovares con mayor seropositividad fueron: Hardjo Prajitno
(7.5%) y Bratislava (10.6%).

Para la granja vacunada solo hubo positividad para el serovar Bratislava 8.68%.

No se obtuvieron muestras seropositivas para Trichinella spiralis en las granjas evaluadas en
Cundinamarca-Colombia.

No se establecid asociacidn entre las diferentes variables estudiadas por medio del andlisis
estadistico realizado con la prueba de asociacién de Pearson.

8. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar nuevos estudios de investigacion en diferentes tipos de granjas (tecnificas y
no tecnificadas), con el fin de determinar la seroprevalencia asi ampliando el conocimiento de
esos patogenos a nivel de Colombia.
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10. ANEXOS

Anexo 1: Formato del muestreo

EVALUACION SEROLOGICA DE ALGUNOS
PATOGENOS ZOONOTICOS EN GRANJAS
PORCICOLAS DE CUNDINAMARCA — COLOMBIA

nnnnnnnnn
Colombiana
de Porcicultores

FONDO NACIONAL
DE LA PORCICULTURA

MUESTREO
Fecha: Granja
Departamento: Municipio:
Especie : Raza:

Peso promedio:

Edad: ENGORDE
| CEBA

Proceso de limpieza y desinfeccion de alojamientos
vacios:

Tiempo de lavado:
Desinfectantes:

Se realiza flameado de instalaciones?
Tiempo de vacio sanitario?

Tipo de
alimentacion:
Concentrado:
Magquila:

Lavazas:

Mixto:

Cuantos sitios
tiene la
explotacion:
1sitio:

2 Sitios:
3Sitios:

> 3 Sitios_____

Cuenta con medidas de bioseguridad basicas?
Cerco perimetral

Control de visitas___

Cambio completo de dotacién

La dotacion es de lagranja

Desinfeccion de vehiculos

Procedencia de los animales

Hay zona de cuarentena

CARACTERISTICAS DEL CO