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RESUMEN

En Argentina existen alrededor de 15.000.000 de ovinos, 80% de los cuales se
encuentran ubicados en la Patagonia, el resto se distribuye principalmente en las
regiones Pampeana, Mesopotamica y Noroeste. A nivel mundial, las pérdidas
reproductivas son una de las principales limitantes de la produccion ovina, pero estas
mermas se encuentran poco documentadas en Argentina. En otros paises los abortos
en ovinos son provocados principalmente por agentes infecciosos y protozoarios,
muchos de los cuales son zoondticos. A su vez, las muertes perinatales (corderos que
nacen vivos y mueren entre el dia 1 y 3 posparto inclusive) son atribuidas
principalmente a causas no infecciosas. El aborto enzoodtico ovino, causado por
Chlamydia abortus, y la leptospirosis, han sido identificadas como causales de
pérdidas en otros paises, sin embargo, son escasos los antecedentes sobre estas
enfermedades zoondticas en ovinos de Argentina. El objetivo general del presente
trabajo fue: Estimar la seroprevalencia aparente de C. abortus y Leptospira spp. en
tambos ovinos de la provincia de Buenos Aires e identificar causas bacterianas,
protozoarias y no infecciosas de abortos y muertes perinatales en ovinos de Argentina.
Se analizaron 485 sueros de ovejas/borregas de las razas Frisona Milchschaf o
Pampinta, seleccionados de una seroteca de 1098 muestras de 8 tambos de la
provincia de Buenos Aires, determinandose la seroprevalencia aparente de C. abortus
mediante ELISA indirecto y de 8 serovares de Leptospira spp. mediante
microaglutinacion (MAT). Ademas, se examinaron patolégicamente 58 casos (27 fetos
abortados por 25 madres -2 pares de mellizos-, 9 de los cuales incluyeron placentas, y
31 corderos <3 dias de vida) de 15 establecimientos de Buenos Aires (8), Corrientes
(5), Santa Fe (1) y Entre Rios (1). Tejidos y/o fluidos corporales de los 58 casos fueron
analizados por histologia, pruebas microbiolégicas (incluyendo cultivos bacteriolégicos
y cultivo selectivo para Salmonella spp.), moleculares y serolégicas/inmunolégicas.
Para la deteccion de Chlamydia spp., se realizd6 PCR anidada, PCR en tiempo real,
inmunofluorescencia directa (IFD) y tincién de Ziehl Neelsen modificada (Stamp),
mientras que para la deteccion de Leptospira spp. se realizd IFD y PCR en tiempo real
y para la deteccion de Campylobacter fetus se realizé IFD. Muestras de tejidos y/o
fluidos corporales se usaron para diagnostico de Toxoplasma gondii y Neospora
caninum por PCR e inmunofluorescencia indirecta. Resultados: La seroprevalencia
aparente general de C. abortus fue 7,8% (ICgs0, 6,04-9,6%) a nivel de individuos,
encontrdndose animales positivos en 100% (8/8) de los establecimientos. Se

establecid una asociacion estadisticamente significativa (p=0,03) entre la raza Frisona
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Milchschaf y la mayor probabilidad de presentar serologia positiva a C. abortus, sin
embargo, se plantea la necesidad de realizar mayores estudios. Esta asociacion
podria no deberse a la raza sino a que otros factores (manejo, regién, ambiente,
endemia, etc) son los condicionantes de la presencia de la enfermedad y la raza actua
como factor confundente. No se encontraron seroreactores a ninguno de los 8
serovares de Leptospira spp. (dilucién 1/100), indicando una seroprevalencia <4%. En
50% (29) de los 58 casos analizados patolégicamente, las muertes se atribuyeron a
agentes bacterianos/protozoarios, en 25,8% (15) a causas no infecciosas, y en el
24,1% (14) restante no se pudo establecer el agente causal (casos indeterminados).
Sin embargo, 9 de estos casos (15,5% del total y 64,2% de los indeterminados)
presentaron lesiones histoldgicas sugestivas de un agente infeccioso/protozoario y 5
casos (8,6% del total y 35,7% de los indeterminados) presentaron lesiones no
sugestivas de agentes infecciosos/protozoarios o no presentaron lesiones. Un 25,8%
(15) de las pérdidas se atribuyd6 a bacterias y 24,1% (14) a protozoos
(Toxoplasma/Neospora). Las causas bacterias identificadas fueron Escherichia coli,
Leptospira spp., Trueperella pyogenes, Mannheimia haemolytica, Listeria ivanovii,
Campylobacter jejuni, y Providencia sp. Los 58 casos (100%) resultaron negativos
para C. abortus, C. fetus y Salmonella spp. Las causas no infecciosas identificadas
fueron distocias en los fetos, y el sindrome de estrés-inanicién-hipotermia y traumas
en los corderos. A su vez, entre los casos analizados, los fetos abortados tuvieron
mayor probabilidad de ser diagnosticados con una causa bacteriana/protozoaria que
los corderos muertos en la etapa perinatal (p<0,05). Mediante este estudio se logro
realizar una aproximacién diagnostica de causas bacterianas, protozoarias y no
infecciosas de aborto y muerte perinatal en ovinos de Argentina. Sin embargo, seria
conveniente realizar estudios mas amplios para determinar si las pérdidas contindan
presentando similar distribucion cuando el nUmero de muestras analizadas incrementa
y/o identificar causas no identificadas hasta el momento.

Palabras clave: Ovinos, abortos, muerte perinatal, seroprevalencia aparente de

Chlamydia abortus, seroprevalencia de Leptospira spp.
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ABSTRACT

In Argentina there are around 15,000,000 sheep, 80% of which are in the Patagonia
region, the remainder are mostly distributed in the Pampean, Mesopotamian and
Northwest regions. Reproductive losses are one of the main constraints of sheep
production worldwide, but these losses are poorly documented in Argentina. In other
countries abortions in sheep are caused mainly by infectious agents and protozoa,
many of which are zoonotic. In turn, perinatal deaths (lambs that are born alive and die
between day 1 and 3 postpartum) are mainly attributed to non-infectious causes. Ovine
Enzootic Abortion caused by Chlamydia abortus, and leptospirosis, have been
identified as causes of these losses in other countries; however, there is little
information on these zoonotic diseases in sheep from Argentina. The general objective
of this work was: To estimate the apparent seroprevalence of C. abortus and
Leptospira spp. in sheep farms in the province of Buenos Aires and to identify bacterial,
protozoal and non-infectious causes of abortions and perinatal deaths in sheep in
Argentina. A total of 485 sera from sheep of the Friesian Milchschaf or “Pampinta”
breeds were selected from a collection of 1098 samples from 8 dairy farms in the
province of Buenos Aires. The samples were analyzed to determine the apparent
seroprevalence of C. abortus by indirect ELISA and of 8 serovars of Leptospira spp. by
microagglutination test (MAT). In addition, 58 carcasses ovine carcasses were
pathologically examined. These included 27 fetuses aborted by 25 dams (2 pairs of
twins), 9 of which included placentas, and 31 1- to 3-day-old lambs from 15 farms in
Buenos Aires (8), Corrientes (5), Santa Fe (1) and Entre Rios (1). Tissue and/or body
fluid samples of the 58 cases were analyzed by histology, microbiological (including
bacteriological cultures and selective culture for Salmonella spp.), molecular and
serological/immunological tests. For the detection of Chlamydia spp., nested PCR, real
time PCR, direct immunofluorescence assay (DIF) and modified Ziehl Neelsen staining
(Stamp) were performed, while DIF and real-time PCR were performed for the
detection of Leptospira spp., and DIF was performed for the detection of
Campylobacter fetus. Tissue and/or body fluid samples were used for diagnosis of
Toxoplasma gondii and Neospora caninum by PCR and indirect immunofluorescence
assay. Results: The general apparent seroprevalence of C. abortus was 7.8% (Clgse,
6.04-9.6%) at the individual level and 100% at the farm level. A statistically significant
association (p = 0.03) was found between the Friesian Milchschaf breed and C.
abortus seropositivity, however, there is a need for further studies. This association

might not be due to race but to other factors (management, region, environment,
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endemic, etc.) are determining the presence of the disease, and race acts as a
confounding factor. All sera were negative for the 8 serovars of Leptospira spp. at the
1/100 dilution, indicating that the seroprevalence is <4%. A total of 27 aborted fetuses
(4 fetuses from 2 mothers), 9 of which had a placenta, from 25 aborted females and 31
lambs that died at 1-3 days of age were analyzed. In 50% (29) of the 58 pathologically
examined cases deaths were attributed to bacterial/protozoal agents, while in 25.8%
(15) death was attributed to non-infectious causes, and in the remaining 24.1% (14) it
was not possible to establish the causal agent (indeterminate cases). However, 9 of
these cases (15.5% of the total and 64.2% of the cases of undetermined causes) had
histologic lesions suggestive of an infectious/protozoal agent and 5 cases (8.6% of the
total and 35.7% of the indeterminate cases) had lesions not suggestive of infectious
agents/protozoa or did not have lesions. In 25.8% (15) of the cases the losses were
attributed to bacteria and in 24.1% (14) to protozoa (Toxoplasma/Neospora). The
identified bacterial causes were Escherichia coli, Leptospira spp., Trueperella
pyogenes, Mannheimia haemolytica, Listeria ivanovii, Campylobacter jejuni and
Providencia sp. All 58 cases (100%) were negative for C. abortus, C. fetus and
Salmonella spp. The identified non-infectious causes were dystocia in fetuses and the
hypothermia-stress-starvation syndrome and trauma in lambs. Among the analyzed
cases, aborted fetuses were more likely to be diagnosed with a bacterial/protozoal
cause than lambs deceased in the perinatal stage (p <0.05). Through this study we
identified bacterial, protozoal and non-infectious causes of abortion and perinatal death
in sheep from Argentina. Further studies including larger number of cases are needed
to determine if the losses continue to present a similar distribution when the number of
cases analyzed increases and/or to identify causes of abortion or perinatal mortality not
yet identified in the country.

Key words: Sheep, abortions, perinatal death, Chlamydia abortus apparent

seroprevalence, Leptospira spp. seroprevalence.



1. INTRODUCCION

1.1. Generalidades.

En el mundo existen alrededor de 1000 millones de ovinos, los cuales son
importantes para la subsistencia y generacién de ingresos, representando mas del
70% de la produccion ganadera en paises en desarrollo (Pugh, 2011; Organizacion de
las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion [FAO], 2018). Esta especie
se adapta a una amplia gama de condiciones climaticas y geograficas contando con
gran prolificidad, siendo capaz de utilizar una gran variedad de alimentos a veces no
aprovechables por otras especies de animales de produccion (Kosgey et al., 2006). A
su vez, se ha observado un aumento en la producciéon total de fibra y carne de
pequenos rumiantes, debido a un aumento del numero total de cabezas, pero no a una
mayor eficiencia productiva (Pollott y Wilson, 2009; FAOSTAT, 2011).

En Argentina, la produccion ovina tiene gran relevancia dentro del sistema
agropecuario. Existen alrededor de 15 millones de ovinos, 80% de los cuales se
encuentra en la Patagonia, mientras que gran parte del porcentaje restante se
encuentra distribuido en las regiones Pampeana (mayormente en la provincia de
Buenos Aires), Mesopotamica y Noroeste (Ministerio de Agricutura, Ganaderia y Pesca
[MAGYP], 2021). La Patagonia es una regién semiarida, donde la produccién ovina se
realiza en forma extensiva, con grandes majadas, baja carga animal y dedicada
mayormente a la produccion de lana, siendo la carne un producto secundario. Por otra
parte, se encuentran las regiones Centro, Noreste y Noroeste del pais, con clima
templado y subtropical donde la actividad ovina es semi-intensiva y se centra en la
produccion de carne, complementandose con otras actividades, sean estas de
enfoque empresarial o familiar de subsistencia. Los sistemas de produccién en la
provincia de Buenos Aires y la region Mesopotamica se caracterizan por ser mixtos
agricola-ganaderos (tipicamente trigo-ovinos) y mixtos ganaderos (tipicamente
bovinos-ovinos), respectivamente. En la zona cordillerana norte también se encuentran
sistemas ganaderos mixtos ovino-caprino-camélidos sudamericanos (Mueller, 2013;
SENASA, 2017). En todas estas regiones colectivamente se producen anualmente
16579 y 76014 toneladas de carne y lana, respectivamente, que son los principales
productos derivados de la producciéon ovina en nuestro pais. Sumado a esto, la

produccion de leche ovina viene incrementandose progresivamente (SENASA, 2017).



1.2. Situacion del aborto y muerte perinatal ovina a nivel mundial y nacional.

Las mermas generadas por los abortos y muertes perinatales causan importantes
pérdidas econdémicas y son una de las principales limitantes de la eficiencia bioldgica y
de la produccién ovina a nivel mundial. Por este motivo, el monitoreo y caracterizacion
de estas mermas es de suma importancia (Grooms y Bolin, 2005; Grooms, 2006;
Kosgey et al., 2006; Subharat et al., 2011). A pesar de ello, se encuentran pobremente
documentadas en Argentina.

Las causas de aborto y muertes perinatales en ovinos, y sus frecuencias relativas,
como es de esperarse, varian en los diferentes paises siendo identificadas causas
infecciosas/protozoarias en 37 al 48% de los casos investigados (Kirkbride, 1993;
Moeller, 2001; Buxton et al., 2002; Chanton-Greutmann et al., 2002; Szeredi et al.,
2006; Masala et al., 2007; Van den Brom et al., 2012). Estas cambian a lo largo del
tiempo en funcion de cambios en el clima, sistemas de produccion, introduccién de
nuevos agentes infecciosos o aplicacion de nuevas medidas de control y prevencion
(vacunacion) de enfermedades en las majadas (Vellema y Van den Brom, 2014). Se
considera que, bajo condiciones productivas y sanitarias 6ptimas, la proporciéon de
abortos no deberia superar el 2-5%. Tasas del 5-10% deberian ser consideradas
elevadas y podrian presentarse en rebafios con enfermedades infecciosas
reproductivas endémicas. Por otro lado, cuando algunos patégenos ingresan por
primera vez en un rebafo, se pueden dar las condiciones para presentaciones
epidémicas (“tormentas”) de abortos, afectando a una gran cantidad de vientres (20-
30% o mas) en un corto periodo (Gerber et al., 2007; Menzies, 2011).

En ocasiones las pérdidas reproductivas pasan desapercibidas en condiciones de
manejo extensivas. Los abortos en pequenos rumiantes pueden ser causados por
diversos agentes infecciosos (virus, bacterias), protozoarios y no infecciosos (Givens y
Marley, 2008; Holler, 2012). Estudios realizados en otros paises, determinaron la
importancia de los abortos de origen infeccioso/protozoario en ovinos, siendo algunos
de los agentes involucrados: Salmonella enterica, Brucella ovis, Brucella melitensis,
Listeria monocytogenes, Campylobacter fetus, Campylobacter jejuni, Coxiella burnetii,
Chlamydia abortus (ex Chlamydophila abortus y Chlamydia psittaci serovar 1),
Leptospira spp., Toxoplasma gondii, Neospora caninum, Pestivirus, Orbivirus y
Ortobunyavirus, entre otros (Chattopadhyay et al., 2001; Gorchs y Lager, 2001; Masala
et al., 2005; Szeredi et al., 2006; Givens y Marley, 2008; Holler, 2012; Barrett et al.,
2015; Maclachlan y Osburn, 2017). Cabe considerar que varios de estos patégenos

son zoonoticos (Longbottom y Coulter, 2003; Baud et al., 2008; Roest et al., 2011;



Hazlett et al., 2013; Borel et al., 2018) y, como tales, su monitoreo tiene importancia en
salud publica.

Por su parte, las pérdidas ocasionadas por la mortalidad perinatal de corderos
derivan no sélo de la muerte y reduccién del numero de corderos disponibles para
venta o reposicion, sino también de pérdidas productivas ocasionadas por ovejas que
habiendo gestado y parido finalmente no crian, destetan o sefalan un cordero. Se
estima que alrededor del 80-85% de los costos productivos se efectian antes de que
se produzca el parto (Dutra et al.,, 2007). A su vez, el intento por aumentar la
prolificidad de las ovejas con el fin de mejorar el porcentaje de sefalada puede ser
contrarrestado por una mayor mortalidad de los corderos nacidos en partos multiples,
lo cual puede ser cuestionable desde el punto de vista ético y del bienestar animal
(Alexander, 1984; Mari, 1989).

Las causas de mortalidad perinatal descriptas en otros paises son diversas,
estando representadas tanto por agentes infecciosos/protozoarios como no
infecciosos. En Uruguay, Australia, Nueva Zelanda, Sudafrica y muchos otros paises
productores de ovinos, las muertes perinatales de corderos se estiman en un 20%, con
una variacion del 14 al 32% segun los anos y los predios (Dennis, 1974; Mari, 1989;
Cloete et al., 1993; Dalton et al., 1993). El 90 a 95% de las muertes ocurren durante
los primeros 3 dias de vida. A pesar de la marcada mejora en la nutricion, manejo de
las ovejas y corderos, y manejo sanitario, esta alta tasa de mortalidad perinatal sigue
siendo un problema productivo (Dutra et al., 2007).

En Argentina, trabajos realizados por Olaechea et al. (1983) y, posteriormente, por
Robles y Olaechea (2001) indicaron que la mortalidad perinatal es un problema que
afecta seriamente la eficiencia productiva de los establecimientos ganaderos ovinos.
No obstante, los estudios de relevamiento de las causas que intervienen en ella son
escasos. A su vez, algunos estudios realizados en el grupo de Sanidad Animal de la
Estacion Experimental Agropecuaria (EEA) de INTA Balcarce, Argentina, indican que
hay agentes infecciosos y protozoarios involucrados como causales de este tipo de
mermas en la produccién, y que en algunos casos pasarian desapercibidas o serian
atribuidas a otros factores (Fiorentino et al., 2003; Fiorentino, Hecker et al., 2015;
Recalt et al., 2016; Hecker et al., 2019).

Llegar al diagnéstico etiologico de un episodio de aborto en los ovinos, tiene
similares dificultades que en los bovinos. El aborto se puede originar a partir de una
infeccién en la madre, que pudo haber ocurrido semanas o incluso meses antes, la

cual generalmente suele pasar desapercibida. Una vez producida la muerte fetal, el



feto puede ser expulsado o permanecer retenido en el Utero, en cuyo caso avanzan los
procesos autoliticos, dificultando luego la observacion de lesiones que, de haber
existido, pueden no ser evidenciadas en estudios histopatoldgicos, asi como también
se dificulta la identificaciéon de los agentes causales por métodos de diagndstico
convencionales (Dubey, 2009). En ocasiones, en condiciones de campo, ni siquiera es
posible la deteccion del feto abortado o la placenta para ser analizados, siendo esto
agravado en situaciones extensivas o ante la presencia de animales carrofieros.
Incluso cuando estos son recuperados para analisis de laboratorio, los diagndsticos
etiolégicos de abortos y muertes perinatales en ovinos se alcanzan en 39 a 56% de los
casos (Kirkbride, 1993; Garcia Pérez et al., 1998; Vidi¢ et al., 2007). En el caso de los
abortos y muertes perinatales de origen bacteriano, el aislamiento y tipificacion
continla siendo la técnica de referencia para la identificacion de los agentes
involucrados a nivel de género y especie. A pesar de esto, el aislamiento del agente
causal puede presentar limitantes, por lo cual se requieren otros métodos de
diagnéstico como las técnicas de inmunohistoquimica, inmunofluorescencia,
hibridacion in situ y/o moleculares, que en ocasiones incluso aumentan la sensibilidad

de deteccién y la eficiencia del diagnostico (West et al., 2002; Diab y Uzal, 2007).

1.3. Causas bacterianas v protozoarias de aborto y muerte perinatal.
1.3.1. Chlamydia abortus.

Chlamydia abortus es una bacteria que infecta a ovinos, pero también a otras
especies de mamiferos como bovinos, caprinos, cerdos y humanos. En ovinos la
enfermedad causada por este patdgeno es conocida como aborto enzodtico ovino
(AEQO) y provoca importantes pérdidas productivas dadas por abortos y nacimientos
prematuros (Storz y Kaltenboeck, 1993; Aitken, 2000; Longbottom y Coulter, 2003; Al-
Qudah et al., 2004; Corsaro y Venditti, 2004; Rodolakis y Yousef Mohamad, 2010;
Longbottom et al., 2013; Van Der Linden, 2013; Hireche et al., 2014; Essig y
Longbottom, 2015; Burnard y Polkinghorne, 2016; Borel et al., 2018).

El AEO es una enfermedad de declaracién obligatoria tanto ante las autoridades
sanitarias de Argentina (Resolucién 422/2003) como de la Organizacion Mundial de
Sanidad Animal (OIE, 2020). Los relevamientos de C. abortus en los animales de
produccién de Argentina son escasos, abarcando Unicamente a caprinos y bovinos
(Fiorentino, Brunello et al., 2015; Rojas et al., 2018; Di Paolo et al., 2019). Sin
embargo, también hay reportes de C. abortus en psitacidos de la provincia de Buenos

Aires (Origlia et al., 2019). Debido a esto, existen evidencias de que esta bacteria



circula en el pais, sin embargo, hasta el momento se desconoce el real impacto del
AEO en rebarios argentinos (Fiorentino et al., 2003; Bedotti et al., 2008).

En cuanto a la transmisiéon de C. abortus, se da por medio de la ingestién de
alimentos o inhalacion de aerosoles contaminados (Aitken et al., 1990; Rodolakis,
2006). Esta bacteria infecta a las células epiteliales, monocitos y macréfagos, y en
individuos gestantes posee un marcado tropismo por las células trofoblasticas de la
placenta, llegando a la misma mediante bacteriemia (Rodolakis et al., 1998;
Longbottom y Coulter, 2003). Las lesiones se encuentran principalmente en las
membranas placentarias, sin embargo, la gravedad del dafio esta influenciada por el
momento y grado de infeccidn, lo que perjudica la integridad funcional del hilio de los
placentomas, afectando el intercambio materno-fetal de nutrientes y oxigeno, y el
equilibrio hormonal (McEwen et al.,, 1951; Leaver et al., 1989; Buxton et al., 2002;
Navarro et al., 2004). En los fetos afectados pueden encontrarse lesiones en el
cerebro, los pulmones y el higado (Buxton et al., 2002). Sin embargo, las ovejas
infectadas no suelen mostrar signos clinicos de la enfermedad antes del aborto,
aunque pueden observarse cambios de conducta y secreciones vaginales 48 h antes
de la expulsion fetal. Estas descargas pueden continuar durante 2 a 3 semanas, lo que
favorece la contaminacion ambiental (Nietfeld, 2001; Buxton et al., 2002; Longbottom y
Coulter, 2003; Borel et al., 2006).

El ciclo de desarrollo de C. abortus es intracelular bifasico, constando de dos
formas morfoldgicas distintas, el cuerpo elemental (CE) y el cuerpo reticular (CR), que
se adaptan especificamente a los entornos extracelular e intracelular, respectivamente
(Longbottom y Coulter, 2003). EI CE es la forma infecciosa de la bacteria, es de
tamano pequeno (200-300 nm de diametro) y metabdlicamente inactivo. El CE ingresa
por la via oronasal del hospedador susceptible y establece primoinfeccion en las
tonsilas palatinas, posteriormente se disemina por la sangre y la linfa a otros érganos
(Gutiérrez et al., 2011; Longbottom et al., 2013). Al ingresar a la célula hospedadora, el
CE queda dentro de un cuerpo de inclusion intracitoplasmatico y luego se transforma
en CR. Este ultimo es mas grande (500-1000 nm de diametro), no es infeccioso, pero
es metabodlicamente activo. EI CR se multiplica por fision binaria, llenando rapidamente
el cuerpo de inclusién, lo que aumenta el tamafo de la célula infectada. Hacia el final
del ciclo de desarrollo, los CR se transforman nuevamente en CE, que luego se liberan
por lisis o exocitosis y continuan infectando las células vecinas (Beatty et al., 1994;
Longbottom y Coulter, 2003). Algunos estudios in vitro han informado que bajo

condiciones de estrés, como el agotamiento de nutrientes (Raulston, 1997),



coinfecciones con virus (Deka et al., 2006; Borel et al., 2010) o protozoos (Romano et
al., 2013), o exposicion a antibioticos (Gieffers et al., 2004), citocinas (Beatty et al.,
1994) u hormonas (Amirshahi et al., 2011), las diversas especies de Chlamydia
desarrollan CR pleomérficos, de mayor tamafio a los habituales, que no se someten a
fision binaria, ni se diferencian de nuevo a CE. Dichas estructuras son conocidas como
cuerpos aberrantes (CA). Una caracteristica especialmente intrigante de la patogenia
del AEO es que C. abortus es capaz de establecer una infeccion latente o persistente
en tejidos linfoides, siendo indetectable en ovejas no prefiadas después de la infeccion
oronasal con una baja carga bacteriana (Longbottom et al., 2013). Asimismo, la
primoinfeccién de ovejas en las ultimas 5-6 semanas de gestacion a menudo conduce
al desarrollo de una infeccién latente, donde las ovejas parecen no estar infectadas
hasta la préxima gestacion (Aitken et al., 1990).

La infeccién latente o persistente no provoca cambios patolégicos hasta después
del dia 90 de gestacién, cuando los organismos se reactivan, lesionando la placenta, y
en ultima instancia provocando el aborto (Stamp et al., 1950; Jones et al., 1995;
Buxton y Henderson 1999; Buxton et al., 2002; Sammin et al., 2006). La infeccién con
C. abortus en ovejas prefiadas hasta 5-6 semanas antes del parto puede provocar el
aborto en las ultimas 2-3 semanas de esa gestacion, o el nacimiento de corderos
muertos o débiles que mueren frecuentemente en los primeros dias de vida (Aitken et
al., 1990). Sin embargo, las corderas sobrevivientes nacidas de madres infectadas

pueden verse afectadas por AEO en su primera gestacion (Wilsmore et al., 1990).

1.3.2. Escherichiacoli y Providencia sp.

Estas son bacterias oportunistas que pueden provocar abortos esporadicos vy
muerte de animales durante los primeros dias de vida (Campero et al., 1993, Campero
et al.,, 2003, Yaeger y Holler, 2007). Estos agentes se encuentran en el medio
ambiente o superficies mucosas y generalmente no estan asociados a enfermedades
significativas en el animal adulto, siendo parte de la microbiota normal. Sin embargo,
en animales jovenes algunas cepas pueden ocasionar diarrea que es una de las
principales causas de morbilidad y mortalidad (Canizalez Roman et al., 2016; Cho y
Yoon 2014; Aiello y Moses 2016). En el caso de E. coli se establecen en el intestino,
pudiendo provocar diarrea y septicemia mediadas por sus toxinas y otros factores de
virulencia (Nagy y Fekete, 2005; Kopic y Geibel, 2010); mientras que Providencia sp.
puede provocar infecciones del tracto urinario, septicemia y diarrea (O’Hara et al.,
2000).



1.3.3. Leptospira spp.

La leptospirosis es una enfermedad zoondtica de distribucién mundial siendo
considerada una de las principales patologias que provocan peérdidas econdmicas
(Suepaul et al., 2011; Adler 2015; Ellis, 2015). Las manifestaciones clinicas varian de
acuerdo con el estadio de la enfermedad, siendo la presentacion aguda poco frecuente
en ovinos (Singh et al., 1983; Ellis, 2015; Dutra, 2017). Sin embargo, su diagndstico
temprano es critico, por el riesgo de complicaciones severas que conlleva (Ko et al.,
1999; Laras et al., 2002).

La enfermedad puede cursar con fiebre, anorexia, diarrea, lagrimeo, conjuntivitis,
encefalitis, anemia, hemorragias, ictericia, hemoglobinuria, nefritis, mastitis, agalactia,
dermatitis, meningitis, muerte embrionaria, disminucion de la fertilidad, aborto,
nacimiento de animales débiles, poliartritis, neumonia atipica e inflamacién de las vias
respiratorias (Health y Jonson, 1994; Draghi, 2012; Ellis, 2015).

En cuanto a la diseminacion del agente, esta relacionado con factores
ambientales (humedad, suelos anegadizos con pH neutro o ligeramente alcalino) y
presencia de animales portadores o infectados (Levett, 2001; Adler y De la Pena
Moctezuma, 2010; Calderon et al., 2014; Ellis, 2015). La transmision de la bacteria
ocurre por contacto con orina infectada o ambientes contaminados (Brihuega et al.,
2008; Adler y De la Pena Moctezuma, 2010). La penetracion de leptospiras se produce
por lesiones cutaneas, piel reblandecida, membranas mucosas o también podria
transmitirse en forma venérea (Hartskeerl et al., 2011; Hamond et al., 2014). Los
mecanismos de resistencia o susceptibilidad a la leptospirosis en diferentes
hospedadores aun no se han determinado, pero podrian estar relacionados con
factores del huésped y/o del agente etioldgico (Ristow et al., 2008; Monahan et al.,
2009; Suepaul et al., 2011; Brihuega et al., 2012; Dos Santos et al., 2012).

Los ovinos son susceptibles a la enfermedad y también pueden ser reservorios del
agente, habiéndose detectado leptospiras por métodos directos en la orina y rifiones
(De Carvalho et al., 2011; Arent et al., 2013).

1.3.4. Trueperella pyogenes y Mannheimia haemolytica.

Ambos agentes pueden causar bronconeumonia, a veces en infecciones mixtas por
virus respiratorios. Estos agentes producen un gran impacto econémico, ya sea por
bajas en la productividad, la muerte de los animales o el costo del tratamiento
(Ackermann y Brodgen, 2000; Lopez Gallego, 2003; Ayelet et al., 2004; Ozbey et al.,



2004; Bell, 2008; Smith, 2010). Si bien los productores de diferentes regiones del pais
consideran de importancia los problemas respiratorios en ovinos (Suarez et al., 2011),
son escasos los reportes de enfermedad respiratoria en esta especie (Arrigo et al,
1984; Margineda et al., 2015; Martinez et al., 2019). En el caso de T. pyogenes y M.
haemolytica son bacterias comensales del tracto respiratorio de bovinos, ovinos y
otros rumiantes (Bowland y Shewen, 2000; McGavin y Zachary, 2007; Rice et al.,
2008; Lindstrom et al., 2018). Sin embargo, cuando existen factores predisponentes
tales como estrés, inadecuado calostrado, inclemencias climaticas, o infeccion por
determinados virus respiratorios (Thompson et al., 1977; Jost y Billington, 2005;
Songer y Post, 2005; Lacasta et al., 2008; Quinn et al., 2011; Martinez et al., 2019),
puede desencadenarse la enfermedad, que se caracteriza por fiebre alta, tos, disnea,
secreciéon nasal mucopurulenta, anorexia y depresion (Brogden et al., 1998;
Ackermann y Brodgen, 2000; Radostits et al., 2006; Bell 2008; Dassanayake et al.,
2009; Dassanayake et al., 2013). A su vez, T. pyogenes también puede ocasionar
infecciones supurativas que incluyen abscesos, artritis, endocarditis, mastitis, metritis,

osteomielitis y vasculitis (Brodzki et al., 2014; Cohen et al., 2015).

1.3.5. Listeria spp.

La listeriosis es causada por especies patdogenas del género Listeria, notablemente
L. monocytogenes y L. ivanovii. En cuanto a L. ivanovii, se encuentra en el medio
ambiente mediante un ciclo continuo de enriquecimiento fecal-oral (Elischerova et al.,
1990; Sergeant et al., 1991; Alexander et al., 1992; Gill et al., 1997; Chand y Sadana,
1999; Brugeére-Picoux, 2008), resistiendo la congelacion, descongelacion y pudiendo
sobrevivir durante varios afios en heces, ensilados y suelos (Radostits et al., 2006). La
infeccién ocurre por via oral luego de la ingestion de alimentos 0 agua contaminados, y
es particularmente comun en rumiantes alimentados con ensilaje en mal estado (Low y
Donachie, 1997; Vazquez-Boland, 2001; Rawool et al., 2007). Mientras que L.
monocytogenes infecta tanto a humanos como a animales, causando
meningoencefalitis, sepsis, aborto, gastroenteritis y mastitis (Radostits et al., 2006;
Alexander et al., 1992), L. ivanovii infecta predominantemente a pequefios rumiantes
causando septicemia, enteritis y aborto, siendo la principal lesion microscépica en el
feto abortado la bronconeumonia (Guillet et al., 2010). Sin embargo, en animales
adultos no gestantes puede ser asintomatica (Ilvanov, 1962; Gill et al., 1997). Listeria
ivanovii ha sido descripta como causante de abortos esporadicos en bovinos y

humanos (Snapir et al., 2006; Vazquez-Boland et al., 2001).



1.3.6. Campylobacter jejuni.

En la mayoria de los paises productores de ovinos, Campylobacter es una de las
causas mas frecuentes de aborto (Poland, 2004). Dentro de las especies patégenas se
encuentra C. jejuni, que puede infectar a las ovejas gestantes luego de la ingestion de
alimentos o agua contaminados con productos del aborto, descargas uterinas o heces
de animales portadores (Smibert, 1969). Esta bacteria se encuentra comiunmente en el
contenido intestinal, vesicula biliar o heces de ovejas sanas, sin embargo, algunas
cepas pueden causar infecciones sistémicas asociadas a brotes de aborto en ovejas y
abortos esporadicos en bovinos y caprinos (Delong et al., 1996; Stanley et al., 1998;
Colles et al., 2003; Stanley y Jones, 2003; Zweifel et al., 2004; Acik y Cetinkaya, 2006;
Sahin et al., 2008; Burrough et al., 2009; Grove-White et al., 2010; Sahin et al., 2012).

Después de la exposicion inicial, puede ocurrir una bacteriemia seguida de
placentitis, infeccion fetal y aborto en el ultimo tercio de la gestacién (Russell, 1955;
Stansfield et al., 1986; Skirrow, 1994; Delong et al., 1996). La bacteria es muy
contagiosa y puede ocurrir que hasta el 50% de las ovejas aborten cuando el patégeno
se introduce por primera vez en un rebafo (Dennis, 1990). A pesar de esto, luego de
una tormenta de abortos inicial, la inmunidad poblacional puede limitar la enfermedad
(Sahin et al., 2012).

1.3.7. Protozoos apicomplejos (Apicomplexa).

Dentro de este grupo hay tres patégenos abortivos ovinos: T. gondii, N. caninum y
Sarcocystis spp. En esta tesis al referirnos a protozoarios apicomplejos sélo haremos
alusion a los primeros dos, que son los abordados en la misma. Toxoplasma gondii es
un parasito intracelular obligado con distribucion mundial. Tiene tres estadios
infecciosos: taquizoitos, bradizoitos y ooquistes esporulados (con ocho esporozoitos).
Estas etapas estan vinculadas a un ciclo de vida facultativo heteroxeno, donde los
felinos actuan como huéspedes definitivos, mientras que practicamente todas las
especies de sangre caliente, incluidos los humanos, pueden actuar como huéspedes
intermediarios (Amendoeira et al., 2003; Dubey, 2009; Sibley et al., 2009; Liu et al.,
2015). La principal via de transmisién es la oral: los seres humanos y los animales
pueden infectarse al ingerir quistes tisulares que contienen bradizoitos, de carne cruda
0 poco cocida, u ooquistes esporulados de diversas fuentes ambientales (suelo, agua,
vegetales). En los seres humanos, la infeccién suele ser asintomatica o causar

sintomas leves similares a los de la gripe (Dong et al., 2018). Sin embargo, la
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toxoplasmosis puede poner en peligro la vida, especialmente en personas
inmunosuprimidas (Lewis et al., 2015; Hide, 2016). Ademas, si se adquiere durante el
embarazo, la toxoplasmosis puede provocar aborto espontaneo o malformaciones
congénitas que afecten al cerebro, los ojos u otros 6rganos del feto (Montoya y
Liesenfeld, 2004). En los animales, la falla reproductiva ocurre cuando se ingieren
ooquistes durante la gestacidon o menos frecuentemente por reactivacién de quistes
tisulares, lo que puede ocasionar abortos, momificacién fetal, muerte embrionaria,
malformaciones congénitas y mortinatos (Dubey, 2009; Pérez et al., 2011; Hide, 2016).

En cuanto a N. caninum, estudios experimentales y observacionales indican que es
una causa importante de aborto en rumiantes. A pesar de esto, la importancia
epidemioldgica, clinica y econdmica en ovinos aun no se comprende completamente,
pudiendo ser muchas veces subestimada en términos de pérdidas reproductivas
(Moreno et al.,, 2012; Arranz-Solis et al., 2015; Gonzalez-Warleta et al., 2018). La
infeccidn en rumiantes se produce al ingerir alimentos o agua contaminados con
ooquistes excretados en las heces de huéspedes definitivos infectados tales como
perros, dingos y coyotes (los dos ultimos no presentes en nuestro pais) (Gondim et al.,
2004; King et al., 2010). Sin embargo, también se puede dar la transmisién vertical o
transplacentaria considerada de gran importancia, la cual ocurre cuando una madre
crénicamente infectada transmite a su cria la infeccién durante la gestacion (Moreno et
al., 2012; Almeria, 2013; Arranz-Solis et al., 2015; Donahoe et al., 2015; Porto et al.,
2016; Dubey et al., 2017; Gonzalez-Warleta et al., 2018). En este sentido, si la
infeccién se produce durante el primer y segundo tercio de la gestacion, la tasa de
aborto puede ser alta. Si la infeccion se da en el tercio final, puede presentarse el
nacimiento de corderos prematuros infectados, débiles o clinicamente sanos, los
cuales pueden morir durante el periodo perinatal (Jolley et al., 1999; Benavides et al.,
2012; Arranz-Solis et al., 2015; Gonzalez-Warleta et al., 2018)

En los rumiantes infectados el aborto es la principal manifestacion clinica y se
puede producir en forma enzodtica, asociado a frecuentes infecciones cronicas
verticales, o epizodtica, en relacion con infecciones agudas posnatales (Dubey et al.,
2007).

1.4. Causas no infecciosas de aborto y muerte perinatal.

Las causas no infecciosas de muerte son multiples y pueden ocurrir durante
cualquier momento de la gestacion o en los primeros dias de vida (muerte perinatal)

(McFarlane, 1965). En relacion con esto, el mayor numero de pérdidas se produce
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generalmente durante los primeros 3 dias de vida inclusive, las cuales pueden estar
asociadas a falta de ingestion de calostro y leche, secuelas de partos multiples, mala
aptitud materna, mala conformacion de las ubres o pezones, edad y experiencia de las
hembras, falta de sincronizacion al parto, entre otros factores. Por otro lado, las
muertes también pueden estar asociadas a una mala relacion madre-cria, nacimiento
de corderos débiles, bajo peso al nacimiento, partos laboriosos y prolongados, distocia
y factores climaticos (Noakes et al., 2001; Banchero et al., 2007; Tortora, 2008).

A su vez, las muertes por distocia también pueden darse como consecuencia de
traumatismos ocurridos durante el parto. Segun lo establecido por Riet-Correa et al.
(2007) las distocias son mas frecuentes en corderos machos, con alto peso al
nacimiento y en ovejas que llegan débiles al parto. También puede darse en casos de
borregas con poco desarrollo de la pelvis, o cuando hay gran desproporcion feto-
pélvica (Arthur et al., 1991). La muerte del cordero puede ocurrir durante o
inmediatamente después del parto, y generalmente es resultado del trauma, hipoxia o
hipoglucemia por inanicion que afecta al sistema nervioso central y a otros tejidos
vitales (Dutra et al., 2007).

Por lo hasta aqui expuesto, comprendemos que las pérdidas reproductivas en
ovinos a nivel mundial son un problema relevante y se deduce la necesidad de
conocer qué agentes son responsables de abortos y muertes perinatales en ovinos de

nuestro pais.
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2. HIPOTESIS

“El andlisis seroldgico permite estimar la seroprevalencia aparente de bacterias
abortivas en majadas de Argentina, y la investigacion diagnostica de abortos y muertes
perinatales en ovinos del pais permite la identificacion de causas bacterianas,

protozoarias y no infecciosas de estas pérdidas”.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo general.

Estimar la seroprevalencia aparente de C. abortus y Leptospira spp. en tambos
ovinos de la provincia de Buenos Aires, e identificar causas de aborto y muerte

perinatal en ovinos de Argentina.

3.2. Objetivos particulares.

Determinar la seroprevalencia aparente de C. abortus y Leptospira spp. en majadas

ovinas lecheras de la provincia de Buenos Aires en el afio 2017.

Evaluar si existe asociacion entre la seropositividad a C. abortus y Leptospira spp.,
la categoria de los animales, el tamarno de la majada y la raza en majadas de ovinos

lecheros de la provincia de Buenos Aires.

Realizar un seguimiento de hembras ovinas seropositivas a C. abortus al momento
del servicio, para evaluar su estado serolégico y la eliminacion vaginal de Chlamydia
spp. luego de la paricién del mismo ciclo productivo, en una majada de la provincia de

Buenos Aires.

Identificar causas bacterianas, protozoarias y no infecciosas de aborto y muerte
perinatal en ovinos remitidos al Laboratorio de Bacteriologia del Servicio de

Diagndstico Veterinario Especializado de la EEA del INTA Balcarce.

Evaluar si entre los casos recibidos los fetos abortados o los corderos muertos en la
etapa perinatal tuvieron mayor probabilidad de ser diagnosticados con una causa

bacteriana/protozoaria o no infecciosa de muerte.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Determinacion de la seroprevalencia aparente de C. abortus y Leptospira

spp.
Segun una encuesta realizada por INTA Anguil en el afo 2007-2008, la provincia de

Buenos Aires contaba con 26 tambos ovinos con un total de 1999 ovejas en ordene
(Busetti y Suarez, 2009), de los cuales 27% (7 tambos) pertenecia a instituciones del
estado (INTA, universidades, escuelas agrotécnicas) y 42% (11 tambos) poseia
majadas de menos de 25 animales. Para esta tesis se utiliz6 un banco de sueros
ovinos cedidos por la Unidad Ejecutora Provincial de la Ley Ovina, lo que represento el
30,8% (8 tambos) de los 26 tambos declarados en dicha encuesta. Las muestras se
utilizaron para determinar la seroprevalencia aparente de C. abortus y Leptospira spp.
El banco usado contenia 1098 sueros de ovejas y borregas procedentes de 8 tambos
ovinos ubicados en distintos partidos de la provincia de Buenos Aires (Tabla 1). Las
muestras habian sido recolectadas en el aio 2017 y correspondian a las razas Frisona
Milchschaf y Pampinta. Se seleccionaron al azar y analizaron 73 sueros de ovejas y
borregas por cada uno de los 8 establecimiento, sin embargo, cuando el niumero de
ejemplares por majada fue menor se analizé el total, analizdndose 485 muestras
(Tabla 1). A su vez, cuando fue posible se asigné el numero de borregas y ovejas
adultas en forma proporcional a su contribucién en cada rebafno. En total se analizaron
393 ovejas y 92 borregas. Con respecto al tamafo de las majadas de origen de las
muestras, aquellas con 34-84 hembras fueron consideradas majadas chicas, y

aquellas con 196-371 hembras fueron consideradas majadas grandes (Tabla 1).
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Tabla 1. Numero total y analizado de hembras ovinas procedentes de 8 tambos ubicados

en distintos partidos de la provincia de Buenos Aires, Argentina, segun raza y categoria.

Hembras Hembras analizadas
Partido Raza otales

Borregas Ovejas  Total

Canfuelas Frisona Milchschaf 35 13 22 35
Maipu Frisona Milchschaf 84 -2 73 73
San Miguel del Monte  Frisona Milchschaf 62 -2 62 62

Tandil Frisona Milchschaf 34 -2 34 34

Balcarce Pampinta 62 20 42 62

Bolivar Pampinta 254 21 52 73

Magdalena Pampinta 196 15 58 73

Pehuajé Pampinta 371 23 50 73
Total 1098 92 393 485

"No incluye corderas; los 5 predios con < 84 hembras fueron considerados majadas chicas, -: no

contaban con la categoria borrega.

4.1.1. Seroprevalencia aparente de Chlamydia abortus.

Para la estimacion de la seroprevalencia aparente de C. abortus se utilizd una
prueba comercial de ELISA indirecto (IDEXX Chlamydiosis Total Ab Test”, EEUU),
siguiendo las especificaciones del fabricante. Este kit posee pocillos de microtitulacion,
recubiertos con un antigeno de C. abortus que permite detectar IgG generada contra
dicho agente. Segun el fabricante, el kit tiene una sensibilidad de entre 89 y 95% y una
especificidad del 100%, determinadas en poblaciones caprinas de regiones
geograficas que no incluyen a Argentina. Sin embargo, estudios independientes
realizados en ovinos y bovinos sugieren que la especificidad de un kit de ELISA
comercializado por IDEXX basado en antigeno completo (Bommana et al., 2019) como
el usado en esta tesis seria considerablemente menor a la indicada por el fabricante.

Para realizar el diagndstico seroldgico, tanto los sueros problema como los
controles fueron diluidos (1:400) con solucion tampén de lavado (1:10) provista por el
fabricante y posteriormente agregados en los pocillos (100 yL/pocillo). Las placas
fueron incubadas por 1 h en estufa a 37°C, lavadas 3 veces con solucién tampén de

lavado y luego se procedioé a agregar un anticuerpo anti-lIgG de rumiantes conjugado
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con peroxidasa de rabano picante (100 uL/pocillo) provisto por el fabricante. Luego de
1 h de incubacion a 37°C, las placas fueron lavadas 3 veces y se agregaron 100 L de
la solucion de sustrato (3,3',5,5'-tetrametilbencidina) a cada pocillo. Después de
incubar a temperatura ambiente durante 15 min., se procedi6 al frenado de la reaccion
agregando 100 pL/pocillo de la solucién de frenado provista por el fabricante. La
lectura de la densidad dptica (DO) fue realizada en un lector de microplacas (Titertek,
Multiskan, ICN, Finlandia) con filtro A450.

El resultado final se obtuvo considerando la DO de los pocillos con muestra y con la
DO de los pocillos que contenian los controles positivo y negativo. Se calculé
dividiendo la absorbancia de las muestras por la absorbancia media del control
positivo (corregidas ambas por la absorbancia media del control negativo), que da
como resultado un valor de S/P como se expresa a continuacion:

S/P (%) = (DO muestra — DO control negativo / DO control positivo — DO control
negativo) x 100

La interpretacion de los resultados se realizd siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Las muestras con un valor de S/P < 30% se consideraron negativas,
mientras que las muestras con un valor de S/P = 40% se consideraron positivas.
Muestras con un valor de S/IP = 30% y < 40% se consideraron sospechosas
(consideradas negativas al momento del célculo de prevalencia aparente). Estos
puntos de corte provistos por el fabricante del kit no fueron obtenidos de poblaciones
de ovinos de Argentina.

La prevalencia aparente determinada por esta via no fue sometida a ajuste por
sensibilidad y especificidad del ELISA para calcular la prevalencia real. En
consecuencia, cuando nos referimos a la prevalencia calculada en esta tesis nos
referimos a prevalencia aparente, y no a prevalencia real, excepto que lo

especifiquemos.

4.1.2. Seroprevalencia de Leptospira spp.

Para determinar la seroprevalencia de Leptospira spp. se utilizé la técnica de
microaglutinaciéon en tubo (MAT), considerada la prueba de referencia para la
deteccion de anticuerpos en el diagnostico de leptospirosis (Chappel, 1998). Esta
prueba permite la deteccion de anticuerpos IgM e IgG (International Office of
Epizootics [OIE], 2008) y tiene una sensibilidad del 93,2% y una especificidad del
100% (Bajani et al., 2003).
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Se evaluaron diferentes serogrupos-serovares de referencia adecuados para la
especie ovina y para la zona, representantes de las especies L. interrogans, L.
kirschneri y L. borgpetersenii, incluyendo Ballum Castellonis, Canicola Canicola,
Grippotyphosa Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae Copenhageni, Pomona Pomona,
Sejroe Wolffii, Sejroe Hardjo y Tarassovi Tarassovi (Schust et al., 2011; OIE, 2014).

Como antigenos se utilizaron cultivos vivos con densidades aproximadas a 2 x 10°
leptospiras/mL utilizandose cepas originalmente cedidas por el Laboratorio de
Leptospirosis del INTA Castelar. Las serovariedades de referencia fueron cultivadas
en medio de cultivo liquido Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH) a 29 %
1°C durante 4 a 8 dias. Previo al desarrollo de la técnica los antigenos fueron
observados bajo microscopio de campo oscuro (NIKON Eclipse €200) con objetivo 10x
y 40x a fin de confirmar vitalidad y grado de contaminacion.

Para el desarrollo de la técnica, se realizd una dilucion del suero incognita (100 yL
de suero en 4,9 mL de solucién salina tamponada con fosfato -PBS- de pH 7,2). Luego
se tomaron 100 pyL de dicha dilucion y se colocaron en tubos de vidrio, afadiendo
posteriormente 100 puL de cada antigeno (1 tubo por serogrupo-serovar de referencia),
logrando una dilucion final del suero de 1/100. Para los controles negativos se
utilizaron 100 yL de PBS adicionando 100 uL de cada antigeno (1 tubo por serogrupo-
serovar de referencia). Los tubos fueron incubados a 30 + 1°C durante 2 horas. No se
incluyeron controles positivos lo cual no es un requerimiento para la validacién de
resultados en la técnica de MAT (OIE, 2018b).

La observacion de microaglutinacién se realizd con microscopio 6ptico (NIKON
Eclipse €200) con sistema de campo oscuro con objetivo de 10x%. El titulo de punto
final se definié como la dilucion de suero que mostré al menos un 50% de aglutinacién,
dejando libres un maximo de 50% de las células bacterianas en comparacion con el

cultivo control.

4.2. Determinacién de la seroprevalencia aparente y seguimiento de
animales seropositivos para evaluar excrecion vaginal de C. abortus
luego del parto.

Debido a la facilidad de acceso a una de las 8 majadas incluidas en el estudio
serolégico, se realizd un seguimiento Unicamente del tambo ovino ubicado en el
partido de Balcarce (Tabla 1). En un primer muestreo realizado al momento del
servicio en marzo de 2019, se extrajo sangre sin anticoagulante para la obtencién de

suero y deteccion de IgG contra C. abortus de las 20 borregas y 42 ovejas que
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totalizaban las 62 hembras de este predio (Tabla 1). La serologia se realiz6 mediante
la metodologia de ELISA mencionada en la seccion 4.1.1 de esta tesis. Luego de
realizado este primer muestreo y habiendo resultado 6 ovejas seropositivas, se realiz6
un segundo muestreo en octubre del mismo afio coincidiendo con 1 mes luego de
iniciada la temporada de partos. Para esto, se tomo6 una segunda muestra de sangre
sin anticoagulante para obtener suero y detectar la presencia de anticuerpos contra C.
abortus unicamente en las 6 ovejas que habian resultado seropositivas al primer
muestreo con la misma metodologia. También se realizaron al mismo momento y en
estas 6 ovejas hisopados vaginales para deteccién de C. abortus a través de PCR
anidada y deteccion de estructuras compatibles morfolégicamente con Chlamydia spp.
a través de la tincion de Ziehl Neelsen modificada (ZNm) (Stamp et al., 1950). Las
muestras de sangre sin anticoagulante fueron colocadas en tubos y una vez en el
laboratorio fueron centrifugadas a 3500 rpm durante 10 min. para separar el suero,
conservandolo a -20°C hasta su procesamiento mediante ELISA. Para las muestras de
hisopados vaginales se procedid de la siguiente manera: dos hisopos estériles se
introdujeron en la vulva de cada una de las 6 ovejas y se frotaron contra la pared
vaginal durante 20 s. Luego, uno de los hisopos fue colocado en un tubo con 500 pL
de agua bidestilada estéril para PCR y transportado refrigerado al laboratorio, donde
fue mezclado mediante un agitador vértex y centrifugado a 3500 rpm durante 5 min.
Luego se elimind el hisopo y se conservé el contenido en freezer de -80°C hasta el
momento en el cual se realizé la extraccion de ADN con el kit comercial “High Pure
PCR Template Preparation® (Roche LS, Alemania), y la PCR anidada
correspondiente.

Con el otro hisopo, se realizé un extendido sobre un portaobjeto luego de tomada la
muestra, fijandolo al calor de una llama y realizando la tincion de ZNm una vez en el
laboratorio. A pesar del seguimiento realizado, no fue posible la recoleccion de fetos

de este establecimiento.

4.3. Determinacion de las causas de abortos y muertes perinatales en

oVvinos.

4.3.1. Analisis de fetos, placentas y corderos.
Durante dos temporadas de parto consecutivas (2018-2019), se examinaron 27

fetos y 9 placentas provenientes de 11 establecimientos. Ademas, se examinaron 31
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corderos de hasta 3 dias de vida procedentes de 7 establecimientos, 3 de los cuales
también habian enviado al menos 1 feto. Los especimenes eran provenientes de
majadas ubicadas en establecimientos de las provincias de Buenos Aires (n = 43),
Corrientes (n = 13), Santa Fe (n = 1) y Entre Rios (n = 1). Se tomaron datos tales
como tamafo de la majada y manejo sanitario, y otra informacion considerada de
importancia epidemioldgica para diagndstico del aborto y muerte perinatal en ovinos

(ver seccion de resultados).

4.3.1.1. Necropsia, toma vy analisis de muestras.

Se realizd la necropsia de 27 fetos abortados, de los cuales 4 provinieron de 2
gestaciones gemelares (es decir que representaban 25 madres abortadas), y de 31
corderos muertos en la etapa perinatal, en este ultimo caso no se pudo corroborar si
los corderos analizados eran hijos Unicos. A su vez, se inspeccionaron
macroscopicamente 9 placentas que acompanaban a 9 de los 27 fetos recibidos, que
habian sido obtenidas de hembras abortadas. Previo a la necropsia, los fetos fueron
pesados y medidos (longitud craneo-coccigea) y se observo el grado de desarrollo del
manto lanar y piloso, con el fin de estimar la edad gestacional (Roberts, 1986). Con
estos datos, las pérdidas gestacionales fueron clasificadas en abortos de primer (15 a
60 dias), segundo (> 60 a 110 dias) o tercer (> 110 a 140 dias) periodo de gestacién
(Robles, 2013). A su vez, la clasificaciébn de los corderos que nacieron vivos y
murieron durante los primeros dias de vida se realizd en base a informacion
suministrada por los productores y también de forma subjetiva en base al estado de
deshidratacién del cordén umbilical. Se registré el grado de autdlisis en una escala
subjetiva de tres grados: 1 (leve), 2 (moderada) y 3 (severa) (Roberts, 1986; Campero
et al., 2003), y se llevaron registros fotograficos de cada caso. También se registro la
raza en cada caso.

En la Tabla 2 se resumen las muestras obtenidas durante las necropsias, siempre
que fue posible las mismas fueron procesadas inmediatamente, en caso contrario
fueron conservadas a -80°C hasta su procesamiento. Se realizd cultivo bacterioldgico
en busca de patdégenos bacterianos asociados a pérdidas reproductivas
(Campylobacter spp., Salmonella enterica, Listeria spp., entre otros). Para identificar
estructuras compatibles con Chlamydia spp. se utilizd la tincion de ZNm e
inmunofluorescencia directa (IFD) usando un kit comercial (Chlamydia Thermo
Scientific™ IMAGEN™), siguiendo las especificaciones del fabricante. A su vez, se

realizd la extraccién de ADN por el método basado en columnas, utilizando el kit
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comercial “High Pure PCR Template Preparation®” (Roche LS, Alemania)
(posteriormente descripto), seguida de una PCR anidada (Sachse y Hotzel, 2003) para
amplificacion de ADN de C. abortus y C. psittaci. Para la deteccion de Leptospira spp.
se aplicaron las técnicas de IFD y PCR en tiempo real, esta ultima esta dirigida al gen
16S del ADNr ubicado entre la posicion 171 y 258 lo que permite la deteccion de
Leptospira spp. (Smythe et al., 2002).

Para la deteccion de ADN de N. caninum, se llevé a cabo una PCR anidada de un
solo tubo, que esta dirigida a la region del espaciador transcripto interno 1 (ITS1),
previamente descripto por Buxton et al. (1998). Para la detecciéon de ADN de T. gondii
se siguio el protocolo de PCR descripto por Moré et al. (2010), dirigido al gen B1.
Ademas, sobre muestras de liquidos de cavidades obtenidas postmortem en fetos y/o
corderos, se utilizo la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFl) para la deteccion
de anticuerpos IgG anti-N. caninum y anti-T. gondii (Tabla 2) usando metodologias
previamente descriptas por Hecker et al. (2019).

Durante las necropsias se recolectaron ademas muestras de placenta, higado,
encéfalo, corazon, pulmon, bazo, rindn, glandula adrenal, timo, musculo esquelético y
lingual, intestino delgado y grueso, que fueron fijadas por inmersion en formalina
tamponada al 10%. Estas muestras fueron destinadas a estudios histolégicos para lo
cual fueron deshidratadas a través de alcoholes graduados a xileno, luego fueron
embebidas en parafina, siguiendo la rutina de trabajo del laboratorio de Patologia
Veterinaria de la EEA INTA Balcarce (Campero et al., 2003). Se obtuvieron secciones
de tejidos de 4-5 ym mediante micrétomo, siendo montadas en portaobjetos y tefidas
con hematoxilina y eosina, para su posterior examen histolégico bajo microscopio
optico (NIKON Microflex HFM, Japdén) por un mismo patdlogo veterinario
especializado.

A su vez, en un feto del que se aislé L. ivanovii, se realizé inmunohistoquimica
(IHQ) a partir de tejidos formolados, utilizando un anticuerpo primario anti-L.
monocytogenes (antisuero de Listeria O poli tipos 1 y 4, Difco, Detroit, Ml, EEUU). El
anticuerpo fue diluido 1/1500 en PBS y siguiendo el procedimiento indicado por
Domingo et al. (1986) y Campero et al. (2002), a fin de confirmar la presencia de
antigenos del género bacteriano en concordancia con las lesiones histologicas
observadas. Como control positivo para esta técnica se utilizd pulmén de un bovino
naturalmente infectado con L. monocytogenes mientras que como control negativo se

utilizé tejido hepatico el cual fue negativo al cultivo de Listeria spp.
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Tabla 2. Toma de muestras y andlisis realizados para identificacion de patdgenos

bacterianos y protozoarios, 0 anticuerpos contra protozoarios, en casos de abortos y

muertes perinatales en ovinos.

Bacterias Protozoos
Toxoplasma
Campylobacter ) ) gondii,
Chlamydia spp. Leptospira spp.
fetus Neospora
caninum
Cultivo
) ) Tincién de 3 IFD/PCR en 4
Muestras  Bacterio- IFD ) PCR ) IFI"/PCR
. ZNm*/IFD tiempo real
légico
Placenta X X X X X
Pulmon X X X X X
LA® X X
Higado X X X
Bazo X X X
Rifién X
Encéfalo X X
LC® X

" IFD: inmunofluorescencia directa, 2 ZNm: Ziehl Neelsen modificada, > PCR: reaccion

en cadena de la polimerasa, * IFl: inmunofluorescencia indirecta, ° LA: liquido de

abomaso, °LC: liquido de cavidad peritoneal, toraxica o pericardica.

4.3.2. Bacteriologia.

4.3.2.1. Cultivo bacteriolégico.

Muestras de 6rganos detallados en la Tabla 2 fueron colectados asépticamente y

colocados en bolsas estériles (Nasco, EEUU), a las cuales se les adicioné 10 mL de

PBS (pH 7) estéril. Posteriormente los tejidos fueron macerados y una alicuota fue

sembrada, al igual que el liquido abomasal, en placas con agar McConkey (MC,

aerobiosis), agar sangre Columbia con 7% de sangre bovina (ASC, en atmésfera con
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10% de CO,), y agar Skirrow con 7% de sangre equina desfibrinada (ASK, en
atmosfera creada con tubos de gases con 5% de O,, 5-10% de CO, y 85-90% de H,),
incubandose durante 1, 2 y 7 dias respectivamente, en estufa a 37°C. Adicionalmente,
para el cultivo de Salmonella spp. se realizé un pre-enriquecimiento de un 1 mL de
cada macerado de érgano (higado, pulmoén y bazo) en medio tetrationato, el cual fue
incubado en estufa a 37°C en aerobiosis. Los dias 1, 3 y 5 se realizé un repique de
este medio de pre-enriquecimiento al medio xilosa lisina desoxicolato (XLD) a fin de
identificar colonias productoras de acido sulfhidrico y luego continuar con la
caracterizacion bioquimica. Todas las colonias que desarrollaron en los diversos
medios fueron caracterizadas mediante la tincion de Gram, morfologia microscopica,
produccion de hemdlisis (a, B, y) en ASC y pruebas bioquimicas basicas tales como
movilidad, oxido-fermentacion, pruebas de actividad catalasa, oxidasa, ureasa y cultivo
en medio Kligler. Luego se realizaron otras pruebas de identificacién complementarias
de acuerdo con los resultados previamente obtenidos en las pruebas bioquimicas
basicas (Holt et al., 1994).

En el caso de L. ivanovii, las colonias aisladas en ASC fueron caracterizadas
mediante la tincién de Gram, morfologia microscopica, produccion de 3 hemdlisis en
ASC y pruebas bioquimicas basicas previamente indicadas. A su vez, se realizaron
pruebas de identificacion complementarias tales como indol, nitrato, beta-glucosidasa,
hidrolisis de esculina, prueba de rojo de metilo-Voges-Proskauer, fermentacién de
carbohidratos y prueba de Christie—Atkins—Munch-Peterson (CAMP) (Holt et al., 1994).
Una vez confirmado el aislamiento de L. ivanovii se analizaron muestras de silo de
maiz, alimento que estaban recibiendo las ovejas al momento de presentarse las
pérdidas. Para el cultivo se utilizaron 25 g de silo de maiz los cuales fueron sembrados
en 225 mL de caldo de enriquecimiento University Of Vermont Medium (UVM) el cual
contiene acriflavina y acido nalidixico, la incubacion se realizé durante 24 hen estufa a
30°C en aerobiosis. Luego de este tiempo se realizé un enriquecimiento secundario en
caldo Fraser, para esto se transfirié 0,1 mL del caldo de enriquecimiento UVM a 10 mL
de caldo Fraser siendo incubado por 24-48 h en estufa a 37°C en aerobiosis.
Transcurrido el periodo de incubacion se realizé un repique del caldo Fraser a los
medios solidos Agar Oxford y ASC, incubando por 24-48 h en estufa de 37°C en
aerobiosis. Las colonias desarrolladas fueron caracterizadas mediante tincion de Gram
y pruebas bioquimicas previamente descriptas.

Excepcionalmente, en uno de los fetos abortados, cuando se observaron lesiones

macroscopicas compatibles con Fusobacterium necrophorum se realizé la siembra en
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caldo Tarozzi y se incubd a 37°C en anaerobiosis. Luego de 48 h de incubacion se
realizaron repiques a 2 placas de ASC. Una de las placas se incub6 en anaerobiosis y
la segunda en aerobiosis, ambas a 37°C en estufa durante 48 h. Pasado el tiempo de
incubacion las colonias de ambas placas fueron observadas y se realizo la tinciéon de
Gram para evaluar caracteristicas morfoldgicas, de tincion y aerotolerancia. Este
proceso fue repetido cada 48 h durante 7 dias.

Para el cultivo de especies de Campylobacter termotolerantes, los macerados de
o6rganos y el liquido abomasal fueron sembrados ademas en agar desoxicolato-
cefoperazona-carbon vegetal modificado (MCCDA) incubandose durante 7 dias en
estufa a 42°C en microaerobiosis (atmdsfera creada con tubos de gases, 5% de O,, 5-
10% de CO, y 85-90% de H,). Las colonias fueron caracterizadas mediante la tincién
de Gram, morfologia y movimiento observado mediante microscopio de contraste de
fases, IFD, repiques en aerobiosis, complementando luego con pruebas bioquimicas

como oxidasa, hidrdlisis de hipurato e hidrdlisis de acetato de indoxilo.

4.3.2.2. Inmunofluorescencia directa.

4.3.2.2.1. Leptospira spp.

En portaobjetos con pocillos marcados con teflon se realizaron improntas de bazo,
pulmodn, higado, rifidn y/o placenta (cuando estuvo disponible), tanto de fetos como de
corderos, dejando secar a temperatura ambiente y fijandolos posteriormente por
inmersién en acetona por 10 min. A cada pocillo del portaobjetos se le adicionaron 30
pL de un anticuerpo multivalente anti-Leptospira spp. (“‘LEP-FAC, National Veterinary
Services Laboratories, USDA”, EEUU) conjugado con isotiocianato de fluoresceina
(FITC). Las muestras se incubaron durante 1 h a 37°C en una camara humeda en la
oscuridad. A continuacion, el exceso de reactivo fue eliminado mediante lavado con
PBS (pH 7,2) durante 5 min., dejando secar posteriormente a temperatura ambiente. A
cada pocillo se le agregd glicerina al 75% estéril y se colocd un cubreobjetos. La
observacion se realizé con microscopio 6ptico (NIKON Microflex HFM, Japén) con un
sistema epifluorescencia con objetivos de 40x y 100x. Como criterio de positividad se
tomé la observacién simultanea de la morfologia espiralada compatible con Leptospira
spp. Yy la fluorescencia. Para el control positivo se utilizaron cepas de Leptospira spp.
cultivadas en medio EMJH por 4-8 dias, las cuales fueron formoladas y posteriormente

conservadas en heladera.

4.3.2.2.2. Campylobacter fetus.
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Para la deteccion de C. fetus se procedio a realizar un pre-enriquecimiento en agar
Brucella semisolido con el agregado de antibidticos (15 Ul/mL de bacitracina, 5 mg/mL
de novobiocina, 50 pug/mL de cicloheximida y 1 Ul/mL de polimixina B) a partir de las
muestras de placenta y pulmén tanto de fetos como de corderos. Se incubd en
microaerobiosis (atmésfera con 5% de O,, 5-10% de CO, y 85-90% de H,), durante 48
h en estufa a 37°C. Luego se tomé parte del anillo de crecimiento superficial,
colocandolo en formol tamponado al 1%. En el caso del liquido de abomaso se tomd
una alicuota, colocandola directamente en formol tamponado al 1%. Ambas muestras,
se colocaron en portaobjetos con pocillos marcados con teflén. Se dejé secar a
temperatura ambiente, fijandolos posteriormente con acetona por 10 min. Para la
deteccién por medio de IFD se utilizé un conjugado comercial (Laboratorio Biolégico
de Tandil, Argentina) a una dilucion de 1/60 en agua destilada, segun indicaciones del
fabricante. A cada pocillo del portaobjetos se le adicionaron 25 uL del reactivo
conjugado con FITC. Las muestras se incubaron durante 15 min. a 37°C en una
camara humeda en la oscuridad. A continuacion, el exceso de reactivo fue eliminado
mediante un lavado con PBS (pH 7) durante 5 min., dejando secar posteriormente a
temperatura ambiente. A cada pocillo se le agregd 10 pL de liquido de montaje y se
colocd un cubreobjetos. La observacion se realizé con microscopio 6ptico (NIKON
Microflex HFM, Japdn) con sistema de epifluorescencia con objetivos de 40x y 100x.
Como criterio de positividad se tomo la observacion simultanea de la morfologia
bacilar curva compatible con Campylobacter y la fluorescencia. Como control positivo
se utilizé un cultivo de C. fetus y como control negativo uno de Campylobacter

sputorum biovar. bubulus.

4.3.2.2.3. Chlamydia spp.

Para la deteccion de Chlamydia spp. se realizaron improntas de tejidos
recolectados de fetos y corderos (Tabla 2). Se empled un kit para Chlamydia (Thermo
Scientific™ IMAGEN™, Reino Unido), que contiene un anticuerpo monoclonal
conjugado con FITC. Este anticuerpo es especifico contra el antigeno lipopolisacarido
clamidial presente en todas las especies conocidas de Chlamydia, permitiendo de esta
forma detectar los cuerpos elementales y cuerpos de inclusion (Masala et al., 2007).
Segun el fabricante, dicho kit posee un 92% de sensibilidad y un 97% de especificidad
evaluado sobre hisopados conjuntivales.

Por cada feto/cordero se examind pulmon, bazo, higado y/o placenta cuando estuvo

disponible. Se realizaron improntas sobre portaobjetos con pocillos marcados con
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teflon. Se dejaron secar a temperatura ambiente, fijandolos posteriormente con
acetona por 10 min. A cada pocillo del portaobjetos se le adicionaron 25 pL del
reactivo conjugado con FITC. Las muestras se incubaron durante 15 min. a 37°C en
camara humeda en la oscuridad. A continuacion, el exceso de reactivo fue eliminado
mediante lavado con PBS (pH 7) durante 5 min., dejando secar posteriormente a
temperatura ambiente. A cada pocillo se le agregé6 10 yL de liquido de montaje
provisto por el fabricante y se colocé un cubreobjetos.

Las muestras fueron observadas en un microscopio éptico (NIKON Microflex HFM,
Japdn) con sistema de epifluorescencia con objetivos de 40x y 100x. Una muestra se
consideraria positiva cuando se observaran mas de 10 CE o cuerpos de inclusién con
una fluorescencia de color verde manzana. Mientras que en las muestras negativas se
observaron unicamente las células sin fluorescencia. El control positivo fue

suministrado por el kit comercial.

4.3.2.3. Tincién de Ziehl Neelsen modificada (Stamp).

Para la deteccion de bacterias con caracteristicas morfologicas compatibles con
Chlamydia spp. se realizaron frotis de tejidos (pulmén, placenta, higado, bazo) en
portaobjetos, que se dejaron secar a temperatura ambiente y se fijaron con calor a la
llama. Para la tincién se colocé fucsina fenicada (20%) durante 15 min. Pasado dicho
tiempo se lavé con agua. Inmediatamente, se decoloré con acido acético (10%)
durante 15 s, se repitid el lavado y posteriormente se colocé verde de malaquita (5%)
como colorante de contraste durante 2 min. Finalmente, se lavd la preparacion con
agua y se dejo secar a temperatura ambiente. La observacién se realiz6 con
microscopio éptico (NIKON Microflex HFM, Japdn) con objetivo de 100%. Como criterio
de positividad se tomo la presencia de cuerpos de inclusién intracitoplasmaticos color

fucsia compatibles con Chlamydia spp.

4.3.2.4. Técnicas de PCR para Chlamydia spp.

Para la extraccion de ADN a partir de hisopados vaginales, tejidos de fetos,
placentas y corderos se utilizé el kit comercial “High Pure PCR Template
Preparation®” (Roche LS, Alemania), y se siguieron las instrucciones del fabricante.
Posteriormente se realizé la medicion tanto de la cantidad como de la calidad del ADN
extraido, mediante espectrofotometria (Epoch Microplate Spectrophotometer,
BioTeK,Winooski, VT, EEUU).
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4.3.2.4.1. PCR anidada.

Para la deteccion de ADN de C. abortus se utilizé el protocolo de PCR anidada
descripto por Sachse y Hotzel (2003). En dicha PCR se busco identificar y amplificar el
gen ompl (LP y VD | — IV) utilizando los cebadores 191CHOMP 5°-GCI YTI TGG GAR
TGY GGI TGY GCI AC- 3" y CHOMP371 5°-TTA GAA ICK GAA TTG IGC RTT IAY
GTG IGC IGC - 3 para la primera ronda de amplificacion. Se adicionaron 0,4 uL de
dNTPs (0,04 mM), 5 uL de tampon (5X) y 0,1 uL de enzima Gotaq polimerasa. Luego
de una etapa de desnaturalizacion por 30 s a 95°C, el ADN fue sometido a 35 ciclos de
desnaturalizacion por 30 s a 95°C, hibridacion por 30 s a 50°C, elongacién por 30 s a
72°C y una etapa de elongacion final por 1 min. a 72°C. Los productos generados
pasaron a la segunda ronda de amplificacion y a su vez, fueron sembrados en un gel
de agarosa al 1% preparado con una solucidn tampédn tris-acetato-acido
etilendiaminotetraacético (TAE) al 1% y SYBER Safe™ (0,1%). El gel se colocé en una
cuba de electroforesis conteniendo TAE al 1%. Luego las muestras se sometieron a
electroforesis a 90 volts por 60 min. y finalmente se visualizaron bajo luz ultravioleta.
Se empled un marcador de peso molecular de 100 pb estandar para comparar los
resultados obtenidos. En esta primera parte se generé un producto de amplificacion
especifico de género Chlamydia de 590 pb.

Para la puesta a punto de la PCR anidada se trabaj6é con dos controles positivos. El
primero correspondio a ADN de C. abortus. El segundo fue obtenido de un cultivo de
Chlamydia trachomatis (LGV/L2/Bu434) en células LLCMK2 (epiteliales de rifion de
mono). Para la obtencion, se procedio a realizar el lisado del cultivo mecanicamente,
agitando mediante un agitador vértex y raspando con la punta de la pipeta el vidrio
donde estaban las células infectadas. Luego se colocé en un tubo con tapa a rosca,
hirviéndolo por 10 min. en bafo Maria y tomando el sobrenadante. Finalmente, se
realizaron diluciones seriadas con agua bidestilada estéril.

Como control negativo se utilizaron células LLCMK2 sin infeccion. Para la obtencion
y extraccion del ADN, se realizd el lisado del cultivo mecanicamente cuyo
procedimiento fue previamente descripto, a su vez, para realizar la extraccion de ADN
se us6 el mismo kit antes mencionado. Todos los controles fueron cedidos por el
laboratorio de Inmunologia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad
de Buenos Aires.

La segunda ronda de amplificacion se realiz6 a partir de 1 pL de la PCR I, en
presencia de un cebador interno especifico de género (CHOMP336s 5-CCR CAA
GMT TTT CTR GAY TTC AWY TTG TTR AT- 3°) y otro especifico de especie
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(218PSITT 5°-GTA ATT TCI AGC CCA GCA CAA TTY GTG- 3’). Como la PCR
anidada fue desarrollada por Sachse y Hotzel en el afio 2003, cuando C. abortus aun
estaba clasificada como C. psittaci serovar 1, el cebador utilizado en dicha PCR
permite detectar tanto C. abortus como C. psittaci. Para realizar la mezcla se
adicionaron 0,4 yL de dNTPs (0,04 mM), 5 pL de tampén (5X) y 0,1 puL de enzima
Gotaq polimerasa. Luego de una etapa de desnaturalizacion por 30 s a 95°C, el ADN
fue sometido a 20 ciclos de desnaturalizacién por 30 s a 95°C, hibridacién por 30 s a
60°C, elongacion por 30 s a 72°C y una etapa de elongacion final por 1 min. a 72°C. El
producto amplificado se sembré en un gel de agarosa al 1% preparado con una
solucién de TAE al 1% y “SYBER Safe™” (0,1%). El gel se colocd en una cuba de
electroforesis conteniendo TAE al 1%. Luego las muestras se sometieron a
electroforesis a 90 volts por 60 min. y finalmente se visualizaron bajo luz ultravioleta.
Se empled un marcador de peso molecular de 100 pb estandar para comparar los
resultados obtenidos. De esta forma se generd un producto de 395 pb correspondiente

a C. abortus y C. psittaci.

4.3.2.4.2. PCR en tiempo real.

Todas las muestras sin diagndstico etioldgico y a pesar de haber sido negativas a la
PCR anidada fueron corroboradas mediante la realizacion de una PCR en tiempo real
(Ehricht et al., 2006). Esta PCR de cribado especifica de Chlamydiaceae esta dirigida
al gen 23S del ARN ribosomal (dominio I). La PCR en tiempo real fue realizada por el
laboratorio de Inmunologia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad
de Buenos Aires. Para la realizacion de esta PCR en tiempo real se utilizaron los
cebadores CH23S-F 5-CTGAAACCAGTAGCTTATAAGCGGT-3" y CH23S-R 5'-
ACCTCGCCGTTTAACTTAACTCC-3) y la sonda CH23S-p (FAM-
CTCATCATGCAAAAGGCACGCCG-TAMRA). Para la preparacion de la mezcla de
reaccion se utilizé una solucion madre comercial (“TagMan® Fast Universal PCR
Master Mix, Applied Biosystems”, Foster City, CA, EEUU). La amplificacion se realizd
con una desnaturalizacion inicial a 95°C por 10 min., seguida de 45 ciclos de
desnaturalizacion por 15 s a 94°C, hibridacion por 60 s a 60°C, elongacién por 30 s a
72°C. Se consideraron positivas aquellas muestras que presentaron un ciclo umbral

(Ct) £42. Como control interno se amplifico la beta actina de mamifero.
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4.3.3. Categorizacion causal de acuerdo con la interpretacion integrada de los
resultados de laboratorio y anamnesis en cada caso.

Para clasificar en feto abortado o muerte perinatal de un cordero se siguieron los
siguientes criterios:

Feto abortado: se definid como la expulsion de un feto no viable de hasta 140 dias
de gestacion (Robles, 2013), presencia tanto de cojinete solear en las pezunas y falta
de insuflaciéon pulmonar.

Muerte perinatal: se defini6 como la muerte de un cordero desde el momento del

nacimiento hasta el dia 3 de vida inclusive (informacidon suministrada por los
productores y también de forma subjetiva en base al estado de deshidratacion del
cordén umbilical), ausencia de cojinete solear en pezunas y constatada insuflacién

pulmonar.

4.3.3.1. Causas bacterianas y protozoarias.

Se incluyeron en estas categorias las causas de origen bacteriano y protozoario.
Los abortos y/o muertes perinatales fueron considerados de origen bacteriano cuando
se logré el aislamiento de la bacteria y/o determin6 la presencia de su ADN o
antigenos, se observaron lesiones macroscopicas y/o histolégicas compatibles con las
producidas por el agente detectado.

En cuanto al cultivo y aislamiento de bacterias consideradas posibles
contaminantes (puntualmente E. coli y Providencia sp.) se tuvieron en cuenta cuando
se logro el aislamiento a partir de dos 6rganos parenquimatosos, requiriendo a su vez,
el desarrollo en pureza en medios de cultivo enriquecidos (ASC). En caso de
desarrollo Unicamente de una muestra (por ejemplo, liquido de abomaso), los
aislamientos de estos agentes fueron desestimados.

En agentes protozoarios, para confirmar el diagndstico, tanto la deteccion del ADN
especifico de T. gondii 0 N. caninum mediante PCR como la observacion de lesiones
histolégicas compatibles con las causadas por estos agentes debieron estar
presentes. En el caso de IFl se interpret6 como un resultado complementario
acompanante, sin embargo, en casos donde mediante IFlI fueron detectados
anticuerpos anti N. caninum o T. gondii sin detectarse lesiones o ADN de estos

parasitos, su accién como agente causal de las pérdidas fue desestimado.

4.3.3.2. Causas no infecciosas.
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Se incluyeron en esta categoria a las causas de origen traumatico, estrés-inanicion-
hipotermia y distocia.

En estos casos, no se aislé ni identific6 ADN o antigenos de ninguno de los agentes
bacterianos o protozoarios evaluados y mediante la anamnesis (incluyendo hallazgos
clinicos) y patolégicos pudo sospecharse la causalidad.

Estrés-inanicién-hipotermia: en esta categoria fueron clasificados los ejemplares
que presentaron insuflacion pulmonar, ausencia de cojinete solear en pezufias (es
decir sélo se categorizaron aqui corderos muertos en la etapa perinatal, pero no fetos
abortados), tejido adiposo perirrenal y pericardico disminuido o completamente
metabolizado, y ausencia de calostro o leche en el abomaso. No se produjo ningun
aislamiento o identificacion molecular de agentes bacterianos ni protozoarios. Las
lesiones histoldgicas observadas principalmente fueron vacuolizacion citoplasmatica
de hepatocitos, congestién/hemorragia en glandula adrenal, y presencia de meconio
en los alvéolos pulmonares. Lesiones histolégicas leves en otros érganos fueron
desestimadas. Se tuvieron en cuenta datos de temperatura y precipitaciones.

Trauma posparto: en esta categoria se incluyeron corderos muertos en la etapa
perinatal (no abortos) que presentaban ruptura o eventracion de o6rganos con
hemorragia asociada, ausencia de edema en el tejido subcutaneo y reservas grasas
intactas.

Distocia: edema en distintas partes del cuerpo, en presentacion anterior edema en
cabeza y cuello, en presentacion posterior edema en zona glutea, nalga y piernas,
atelectasia pulmonar y cojinete solear intacto. Presencia o no de sangre libre o
coagulos sanguineos en cavidades, meconio en el manto lanar, reservas grasas
intactas. Lesiones histolégicas: hemorragia y/o congestién en glandulas adrenales,

presencia de meconio en alvéolos pulmonares.

4.3.3.3. Causas indeterminadas.

Se incluyeron en esta categoria casos en los que no se arrib6 a un diagndstico
etioldgico por las técnicas de laboratorio empleadas, incluso si se encontraron lesiones
histolégicas compatibles con o sugestivas de una causa infecciosa/protozoaria o0 no
infecciosa. La categoria incluy6 dos subcategorizaciones:

- Indeterminada con lesiones compatibles con un agente infeccioso o protozoario:

se observd o no alguna lesidbn macroscopica, histolégicamente se observaron

lesiones en 1 o varios 6rganos con infiltrados inflamatorios moderados a
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severos, sin embargo, no se logré el aislamiento o deteccion molecular de
agentes bacterianos o protozoarios.

- Indeterminado sin lesiones compatibles con un agente infeccioso o protozoario:
no se observan lesiones macroscopicas ni microscopicas relevantes, o se
observaron lesiones no compatibles con las causadas por agentes infecciosos o

protozoarios de conocido rol abortivo.

4.3.4. Andlisis estadistico.

4.3.4.1. Analisis seroldgico.

Para el calculo del tamafio muestral para la determinacion de la seroprevalencia de
C. abortus y Leptospira spp. (n = 485 animales) se utilizé la férmula abreviada [N = log
(1-0,95) / log (1-0,04)], la cual utiliza un 95% de confianza aceptando un error del 5% y
considerando una prevalencia de al menos un 4% (Fiorentino et al., 2003; Draghi,
2012).

Se determind la seroprevalencia aparente de C. abortus y Leptospira spp. en los
sueros de ovejas y borregas, y el intervalo de confianza del 95% (ICgs¢,). Ademas, para
determinar asociacion entre el resultado obtenido en la serologia y el tamafio de la
majada, la raza y la categoria se utilizd el modelo lineal generalizado mixto
considerando como efectos fijos al tamafo de la majada, raza y categoria y al
establecimiento como efecto aleatorio. La distribuciéon es binomial, la funcion de
ligadura es la funcién logit y el método de estimacién es el de maxima verosimilitud.
Primero se realizé6 un andlisis bivariado de los resultados y en caso de seleccionar
mas de una variable explicativa se realizé un analisis multivariado.

4.3.4.2. Analisis de abortos y muertes perinatales.

Se procedid al analisis descriptivo de la distribucién de los casos segun la
categorizacion propuesta para las causas, mediante variaciones de frecuencia, cuyos
resultados fueron expresados en base a numeros totales y porcentajes de casos
diagnosticados por periodo gestacional y provincia en que ocurrié el aborto o muerte
perinatal.

Se utilizé la prueba de Chi cuadrado, a fin de evaluar posibles asociaciones entre el
momento de muerte (aborto o muerte perinatal) y la causa (bacteriana/protozoaria o no
infecciosa). Se realiz6 también un ANOVA cuya variable dependiente fue el peso y la
variable de clasificacién el sexo y periodo gestacional de fetos y corderos. Por otro

lado, se realiz6 otro ANOVA para el que se tuvo en cuenta la edad (2°/3° periodo
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gestacional), el peso y sexo de los fetos. Se utilizé como variable dependiente el peso
y como clasificatoria la edad gestacional, particionando o no por sexo.
Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa InfoStat Di

Rienzo et al. (2017). Se utilizé un nivel de significancia p < 0,05.

5. RESULTADOS

5.1. Determinacidén de la seroprevalencia aparente.

5.1.1. Seroprevalencia aparente de Chlamydia abortus.

De los 485 sueros analizados por ELISA 38 (7,8%) fueron positivos (Tabla 3), 428
(88,2%) fueron negativos y 19 (3,9%) resultaron sospechosos. Basados en los
resultados positivos, la seroprevalencia aparente general para C. abortus fue del 7,8%
(38/485, ICgys¢, 6,04-9,6). En los 8 establecimientos analizados (100%) se encontraron
animales seropositivos. Los 3 establecimientos con seroprevalencias aparentes mas
altas se encontraban ubicados en los partidos de San Miguel del Monte, Tandil y
Cafiuelas, siendo estas del 19,4%, 17,6% y 14,3% respectivamente (Fig. 1), todos con
ovinos de la raza Frisona Milchschaf (Tabla 1). Al analizar la asociacion entre la
seropositividad y la raza Frisona Milchschaf (25/204, 12,3%) y Pampinta (13/281,
4,6%), se observaron diferencias significativas (p = 0,03), estableciéndose asociacién
estadistica entre la raza Frisona Milchschaf y la mayor probabilidad de presentar
serologia positiva para C. abortus, siendo controlado por el efecto del establecimiento.
Sin embargo, basado en la complejidad de comprobar que una raza es genéticamente
mas resistente/susceptible a una enfermedad infecciosa, aunque es posible, se
plantea la necesidad de realizar mayores estudios. Esta asociacién podria no deberse
a la raza sino a que otros factores (manejo, region, ambiente, endemia, etc) son los
condicionantes de la presencia de la enfermedad y la raza actia como factor
confundente al observar que un gran numero de positivos se encuentran en una
region. Ademas, el hecho de no contar con animales de ambas razas en todos los
establecimientos podria hacer que la asociacion encontrada no se deba a una
asociacion causal sino a un sesgo o un efecto de confusidén, ya que no se podria
discriminar el efecto predio del efecto raza.

También se evalud la asociacién entre el tamafo de las majadas (Tabla 1) y la

probabilidad de presentar seroreactores, no hallando diferencias significativas (p =
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0,06) entre animales de majadas chicas (31/266 animales, 11,7%, 5 majadas) y

animales de majadas grandes (7/219 animales, 3,2%, 3 majadas).

Tabla 3. Valor S/P (%) individual obtenido de las 38 hembras positivas al ELISA para
Chlamydia abortus en los 8 tambos ovinos de diferentes partidos de la provincia de

Buenos Aires, segun categoria.

Partido Raza Hembras Hembras positivas Valor S/P (%)
analizadas
Frisona 1) 49,84; 132,15;
Canuelas Milchschaf 35 5 (2 ovejas, 3 borregas) 2) 51,61; 44,59;
49,37;
- Frisona . .
Maipu Milchschaf 73 2 (2 ovejas, 0 borregas) 1) 76,15; 48,91
1) 81,46; 51,48;
138,17; 70,86;
San Miguel Frisona . 96,71; 53,24;
del Monte  Milchschaf 62 12 (12 ovejas, 0 borregas) 204,15; 176,81;
51,11;42,82; 73,77;
122,54
Frisona 1) 59,9; 65,99;
Tandil . 34 6 (6 ovejas, 0 borregas) 66,38; 54,52; 44,93;
Milchschaf
56,27
1) 45,8; 314,28;
Balcarce Pampinta 62 6 (6 ovejas, 0 borregas) 41,54; 50,84; 46,96;
44,38
Bolivar Pampinta 73 3 (2 ovejas, 1 borrega) 1) 40,98; 168,02
2) 42,07
Magdalena Pampinta 73 2 (2 ovejas, 0 borregas) 1) 57,89; 40,58
Pehuajé Pampinta 73 2 (1 oveja, 1 borrega) 1) 63,03
2) 46,6
Total - 485 38 (33 ovejas, 5 borregas) -

Valores correspondientes a ovejas 1y borregas 2.
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Figura 1. Seroprevalencia aparente (% de seropositividad) a Chlamydia abortus sobre
485 muestras de suero de hembras ovinas correspondientes a 8 tambos ubicados en
diferentes partidos de la provincia de Buenos Aires, Argentina. Prev. Total: prevalencia
aparente total.

Al analizar por categoria los seroreactores a C. abortus, se observé una prevalencia
aparente de 9,6% (31/320) en las ovejas (ICgs9, 6,9-12,4) y de 5,4% (5/92) en las
borregas (ICgs9, 1-9,8), sin embargo, estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas (p > 0,05).

5.1.2. Seroprevalencia de Leptospira spp.

Se analizaron los mismos 485 sueros ovinos antes mencionados, no se encontraron
seroreactores para ninguno de los 8 serogrupos-serovares evaluados en la dilucion
1/100. De acuerdo con la féormula usada para el célculo del tamano de muestra, la
negatividad en todas las muestras indica que la seroprevalencia de estos serogrupos-

serovares de Leptospira spp. es < 4%.

5.2. Determinacion de la seroprevalencia aparente y seguimiento de

animales seropositivos para evaluar excrecion vaginal de C. abortus

luego del parto.

En el primer muestreo realizado en marzo de 2019 en el establecimiento del partido
de Balcarce (Tabla 1), 9,7% de los animales (6/62) resultaron seropositivos a C.
abortus (Fig. 1, tambo 5). En el segundo muestreo, realizado en octubre del mismo
afno fueron incluidas uUnicamente las 6 ovejas que previamente habian resultado
seropositivas. De estas ovejas, 4 habian parido con normalidad, mientras que las 2

restantes no presentaron cordero al pie al finalizar la temporada de partos. Una de
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ellas habia abortado, en la otra no se pudo establecer con certeza si quedo prefiada
luego del servicio (dado que no realizaban ecografias), y en caso de haber quedado
prefada si la pérdida del feto/cordero ocurrié antes o después del parto. Al analizar los
sueros del segundo muestreo mediante ELISA, se detectd sélo un animal positivo con
S/P de 221,6% (Tabla 4), que era la oveja que habia abortado. De las otras 5 ovejas, 4
se seronegativizaron y una resultd sospechosa al segundo muestreo. Cuando se
evaluaron los hisopados vaginales, extraidos en concordancia con el segundo
muestreo de suero, mediante la tincién de ZNm y la PCR anidada, resultaron todos
negativos a Chlamydia. A pesar del seguimiento realizado, no fue posible obtener

ningun feto/cordero para investigacion diagnéstica de esta majada.

Tabla 4. Antecedentes reproductivos y resultados del ELISA para IgG anti-
Chlamydia abortus en 6 ovejas de un tambo ubicado en Balcarce.

ELISA
Nro. - - Estado reproductivo al
_ SIP (%) 'al 1° SIP (%) 'al 2° .
oveja ) ) momento del 2° muestreo
muestreo muestreo
1 314,2 221,6 Aborto
2 41,5 17,3 Parto, trillizos
3 50,8 141 No presenté cordero 3
4 45,8 30,7 Parto simple
5 46,9 18,2 Parto simple
6 44 3 8,1 Parto, mellizos

'SIP<30% = negativo, = 30% y < 40% = sospechoso, = 40% = positivo. % Primer muestreo
realizado en marzo de 2019 y segundo muestreo realizado en octubre del mismo afio. 3
Esto pudo deberse a tres factores: a- la oveja no quedd prefiada luego del servicio, b- la
oveja quedo prefiada, pero padecidé pérdida de la gestacion (muerte embrionaria o aborto),
o c- la oveja quedo prefiada y acarred la gestacién, pero perdié el cordero durante o luego
del parto.
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5.3. Determinacion de las causas de abortos y muertes perinatales.

5.3.1. Anadlisis de fetos, placentas y corderos.

Se analizaron un total de 27 fetos abortados por 25 madres (2 pares de mellizos), 9
de los cuales a su vez tenian su placenta, los mismos provinieron de 11
establecimientos. Por otro lado, se analizaron 31 corderos < 3 dias de vida que
murieron en la etapa perinatal, procedentes de 7 establecimientos, 3 de los cuales ya
habian enviado al menos 1 feto. No se recibié ningun cordero > 3 dias de vida. Las
muestras provinieron en total de 15 establecimientos ubicados en las provincias de
Buenos Aires (8), Corrientes (5), Santa Fe (1) y Entre Rios (1) (Tabla 5). El 80% (12)
de estos establecimientos realizaba cria extensiva para la produccién de carne y
secundariamente lana, con majadas de entre 9 y 8000 animales, de las razas Ideal,
Corriedale, Texel, Santa Inés, Hampshire Down y Highlander. La alimentacion de las
majadas ubicadas en las provincias de Buenos Aires, Corrientes y Entre Rios era
unicamente a campo natural. En la majada ubicada en la provincia de Santa Fe las
hembras gestantes eran alimentadas a base de campo natural y suplementadas con
silo de maiz. Una majada ubicada en Balcarce (Buenos Aires) aport6é el mayor numero
de fetos abortados (13) y corderos muertos en la etapa perinatal (14), presentando
pérdidas asociadas a 4 agentes bacterianos, 2 protozoarios y 3 causas no infecciosas
distintas.

Por otra parte, el 20% (3) de los establecimientos realizaban una produccion de tipo
semi-intensiva a intensiva para la obtencibn de leche, se desconoce si
comercializaban lana de manera secundaria. Estos establecimientos contaban con
majadas de entre 37 y 45 animales, de las razas Frisona Milchschaf y Pampinta, la
alimentacién era a base de campo natural suplementado con maiz (forma no
especificada) y rollos (forraje no especificado). Estos establecimientos se encontraban

ubicados en la provincia de Buenos Aires.

Tabla 5. Distribucion de los abortos y muertes perinatales en ovinos segun la provincia, tipo
de producciéon, tamafo de la majada y categorizacion de causa de muerte. Los
establecimientos (15) se encuentran numerados cuando fueron mas de uno por localidad.

Localidad. ) Tamafio Cantidad Cantidad de
Provincia Tipo de de Ia de abortos corderos con Causa de
Establecimiento  produccion : . muerte perinatal muerte
majada  analizados .
analizados
Buenos Aires Olavarria Carne 60 - 4 1TPy3NI
1 Leche 37 3 1 2P, 1NIy1I

Cafiuelas —
2 Leche 42 1 - 11
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9B,4P,8NI
Balcarce Carne 1114 13 14
y6 I
General Paz Carne 256 1 - 1B
Azul Leche 45 1 - 11
Magdalena Carne 224 1 2 2By 1NI
Ayacucho Carne 161 - 2 2B
Corrientes 1 Carne 8000 - 5 3Py2NI
2 Carne 120 1 - 11
Mercedes P
3 Carne 9 1 - 11
"4 Came 100 3 - 31
Curuzu Cuatia Carne 1000 - 3 3P
Santa Fe Avellaneda Carne 90 1 - 1B
Entre Rios Concordia Carne 88 1 - 1P
Total 27 31

B: bacterianas, P: protozoarias, NI: no infecciosa, I: indeterminado.

El grado de autdlisis fetal fue 1 en 11,1% (3/27), 2 en 18,5% (5/27) y 3 en 29,6%
(8/27) de los fetos. De estos ultimos 5/8 presentaron momificacion. En los restantes 11
fetos el grado de autdlisis no fue registrado. En los corderos con muerte perinatal el
grado de autdlisis 1 estuvo representado por el 48,3% (15/31), el grado 2 por el 32,3%
(10/31) y el grado 3 por el 19,3% (6/31) de los especimenes.

Segun los criterios establecidos el 50% (29/58) del total de pérdidas (abortos y
muertes perinatales en conjunto) fueron categorizados como causadas por agentes
bacterianos/protozoarios, un 25,8% (15/58) correspondieron a causas no bacterianas /
no protozoarias, mientras que en el 24,1% (14/58) restante no se pudo establecer la
causa de muerte (casos de causa indeterminada). De los 14 casos de causa
indeterminada, 9 presentaron lesiones histolégicas compatibles con una posible causa
infecciosa/protozoaria (representando 15,5% del total de casos, 9/58), 3 de estos
casos no presentaron lesiones macroscopicas ni microscoépicas (representando 5,1%
del total de casos, 3/58), mientras que los 2 casos restantes (representando 3,4% del
total de casos, 2/58) presentaron lesiones macroscépicas y/o microscépicas, sin
embargo, no fue posible asociar la muerte a una causa especifica.

En cuanto a los resultados de causalidad de T. gondii y N. caninum, tanto para los
abortos como para las muertes perinatales, se expresan en forma agrupada como
pérdidas (abortos o muertes perinatales) causadas por protozoarios, ya que los
autores de la tesis no cuentan con los derechos/permisos de publicacion de estos
resultados en forma discriminada, debido a que dicha informacion pertenece a otro

equipo de trabajo.
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Con la informacion recolectada de los fetos y corderos recibidos, se procedié a
evaluar la distribucion de las pérdidas producidas durante la gestacion y en los
primeros 3 dias de vida teniendo en cuenta la causa, para lo cual se hizo una
categorizacion en dos grandes grupos. Uno agrupando aquellos casos con causa
bacteriana, protozoaria o indeterminada con lesiones compatibles con un agente
infeccioso/protozoario, y otro agrupando aquellos casos con causa no infecciosa o
indeterminada sin lesiones compatibles con un agente infeccioso o protozoarios de
conocido rol abortivo (Fig. 2).

De los 27 fetos analizados, 7 (25,9%) correspondieron al segundo periodo de
gestacion y 20 (74,1%) al tercero, no se recibieron fetos del primer periodo de
gestacién. Las causas mas frecuentes de aborto fueron agentes protozoarios,
bacterianos 0 agentes no identificados que indujeron lesiones compatibles con las
causadas por agentes infecciosos/protozoarios en los fetos/placentas (22/27, 81,5%).
De los 31 corderos muertos en la etapa perinatal analizados, 11 (35,5%) tenian 1 dia,
10 (32,25%) 2 dias y 10 (32,25%) 3 dias de vida. Las causas de muertes perinatales
mas frecuentes fueron no infecciosas (14/31, 45,2%) (Fig. 2). Los fetos abortados
tuvieron mas probabilidades de ser diagnosticados con una causa bacteriana,
protozoaria, o indeterminada con lesiones compatibles con un agente
infeccioso/protozoario que los corderos que murieron en la etapa perinatal (OR = 3,62;
ICgs09, 1,1-11,6; p = 0,03).

= No infeccioso ™ |nfeccioso

CASOS (%)

2° PERIODO 3° PERIODO 1 DIA 2 DIAS 3 DIAS
GESTACION DIAS DE VIDA
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Figura 2. Proporcion (%) de causas bacterianas/protozoarias/indeterminadas con
lesiones  compatibles  con un agente  infeccioso/protozoario 'y  no
infecciosas/indeterminadas sin lesiones compatibles con un agente infeccioso en las
pérdidas producidas durante la gestacion y en los 3 primeros dias de vida (no se
recibieron corderos de mas de 3 dias de vida). Los porcentajes obtenidos en fetos y
corderos son en base a su total (27 fetos y 31 corderos).

También se evalud la distribucion de las pérdidas producidas de acuerdo con el
agente causal del aborto o de la muerte perinatal (Fig. 3). En el caso de los abortos,
12/27 (44,4%) fueron por causa indeterminada, aunque 8 de estos 12 tuvieron lesiones
compatibles con las causadas por agentes infecciosos/protozoarios que no pudieron
ser identificados por los cultivos bacteriolégicos o por las técnicas inmunodiagnésticas
0 moleculares empleadas. A su vez, en los 16 casos con causas determinadas
(59,3%), 8 fueron causados por protozoos, 5 por agentes bacterianos (Leptospira spp.,
L. ivanovii y C. jejuni) y 2 por distocias. Por su parte, 11 muertes perinatales fueron
consideradas producto del sindrome estrés-inanicion-hipotermia, 10 se debieron a
agentes bacterianos [E. coli (5/31), Providencia sp. (1/31), Leptospira spp. (1/31), M.
haemolytica (1/31), T. pyogenes (1/31), y coinfeccién por M. haemolytica y T.

pyogenes (1/31)], 6 a protozoos y 2 corderos murieron a causa de traumas.

® Aborto = Muerte perinatal

CASOS (%)

I EIH P B T D
AGENTE CAUSAL

Figura 3. Proporcion (%) de las pérdidas de acuerdo con el agente causal del aborto o
de la muerte perinatal. I: indeterminado, EIH: estrés-inanicién-hipotermia, P: protozoo,
B: bacteria, T: Trauma, D: distocia. Los porcentajes de fetos y corderos estan
expresados en base a su respectivo total (27 fetos y 31 corderos).

En 22 de los 27 fetos se registré el peso corporal y el sexo, siendo 8 machos y 14

hembras. En los 5 casos faltantes la carcasa del feto no fue enviada al laboratorio, no
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pudiendo acceder a datos biométricos. Estas variables fueron registradas en los 31
corderos con muerte perinatal, siendo 25 machos y 6 hembras. Los pesos corporales y
sexos de estos 53 especimenes se presentan en la Tabla 6. Entre los animales
analizados, la proporcion de abortos de fetos hembras fue significativamente mayor
que la de machos, mientras que la proporcién de corderos machos con muerte
perinatal fue significativamente mayor que la de hembras (p = 0,001). Sin embargo, a
fin de explicar estas diferencias y teniendo en cuenta que el peso promedio de los
machos fue superior al de las hembras, se realiz6 un ANOVA tanto para fetos como
para corderos de manera individual. Para el analisis se utilizd como variable
dependiente al peso y como clasificatoria al sexo, no encontrando diferencias
significativas (p > 0,05).

Por otro lado, se realizé otro ANOVA para el que se tuvo en cuenta la edad (2°/3°
periodo gestacional), el peso y sexo de los fetos. Se utilizé como variable dependiente
el peso y como clasificatoria la edad gestacional, particionando o no por sexo. Cuando
se evaluaron los 22 fetos sin particionar por sexo (es decir agrupando machos y
hembras juntos), se encontraron diferencias significativas (p < 0,05) en los pesos de
los fetos del 2° y 3° periodo de gestacion (Fig. 4). Cuando se considero el sexo, en el
caso de los 14 fetos hembra también se observaron diferencias significativas (p <
0,05) en los pesos entre el 2° y 3° periodo de gestacion. Sin embargo, en el caso de
los 8 fetos machos las diferencias de peso halladas entre el 2° y 3° periodo no fueron
significativas (p > 0,05) (Fig. 4), aunque hay que considerar que sélo habia 1 feto
macho del 2° periodo gestacional. A pesar de esto, los pesos de los fetos macho
siempre fueron mayores que los de los fetos hembra. Las diferencias encontradas al
analizar los pesos fetales de 2° y 3° periodo gestacional (tanto para machos y
hembras en conjunto, como para hembras solamente) son esperables, ya que en este

ultimo se adquieren las mayores ganancias de peso fetales.



Figura 4. a. Pesos promedio de 14 fetos hembra segun periodo gestacional, letras
distintas indican diferencias significativas (p < 0,05). b. Pesos de 8 fetos machos
segun periodo gestacional, letras iguales indican inexistencia de diferencias
significativas (p > 0,05). La barra del 2° periodo representa un solo feto, mientras
que la de 3° periodo representa el promedio de los otros 7 fetos. c. Pesos
promedios de fetos (14 hembras y 8 machos) segun periodo gestacional, letras

distintas indican diferencias significativas (p < 0,05).

Tabla 6. Sexo y pesos corporales de los fetos segun periodo gestacional y de los

corderos.

Peso (kg)

40
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Corderos (muerte
Fetos (aborto)

perinatal)
Macho Hembra
Nro. — — — — Macho Hembra
2° periodo 3° periodo 2° periodo'  3° periodo
1 2,1 2,5 1 3 2,6 3
2 4 1 3,1 2,7 3,5
3 5,6 2 4 2,8 3,5
4 53 1,8 3,7 29 29
5 3,5 3,5 3 3,9
6 24 3 5 2,8
7 21 2,5 4.8
8 3,7 3,5
9 55 3,9
10 3 3
11 2,8
12 4
13 3,6
14 2,5
15 3
16 5,6
17 3,7
18 4.1
19 3
20 4
21 3
22 4,6
23 2,7
24 1,5
25 4

' 2° periodo: 61-110 dias de gestacion, 3° periodo: 111-140 dias de gestacion.

5.3.2. Causas bacterianas/protozoarias.

Las pérdidas que se consideraron causadas por agentes bacterianos o
protozoarios incluyeron la deteccion de dichos agentes, ya sea por -cultivos
bacterioldgicos, técnicas inmunodiagndsticas o moleculares empleadas, sumado a la
presencia de lesiones en el examen patoldgico. Colectivamente evaluando fetos y
corderos, en un 26% (15/58) de los casos se identificaron causas bacterianas y en un

24% (14/58) protozoarios (Tabla 6). De todas estas pérdidas consideradas de origen
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bacteriano o protozoario, 13 fueron abortos y 16 muertes perinatales. Cuando se
analizan los abortos, las causas mas frecuentemente diagnosticadas fueron
protozoarios (8/13 casos), seguidos de bacterias (5/13 casos), mientras que para las
muertes perinatales se diagnosticaron 10/16 casos de causa bacteriana y 6/16 de

causa protozoaria (Tabla 7).

Tabla 7. Resumen de las causas de aborto y muerte perinatal en ovinos.

Aborto Muerte % Total
Perinatal  Grupal
Causas bacterianas o protozoarias 29
Bacterias 15
E. coli 5 17,2%
Providencia sp. 1 3,4%
Leptospira spp. 3 1 13,8%
T. pyogenes 1 3,4%
M. haemolytica 1 3,4%
T. pyogenes + M. haemolytica 1 3,4%
L. ivanovii 1 3,4%
C. jejuni 1 3,4%
Protozoarios 14
Protozoos apicomplejos 8 6 48%
Causa no infecciosa 15
Estrés inanicion hipotermia 11 73,3%
Trauma 2 13,3%
Distocia 2 13,3%
Indeterminado 14
Con lesiones compatibles con
8 1 64,2%
agentes infecciosos/protozoarios
Sin  lesiones compatibles con
4 1 35,7%

agentes infecciosos/protozoarios

5.3.2.1. Bacterias.
En cuanto a los 5 abortos y 10 muertes perinatales de origen bacteriano, fueron

varias las causas registradas, identificandose: E. coli, Leptospira spp., T. pyogenes, M.
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haemolytica, L. ivanovii, C. jejuni y Providencia sp. Todos los fetos/placentas y
corderos analizados resultaron negativos para C. abortus, mediante los diversos

analisis realizados.

5.3.2.1.1. Escherichia coli y Providencia sp.

Escherichia coli fue la bacteria aislada con mayor frecuencia (n = 5), el diagnéstico
se baso en su aislamiento acompafado de lesiones. Los 5 aislamientos se realizaron
en corderos de 1-3 dias de vida procedentes de 2 establecimientos ubicados en la
provincia de Buenos Aires y dedicados a la produccion de carne. No se registraron
abortos por esta causa. El grado de autdlisis 2 fue observado en 4/5 corderos,
mientras que en el restante el grado de autdlisis fue 3. Si bien se recibieron 2 y 3
corderos por establecimiento, en las majadas afectadas se habia registrado un mayor
numero de muertes perinatales. A la necropsia, en 3 de los 5 corderos se observé la
boca humeda con depésito de tierra, que se extendian hacia el manto lanar/piloso del
maxilar inferior, sugestivo de hipersalivaciéon premortem. En los 2 corderos restantes
se observaron restos de materia fecal manchando la zona perianal y la base de la
cola, lo cual es sugestivo de diarrea. Los 5 corderos presentaron reservas grasas
perirrenal y pericardica ausentes (Fig. 5), ausencia de contenido alimenticio en la luz
abomasal (indicando que no habian ingerido calostro/leche en las horas previas a la
muerte) y consolidacién y coloracion rojiza en lobulillos de los Iébulos pulmonares
apicales, craneal y caudal. Escherichia coli fue aislada de los pulmones e higados de
los 5 corderos. Los aislamientos desarrollaron en pureza abarcando las 5 estrias en
las placas de cultivo bacteriolégico. A su vez, en 3/5 corderos se detectaron
anticuerpos contra agentes protozoarios, sin embargo, su ADN no fue detectado.
Mediante el analisis histopatolégico se encontraron lesiones en multiples tejidos, a
saber: leve a moderada epicarditis, miocarditis y endocarditis no supurativa multifocal,
neumonia intersticial pleocelular mixta leve a moderada, nefritis intersticial multifocal
no supurativa leve a moderada y hepatitis periportal no supurativa leve comun en
todos los corderos. En 4/5 corderos se presentd meningitis y perivasculitis pleocelular
mixta leve, asi como miositis pleocelular mixta intersticial moderada multifocal.
Ademas, en 2/5 corderos se observo glositis no supurativa intersticial moderada
multifocal, esteatosis hepatica moderada a severa, timitis intersticial no supurativa leve
a moderada, adrenalitis hemorragica multifocal y enteritis necrotizante con infiltrado
inflamatorio mixto moderado. Este ultimo hallazgo fue observado en 2 de los corderos

que a la necropsia habian presentado materia fecal de aspecto diarreico adherida a la
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zonal perianal y la base de la cola. Sin embargo, no se observaron colonias
bacterianas sobre los enterocitos. Si bien hallamos lesiones que sugieren infeccion
bacteriana no se descarta la accion de agentes protozoarios como agentes

secundarios no identificados.

Figura 5. a. Cordero (1/5) de 1 dia de vida con restos de meconio / materia fecal
adherida a zona perianal y base de la cola. b. Cordero 2/5 de 2 dias de vida con boca
humeda y tierra en el manto piloso/lanar del maxilar inferior. c. Cordero (2/5) de 2 dias
de vida sin reservas de grasa perirrenal y pericardica. En el pulmén se aprecian
impresiones costales en la pleura parietal y areas de enrojecimiento.

Otra de las enterobacterias a las que se le atribuyé causalidad a una muerte
perinatal (y a ningun aborto) fue Providencia sp., la cual posiblemente se encontré en
coinfeccidon congénita con algun agente protozoario siendo este ultimo no confirmado.
Providencia sp. se aislé en pureza abarcando las 5 estrias del medio de cultivo a partir
de tejido pulmonar y hepatico, mientras que el agente protozoario fue detectado por
IFIl, no asi por la técnica de PCR. El cordero afectado tenia 1 dia de vida, grado de
autolisis 2, y pertenecia a un sistema de produccion de carne ubicado en la provincia
de Buenos Aires. Durante la necropsia se observé ausencia de tejido adiposo
perirrenal y pericardico (Fig. 6) y ausencia de contenido abomasal. En el parénquima
pulmonar se observé consolidacion de coloracién rojiza y de distribucion multifocal a
coalescente. En el analisis histolégico se observé meningo-encefalitis focalizada
necrotizante no supurativa, endocarditis/miocarditis no supurativa multifocal leve,
miositis multifocal no supurativa leve, hemorragia adrenal severa, nefritis intersticial no
supurativa leve, neumonia intersticial no supurativa moderada y enteritis necrotizante
con infiltrado inflamatorio mixto de leve a moderada. En base a las lesiones
histolégicas observadas no se descarta la accion de agentes protozoarios como

agentes secundarios no identificados.
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Figura 6. a. Cordero de 1 dia de vida: consolidacion y enrojecimiento del parénquima
pulmonar de distribucion multifocal a coalescente en todos los I6bulos pulmonares y
ausencia de tejido adiposo perirrenal y pericardico. b. Placa de agar sangre columbia
con 7% de sangre bovina y desarrollo de colonias de Providencia sp. a partir de tejido
pulmonar del mismo cordero.

5.3.2.1.2. Leptospira spp.

Leptospira spp. fue diagnosticada mediante PCR en tiempo real e histopatologia en
4 casos (3 fetos y 1 cordero), en 2/4 (1 feto y 1 cordero) el agente se identific6 ademas
mediante IFD. Los casos pertenecian a 3 establecimientos dedicados a la produccion
de carne ubicados en la provincia de Buenos Aires. Durante el afo 2018 se recibieron
2 de los fetos correspondientes a 2 establecimientos y al afo siguiente 1 de estos
establecimientos volvié a enviar 1 feto confirmandose nuevamente el diagndstico. El
cordero provenia de un tercer establecimiento. La edad gestacional de los fetos fue de
60 dias en 1/3, mientas que en los otros 2 fue de 140 dias, en tanto que el cordero
tenia 1 dia de vida.

A la necropsia en 2/4 especimenes (1 feto y 1 cordero) no se observaron lesiones
macroscopicas de importancia diagnéstica. En los 2 fetos restantes se observd un
estado moderado de momificacién (Fig. 7), detectdandose en 1 de los fetos al agente
por IFD. Ningun ejemplar present6 al momento de la necropsia ictericia ni
hemoglobinuria. A su vez, en 1/3 fetos y en el cordero se detectaron anticuerpos
contra agentes protozoarios, sin embargo, su ADN no fue detectado en ningun caso.

Mediante histologia se encontraron lesiones en multiples tejidos siendo la neumonia
intersticial no supurativa leve a moderada, hepatitis periportal no supurativa leve a
moderada, nefritis intersticial multifocal no supurativa leve a moderada vy
meningoencefalitis no supurativa leve a moderada compartida por los cuatro casos

diagnosticados como pérdidas asociadas a Leptospira spp. Lesiones tales como
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epicarditis no supurativa leve a moderada y glositis no supurativa intersticial
moderada, fueron observadas en 1/3 fetos y en el cordero. Por otro lado, un cordero
sin lesiones histologicas fue positivo a Leptospira spp. por IFD, sin embargo, dicho
hallazgo fue desestimado al no hallar otros indicios o resultados positivos a otras
pruebas diagndsticas. Al no hallar lesiones histologicas, no se realiz6 la PCR en

tiempo real.

Figura 7. Feto de 60 dias de gestacién estimada, con moderado estado de
momificacion. El diagnéstico de leptospirosis fue alcanzado mediante
inmunofluorescencia directa, PCR tiempo real e histopatologia.

5.3.2.1.3. Trueperella pyogenes y/o Mannheimia haemolytica.

Trueperella pyogenes y/o M. haemolytica fueron diagnosticadas mediante cultivo
bacteriologico y la apreciacion de lesiones histolégicas en 3 corderos de 2-3 dias de
vida pertenecientes a 2 establecimientos dedicados a la produccion de carne, de la
provincia de Buenos Aires.

En las 3 necropsias se corroboré atrofia del tejido adiposo perirrenal y pericardico,
se observo consolidacion de los I6bulos apicales pulmonares, los cuales presentaban
consistencia firme y coloracién rojiza, mientras que en 2/3 corderos también se
observé edema pulmonar generalizado. Del tejido pulmonar se logré el aislamiento de
T. pyogenes o M. haemolytica de forma individual en 2 de los 3 corderos; en el tercero

se aislaron ambos agentes (coinfeccion). A su vez, en los 3 corderos se detectaron
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anticuerpos contra agentes protozoarios, sin embargo, no fue detectado ADN de
ninguno de estos agentes.

En el examen histopatologico se encontré bronconeumonia necrosupurativa severa
coincidente con los hallazgos macroscopicos y aislamientos bactrianos. Sin embargo,
también se hallaron lesiones en multiples 6rganos, siendo endocarditis y miocarditis no
supurativa multifocal leve y esteatosis hepatica moderada generalizada comudn en
estos tres corderos (Fig. 8). A su vez, en el cordero afectado Unicamente por M.
haemolytica también se aprecid timitis intersticial mixta moderada, meningitis no
supurativa leve y hepatitis periportal no supurativa leve. En el caso del cordero
afectado por T. pyogenes también se observé glositis y miositis multifocales
necrotizantes no supurativas. Estas lesiones no supurativas posiblemente se deban a

otros agentes no identificados.

Figura 8. a. Pulmén de un cordero de 2 dias de vida, con consolidacién del
parénquima en lobulos apicales y edema pulmonar generalizado. b. Microfotografia de
una seccion del pulmén mostrado en la figura 8a, se aprecia bronconeumonia
necrosupurativa severa en la parte superior de la foto, ocasionada por Mannheimia
haemolytica. H&E 10x.

5.3.2.1.4. Listeria ivanovii.

Listeria ivanovii fue diagnosticada en un feto mediante cultivo bacteriolégico en
pureza, lesiones compatibles fueron observadas en la histopatologia, y se aprecio
inmunomarcacién positiva mediante IHQ. Colonias beta-hemoliticas sospechosas de
Listeria spp. desarrollaron en ASC luego de 24 h a partir de muestras de pulmon,

liguido de abomaso, higado y sistema nervioso central. Las colonias fueron
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caracterizadas como L. ivanovii mediante pruebas bioquimicas (oxidasa, ureasa, indol,
nitrato, motilidad, pruebas de actividad catalasa, beta-glucosidasa, hidrolisis de
esculina, prueba de rojo de metilo-Voges-Proskauer, fermentacion de carbohidratos y
prueba de CAMP = Staphylococcus aureus negativo y Rhodococcus equi positivo). En
el feto no se detectaron anticuerpos ni ADN de los agentes protozoarios analizados.

En este caso la IHQ fue realizada en pulmén, higado y sistema nervioso central
luego del aislamiento bacterioldgico, para confirmar la presencia del agente junto a las
lesiones histoldgicas, hallandose inmunomarcaciéon positiva en los 3 tejidos. El feto
afectado pertenecia a un sistema de produccion de carne ubicado en la provincia de
Santa Fe, donde se presentaron otros 8 abortos (10,6%) en el ultimo periodo de
gestacién en una majada con 75 hembras gestantes. Sin embargo, solo un feto fue
remitido al laboratorio para su analisis. El establecimiento suministraba como alimento
silo de maiz a toda la majada, aunque no se logré el aislamiento de Listeria spp. a
partir de muestras del silo. Durante la necropsia del feto a término, se observaron
multiples lesiones puntiformes, planas, circulares, de aproximadamente 1 mm de
diametro, bien delimitadas, de color blanquecino, diseminadas en la capsula y
parénquima hepatico (Fig. 9). Histolégicamente estas lesiones correspondieron a una
hepatitis necrotizante supurativa multifocal aleatoria con la presencia de colonias
bacterianas Gram positivas. Colonias similares también fueron observadas
microscopicamente en el encéfalo (Fig. 9) y pulmén. Se observé bronconeumonia
supurativa moderada a severa de distribucion generalizada y meningoencefalitis no
supurativa moderada. Otro hallazgo microscépico fue miocarditis necrotizante con

infiltrado inflamatorio mixto focalizado.
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Figura 9. a. Multiples lesiones puntiformes de aproximadamente 1 mm de color
blanquecino (indicadas con puntas de flechas) visibles en la superficie capsular del
higado fetal. b. Pulmén: inmunomarcaciéon positiva de Listeria spp. multifocal en el
epitelio bronquiolar, bronquial y espacios alveolares (IHQ, 10x). c. Tallo cerebral:
agregados bacterianos (indicadas con puntas de flechas) en la adventicia de un vaso
sanguineo meningeo (H&E, 10x). d. Vaso sanguineo meningeo: inmunomarcacion
positiva (indicada con puntas de flechas) de Listeria spp. en localizacién subendotelial
(IHQ, 40x).

5.3.2.1.5. Campylobacter jejuni.

El aborto por C. jejuni fue diagnosticado mediante cultivo bacteriolégico e
histopatologia en un feto de un sistema de produccion de carne ubicado en la
provincia de Buenos Aires. El aborto se produjo al final del segundo periodo de
gestaciéon (aproximadamente 85 dias de edad gestacional). Durante la necropsia no se
observaron lesiones macroscopicas de importancia, destacandose que la superficie
del feto y la placenta se encontraban contaminados con heces vy tierra (Fig. 10a). Al
realizar el primocultivo en ASK a partir de placenta, desarrollaron colonias de color

rosa palido, redondas, convexas, lisas, con borde regular y brillantes, las cuales
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desarrollaron hasta la cuarta estria siendo luego repicadas en mCCD (Fig. 10b). Con
la tincion de Gram a partir de frotis de las colonias se observaron bacilos curvos. Se
observd el movimiento mediante microscopio de contraste de fases, se realizaron
repiques en aerobiosis, complementando luego con pruebas bioquimicas como
oxidasa, hidrdlisis de hipurato e hidrdlisis de acetato de indoxilo. Se realizé la IFD para
C. fetus siendo esta negativa. Todo esto permitié identificar al agente aislado como C.
jejuni. En el feto no se detectaron anticuerpos ni ADN de los agentes protozoarios
analizados. Los estudios histologicos determinaron la presencia de placentitis
necrotica supurativa severa (Fig. 10 b y c¢), neumonia intersticial moderada no
supurativa generalizada, enteritis no supurativa y epicarditis no supurativa moderada.

A su vez, este feto fue negativo a todos los otros analisis realizados.

Figura 10. a. Feto ovino abortado a los 85 dias de gestacion estimada. La superficie
cutdnea y la placenta se encuentran contaminadas con heces y tierra. b. Placa de
agar mCCD con desarrollo de colonias grisaceas, planas y humedas, con tendencia a
extenderse correspondientes con Campylobacter jejuni. c. Placenta: placentitis
necrosupurativa severa (H&E, 10x). d. Placenta: placentitis necrosupurativa severa
(H&E, 40x).
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5.3.2.2. Protozoos apicomplejos.

Los protozoos T. gondii o N. caninum fueron diagnosticados en 14 casos (8 fetos y
6 corderos) mediante deteccion de su ADN por PCR y de lesiones histolégicas,
detectandose ademas anticuerpos especificos mediante IFl en 7/14 especimenes (5
fetos y 2 corderos). Los 8 fetos y 6 corderos afectados pertenecian a sistemas de
produccion de carne y leche, ubicados en la provincia de Buenos Aires, Corrientes y
Entre Rios. En el caso de los abortos, todos correspondieron a fetos a término y 2/8
provinieron de una gestacion gemelar. Por otra parte, las muertes perinatales
ocurrieron en corderos de 1 a 3 dias de vida.

A la necropsia en 5/14 especimenes se observaron lesiones macroscopicas. En 1/5
se observd anteversion completa de la articulacion humero-radial en el miembro
anterior izquierdo, con palidez de los musculos asociados. El miembro posterior
izquierdo estaba anquilosado. En este caso y como excepcion se tomaron también
muestras de médula espinal en sus diversas secciones. A través de la anamnesis se
pudo determinar que este establecimiento ubicado en Entre Rios, fue el Unico de los
incluidos en el estudio donde las ovejas gestantes habian estado pastoreando un
recurso forrajero con presencia de Conium maculatum (cicuta) durante los primeros
meses de la gestacion, lo que podria haber inducido el desarrollo de las
malformaciones. En este establecimiento se produjeron otros 7 abortos de edad
gestacional y con malformaciones esqueléticas similares a las aqui descriptas, los
cuales no fueron enviados al laboratorio para analisis. A su vez, 2 corderos
pertenecientes a este mismo establecimiento, que tampoco fueron enviados para
analizar, presentaron artrogriposis de los miembros anteriores, permaneciendo en la
majada. El aborto presentado en este establecimiento enviado para analisis fue
clasificado dentro de las patologias por protozoos, ya que las lesiones producidas y
observadas histolégicamente sugirieron que el feto no hubiera podido continuar viable
en una eventual vida extrauterina. No encontramos una relacion causal directa entre el
aborto por protozoarios y las malformaciones.

Continuando con el andlisis de los otros 4 corderos que a la necropsia presentaron
lesiones, en el segundo analizado y perteneciente a un establecimiento ubicado en
Corrientes, se observé anoftalmia unilateral izquierda y queilosquisis. Por el mismo
motivo que en el caso anterior, este caso se atribuyd a agentes protozoarios, a pesar

de que las malformaciones congénitas observadas son mas probablemente atribuibles
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a alguna otra causa no identificada. En los restantes 3 especimenes a la necropsia se
observd momificacion fetal.

Histologicamente se encontraron lesiones en multiples tejidos siendo la neumonia
intersticial no supurativa leve a moderada, endo-miocarditis necrotizante no supurativa
multifocal leve a moderada (Fig. 11), glositis no supurativa multifocal leve a moderada,
mielomeningoencefalitis necrotizante no supurativa multifocal leve a moderada y
miositis necrotizante no supurativa multifocal leve a moderada las mas frecuentemente
encontradas (11/14). También se hallé nefritis intersticial no supurativa moderada
multifocal (6/14), hepatitis portal/periportal moderada a severa (5/14) (Fig. 11) y
placentitis no supurativa intersticial con inflamacién perivascular (1/14). Ademas, en 1
de los fetos diagnosticados con protozoos Apicomplejos se hallaron quistes
protozoarios en el sistema nervioso central. A su vez, los resultados del cultivo
bacteriologico, pruebas inmunodiagnésticas o moleculares realizadas a los 14

especimenes resultaron negativos para patégenos bacterianos de importancia clinica.

Figura 11. a. Hepatitis portal no supurativa severa en un cordero de 1 dia de vida
(H&E, 10x%). b. Encefalitis no supurativa / gliosis focal con presencia de un quiste
protozoario aledafio al foco (indicado con flechas) en un feto a término (H&E, 40x%). c.
Miocarditis no supurativa en el mismo que en b. (H&E, 40x).

5.3.3. Causas no infecciosas.

Las causas de muerte de etiologias no infecciosas ocurrieron en 25,9% (15/58) de
los fetos (n = 2) y corderos (n = 13). Entre estas, el 73,3% (11/15) fueron
presuntivamente categorizadas como el sindrome conocido como estrés-inanicién-
hipotermia (Tabla 6). También se registraron pérdidas de origen traumatico en 2/15
casos (13,3%, ambos corderos) y distocias en 2/15 casos (13,3%, ambos fetos), como

se describe mas abajo.
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5.3.3.1.  Estrés-inanicién-hipotermia.

La muerte de 11/31 corderos recibidos se produjo durante los meses de julio y
agosto del afio 2018 y 2019 cuyas temperaturas y precipitaciones para las provincias
de origen de los casos se presentan en la Tabla 7 en contraste con los respectivos
registros histéricos. Todos los establecimientos involucrados realizaban una
produccion principalmente de carne en sistemas extensivos, y estaban ubicados en las
provincias de Buenos Aires (n = 9 casos, 3 establecimientos) o Corrientes (n = 2
casos, 1 establecimiento). En el caso del establecimiento ubicado en Corrientes, que
envid 2 corderos en el mes de julio de 2018, con pesos de 2,5 y 2,6 kg, presentaba
tanto ovejas paridas como por parir con condicion corporal de entre 1 y 1,5 en escala
de 1 a 5. A su vez, en el mes en el cual se produjo la muerte de estos corderos los
registros promedio de lluvias (mas del doble del promedio histérico) y temperaturas
(algo inferiores al promedio histérico) en la region llevaron a sospechar que
posiblemente tanto las condiciones climaticas como la pobre condicién corporal de las
madres pudieron predisponer a estas pérdidas.

Por otro lado, los 9 corderos provenientes de Buenos Aires fueron enviados durante
el mes de agosto de 2018 asi como también julio y agosto de 2019, cuando las
temperaturas promedio registradas en la provincia fueron mas altas que los
respectivos promedios histéricos, mientras que las precipitaciones fueron similares al
promedio histdrico, excepto para julio de 2019 cuando las precipitaciones estuvieron
algo por encima de la media histérica (Tabla 8).

Los 11 corderos tenian entre 1 y 3 dias de vida. Mediante las necropsias, analisis
histopatoldgicos y datos de anamnesis se determiné que estas pérdidas podrian estar
asociadas al sindrome de estrés-inanicion-hipotermia, ya que se observo
metabolizacion del tejido adiposo perirrenal y pericardico (Fig. 12) y ausencia de
calostro o leche en el abomaso. No se identificaron agentes bacterianos ni
protozoarios en ninguno de estos casos. En relacion con las lesiones histologicas, en
6/11 corderos analizados no se hallaron lesiones consideradas incompatibles con la
vida. Sin embargo, en 3/11 las lesiones mas frecuentemente halladas fueron
congestion/hemorragia cortico-adrenal severa, esteatosis hepéatica generalizada
severa, hepatitis periportal no supurativa leve, neumonia intersticial no supurativa leve,
meconio intra-alveolar en los pulmones y miositis no supurativa multifocal leve.
También se hallé en 2/11 corderos endocarditis/ miocarditis no supurativa leve,
enteritis intersticial no supurativa leve y nefritis intersticial no supurativa leve. En estos

5 casos las lesiones fueron muy leves como para ser consideradas incompatibles con
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la vida, a la vez que los dias que murieron estos corderos las condiciones climaticas
(bajas temperatura, lluvias y/o viento) en los predios de origen fueron tales que nos
llevaron a interpretar que la causa mas probable de muerte fue estrés-inanicion-
hipotermia, mientras que las leves lesiones encontradas fueron interpretadas como

hallazgos incidentales.

Tabla 8. Temperaturas y precipitaciones en las provincias de Corrientes y Buenos

Aires durante los meses de julio y agosto de 2018 y 2019, y de 1951-2017.

Corrientes Buenos Aires

Temperatura Precipitaciones Temperatura Precipitaciones
Promedio julio Minima 7,9°C 44 mm Minima 3,1°C 55,7 mm
1951-2017 Maxima 20,5°C Maxima 12,7°C

Media 13,9°C Media 7,8°C
Promedio agosto Minima 8,9°C 45 mm Minima 4,1°C 55,9 mm
1951-2017 Maxima 22,4°C Maxima 14,5°C

Media 15,4°C Media 9,2°C
Promedio julio Minima 6,7°C 99 mm Minima 8°C 125,3 mm
2018 Méaxima 18,7°C Méaxima 13,5°C

Media 12,7°C Media 10,5°C
Promedio agosto Minima 6,3°C 54,5 mm Minima 8°C 54,3 mm
2018 Méaxima 21,8°C Méaxima 17°C

Media 14,1°C Media 12,3°C
Promedio julio Minima 5,6°C 60,3 mm Minima 11,7°C 75,5 mm
2019 Maxima 19°C Méaxima 15,9°C

Media 12,5°C Media 11,7°C
Promedio agosto Minima 6,8°C 46 mm Minima 8,6°C 49 mm
2019 Maxima 23,4°C Maxima 17,1°C

Media 14,8°C Media 12,6°C
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Figura 12. a. Cordero de 2 dias de vida. Abomaso sin contenido sélido distendido por
gas (puntas de flechas) y escasas reservas adiposas en el saco pericardico. b. Otro
cordero de 3 dias de vida. El tejido adiposo pericardico se encuentra atréfico (puntas
de flechas). c. Hemorragia multifocal en la corteza de la glandula adrenal (puntas de
flechas) en un cordero (H&E, 10x). d. Leve vacuolizacion citoplasmatica de algunos
hepatocitos (puntas de flechas) (H&E, 40x).

5.3.3.2. Trauma.

Las muertes a causa de traumatismos fueron diagnosticadas mediante necropsia e
histopatologia. Los 2 corderos afectados, ambos de 1 dia de vida, pertenecian a
sistemas de produccion de carne ubicados en la provincia de Buenos Aires.

A la necropsia en uno de los corderos se observo una herida transmural en la pared
abdominal, con bordes hemorragicos, tincién sanguinolenta en la lana alrededor de la
herida y eventracion a través de la herida de asas del intestino delgado que
presentaban la serosa de color rojo oscuro (Fig. 13) y contenido sanguinolento. Esto
nos hizo sospechar que el cordero pudo haber padecido un evento de depredacion.
Los analisis bacterioldgicos y de agentes protozoarios resultaron negativos.

El otro cordero, externamente no presentd ninguna lesion, sin embargo, a la
necropsia se observo ruptura de intestino delgado de 2-3 cm con liquido intestinal y

fibrina en cavidad abdominal (peritonitis). En este caso se cultivé pulmén y liquido de



56

abomaso, aislando gran numero de colonias bacterianas con caracteristicas diversas a
las 24 h del cultivo, sin clara predominancia de ninguna de ellas, lo que fue
interpretado como contaminacién secundaria a la ruptura intestinal. En este cordero
también se detectaron anticuerpos contra ambos agentes protozoarios, sin embargo,
su ADN no fue detectado. Histol6gicamente se identific6 en ambos corderos meningitis
no supurativa leve a moderada y nefritis intersticial no supurativa multifocal leve a
moderada, por lo que no se descarta la accién secundaria de agentes protozoarios.
Otras lesiones halladas unicamente en el cordero con ruptura intestinal fueron enteritis
supurativa moderada a severa, congestion, hemorragia intestinal, neumonia intersticial
no supurativa severa, hepatitis periportal no supurativa leve, epi-endocarditis no
supurativa leve a moderada y serositis con infiltrado inflamatorio mixto severo en la

pared del diafragma.

Figura 13. a. Peritonitis con liquido intestinal libre y fibrina (puntas de flechas) en la
cavidad abdominal de un cordero de 1 dia de vida. b. Otro cordero de 1 dia de vida
con eventracidén de asas intestinales hemorragicas a través de una herida transmural
en la pared abdominal ventral, y manchas sanguinolentas en la lana de la region
aledafia a la herida y en las porciones distales de los miembros anteriores.

5.3.3.3.  Distocia.

Las distocias fueron diagnosticadas en 2 fetos a término mediante necropsia e
histopatologia en la cual se observé principalmente congestién/hemorragia adrenal y
cerebelar. Los especimenes eran procedentes de 1 establecimiento de la provincia de
Buenos Aires, dichos fetos presentaron pesos de 5,5 y 5,6 kg. Mediante la necropsia
se observd que el manto lanar de ambos fetos estaba cubierto de meconio, ausencia
de insuflacion pulmonar, ruptura del higado con sufusidon peritoneal asociada
(hemoabdomen), y edema subcutaneo, labial y lingual (Fig. 14). Los cultivos

bacteriologicos fueron negativos. A su vez, en uno de estos corderos se detectaron
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anticuerpos contra uno de los agentes protozoarios, sin embargo, su ADN no fue
identificado. En el analisis histopatolégico se observdé en ambos fetos
meningoencefalitis no supurativa multifocal leve a moderada, congestion/hemorragia
adrenal y cerebelar, neumonia intersticial no supurativa leve a moderada y presencia
de meconio en alvéolos pulmonares. Otras lesiones halladas fueron glositis no
supurativa multifocal leve a moderada, miositis, miocarditis no supurativa multifocal
leve a moderada y enteritis no supurativa leve a moderada. Si bien se hallaron
lesiones histologicas que sugieren infeccion, atribuimos las muertes a distocia, en
base a las lesiones macroscoépicas encontradas. Sin embargo, no se descarta la

accién de agentes protozoarios como agentes secundarios.

Figura 14. a. Edema en tejido subcutaneo submandibular (puntas de flechas) y
cobertura de meconio en el manto lanar en un feto a término. b. El mismo feto que en
a presentaba abundante sangre coagulada en el abdomen (hemoabdomen, (puntas de
flechas) secundaria a ruptura hepatica (no apreciable en la foto). EI manto lanar se
encuentra manchado de meconio. c. Otro feto a término con edema labial y lingual
(puntas de flechas).

5.3.4. Causas indeterminadas.

Los casos indeterminados fueron un 24,1% (14/58) del total de casos analizados,
estando representados por 12 fetos y 2 corderos.

Del total de casos clasificados con causas indeterminadas 64,2% (9/14)
presentaron lesiones histolégicas sugestivas de un origen infeccioso o protozoario (8
fetos y 1 cordero), mientras que en 35,7% (5/14) no se observaron lesiones
histoldgicas (4 fetos y 1 cordero) o se observaron lesiones que no eran atribuibles a
una causa infecciosa o protozoaria. En la Tabla 9 se resumen los hallazgos
anatomopatolégicos mas relevantes en los 9 casos (8 fetos y 1 cordero) con causa

indeterminada, pero con lesiones atribuibles a un agente infeccioso o protozoario.
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Los fetos y el cordero en los que la causa de muerte no pudo ser identificada pero
que presentaron lesiones histologicas sugestivas de la accion de algun agente
infeccioso o protozoario fueron clasificados como indeterminados (presuntamente)
infecciosos o protozoarios. Estos ejemplares provinieron de 4 establecimientos
ubicados en las provincias de Buenos Aires (3) y Corrientes (1).

Con respecto a los 5/14 fetos que fueron clasificados como indeterminados no
infecciosos, 3/5 no presentaron lesiones, sin embargo, 2/5 presentaron lesiones
macroscopicas y/o microscopicas. Uno de los fetos con lesiones provino de un
establecimiento ubicado en la provincia de Corrientes, mientras que el otro de la
provincia de Buenos Aires. A la necropsia el feto de la provincia de Corrientes estaba
cubierto de liquido amnidtico, con los musculos de los miembros anteriores de aspecto
claro (grisaceo), mientras que en los miembros posteriores se observaron musculos
atroficos y de consistencia gelatinosa. A su vez, la placenta presentd congestion y
edema. El analisis bacteriolégico resultdé negativo. Por otra parte, se detectaron
anticuerpos contra uno de los agentes protozoarios, sin embargo, el ADN de dicho
agente no fue identificado por PCR. En el analisis histopatoldgico se observé miositis,
glositis 'y miocarditis necrotizante generalizada no supurativa severa,
meningoencefalitis no supurativa multifocal leve, hepatitis periportal no supurativa leve,
neumonia intersticial no supurativa moderada y nefritis intersticial no supurativa leve.
Este feto fue clasificado como aborto indeterminado no infeccioso, ya que se consideré
que las lesiones observadas, discutiblemente podrian deberse a alguna enfermedad
carencial (deficiencia vitaminico-mineral). Sin embargo, al no haber realizado las
mediciones correspondientes de dichos elementos, la causa de las lesiones fue
indeterminada. Aunque cabe la posibilidad de que las lesiones inflamatorias descriptas
en varios tejidos de este feto sean secundarias a una causa indeterminada infecciosa
o protozoaria, el caso no fue clasificado dentro de esta categoria.

Con respecto al otro feto el cual provino de la provincia de Buenos Aires y fue
clasificado como indeterminado no infeccioso, presenté lesiones macroscépicas. Este
feto tenia alrededor de 120-130 dias de gestacion, con grado de autdlisis 3 (el feto se
envio sin refrigeracion y arribé al laboratorio 7 dias luego de su envio). A la necropsia
presenté hemorragias en subcutaneo, colecta sanguinolenta en cavidad abdominal y
pericardica, higado aumentado de tamafo, en la cara diafragmatica superficie irregular
de color gris blanquecino, al corte nédulos gris-pardo de diversos tamanos (< 1,5 cm

de diametro). El analisis bacterioldgico resulté negativo. No se hallaron anticuerpos y/o
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ADN de agentes protozoarios. Al analisis histolégico no se hallaron lesiones que

hicieran sospechar de un agente infeccioso.

Tabla 9. Edad, grado de autdlisis y hallazgos anatomopatolégicos en nueve fetos (F) y

un cordero

(C) con diagnéstico causal

indeterminado,

pero con lesiones

macroscopicas y/o microscépicas sugestivas del accionar de agentes infecciosos o

protozoarios.

Edad estimada

Necropsia

Histopatologia

F1

F3

F5

F6 '

F7*

F8*

60 dias de

gestacion

140 dias de

gestacion

140 dias de

gestacion

140 dias de

gestacion

140 dias de

gestacion

130-140 dias de

gestacion

140 dias de

gestacion

140 dias de

gestacion

3 dias de vida

Autolisis grado 3 - Edema subescapular

Autdlisis grado 3 - Edema subcutaneo
abdominal, liquido serosanguinolento en
cavidades toracica y abdominal. Pulmon:

petequias en dorsal del I6bulo diafragmatico

izquierdo

Sin lesiones

Autdlisis grado 3 - Sin lesiones

Sin lesiones

Autdlisis grado 2 - Puntillado hemorragico de
distribucion multifocal a coalescente en el

parénquima pulmonar.

Recepcion de érganos fetales. No se

accedio a los datos de necropsia

Recepcion de 6rganos fetales. No se

accedio a los datos de necropsia

Autdlisis grado 2 - Pulmén: patron alveolar

marcado, impresiones costales y atrofia de

Meningitis NS difusa moderada,

hepatitis periportal NS moderada

Neumonia bronco-intersticial con
infiltrado inflamatorio mixto. Timitis
INS leve. Nefritis INS leve. Enteritis

NS leve a moderada. Hepatitis

periportal NS moderada

Neumonia INS moderada. Glositis INS

multifocal

Neumonia INS moderada. Enteritis
INS leve

Neumonia INS severa

Neumonia INS leve, miocarditis,

miositis NS multifocal leve a moderada

Meningoencefalitis NS, neumonia INS
moderada, endo y miocarditis NS

moderada a severa generalizada

Neumonia INS moderada difuso,

endocarditis NS leve a moderada

Nefritis INS moderada. Hepatitis

periportal NS leve. Neumonia INS
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la grasa pericardica y perirrenal moderada. Enteritis INS leve a
moderada. Endocarditis NS leve.

Meningitis NS leve.

" Casos en los que se detectaron anticuerpos contra T. gondii y/o N. caninum por medio de
inmunofluorescencia indirecta. * Estos fetos eran mellizos. © Estos casos provenian de un
mismo establecimiento ubicado en Buenos Aires. NS: no supurativa. INS: intersticial no

supurativa.
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6. DISCUSION

En el presente trabajo se determind la seroprevalencia aparente de C. abortus (%
de seropositividad al ELISA) y Leptospira spp. en 8 tambos ovinos de la provincia de
Buenos Aires, constituyendo el primer trabajo de este tipo en la provincia.

La clamidiosis ovina es una causa importante de aborto y muerte perinatal en varios
paises del mundo. La deteccion de anticuerpos en un rebafio evidencia la exposicion
al agente etiologico (Hvidsten et al., 2009; Mora Dias et al., 2015) y es un hallazgo
importante desde el punto de vista epidemioldgico. Allam et al. (2017) indicaron que la
prueba de IDEXX de ELISA indirecta usada en esta tesis es un método recomendado
para la deteccion de IgG anti-C. abortus. Sin embargo, el hecho de que la prueba
también pueda detectar anticuerpos anti-C. pecorum (Livingstone et al., 2005; Casson
et al., 2007; Wilson et al., 2009; Moori Bakhtiari et al., 2011; OIE, 2018a; Bommana et
al., 2019) indica que la seroprevalencia de C. abortus podria estar sobreestimada en
nuestro trabajo. Un estudio reciente sugiere que una elevada proporcion de rumiantes
expuestos a C. pecorum pero no a C. abortus, e incluso de rumiantes no expuestos a
ninguno de estos dos agentes, pueden resultar falsamente positivos a C. abortus
mediante el ELISA indirecto comercializado por IDEXX confeccionado con antigeno
completo (Bommana et al., 2019). Si bien en la presente tesis no se evalué la
especificidad del kit, el cual segun el fabricante permitiria la deteccion de anticuerpos
especificos para C. abortus, seria conveniente realizar mas investigaciones para
determinar si efectivamente se produjo la deteccion de anticuerpos correspondientes a
varias especies de Chlamydia. Desafortunadamente, en el presente trabajo, debido a
restricciones financieras no fue posible evaluar nuevamente los animales seropositivos
mediante un kit serolégico con mayor especificidad como el indicado por Bommana et
al. (2019), por este motivo no se pudo confirmar si los resultados obtenidos se
debieron, al menos parcialmente, a reacciones cruzadas con C. pecorum.

La especificidad de la prueba diagndstica es extremadamente importante para
calcular la prevalencia real en funciéon de la prevalencia aparente. A pesar de que
desconocemos la verdadera especificidad del kit de ELISA usado, el trabajo de
Bommana et al. (2019), y otros trabajos alli citados, indican que la especificidad en
ovinos y bovinos estaria muy por debajo del 100% indicado por el fabricante del kit
para caprinos. A su vez esta especificidad seria aun menor en regiones endémicas
para otras especies de Chlamydia, como C. pecorum, cuya situacion epidemioldgica

es mayormente desconocida en rumiantes de Argentina. El desconocimiento de la
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especificidad del kit dificulta la estimacion de la prevalencia real en nuestro estudio,
motivo por el cual decidimos presentar los resultados como prevalencia aparente y
someter este resultado a la siguiente discusion.

Al calcular la prevalencia real mediante una herramienta disponible publicamente
online (http://winepi.net/sp/index.htm) para una poblacion de 1098 animales, con una
muestra de 485 animales, con resultado positivo en 38 animales (como obtuvimos en
este estudio), y un nivel de confianza de 95%, el valor de prevalencia real cambia
importantemente, como es de esperarse, a medida que cambia la especificidad de la
prueba. Usando datos de sensibilidad (89-95%) y especificidad (99,9%) cercanos a los
provistos por el fabricante del kit, la prevalencia real estimada seria de 8,7% (6,83 a
10,58%) y de 7,27% (5,54 a 9,0%) para sensibilidades de 89% y 95%,
respectivamente. Ahora bien, considerando que la especificidad de la prueba en
ovinos seria menor que la provista por el fabricante del kit para caprinos (Bommana et
al.,, 2019), nos preguntamos cémo influiria sobre el calculo de prevalencia real si la
prueba tuviera especificidades decrecientes, manteniendo para el calculo las
sensibilidades dentro del rango provisto por el fabricante del kit (89-95%). Los
resultados de este calculo indican que con especificidades del rango de 92-93% la
prevalencia real seria cercana a cero. Esto resalta la importancia de utilizar pruebas de
alta especificidad.

Por otro lado, cabe destacar que los puntos de corte usados para identificar un
resultado como positivo, sospechoso o negativo en el ELISA usado en esta tesis, no
fueron establecidos en poblaciones ovinas de Argentina, en las que la prevalencia de
C. abortus es ampliamente desconocida, pudiendo esto representar una fuente
adicional de error. Con estas salvedades en mente, nos embarcamos a discutir los
resultados de seroprevalencia aparente (% de positividad al ELISA).

De los 8 tambos ovinos analizados, todos (100%) presentaron animales
seropositivos a C. abortus, y el porcentaje de seropositividad general a nivel individual
fue de 7,8%, con un rango de 2,7% a 19,4%. Al no contar con datos referentes al
estado reproductivo en el cual se encontraban las hembras al momento del muestreo,
no fue posible evaluar la asociacion entre la seropositividad y desempeno
reproductivo. Tampoco se recibieron muestras de placentas o fetos abortados para
investigacion diagnostica de estos predios. Trabajos realizados por Lenzko et al.
(2011) y Aljumaah y Hussein (2012) con el mismo ELISA usado en esta tesis
determinaron prevalencias seroldgicas aparentes para C. abortus de 7,52% y 10% en

ovejas de Arabia Saudita y Alemania respectivamente, coincidiendo con la
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seroprevalencia aparente reportada en el presente trabajo. En majadas estudiadas en
otros paises de Europa, se relevaron seroprevalencias aparentes del 1,2% al 50,5%
(Mainar Jaime et al., 1998; Borel et al., 2004; Diaz et al., 2014). A su vez, estudios
realizados en EEUU y Alemania mostraron que varias especies de Chlamydia pueden
circular conjuntamente en poblaciones de rumiantes domésticos. Por este motivo,
respuestas humorales podrian consecuentemente diferir entre los animales infectados
con una unica o multiples especies de Chlamydia (Lenzko et al., 2011; Rahman et al.,
2015).

Por otra parte, en algunos establecimientos analizados encontramos
seroprevalencias aparentes relativamente elevadas (>10%) y una asociacién con la
raza Frisona Milchschaf. Sin embargo, como se indicé en la seccion de resultados, se
requieren mayores estudios para poder establecer una asociacién causal, ya que la
asociacion hallada podria deberse a otros factores no analizados en esta tesis. Segun
Qin et al. (2014) la presencia de muchos animales seropositivos en una majada podria
tener un efecto sobre el alto nivel de seroprevalencia en la region; sin embargo, la alta
seroprevalencia puede no estar asociada con la situacion epidemioldgica de la region,
pero si con un alto nivel de infeccidon a nivel del rebafo. A su vez, el origen geografico,
saneamiento, climas y practicas de manejo aplicadas son factores de riesgo asociados
con la seroprevalencia de C. abortus (Mainar Jaime et al., 1998; Pinheiro et al., 2010;
Hireche et al., 2015). Segun Lenzko et al. (2011) factores como la virulencia de las
cepas, inmunidad individual, razas y presencia de otros microorganismos pueden estar
relacionados con una mayor probabilidad de presentacién de abortos por Chlamydia.
Nosotros hallamos las seroprevalencias aparentes mas elevadas en establecimientos
con animales de la raza Frisona Milchschaf, sin embargo, deberian realizarse mas
estudios para corroborar si dicha mayor prevalencia aparente esta efectivamente
asociada a la raza o a un alto nivel de infeccion en los rebafios que no tengan relacion
con la raza, pudiendo deberse dicha asociacién a un sesgo o efecto de confusion.
Diaz et al. (2014) hallaron una asociacién entre mayor tamafio del lote con mayor
seroprevalencia, probablemente dada por un mayor contacto y difusion del material
contaminado. En el presente estudio las 5 majadas chicas (de entre 34 y 84 animales)
presentaron mayor seroprevalencia aparente a C. abortus que las 3 majadas grandes
(de entre 196 y 371 animales); sin embargo, estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas.

También, se debe considerar el efecto subclinico de las infecciones por C. abortus,

las cuales tienen repercusiones notables en términos econémicos (Reinhold et al.,
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2011). En rodeos con un alto porcentaje de portadores de Chlamydia se ha observado
una disminucion de la ganancia diaria de peso (Reinhold et al., 2011; Poudel et al.,
2012) y reduccion del rendimiento de leche (Biesenkamp-Uhe et al., 2007). Segun
Anstey et al. (2019) el impacto de las infecciones subclinicas por Chlamydia es mas
importante a nivel productivo del rodeo que considerando una afeccion individual. En
el presente estudio, no se evaluaron las pérdidas reproductivas y productivas clinicas
ni subclinicas en ninguno de los 8 tambos analizados.

La edad de los animales también es un factor predisponente para la seropositividad
a C. abortus, lo que indica una mayor probabilidad acumulativa de exposicion
conforme pasa el tiempo (Vogel, 2011; Qin et al., 2014). Hireche et al. (2015)
determinaron seroprevalencias mas altas en ovejas de 24 y 35 meses en comparacion
con ovejas de menor edad, sin embargo, no encontraron diferencias significativas. En
el presente trabajo, la seroprevalencia fue mayor en las ovejas que en las borregas,
sin embargo, estas diferencias no fueron significativas, coincidiendo con resultados
obtenidos por Diaz et al. (2014) y Allam et al. (2017). La inmunidad protectora contra
C. abortus se desarrolla alrededor del parto o el aborto después de una infeccion
primaria y se asocia con la seroconversion que ocurre como resultado de la
multiplicacion masiva del agente en la placenta (Longbottom et al., 2013). Luego de la
infeccion los titulos de anticuerpos contra C. abortus se elevan alcanzando el maximo
en el momento del aborto. La duracion de dichos titulos ha sido tema de discusion de
varios investigadores, indicando que, si bien disminuyen, contindan elevados luego de
dos afos, pudiendo ser detectados al momento del celo y disminuyendo luego en el
parto subsiguiente (Livingstone et al., 2009; Gutiérrez et al., 2011; Longbottom et al.,
2013). Por su parte, Espi et al. (2001) y Livingstone et al. (2017) determinaron que los
titulos disminuyen gradualmente llegando con el tiempo a negativizarse. Estas
afirmaciones podrian explicar los hallazgos de nuestro trabajo en cuanto al
seguimiento seroldgico de 6 animales inicialmente positivos al ELISA en una unica
majada. La infeccidén en esos animales pudo haber sucedido en periodos previos y por
este motivo, los titulos de anticuerpo habrian descendido, razén por la cual no fueron
detectados en el segundo muestreo para 5 de ellos.

A su vez, en ninguno de los 6 hisopados vaginales realizados se pudo identificar
ADN de C. abortus ni de otras especies de Chlamydia. Resultados similares a los del
presente estudio fueron obtenidos por Campos Hernandez et al. (2014) al trabajar con
cabras adultas seropositivas e hisopados vaginales y rectales. Segun Livingstone et al.

(2009) y Longbottom et al. (2013) en el momento del celo puede detectarse ADN de C.
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abortus en hisopados vaginales incluso en el segundo afio post infeccion; sin
embargo, la cantidad es escasa y cercana al limite de deteccién de la PCR. Los
hisopados vaginales y muestras de utero tomados fuera de este periodo resultan
negativas por PCR en tiempo real y cultivo celular, y la histopatologia no permite
revelar el agente en muestras de utero (Sharma et al., 2008; Hvidsten et al., 2009;
Ababneh et al., 2014). Segun Kalender et al. (2013) el hecho de que fetos analizados
resulten positivos mientras que algunos hisopados vaginales no, puede deberse a un
bajo numero de C. abortus en estos ultimos. Sin embargo, Allam et al. (2017) hallaron
ADN de C. abortus mediante PCR en tiempo real en 8 de 8 hisopados vaginales de
ovejas clinicamente sanas seropositivas. En el presente trabajo, las muestras de
hisopados vaginales en las 6 ovejas fueron tomadas 1 mes luego del inicio de la
temporada de partos, sin embargo, no se identificé ADN o estructuras compatibles con
C. abortus, esto pudo haberse debido a una escasa recoleccion de células infectadas
al no coincidir con algun periodo de mayor presencia del patégeno en el tracto
reproductivo, o a seropositividad debida a una reaccion cruzada con otra/s especie/s
de Chlamydia. La PCR anidada utilizada hubiera detectado otras especies del género
Chlamydia en los hisopados vaginales, aunque no esta claro si la vaginal es una via
posible o frecuente de excrecién de especies de Chlamydia distintas de C. abortus en
ovinos.

En cuanto a la majada ubicada en el partido de Balcarce, a pesar de tener registros
de abortos durante el periodo de seguimiento, no se pudo concretar el envio de fetos
ni placentas para analizar, muestras indispensables en el diagnostico de este
patdgeno. En este establecimiento, de las 6 hembras que fueron seropositivas al
primer muestreo, 1 abortd, 1 no presentd cordero (no pudiéndose determinar si quedo
0 no prefiada luego del servicio, si abortd en caso de haber quedado prefiada, o Si
perdid el cordero en la etapa postnatal en caso de haber parido con normalidad),
mientras que las 4 restantes presentaron pariciones normales. En el caso de las 4
hembras cuya paricion fue exitosa, la serologia correspondiente al segundo muestreo
fue negativa, lo que indicaria que estos individuos podrian haber sufrido infecciones
asintomaticas, o eventualmente padecido la enfermedad en periodos reproductivos
previos, por tal motivo no fue identificado material genético de Chlamydia spp. en los
hisopados vaginales ni detectados anticuerpos al momento del segundo muestreo
serolégico. Del mismo modo, en la hembra que no presentd cordero la serologia
observada en el segundo muestreo fue negativa, esto podria indicar que la hembra

habria estado infectada desde periodos reproductivos previos, lo que llevé a que se
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volviera seronegativa en el segundo muestreo. Se desconoce si esta hembra quedo
prefada luego del servicio, y de ser asi si perdio el cordero en la etapa gestacional o
postnatal. En la Unica de estas 6 hembras confirmada como abortada, cuya serologia
fue positiva en ambos muestreos, las interpretaciones mas probables son las mismas,
incluyendo infeccidon asintomatica e infeccion en periodos reproductivos previos,
aunque también cabe la posibilidad de que la ausencia de deteccion de ADN de
Chlamydia spp. fuera a causa de una escasa recoleccion de células infectadas en el
hisopado vaginal, o que la seropositividad haya sido debida a infeccién con otra
especie de Chlamydia (por ejemplo, C. pecorum), sin eliminacién vaginal de esta
especie al momento de obtener el hisopado.

Ya que algunos trabajos indican que el kit de ELISA utilizado en el presente trabajo
puede detectar anticuerpos tanto para C. abortus como para C. pecorum (Bommana et
al., 2019), y que, por este motivo se haya sobreestimado la seroprevalencia de C.
abortus, se plantea la necesidad de realizar futuros estudios sobre los sueros positivos
con otros métodos mas especificos. Sin embargo, el hecho de que ambas especies
puedan causar abortos en ovinos denota la importancia de los hallazgos de este
trabajo (Clune et al., 2021; Westermann et al., 2021).

Cuando se evaludé la seroprevalencia de Leptospira spp. no se encontraron
seroreactores, lo que indicaria que la seroprevalencia en esos tambos seria < 4%. Si
bien no se encontraron seroreactores a este agente, es importante destacar que
33/485 de los sueros analizados presentaban anticuerpos contra este agente, sin
embargo, los titulos presentes no alcanzaron al punto de corte 1/100 para ser
identificados como sueros positivos. En este sentido la OIE (2018b) indica que el
proposito de la técnica de MAT es demostrar la ausencia de infeccion en animales
individuales y realizar vigilancia, permitiendo a su vez, la confirmacion de casos
clinicos. También indica que la técnica de MAT tiene limitaciones en el diagnéstico de
la infeccion crénica en los animales aislados y en el diagnéstico de las infecciones
endémicas de los rebanos. Los animales infectados pueden abortar o ser portadores
renales y genitales mostrando titulos de MAT por debajo del titulo minimo significativo
ampliamente aceptado de 1/100. La prevalencia de la enfermedad es variable tanto
entre paises como incluso dentro de una misma region (Fang et al., 2014). En
Argentina, Brihuega (2013) menciona una alta seroreactividad a Leptospira en
animales, encontrando un 57% (2898/5085) en bovinos, 59% (149/253) en equinos,
57% (71/125) en porcinos, 11% (26/235) en caprinos y 18% (37/204) en caninos. Por

su parte, Cacchione et al. (1980) y Draghi (2012) determinaron una seroprevalencia
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para Leptospira spp. serovar Pomona, Tarassovi y Wolffi del 5% (95/1910) y 17,3%
(446/2577) en sueros ovinos remitidos para diagnostico etioldgico de causas de
mortalidad en la provincia de Corrientes. Brihuega et al. (1984) hallaron 28,4%
(52/183) de seroprevalencia en ovinos de la provincia de Neuquén con predominio de
los serovares Pomona y Butembo. Robles et al. (2014) describieron seroprevalencias
de entre 10% y 12% en ovinos de Rio Negro para los serovares Pomona y Ballum. Por
su parte, el Departamento de Leptospirosis de la Direccion de Laboratorios y Control
Técnico (DILACOT) del Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASA) informé prevalencias en ovinos del 0 al 47,36% (Seijo et al., 2001) en
diferentes regiones del pais. Segun Monahan et al. (2009) algunos tubulos renales que
presentan leptospiras estan rodeados de infiltrado inflamatorio, mientras que otros
carecen de cualquier inflamacién obvia, tal vez indicando que tales tubulos estan
colonizados recientemente o que las bacterias estan evadiendo de alguna manera al
sistema inmunolégico. Esta situacion estaria asociada a infecciones crénicas
subclinicas o asintomaticas (Ellis, 2015). En el presente trabajo, la ausencia de
seroreactores a Leptospira posiblemente se debié a que las muestras analizadas
correspondieron a animales clinicamente sanos y que al utilizar la técnica MAT cuyo
limite de deteccién esta basado en la endemicidad de la enfermedad no se lograron
identificar anticuerpos que permitieran clasificarlos como animales positivos. Previo a
la realizacion de cada prueba los antigenos utilizados fueron analizados bajo
microscopio de campo oscuro para corroborar vitalidad y pureza, en un intento de
reducir la posibilidad de falsos negativos a causa de antigenos de mala calidad. Por
otro lado, al observar aglutinaciones (sin llegar al punto de corte de aglutinacién del
50% de las leptospiras) en algunos sueros analizados indicaria que los antigenos
utilizados eran aptos. Fang et al. (2014) en Nueva Zelanda obtuvieron un 56,5%
(224/396) de ovejas seropositivas a los serovares Hardjo y Pomona (titulo = 1/48)
tomando muestras de matadero. Estudios realizados por Costa et al. (2017) en
majadas han informado el predominio de bajos titulos de anticuerpos anti-Leptospira,
habiendo analizado no solo los mismos 8 serovares utilizados en la presente tesis,
sino también otros serovares considerados relevantes para su region (Paraiba, Brasil).
Ellis et al. (1981) evaluaron el estado de portador renal de bovinos usando MAT y
cultivo bacterioldgico, y reportaron que el 46,4% de los portadores renales (cultivo
positivo) presentaron titulos < 1/100. Con relacion a esto, Otaka et al. (2012)
consideraron que la técnica de MAT no es adecuada para identificar portadores a nivel

individual, pero es una buena herramienta para monitoreo en majadas. A pesar de
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esto, no lo consideraron como predictor de portadores ya que hasta un 33,3% (5/15)
de la majada no reactiva puede eliminar leptospiras en la orina. Ademas, en ambientes
donde la enfermedad es endémica, la presentacion de animales asintomaticos que
actuan como transmisores es comun (Ellis, 2015). Los resultados hallados indicarian
que alrededor de 452 ovinos analizados en esta tesis no estuvieron expuestos a esta
espiroqueta, aunque no puede descartarse que algunos animales fuesen portadores
asintomaticos seronegativos o que hubieran estado expuestos a serovares no
evaluados en este estudio. Mientras que los 33 restantes podrian haber estado
expuestos aunque los titulos no fueron suficientes para ser clasificados como
seropositivos. En este sentido, Almeida et al. (2019) indicaron que en ambientes
donde la enfermedad es endémica es comun la presencia de animales asintomaticos,
siendo estos individuos los mas importantes desde el punto de vista epidemioldgico,
ya que no estan identificados y actian como transmisores para otros animales. A su
vez, varios investigadores aislaron y detectaron por PCR Leptospira interrogans en
ovejas adultas que eran seronegativas o tenian titulos bajos (< 1/100) de anticuerpos
anti-Leptospira (Silva et al., 2007; Lilenbaum et al., 2008; De Carvalho et al., 2011;
Director et al., 2014; Almeida et al., 2019). En el presente trabajo Unicamente se
realizo la serologia de los individuos de los tambos ovinos, de los que no se tomaron
muestras para PCR. La eventual posibilidad de portadores subclinicos que eliminan la
bacteria en el ambiente resalta la necesidad de realizar seguimientos en las majadas
que involucren mas de una técnica de diagnoéstico que permita identificar este agente
zoonotico. Por lo que la seroprevalencia determinada en el presente estudio no indica
la inexistencia de leptospirosis en este tipo de sistemas productivos, simplemente la
ausencia de seroreactores y una seroprevalencia < 4% al momento del muestreo.

En cuanto al objetivo tendiente a caracterizar las causas de aborto y muerte
perinatal en ovinos de Argentina, se lograron estudiar un total de 27 fetos abortados y
31 corderos muertos en la etapa perinatal, procedentes de diferentes regiones del
pais. Si bien este es el trabajo mas extenso sobre la tematica a nivel nacional, la baja
cantidad de casos estudiados, y el hecho de que la mayoria de los fetos y corderos
proviniera de un solo establecimiento, son grandes limitantes de este estudio.

Al analizar en conjunto abortos y muertes perinatales se determiné que la principal
causa de pérdidas fue de origen bacteriano/protozoario, seguida por causas no
infecciosas y finalmente casos indeterminados, coincidiendo con los hallazgos
obtenidos por Holmgy et al. (2016). Sin embargo, en este punto es importante

destacar que posiblemente algunas muertes perinatales producto de agentes
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bacterianos estuvieron predispuestas por causas no infecciosas previas, las que
pueden haber determinado reduccion del consumo de alimento y alteraciones en las
interacciones fetomaternas, deviniendo en infeccion secundaria y muerte,
particularmente para los patdégenos oportunistas como E. coli, Providencia sp., T.
pyogenes y/o M. haemolytica.

En los abortos, el diagndstico mas frecuente estuvo asociado a causas
indeterminadas con sospecha del accionar de uno o mas agentes
infecciosos/protozoarios no detectados por los métodos utilizados en el estudio,
seguido por protozoos apicomplejos (que colectivamente fueron las principales causas
de aborto identificadas) y finalmente agentes bacterianos. A su vez, los grados de
autolisis 2 y 3 fueron los mas frecuentes, y esto explicaria en parte, la dificultad para
llegar al diagndstico etioldgico y la consecuente cantidad de casos indeterminados. En
relacidon con esto existen diversos motivos por los cuales no se pueden establecer las
causas de muerte. Segun Bartley et al. (2019) la autdlisis dificulta los examenes
histopatoldgicos. Sin embargo, Van den Brom et al. (2012) postularon que los casos
indeterminados estarian asociados a causas no infecciosas dificiles de identificar. En
el presente trabajo, en 9 fetos sin diagnodstico etiolégico, se pudo determinar por
histologia la presencia de lesiones inflamatorias que presuponen el accionar de
agentes infecciosos o protozoarios. A pesar de esto, se coincide con ambos autores,
ya que posiblemente en los casos indeterminados la imposibilidad de llegar al
diagnéstico estuvo asociado al grado de autdlisis el cual disminuyé las posibilidades
de apreciar un mayor niumero de lesiones histolégicas, mientras que en otros casos
posiblemente se debidé a causas no infecciosas dificiles de determinar. También es
importante indicar que, si bien se abarcé un gran niumero de agentes bacterianos y
protozoarios, algunos agentes bacterianos (por ejemplo, Coxiella burnetii), virales (por
ejemplo, Pestivirus, Orbivirus, Bunyavirus, etc.) y protozoarios (por ejemplo,
Sarcocystis spp.) no fueron testeados, los cuales podrian estar relacionados a alguna
de las pérdidas observadas. A su vez, si bien la remisidn de placenta solo se dio en
9/27 fetos, contar con esta muestra ayudé a alcanzar algunos diagndsticos
bacterianos, siendo indispensable para uno de ellos en el que el agente causal (C.
jejuni) sélo pudo ser identificado en la placenta.

Con relacion al momento en el cual se produjeron los abortos y las muertes
perinatales, se detectd un gran numero de abortos que coincidieron con el tercer
periodo de gestacion, presentandose un menor numero de casos en el segundo

periodo y ninguno en el primero. Si bien los abortos pueden ocurrir en cualquier
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periodo de la gestacion, debido a los sistemas productivos (extensivos) predominantes
en nuestro pais, es mas facil detectar las pérdidas en el segundo y tercer periodo de la
gestacion, ya que el tamafo de los fetos es mayor y por lo tanto la facilidad para
encontrarlos en el campo. Sin embargo, algunos autores también reportan que la
presentacion de abortos en determinado momento de la gestacion puede estar
relacionado a determinados patdgenos (Arranz-Solis et al., 2015; Castafio et al.,
2016). En esta tesis las pérdidas ocasionadas por los agentes bacterianos y
protozoarios se presentaron en los momentos gestacionales esperables para cada
agente. A su vez, entre los casos recibidos, se observé predominio de causas de
aborto  bacterianas/protozoarias y de muerte perinatal de causa no
infecciosa/parasitaria. Estos datos estarian en concordancia con otro trabajo que
sugiere que, predominantemente, los abortos suelen ocurrir por causas infecciosas y
las muertes perinatales por causas no infecciosas (Robles y Olaechea 2001).

Se conoce que el peso al nacer en gestaciones simples es mayor en corderos
machos, sin embargo, en gestaciones gemelares las diferencias de peso debidas al
sexo representan la mitad de lo que se esperaria respecto de partos simples (Macedo
et al., 2010; Lynch et al., 2018). Nosotros detectamos asociacion entre momento de la
muerte y sexo, sin embargo, cuando evaluamos el efecto del peso y el sexo de los
individuos no hallamos diferencias significativas por lo que se descart6 la relacion con
el peso. Varios autores han indicado que los corderos machos presentan una mayor
tasa de mortalidad debido a que tienden a alejarse de su madre, lo que los vuelve mas
susceptibles a accidentes o depredadores (Southey et al., 2004; Turkson y Sualisu,
2005; Guilhem et al., 2006; Mandal et al., 2007; Sawalha et al., 2007). No existen
reportes que asocien esta mayor mortalidad a alteraciones genéticas ligadas al sexo.
Nosotros no pudimos determinar otros factores de riesgo asociados al mayor numero
de fetos hembras y muerte perinatal de machos entre los casos recibidos, tampoco se
pudo conocer si las muestras recibidas pertenecieron a partos simples o multiples, por
lo que se requieren mas trabajos de investigacion al respecto para determinar si
efectivamente existe asociacion o solo se traté de un hallazgo fortuito o incidental. En
la tesis también se evalud el peso y sexo de los fetos en relacion con el periodo
gestacional, hallandose diferencias significativas en el caso de las hembras de 2° y 3°
periodo, y no asi el macho. En este sentido dichas diferencias observadas podrian
estar asociadas a la edad gestacional aproximada, que en el caso de las hembras
analizadas del 2° periodo era de entre 60-80 dias de gestacion, en contraste con

hembras de 3° periodo (> 110-140 dias). En el caso del feto macho de 2° periodo, su
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edad gestacional aproximada fue de 100-110 dias que en contraste con ejemplares de
3° periodo (> 110-140 dias) posiblemente haya sido el motivo por el cual no se
hallaron diferencias significativas, ya que las diferencias etarias en este ultimo caso
eran mas cortas. Por lo tanto, las diferencias observadas en las hembras posiblemente
se haya debido a que las de 2° periodo permanecieron menor tiempo en el utero
materno, en contraste con el macho del mismo periodo. Por otro lado, cuando se
analizé el peso de los fetos teniendo en cuenta su sexo (machos o hembras) y
evaluando los dos periodos gestacionales, no se observaron diferencias significativas
que pudieran asociar el peso a una mayor presentacion de abortos de hembras que de
machos. Sin embargo, al analizar el peso de fetos hembra y machos en conjunto
contrastandolo con los dos periodos gestacionales se observaron diferencias
significativas las cuales podrian estar dadas a causa de que en el tercer periodo la
ganancia de peso fetal es mas importante. Segun Mellor (1987), en el ultimo tercio de
la gestacién es cuando el crecimiento del feto y de los anexos fetales adquieren una
especial importancia, teniendo lugar al mismo tiempo el desarrollo de la estructura
mamaria.

Las causas de muerte perinatal bacteriana mas frecuentes fueron las producidas
por enterobacterias como E. coli y Providencia sp. Estos hallazgos coinciden con
trabajos realizados por Holmgy et al. (2016), quienes reportan a las enterobacterias
como los principales agentes bacterianos generadores de pérdidas. En este sentido, la
privacion o retraso en el consumo de calostro del recién nacido dada por la separaciéon
de la madre, competencia entre hermanos, debilidad, mala atencién materna o
agalaxia pueden ser factores decisivos a la hora de la supervivencia del neonato. Esto,
sumado a la exposicion de bacterias patégenas oportunistas como E. coli o
Providencia sp., las cuales pueden ingresar por via umbilical u oral ya sea al momento
del parto o poco tiempo después a causa de pezones o ubre contaminados, lo que
puede provocar la enfermedad y muerte de corderos inmunocomprometidos (Hodgson,
King, Hay et al.,, 1989; Hodgson, King, Moon et al., 1989; Irazoqui et al., 1992;
Hodgson, 1993; Sharma et al., 2017). Segun Mandal et al. (2007), en corderos recién
nacidos, la falta de ingestién el calostro aumentd la susceptibilidad a infecciones
bacterianas, particularmente del grupo coliformes. Esto podria deberse a que en
corderos recién nacidos el abomaso posee un pH relativamente neutral y el intestino
tiene la motilidad reducida, lo que permite la supervivencia y el crecimiento de
bacterias ingeridas del medio ambiente, especialmente en ausencia de calostro,

ocasionando bacteriemia, infeccion sistémica y meningitis (Wang et al., 2014). A su
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vez, en el caso de infeccion por E. coli se presentan como factores de riesgo para
contraer la infeccion factores ambientales, de manejo, mayor tamafio de la camada, el
menor peso de los corderos, ser corderos nacidos de ovejas con mala condicion
corporal o de ovejas de 1 o 5 afos (Collins et al., 1985; Eales et al, 1985; Eales et al,
1986; King y Hodgson, 1991; Leek, 1993). En los casos analizados se observo la
enfermedad denominada sindrome de boca acuosa, cuya causa y etiopatogenia se
desconoce, aunque se ha asociado a bacteriemias neonatales por varias bacterias
mayormente oportunistas, entre las cuales se incluye E. coli (Angell y Duncan, 2020).
Segun Gilmour et al. (1985) la motilidad intestinal reducida también es una
caracteristica temprana importante. La enfermedad se caracteriza clinicamente por
salivacién profusa, letargo, falta de voluntad para buscar el pezdén y succionar,
aumento de la distension abdominal, meconio retenido, inaniciéon e hipotermia (Collins
et al., 1985, Hodgson, King, Hay et al., 1989). Si bien en 2/5 corderos infectados por E.
coli en esta tesis se observé materia fecal adherida a la zona perianal y base de cola
(indicativo de diarrea), en los otros 3 corderos esto no fue observado. Esta situacion
fue descripta por Riet-Correa et al. (2011) que observaron que algunos animales
infectados mostraban depresion, dejaban de mamar y morian antes de presentar
diarrea. Estas situaciones posiblemente se presentaron en estos corderos, lo que llevo
a deplecién de sus reservas grasas. En los casos aqui presentados, 2 corderos
manifestaron enteritis necrotizante mixta. Las lesiones histolégicas halladas en otros
tejidos de corderos muertos y que atribuimos a enterobacterias fueron inespecificas,
algunas de las cuales han sido descriptas ocasionalmente en casos de sindrome de
boca acuosa (Angell y Duncan, 2020). Dado que en el presente trabajo las lesiones
histolégicas halladas en los tejidos fueron también no supurativas, la ocurrencia de
comorbilidades no evaluadas en este estudio no puede ser descartada en estos casos.
A pesar de que no fue uno de los objetivos de este estudio, podria ser interesante
evaluar la constelacion de genes codificantes de factores virulencia en los aislados de
E. coli de estos corderos, a fin de eventualmente determinar su patotipo (Ghanbarpour
et al., 2017).

También, se identificé Providencia sp. por medio de su aislamiento en pureza de
pulmén e higado en un cordero. A pesar de aislarse en pureza al agente a partir del
higado, no se observaron lesiones histologicas en dicho tejido. Ademas de neumonia
intersticial no supurativa moderada, el cordero presentaba enteritis necrotizante mixta
leve a moderada, y lesiones no supurativas leves en multiples tejidos, incluyendo el

encéfalo, corazén, rindn y musculo estriado. Estas lesiones fueron atribuidas a
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Providencia sp. con fines clasificatorios en esta tesis, pero no se realizaron cultivos
bacterianos de estas muestras (a excepcion de pulmén e higado) ni se apreciaron
bacterias intralesionales en la histologia, por lo cual la ocurrencia de comorbilidades
no investigadas en esta tesis no puede descartarse.

En el presente trabajo se confirmaron problemas de mastitis en 15 ovejas de una
majada de 1114 hembras (1,3%) durante el afio 2019 (datos no mostrados), lo que
pudo haber generado un calostrado deficiente tanto en calidad como en cantidad, con
consecuente estrés en los corderos y reduccion de las defensas inmunitarias,
predisponiendo al ingreso de E. coli y Providencia sp. por via oral y desarrollando la
enfermedad en los primeros 3 dias de vida. A su vez, los corderos analizados en este
trabajo, en los que posteriormente se diagnosticaron como infecciones por
enterobacterias, presentaron restos de tierra en la boca y ausencia de contenido
abomasal, lo que sugiere que no habian ingerido calostro/leche en las ultimas horas
de vida, y que la fuente de infeccidon pudo haber sido ambiental, por ejemplo la
ingestion de tierra.

Otra de las bacterias detectadas como causal de abortos y muerte perinatal en este
estudio fue Leptospira spp. Este agente se presenta en areas con climas tropicales y
templados en entornos tanto urbanos como rurales. Sin embargo, la presentacién de la
enfermedad es mas frecuente en climas tropicales, que brindan las condiciones
ideales para su supervivencia (Wasinski y Dutkiewicz, 2013; Ellis, 2015; Dos Santos et
al., 2017). En este estudio el agente fue detectado en especimenes remitidos por
establecimientos ubicados en la provincia de Buenos Aires, principalmente de
sistemas extensivos en los cuales las ovejas se crian junto con el ganado bovino (2/3
establecimientos), en los que la ocurrencia de leptospirosis seria comun (Ellis, 1994).
En este sentido Ellis et al. (1983) y Leon-Vizcaino et al., (1987) sugirieron la accién en
otros continentes de Leptospira spp. de los serogrupos Pomona, Grippotyphosa y
Sejroe (serovar Hardjo) como responsables de algunos abortos en ovinos, serogrupos
que también son compartidos por bovinos. En el presente trabajo se utilizé una PCR
en tiempo real la cual segun la OIE (2018b) permite detectar el género Leptospira spp.,
sin embargo, dicha PCR no permite identificar las especies actuantes, por este motivo
y al no haber realizado la técnica de MAT en los liquidos de cavidad de los fetos y el
cordero diagnosticados con leptospirosis, no fue posible realizar una mayor
aproximacién diagndstica a la especie y serogrupo actuante. También es importante
destacar que en 2 fetos no se identificd Leptospira spp. por medio de IFD, por lo que

posiblemente la presencia del agente haya sido escasa en estos tejidos fetales, lo que
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posteriormente influyé en el resultado, ya que esta prueba diagndstica es dependiente
del numero de agentes y del estado de conservacion de los tejidos (OIE, 2018b). En
este punto surge el interrogante de si la PCR utilizada, cuyo ADN blanco no es
especifico de leptospiras patdgenas, podria haber determinado la identificacion de
leptospiras no patégenas, sobreestimado la frecuencia de deteccion de casos
identificados como leptospirosis. Sin embargo, el hecho de haber identificado al agente
en organos fetales y detectado lesiones histoldgicas podria indicar que las leptospiras
halladas eran patégenas. Ademas, en los 4 casos diagnosticados se hallaron lesiones
histoldégicas coincidentes con las reportadas por Canton et al. (2015) en fetos bovinos
abortados y por Almeida et al. (2019) en ovinos adultos asintomaticos crénicamente
infectados, en los que la histologia reveld infiltrado inflamatorio intersticial no
supurativo multifocal de leve a moderado en rifidén (Almeida et al., 2019), sumado a
otro tipo de lesiones no supurativas en pulmén, higado y meninges (Cantén et al.,
2015). Si bien las lesiones halladas en el presente estudio fueron inespecificas, la
identificacion del agente por dos métodos diagndsticos en dos casos sumado a la
confirmaciéon de la presentacion de la enfermedad dos afios consecutivos en un
establecimiento, podrian indicar que las pérdidas fueron producto de este agente
infeccioso. Analizar estas mismas muestras mediante una PCR que tenga como
blanco al gen lipL32 de Leptospira podria proveer mas informacion respecto del
agente involucrado en estos casos, ya que las leptospiras portadoras de este gen son
consideradas patdégenas o de patogenicidad intermedia, mientras que este gen no esta
presente en especies consideradas saprofitas (Miotto et al., 2018).

La leptospirosis es una enfermedad desatendida y de efectos subestimados
(Martins et al., 2012b). En rumiantes, se puede presentar de forma subclinica (Ellis,
1994; Martins et al.,, 2012a). Sin embargo, en su presentacion cronica genera
problemas reproductivos. En este sentido, las ovejas pueden actuar como reservorios
de estas espiroquetas representando una amenaza potencial para la salud humana y
otros animales causando importantes pérdidas econémicas (Cousins et al., 1989; Ellis,
1994; Gerritsen et al., 1994; Silva et al., 2007; Lilenbaum et al., 2008; Pappas et al.,
2008; Lilenbaum et al., 2009). La infeccion por el serovar Hardjo seria endémica y
menos dependiente de los factores ambientales (De Carvalho et al., 2014; Martins y
Lilenbaum 2014; Cortizo et al., 2015). Sin embargo, los serovares incidentales, como
Icterohaemorrhagiae, generalmente producen brotes epidémicos y son dependientes
de factores ambientales (Adler y De la Pefia Moctezuma, 2010; Suepaul et al., 2011;

Martins et al., 2012a). La enfermedad grave a menudo se asocia con serovares
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incidentales, principalmente Pomona, Ballum, Icterohaemorrhagiae o Grippotyphosa
(Leon-Vizcaino et al., 1987; Vermunt et al., 1994). En Uruguay el serovar Kennewicki
del serogrupo Pomona también fue asociado a leptospirosis aguda en ovinos (Hamond
et al., 2019). Si bien en el presente trabajo no se determind el serovar actuante, en
general los abortos se presentaron como brotes epidémicos (datos no mostrados). A
su vez, en las muestras examinadas, la nefritis intersticial leve a moderada fue comun
en todos los ejemplares, pudiendo asociar estas lesiones a la infeccidn por Leptospira
spp. (De Carvalho et al., 2011; Almeida et al., 2019).

En otro orden de hallazgos, se detectaron muertes por cuadros respiratorios
ocasionados por T. pyogenes y M. haemolytica. Trabajos realizados por Besser et al.
(2013) y Martinez et al. (2019) indican que, si bien la enfermedad respiratoria afecta a
ovinos de todas las categorias, los animales jovenes son los mas susceptibles. A su
vez, en sistemas de produccion extensivos en los que las condiciones ambientales no
son controladas y donde se asocian a factores climaticos estresantes tales como frio o
lluvia, se produce la mayor cantidad de muertes por enfermedades respiratorias
(Brogden et al., 1998; Nava-Lopez et al., 2006; Radostits et al., 2006; Bell, 2008;
Macedo et al., 2010; Caswell y Williams, 2016). En el presente trabajo las muertes
ocurrieron durante los primeros dias de vida, y aunque esto no fue evaluado, pudieron
haber estado asociadas a factores concomitantes como cambios bruscos en la
temperatura, mal calostrado, presencia de virus respiratorios, lluvias o falta de
refugios. Donachie (2001) indico que los brotes en el rebafio comienzan habitualmente
con muertes repentinas, con frecuencia en corderos jévenes en los que la enfermedad
es sobreaguda y septicémica. En el presente trabajo los animales diagnosticados con
T. pyogenes y M. haemolytica también tuvieron anticuerpos contra agentes
protozoarios, sin embargo, en base a los hallazgos de necropsia, aislamientos
realizados y lesiones histolégicas observadas se determind que las muertes fueron
producto de la bronconeumonia. También es importante destacar que los 3 corderos
presentaron atrofia del tejido adiposo, este hallazgo podria indicar que luego de
contraer la enfermedad los corderos no se alimentaron adecuadamente agravando la
situacion. Segun Fernandez et al. (2016) la concentracién en la cual se encuentran
estos patégeno en el tejido es directamente proporcional al dafio que ocasionan. En el
presente trabajo se aislaron ambos patégenos, observandose lesiones macroscopicas
y microscépicas caracteristicas de la enfermedad, las cuales fueron previamente
reportadas por varios autores (Cutlip et al., 1996; Brogden et al., 1998; Farias et al.,

2013). Por otro lado, M. haemolytica puede producir no solo cuadros respiratorios sino
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también mastitis en hembras lactantes, pudiendo producirse el contagio a los corderos
a través de las ubres (Farias et al., 2013). Sin embargo, si las circunstancias son
favorables, los corderos también pueden conducir a la transmision de M. haemolytica a
la glandula mamaria causando mastitis en sus madres (Fragkou et al., 2011). Si bien
en las madres de los corderos analizados no se reportaron problemas de mastitis, esta
afeccién deberia tenerse en cuenta ya que podria producir una inadecuada lactacion
del cordero ocasionando estrés y predisponiendo a otras enfermedades. En nuestro
estudio las neumonias representaron el 10,3% (3/29) de las causas de muerte
bacterianas/protozoarias, lo que indica que es una patologia que podria presentarse
con relativa frecuencia.

Otro de los agentes bacterianos asociados a un caso de aborto a término fue L.
ivanovii. Esta bacteria puede producir abortos en el ultimo periodo de la gestacion y
nacimiento de corderos débiles (Sergeant et al., 1991; Low y Donachie, 1997). Existen
reportes que indican su aislamiento de ensilaje en mal estado (Rawool et al., 2007), si
bien en el presente trabajo no se logré aislarla de dicho alimento, esto no
necesariamente descarta que esta haya sido una posible fuente de infeccion en la
majada. En el feto analizado se observaron lesiones histologicas caracteristicas de las
provocadas por infecciones bacterianas, que fueron confirmadas por el aislamiento de
L. ivanovii. Cuando se aplico la técnica de IHQ sobre los tejidos fetales, se empled un
anticuerpo policlonal desarrollado contra L. monocytogenes. Esto indicaria que el
anticuerpo usado daria reaccion cruzada no especifica con L. ivanovii, hallazgo que no
ha sido previamente reportado para este anticuerpo comercialmente disponible. Este
hallazgo es interesante, razon por la cual deberia ser evaluado en futuros ensayos,
para evitar resultados confusos al respecto. Por otro lado, si bien L. ivanovii causa
septicemia con enteritis y aborto, no han sido documentadas lesiones en las meninges
y el encéfalo en casos espontaneos (lvanov, 1962; Vazquez-Boland et al., 2001; Sahin
y Beytut, 2006). Sin embargo, Asrani, (2000) detecté microabscesos en el cerebro de
fetos de cobayos experimentalmente infectados con L. ivanovii. Las lesiones
observadas en las meninges del feto aqui analizado pudieron deberse a una
septicemia por esta bacteria. Si bien L. ivanovii es un agente hallado en baja
frecuencia, es importante tenerlo en cuenta como posible agente causal de pérdidas
en las majadas de nuestro pais. El mismo caso de aborto por L. ivanovii diagnosticado
en esta tesis ha sido recientemente reportado por nuestro grupo de investigacion
(Della Rosa et al., 2019).
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Otro agente identificado en uno de los fetos analizados fue C. jejuni, bacteria que
produce abortos generalmente en el ultimo periodo de la gestacion (Hedstrom et al.,
1987; Skirrow, 1994). En este caso, el feto recibido correspondié al final del segundo
periodo de gestacion. El diagndstico se realizé en base al aislamiento bacterioldgico a
partir de la placenta. Los aislamientos de bacterias habitantes normales del tracto
gastrointestinal a partir de este tejido, particularmente cuando la muestra se encuentra
contaminada con materia fecal como en el caso aqui descripto, siempre plantean el
interrogante respecto de posibles contaminaciones, sobre todo si el agente, como en
este caso, no es aislado ademas de algun 6rgano o liquido abomasal fetal. EI hecho
de observar una gran preponderancia de esta bacteria por sobre otras en los cultivos
bacterianos (situacién no frecuente en placentas ovinas) y a su vez la presencia de
lesiones histolégicas de tipo supurativas en la placenta tal como las reportadas por
Hedstrom et al. (1987) y Sanad et al. (2014), sugiere que C. jejuni pudo haber sido
responsable del aborto en este caso, lo cual consideramos mas probable que la
contaminacion postaborto. Oras técnicas que hubieran permitido identificar al agente
intralesionalmente en la placenta, tales como coloraciones argénticas o
inmunohistoquimica, no fueron realizadas en este caso. También se hallaron lesiones
de tipo no supurativas en pulmoén, corazon e intestino, si bien dichas lesiones son
inespecificas, hay autores como Hedstrom et al. (1987) que reportaron la falta de
lesiones en o6rganos fetales producto de abortos naturales y experimentales por C.
jejuni. En este sentido Miller y Quinn (1975), indicaron que el sitio de injuria en fetos
bovinos no solo esta influido por la via de entrada de los agentes infecciosos, sino
también por otros factores como la etapa del desarrollo embrionario y la inmunidad
fetal al momento de la exposicion. Por su parte, Hedstrom et al. (1987) y Burrough et
al. (2009) determinaron que grandes cantidades de C. jejuni son recuperados
principalmente de tejidos placentarios y uterinos, mientras que cantidades menores
son detectadas en heces y sangre, asi como de muestras fetales y liquido de
abomaso. Por este motivo, en ocasiones este agente podria no ser aislado de tejidos
fetales e incluso no observarse lesiones histolégicas compatibles con dicha infeccién.
La posibilidad de acceder al tejido placentario en este caso permitid arribar al
diagnéstico etioldgico, lo que remarca la importancia de concientizar a los veterinarios
y productores para que envien esta muestra para ampliar las posibilidades
diagnésticas en caso de abortos. En futuras instancias, podria ser interesante evaluar

la susceptibilidad a antibiéticos de la cepa de C. jejuni aislada de este caso, dado que
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se ha descripto un clon emergente resistente a tetraciclinas como causal de abortos en
ovinos de Norteamérica (Sahin et al., 2008).

Los abortos y muertes perinatales asociados a protozoos apicomplejos (T. gondii y
N. caninum) abarcaron el 48,2% (14/29) dentro de las causas de muerte
bacterianas/protozoarias diagnosticadas en el presente trabajo, por lo que se puede
observar la importancia de dichos agentes como generadores de pérdidas. Respecto
de los abortos, los protozoarios en conjunto representaron la principal causa
identificada (8 de los 27 fetos analizados, y 8 de los 13 fetos con causas
bacterianas/protozoarias). A nivel mundial T. gondii es una de las causas mas
comunes de aborto en ovinos. La importancia econémica, clinica y epidemiolégica de
la infeccion por N. caninum en ovejas permanece en estudio (Dubey, 2009; Dubey y
Shares, 2011; Dubey et al., 2017), aunque la informacién publicada hasta el momento
indica que seria un abortigénico menos frecuente que T. gondii en esta especie.

Los abortos por protozoos en ovejas se asocian tradicionalmente con T. gondii, que
causa lesiones necroticas e inflamatorias; lesiones similares son causadas por N.
caninum (Moreno et al., 2012). A su vez, ambos agentes pueden causar muerte fetal,
momificacion, aborto y mortinatos dependiendo de la inmunidad, la etapa de la
gestacion y el momento en el que se produce la infeccion (Buxton, 1998; Weissmann,
2003; Dubey et al., 2007; Dubey, 2009; Dubey et al., 2017). Las lesiones histolégicas
observadas en este trabajo se corresponden con los hallazgos reportados
anteriormente por Hecker et al. (2019), aunque cabe destacarse que el caso publicado
por Hecker et al. (2019), que fue diagnosticado en el afio 2017 no esta incluido en esta
tesis, que incluye casos adicionales diagnosticados en los afios 2018 y 2019.

Munday y Dubey (1986) establecen que las pruebas serolégicas son una
herramienta de diagnéstico importante, pero deben interpretarse adecuadamente. En
el presente estudio se realizé IFI a partir de liquidos de cavidad de fetos y corderos; en
los fetos la presencia de anticuerpos es atribuible a infeccién intrauterina, sin embargo,
en los corderos la seropositividad no necesariamente indicaria exposicién al
protozoario, sino que podria deberse a inmunidad pasiva calostral. En base a los
resultados obtenidos por IFI, PCR e histopatologia conjuntamente, los agentes
protozoarios fueron asociados a las pérdidas ocasionadas. Por otra parte, Sarkari et al.
(2013) determinaron que la presencia o ausencia de quistes en los animales afectados
podria deberse a una mayor o menor cantidad de parasitos. Si bien en el presente
estudio, solo fue observado un feto con quistes de protozoarios, las pérdidas de los

casos restantes fueron confirmadas mediante los andlisis correspondientes,
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descartando agentes bacterianos. Si bien no fueron cuantificados los niveles de
infeccidn, en todos los especimenes se observaron lesiones moderadas a severas en
varios organos.

Otro hallazgo interesante en este trabajo fue la presencia de malformaciones
congénitas en 1 feto y 1 cordero. En relaciéon con éstas es necesario tener en cuenta
varios factores, tales como la presencia de plantas con potencial teratogénico, otras
sustancias téxicas (farmacos, agroquimicos, etc.), la endogamia en la majada, factores
genéticos e infecciones intrauterinas con patdégenos teratogénicos (Dantas et al., 2010;
Bartolomé et al., 2013; Toufaily et al., 2018), aunque muchas malformaciones fetales
pueden ocurrir esporadicamente, sin identificarse una causa especifica (Dantas et al.,
2010). Consideramos que las malformaciones determinadas en el presente trabajo
fueron hallazgos fortuitos o incidentales. Una de las malformaciones (feto) ocurrié en
una majada que segun la anamnesis habia pastoreado potreros con C. maculatum.
Esta planta es potencialmente toxica al ser consumida entre los 30 y 60 dias de
gestacion pudiendo generar malformaciones congénitas esqueléticas (Panter et al.,
1988). En este sentido, Gazquez Ortiz (1991) indicé que C. maculatum produce
defectos a nivel de las extremidades, rotacion de los miembros, flexion permanente del
carpo, asi como labio y paladar hendidos. Por otro lado, en el caso del cordero con
anoftalmia unilateral y queilosquisis, no pudo sospecharse de ninguna causa, en base
a la anamnesis del caso. Existen reportes que asocian la anoftalmia y queilosquisis
con alteraciones genéticas, consanguinidad o carencia de vitamina A (Khodakaram-
Tafti y lkede, 2005; Cardenas Herrera, 2014). En este sentido Dennis (1975) indico
que los defectos individuales varian segun la raza, el area geogréafica, afio, sexo, edad,
nutricion y medio ambiente donde se encuentran los padres. En este caso mediante la
anamnesis y datos epidemiolégicos no se sospeché de plantas potencialmente
téxicas, sin embargo, las alteraciones genéticas o carenciales no pudieron ser
descartadas. A su vez, ambos ejemplares malformados fueron diagnosticados con
infeccion por protozoos apicomplejos, los cuales fueron establecidos como los
causales de las pérdidas, sin embargo, consideramos que es probable que estos
protozoarios no hayan tenido una asociacion causal con las malformaciones
observadas.

A pesar de que en el presente estudio se evaluaron 27 fetos y 31 corderos con
muertes perinatales pertenecientes a una region geografica norte-centro del pais, no
se logro detectar C. abortus en ninguno de los 58 casos evaluados. El hecho de que

solamente la placenta de 9 fetos pudo ser analizada y siendo este material



80

considerado de eleccion para el diagnostico de aborto por Chlamydia (Longbottom y
Coulter, 2003), pudo haber influido en la posibilidad de realizar este diagndstico. En los
sistemas de cria de tipo extensivo es dificil encontrar este tejido que muchas veces es
consumido por la misma oveja luego del parto/aborto o por animales carrofieros. Sin
embargo, a pesar de no haber detectado material genético (PCR) ni antigeno (IFD) de
C. abortus, existe evidencia serolégica de la presencia de Chlamydia spp. en las
majadas evaluadas. Recientemente Rojas et al. (2018) detectaron ADN de
Chlamydiaceae en muestras de 12/251 fetos bovinos (4,78%) en la provincia de La
Pampa. También, Di Paolo et al. (2019) confirmaron la presencia de C. abortus en la
provincia de Mendoza, mediante la amplificacion de su ADN en 5 abortos caprinos
(1,99%). Sin embargo, a pesar de la reciente deteccion de material genético de este
patégeno en otras especies, hasta el momento no ha habido informes de AEO en el
pais.

En otro orden de cosas, y en relacion con las causas no infecciosas de muerte
perinatal, se considera que la exposicion a condiciones climaticas adversas y la
ingesta insuficiente de calostro tanto en cantidad como en calidad son factores de
riesgo importantes. En el presente trabajo el estrés-inanicién-hipotermia fueron
considerados las principales causas de muerte perinatal, tal como ha sido descripto
por otros autores. Olaechea et al. (1983) determinaron un porcentaje similar al
encontrado en este trabajo, seguido por las distocias en un 10%. En Colombia, Basto
Carvajal (2016) indicod que la mortalidad postparto se relaciona con corderos débiles,
pobre nexo madre-cordero, falta de produccion de calostro o leche por parte de la
hembra, enfermedad de la boca acuosa y maduracion pulmonar limitada. Coincidiendo
con lo establecido por esos autores, en el presente estudio el mayor niumero de
muertes por causas no infecciosas fueron atribuidas al sindrome estrés-inanicion-
hipotermia, siendo posiblemente multifactorial. Trabajos realizados por Campero et al.
(1993) y Macedo et al. (2010) indicaron que las mayores tasas de mortalidad se
presentaron en sistemas de produccion extensivos; siendo la principal causa el
sindrome de estrés-inanicion-hipotermia dados por la baja condicién corporal de las
hembras al parto. Este sindrome también puede darse debido a una mayor lentitud del
cordero para incorporarse y alimentarse luego del parto, lo cual incrementa el riesgo
de muerte por estrés-inanicién-hipotermia (Dwyer, 2003). Estas situaciones pueden
presentarse por una mayor duracion y dificultad durante el parto (Cloete et al., 2002).
En el presente trabajo, solo en 2/11 corderos con este sindrome se determiné que el

peso corporal (2,5 y 2,6 kg) se encontraba por debajo del rango establecido como
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normal para la raza ldeal a la que pertenecian (Fernandez Abella et al., 2017), sumado
a una condicion corporal de las hembras de 1 y 1,5. Esta baja condicion corporal
podria explicar el bajo peso al nacimiento de los corderos, sumado a que posiblemente
la produccion de calostro haya sido deficiente tanto en calidad como en cantidad. En
este sentido, estudios realizados por Mandal et al. (2007) indican que, en sistemas
semi-intensivos y extensivos, la baja condicién corporal de la madre es responsable de
una mayor mortalidad perinatal. Por su parte Tedfilo (2002) determind que siempre
que la condicién corporal sea 6ptima (2,5-3) el mayor indice de supervivencia de
corderos se obtiene con ovejas de 3 a 5 afos en las que la produccién de calostro es
maxima. Por otra parte, también es posible que los 2 corderos del presente estudio
hayan nacido bajo condiciones climaticas adversas, lo que podria haber contribuido a
la muerte de estos ejemplares. En relacién con los hallazgos obtenidos en los 11
corderos diagnosticados con el sindrome estrés-inanicion-hipotermia se observo
atrofia 0 ausencia de tejido adiposo y ausencia de leche/calostro en la luz abomasal, lo
que podria sugerir abandono materno. Ademas, al provenir de sistemas productivos
extensivos no se pudo conocer si correspondieron a partos simples o multiples de
borregas u ovejas adultas, tampoco la duracion del parto o alteraciones durante el
mismo, situaciones que podrian haber influido en la posterior vinculacién madre-
cordero. También es importante destacar que posiblemente algunos corderos, al no
haber recibido calostro en cantidad y calidad suficientes durante las primeras horas de
vida, podrian haberse visto predispuestos a sufrir septicemias por E. coli y otros
agentes oportunistas como Providencia sp. Segun Dutra et al. (2007) durante el parto
se pueden producir lesiones de encefalopatia hipdxico-isquémica. Las lesiones mas
severas son causa inmediata de muerte de los corderos, mientras que las lesiones
mas leves impiden mamar y/o alteran su capacidad de supervivencia y adaptacioén al
medio. Se cree que estas lesiones son resultado de la asfixia y trauma al sistema
nervioso central producidos durante el parto. A su vez, debido a la anatomia del cuello
de los corderos, existiria predisposicion a desarrollar lesiones isquémicas al momento
del parto. Todo esto genera una baja vitalidad que predispone a una mala succion
(Holmgy et al., 2016). En el presente trabajo en los ejemplares diagnosticados con el
sindrome estrés-inanicion-hipotermia no se observaron lesiones histolégicas de tipo
hipoxico-isquémicas en el encéfalo, por lo que posiblemente esta no haya sido la
causa de un eventual consumo tardio o insuficiente de calostro.

La sobrevida del cordero depende de su peso al nacer, el cual es afectado por

multiples factores, entre ellos la raza, la nutricion de la madre durante la gestacion, el
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genotipo de los padres, el tipo de nacimiento, el sexo, la edad de la madre al parto y la
duracion del periodo de gestacion (Simonetti et al., 2009; Fernandez Abella et al.,
2017). Los corderos con mayor peso poseen mas reservas energéticas para
contrarrestar pérdidas de temperatura corporal, tienen mayor vigor, y demoran menos
tiempo para incorporarse, mamando precozmente el calostro, todo lo cual contribuye a
una mayor tasa de supervivencia. Mientras que los corderos mas pequefos son los
que mayor cantidad de calor pierden, pues tienen una mayor relacion area/peso
corporal (Stephenson et al., 2001). Sin embargo, existe una relacion entre el peso al
nacer del cordero y la mortalidad neonatal, registrandose mayores pérdidas cuando
dichos pesos son muy bajos o muy altos, y menores cuando son intermedios. El
crecimiento intrauterino retardado por insuficiencia placentaria o restriccién de la
nutricion en la madre gestante, con el consecuente nacimiento de un cordero muy
liviano, afecta también la conducta del neonato a través de procesos del
neurodesarrollo y/o de su maduracion fisica. Sin embargo, el elevado peso al nacer
también estaria asociado a un retardo para pararse, encontrar la ubre y mamar
(Nowak y Poindron 2006; Mellor y Hodgson 2007; Simonetti et al., 2009). También es
importante tener en cuenta la duracion de los partos, ya que aquellos prolongados han
sido asociados con un aumento en el numero de muertes durante y luego del mismo
(Séller, 1970). A su vez, los partos prolongados llevan a una demora de la madre en
ponerse de pie, lo cual altera el establecimiento del vinculo retrasando o impidiendo el
éxito de mamado, llegando incluso a ocasionar el abandono de la cria (Alexander,
1988; Dwyer y Lawrence, 1999). En el caso de las borregas, en general tienen partos
mas prolongados y/o dificultosos en comparacion con ovejas multiparas, esto
predispone a un menor vigor de sus corderos durante la primera hora de vida, lo que
puede tener consecuencias sobre la supervivencia (Zamit Suarez y Lopez Correa,
2009). En el presente trabajo se pudo recopilar informacién anamnésica que indicaba
que la condicion corporal de algunas hembras que habian parido corderos que fueron
remitidos para diagnéstico de muerte perinatal era baja (datos no mostrados), sumado
a un bajo peso vivo de sus corderos al momento de realizar las necropsias. Estas
situaciones posiblemente hayan estado dadas por una alimentacién deficiente en el
ultimo periodo de gestacién, generando corderos de bajo peso al nacer. En el presente
analisis, a pesar de conocer el estado corporal de las madres, no se pudo saber si los
corderos correspondieron a partos simples o multiples, situacion que podria explicar
también el bajo peso de los corderos. Finalmente, cualquiera haya sido la situacion del

parto, la baja condicion corporal de la madre también habria podido llevar a una pobre
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relaciéon madre-cordero o incluso abandono de la cria, o a una inadecuada produccion
de calostro, no permitiendo cubrir los requerimientos de los corderos. En este sentido,
segun lo establecido por Banchero et al. (2007) la produccion de calostro varia segun
la raza, la nutricion preparto y el tipo de parto. La subalimentacion de la madre durante
una gestacién avanzada puede inducir fallas de sincronizacién entre el parto y el
comienzo de la lactancia, o resultar en un pobre desarrollo de la ubre, en cuyo caso el
calostro y la leche producidos pueden ser insuficientes. Ademas, la subalimentacion, la
edad de las borregas y la duracién prolongada del parto pueden generar falta de
reconocimiento y atencién de la cria durante las primeras horas de vida, lo que
finalmente repercute en su sobrevivencia (Alexander, 1988; Olazabal Fenochio et al.,
2013). En el presente estudio, si bien no se pudo constatar la produccion de calostro,
en todos los corderos diagnosticados con estrés-inanicion-hipotermia se observo
atrofia 0 ausencia del tejido adiposo pericardico y perirrenal, lo que indicaria que los
corderos no recibieron alimento a pesar de haber vivido algunos dias. Cabe considerar
que la atrofia o deplecion adiposa fue establecida como un criterio para diagnosticar
los casos atribuidos a estrés-inanicién-hipotermia.

Autores como Huffman et al. (1985), Mellor y Stafford (2004), Rad et al. (2011) y
Kjelstrup et al. (2013) determinaron que los traumatismos también son causas
importantes de muerte. A su vez, Holmgy et al. (2016) indicaron que la proporcién de
corderos que mueren por traumatismo es mayor en partos simples relacionado al
mayor peso al nacimiento versus partos mudltiples, cuyas principales lesiones son
fracturas de costillas por partos distocicos. Si bien en el presente trabajo no se
presentaron corderos con huesos fracturados, los casos clasificados como muerte
perinatal traumatica se correspondieron con una herida penetrante transmural en la
cavidad abdominal (tal vez relacionada a depredacion primaria o secundaria) y una
ruptura intestinal, siendo ambas consideradas fatales. A su vez, en el cordero que
presentd ruptura intestinal se observo peritonitis fibrinosa posiblemente por invasion
bacteriana desde el intestino, en una instancia postrauma pero premortem. En este
sentido es conocido que los traumatismos son causantes de la muerte de ovejas y
corderos en el periparto (Scott y Gessert, 1996).

Las causas de distocias son asociadas a la presencia de malformaciones,
desproporcién del tamano entre el feto y su madre, muerte fetal, gestaciones multiples,
dilatacion cervical incompleta, torsion uterina y desplazamiento del uUtero gestante e
inercia uterina (Sharma et al., 2014). Lesiones isquémicas del sistema nervioso han

sido corroboradas en corderos que mueren con otras lesiones sugestivas de distocia,
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es decir, edema o hemorragia lingual y subcutanea (Lashley et al., 2013). En el
presente estudio los hallazgos macroscopicos en la necropsia (edema en la cabeza y
cuello, cobertura de meconio en el manto lanar), acompafiado de los resultados
negativos de los analisis para deteccidon de bacterias/protozoarios, y la histologia, a
través de la cual se observd presencia de meconio intra-alveolar sugirieron que los
fetos habrian sufrido estrés fetal previo a la muerte (Miller,1995). Ademas, las lesiones
observadas en el presente trabajo (edema subcutaneo, ruptura de 6rganos) fueron
coincidentes con las descriptas por Kerslake et al. (2005) en distocias de fetos ovinos.
Segun Hawkins (2004), la muerte también puede deberse a un desequilibrio en la
relacion ventilacion/perfusion y, en consecuencia, hipoxia fetal. A su vez, en un trabajo
realizado por Rial et al. (2018) en una majada de la provincia de Buenos Aires,
asociaron la hipomagnesemia como responsable de partos languidos con consecuente
distocia. En el presente trabajo los ejemplares que murieron a causa de partos
distécicos presentaron edema en la cabeza y miembros anteriores, lo que hace
suponer que se encontraban bien presentados en el canal del parto, y tenian buen
peso al nacimiento, lo que podria indicar que correspondian a gestaciones simples.
Por lo que podemos especular que en estos casos el parto distécico pudo deberse a
una desproporcion feto-pélvica o a dilatacion incompleta, o a partos languidos por
deficiencia de minerales, sin embargo, la causa subyacente de la distocia no se
identificd en ningun caso.

Todos los fetos cuya muerte fue atribuida a una distocia, y algunos de los corderos
cuya muerte fue atribuida a sindrome estrés-inanicion-hipotermia, presentaron
meconio en los alvéolos pulmonares. Segun Miller (1995), esto se podria deber a
estrés fisioldgico en el parto, causado por hipoxia debido a la compresion del cordon
umbilical o debido a insuficiencia placentaria y agentes infecciosos, que pueden
desencadenar la eliminaciéon de meconio por el feto en la cavidad amnidtica antes del
parto y su posterior aspiracion. Esto, sumado a otros indicios observados como
hemorragias en las glandulas adrenales podrian indicar que los corderos analizados
padecieron situaciones de estrés, las cuales podrian haber contribuido al desenlace
presentado en cada caso particular, aunque esto permanece en el campo de la
especulacion.

Luego de los estudios realizados, 12 abortos y 2 muertes perinatales no pudieron
ser diagnosticadas a nivel causal, quedando como casos de causa indeterminada. En
este sentido, uno de los fetos analizados cuyos musculos macroscopicamente tenian

aspecto atréfico y gelatinoso, e histolégicamente presentaron lesiones no solo en
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masas de musculos esqueléticos sino también en musculo cardiaco, no pudo
determinarse la causa. Si bien una de las posibles condiciones consideradas para las
lesiones observadas fue deficiencia de selenio y vitamina E, estos elementos no
fueron analizados en muestras fetales en vistas de confirmar eventuales deficiencias.
Una condicidn congénita hereditaria que puede determinar la ocurrencia de lesiones
musculares distréficas similares a las apreciadas en este caso es la distrofia muscular
progresiva congénita ovina (Mcgavin y Baynes 1969; Clayton et al., 2020). También
existe la posibilidad de que a causa de una subnutricibn de la oveja se hayan
presentado lesiones fetales. En este sentido Fahey et al. (2005) encontraron que las
ovejas subnutridas al inicio de la gestacion producen fetos/corderos con alteraciones
musculares, las cuales se caracterizan por presentar un incremento en la cantidad de
fibras lentas y una disminucién en la cantidad de fibras rapidas. Osgerby et al. (2002)
evaluaron el efecto de una restricciéon en la nutricion desde el dia 26 al fin de la
gestacién y observaron que el musculo semitendinoso era mas liviano. Un estudio
realizado por Zhu et al. (2006) con ovejas sometidas a una restriccion del 50% de sus
requerimientos entre los dias 28 y 78 de gestacion, demostré una disminucion del
namero y la composicion de las fibras musculares el musculo longissimus dorsi.
Costello et al. (2008) encontraron que ovejas subnutridas desde el dia 1 al 31 de
gestacioén, presentaban una disminucion en la densidad capilar y el total de miofibras
en el triceps braquial fetal a los 127 dias de gestacion. En la tesis no evaluamos si las
lesiones pudieron deberse a deficiencias vitaminico-minerales u otros nutrientes, a
enfermedades hereditarias o a otras condiciones, por tal motivo el caso fue
considerado como de causa indeterminada. A su vez, el feto presenté anticuerpos anti-
N. caninum en el liquido de cavidad abdominal; sin embargo, este hallazgo no permite
asociar a este parasito con algunas de las lesiones observadas en el feto, y por lo
tanto como causal del aborto. La presencia de anticuerpos fetales solo indicaria que el
feto entré en contacto con el protozoo durante el ultimo tercio de la gestacion, lo que
genero la respuesta inmune por parte del feto inmunocompetente.

Es frecuente que haya imposibilidad de arribar a un diagnoéstico etiologico en una
proporcion importante de casos, dada la enorme variedad de agentes abortigénicos
infecciosos, parasitarios y no infecciosos para los cuales no se cuentan con
metodologias de laboratorio confirmatorias. Sin embargo, esta clasificacion podria
hacer incurrir en cierto error al no haber contado en todos los casos con placenta y en
ningun caso con suero materno lo que permite ampliar las posibilidades diagnésticas.

Por lo que en casos en los que la lesidon y el agente podrian haberse ubicado
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Unicamente en la placenta, el feto seria errbneamente clasificado como indeterminado.
Por este motivo se enfatiza la importancia de la remision tanto de la placenta como de
suero materno en caso de ser posible, junto con el feto o cordero. Otro aspecto que
pudo dificultar el diagndstico fue la presencia de autélisis, como lo han indicado Buxton
(1991) y Hurtado et al. (2001) quienes indican que la utilizacién de pruebas
moleculares puede permitir amplificar con éxito el ADN de algunos patdégenos, incluso
en tejidos autoliticos, sin embargo, se debe ser cauto en interpretar estos resultados,
ya que la sola deteccion de un agente en un feto abortado no es sinénimo de
causalidad del aborto. A su vez, las pruebas inmunohistoquimicas pueden
proporcionar un diagnéstico preciso aun con cambios autoliticos (Weissmann, 2003).
Un grupo dentro de los fetos abortados y corderos del presente trabajo en los que no
se pudo arribar al diagnéstico etioldégico presentaron lesiones histolégicas compatibles
con la accion de algun agente infeccioso/protozoario, siendo el porcentaje de abortos
indeterminados similar al reportado por Fernandez et al. (2012). Las lesiones mas
frecuentes en estos especimenes se observaron en el pulmén. Como se comento, la
presencia de autolisis pudo influir negativamente en el diagndstico, pero otra
posibilidad muy probable es la accién de otros patégenos no investigados en este
trabajo, e incluso de agentes no infecciosos. En este sentido, todas las muestras han
sido conservadas para ampliar la investigacion diagnéstica en el futuro.

En el presente trabajo se implementaron técnicas inmunodiagndsticas, patoldgicas,
bacteriologicas y moleculares para determinar las causas de abortos y muertes
perinatales en ovinos de diferentes regiones de Argentina, constituyendo al primer
trabajo de este tipo en el pais. Una de las principales limitantes del estudio es el
reducido numero de casos y establecimientos analizados, aunque teniendo en cuenta
los sistemas productivos extensivos de donde se originaron las muestras, la cantidad
no es despreciable. Se considera ampliar los estudios para lograr mayor
representatividad. En este sentido, es imperante concientizar a los productores y
veterinarios de la actividad privada e instituciones vinculadas a la salud animal de la
importancia de arribar al diagndstico de abortos y muertes perinatales, pérdidas que
en muchas ocasiones son consideradas normales, en vistas de contar con elementos
para definir estrategias preventivas y de control. Futuros trabajos deberan ser
realizados para comprender la realidad de este problema en diferentes regiones del
pais e incluso poner a punto nuevas herramientas que permitan ampliar la busqueda

de agentes no evaluados en este trabajo.
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7. CONCLUSIONES

Se logré determinar la seroprevalencia de C. abortus y Leptospira spp. en 8 tambos
ovinos de la provincia de Buenos Aires. El punto de corte y especificidad del kit de
ELISA para deteccion de anticuerpos contra C. abortus deberia ser evaluado para
determinar si bajo las condiciones de nuestro pais los resultados son sobre-estimados
y a su vez, descartar reacciones cruzadas con otras especies de Chlamydia como C.
pecorum.

La asociacién hallada con la raza deberia ser mayormente analizada para poder
establecer si efectivamente existe una asociacion causal o si los hallazgos obtenidos
se debieron a otros factores no analizados en la tesis.

La ausencia de seroreactores a Leptospira spp. al titulo 1/100 en todas las
muestras de los 8 establecimientos analizados no es indicativo de ausencia del agente
en la provincia de Buenos Aires. Tal es asi que en algunos fetos y corderos
necropsiados fue identificada Leptospira spp. como agente generador de pérdidas, lo
que confirma su presencia en ovinos de dicha provincia. Estudios de seroprevalencia
enfocados en las majadas con casos confirmados de leptospirosis podrian ser mas
informativos respecto de la seroprevalencia individual para este agente.

Mediante este estudio se logré realizar una aproximacion diagnéstica de causas
bacterianas, protozoarias y no infecciosas de aborto y muerte perinatal en ovinos de
Argentina. Sin embargo, seria conveniente realizar mas estudios para determinar si las
pérdidas contindan presentando similar distribucién cuando el nimero de muestras
analizadas incrementa y/o identificar causas no identificadas hasta el momento.

Hay una amplia variedad de causas de aborto y muerte perinatal en ovinos, las
cuales se pueden presentar en forma esporadica o epidémica, repercutiendo
negativamente en la produccion.

Las causas de aborto mas frecuentemente diagnosticadas fueron las protozoarias,
mientras que para las muertes perinatales las causas mas frecuentes fueron no
infecciosas, representadas principalmente por el sindrome estrés-inanicion. A su vez,
entre los casos analizados los abortos tuvieron mas probabilidad de ser
diagnosticados con una causa infecciosa/protozoaria que los corderos muertos en la
etapa perinatal.

A pesar de los analisis realizados, no se logré la identificacién de C. abortus a partir
de los fetos/placentas ni corderos analizados, aunque la cantidad de casos incluidos

es baja e involucra una escasa cantidad de establecimientos.
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Considerando que el 15,5% (9/58) de los diagnosticos de abortos y muertes
perinatales correspondieron a enfermedades zoondticas (Leptospira spp., C. jejuni, L.
ivanovii, T. gondii), se ratifica la importancia del monitoreo de estas pérdidas en ovinos
en nuestro pais, no sélo por el aspecto econémico-productivo sino también por las

implicancias que estas enfermedades pueden tener en la salud publica.
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