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RESUMEN

A pesar de la importancia econdmica y sociocultural que posee la ovinocultura en Uruguay, las
existencias ovinas han decrecido marcadamente en las tdltimas décadas. La eficiencia productiva
y econdmica de los sistemas de produccidon ovina estdn determinadas en gran medida por la
eficiencia reproductiva, que suele ser baja en las majadas uruguayas, dificultando el
mantenimiento o incremento de las existencias ovinas. La eficiencia reproductiva se ve afectada
negativamente por los abortos y la mortalidad perinatal, los cuales pueden tener diferentes
etiologias, poco documentadas en Sudamérica. Gran parte de los problemas sanitarios que
determinan abortos en pequefios rumiantes (ovinos, caprinos) son causados por patégenos
zoondticos, y algunos de ellos que han emergido en ciertas partes del mundo, son bacterias
multirresistentes a antibidticos. Los objetivos de este trabajo fueron: 1) revisar la informacién
existente sobre abortos de etiologia infecciosa y parasitaria en ovinos (y caprinos) de
Sudamérica; 2) determinar la frecuencia relativa de causas infecciosas (bacterianas, virales) y
parasitarias (protozoos apicomplejos) de abortos mediante diagndstico laboratorial para la
deteccion directa de patdgenos abortivos en ovinos de Uruguay; 3) determinar la susceptibilidad
antimicrobiana de las bacterias aisladas de casos con diagndstico etiolégico de aborto
bacteriano; y 4) estimar la seroprevalencia a cuatro patogenos con potencial de causar aborto en
majadas con historia reciente de aborto. Para el primer objetivo se revisé la bibliografia
publicada sobre abortos bacterianos, protozoarios y virales en ovinos (y caprinos) de
Sudamérica y se evalu6 si los reportes fueron concluyentes en demostrar la causalidad de los
abortos usando un criterio preestablecido de clasificacion (causa posible, probable o
confirmada). En la actualidad, las causas confirmadas de abortos en ovinos en la regién son
Campylobacter fetus subesp. fetus, Campylobacter jejuni, Leptospira spp., Listeria ivanovii,
Toxoplasma gondii, Neospora caninum 'y Sarcocystis spp. Por otro lado, Brucella ovis, Brucella
melitensis, Bacillus licheniformis y el virus de la lengua azul, son probables causas de aborto en
ovinos de la regién ya que se han detectado en fetos abortados y/o se han asociado a abortos
mediante estudios seroepidemioldgicos. Existen otros agentes que estdn presentes en la region,
que aunque no han sido asociados con abortos (Listeria monocytogenes, Yersinia spp.,
pestivirus, entre otros), deberian considerarse posibles casusas de aborto. Con respecto al
segundo objetivo, se analizaron 100 casos de aborto (fetos y/o placentas) mediante técnicas

patoldgicas, moleculares, bacterioldgicas y seroldgicas. Se logré un diagnéstico causal en 46
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casos, de los cuales 33 correspondieron a agentes infecciosos y 13 a distocia. Las causas
infecciosas incluyeron a 7. gondii (n=27), Campylobacter fetus subesp. fetus (n=5) y
Campylobacter sp. (especie no identificada, n=1). Otros patégenos abortivos fueron
identificados por métodos moleculares (virus de la diarrea viral bovina 1i y 2b, C. jejuni) o
serolégicos (Leptospira spp.) aunque no se cumplié con el criterio establecido para atribuir
causalidad abortiva. No se identificaron dcidos nucleicos de otros protozoarios apicomplejos (N.
caninum, Sarcocystis spp.), ni de Chlamydia spp., Coxiella burnetii, ni virus de la enfermedad
de la frontera en ninguno de los abortos analizados. Para el tercer objetivo se evalud la
sensibilidad a ocho antimicrobianos en dos cepas de Campylobacter fetus subesp. fetus aislados
de dos fetos abortados en distintos predios y en distintos afios (Gnicos casos de aborto de
etiologia bacteriana identificados en el objetivo 2) y se encontré que ambas eran resistentes al
acido nalidixico y sensibles a los otros siete antibidticos evaluados. Finalmente, el cuarto
objetivo comprendid el andlisis serolégico de ovinos de 13 majadas mediante kits comerciales
de ELISA para deteccion de IgG anti-7. gondii (n=364), anti-C. abortus (n=364), anti-C.
burnetii (n=183) y anti-B. ovis (n=168). El porcentaje de seropositividad a nivel predial fue de
53,85% (7/13), 16,67% (2/12), 16,67% (2/12),y 0% (0/8) para T. gondii, C. abortus, C. burnetii
y B. ovis, respectivamente. La seroprevalencia real general individual para T. gondii, C. abortus
y C. burnetii fue 19,7% (IC95% 15,5 — 23,8), 1,3% (1C95% 0,12 — 2,42) y -5,42% (1C95% -
8,70 — -2,14), respectivamente. En conjunto, los resultados sugieren que la toxoplasmosis y la
campilobacteriosis son importantes enfermedades causales de abortos en esta poblacion de
estudio, siendo ademds zoondticas, mientras que la distocia es una importante causa no
infecciosa de muerte fetal. A su vez, la toxoplasmosis presentd una prevalencia individual y
predial relativamente alta. Son necesarios mds estudios sobre la epidemiologia, impacto
econdmico, prevencion y control de las enfermedades reproductivas ovinas. Asimismo, se
destaca la necesidad de implementar programas de vigilancia de enfermedades zoonéticas de

rumiantes en Uruguay.

PALABRAS CLAVE: abortos, ovinos, toxoplasmosis, campilobacteriosis, distocia,

diagnostico, patologias reproductivas, Uruguay.
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SUMMARY

Despite the economic and sociocultural importance of sheep farming in Uruguay, sheep stocks
have dropped significantly over the past decades. The productive and economic efficiency of
sheep production systems is largely determined by the reproductive efficiency, which is
generally low in Uruguayan flocks, precluding the increase of sheep stocks. Reproductive
efficiency is negatively affected by abortion and perinatal mortality, which may have different
etiologies, and are poorly documented in South America. Many diseases that cause abortion in
small ruminants (sheep, goats) are caused by zoonotic pathogens, and some of them are
emerging diseases caused by bacteria resistant to multiple antibiotics. The aims of this study
were to: 1) review the existing information on infectious and protozoal abortion in sheep (and
goats) in South America; 2) determine the relative frequency of infectious (bacteria and viruses)
and parasitic (Apicomplexan protozoa) causes of abortion through diagnostic investigations for
direct detection of abortigenic pathogens in sheep in Uruguay; 3) evaluate the antimicrobial
susceptibility in bacteria isolated from cases of bacterial abortion; and 4) estimate the
seroprevalence of four pathogens with abortigenic potential in flocks with recent history of
abortion. For the first objective, we reviewed the literature on bacterial, protozoal, and viral
abortion in sheep (and goats) in South America and analyzed whether the reports were
conclusive in demonstrating the causality of abortions by using a pre-established classification
criterion (possible, probable or confirmed cause of abortion). Currently, the confirmed causes
of abortion in sheep in the region include Campylobacter fetus subsp. fetus, Campylobacter
jejuni, Leptospira spp., Listeria ivanovii, Toxoplasma gondii, Neospora caninum and
Sarcocystis spp. Brucella ovis, Brucella melitensis, Bacillus licheniformis and bluetongue virus,
are probable causes of abortion in the region since they have been detected in aborted fetuses
and/or have been associated with abortions through seroepidemiological studies. There are other
agents that are present in the region but have not been associated with abortion (Listeria
monocytogenes, Yersinia spp., pestivirus, among others) which should be considered possible
causes of abortion. Regarding the second objective, 100 cases of ovine abortion (fetuses and/or
placentas) were analyzed using pathological, molecular, bacteriological, and serological
methods. An etiologic diagnosis was achieved in 46 cases, 33 of which had an infectious
etiology and 13 were due to dystocia. Infectious causes included 7. gondii (n=27),

Campylobacter fetus subsp. fetus (n=5) and Campylobacter sp. (not identified at the species
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level, n=1). Other abortifacients were detected by molecular (bovine viral diarrhea virus 1i and
2b, C. jejuni) and serological (Leptospira spp.) methods although they did not meet the criteria
to be considered the cause of the abortions. For the third objective, antimicrobial sensitivity was
evaluated in two Campylobacter fetus subsp. fetus strains that had been isolated from two
aborted fetuses from two different flocks in different years (representing the only cases of
bacterial abortion identified in the second objective). Both strains were resistant to nalidixic acid
and susceptible to the other seven tested antibiotics. Finally, the fourth objective comprised
serological testing of sheep from 13 flocks using commercial ELISAs for 7. gondii (n=364), C.
abortus (n=364), C. burnetii (n=183) and B. ovis (n=168) IgG antibodies. The percentage of
seropositivity at the flock level was 53.85% (7/13), 16.67% (2/12), 16.67% (2/12), and 0% (0/8)
for T. gondii, C. abortus, C. burnetii and B. ovis, respectively. The overall true individual
seroprevalence for 7. gondii, C. abortus and C. burnetii was 19.7% (95%CI1 15.5 —23.8), 1.3%
(95%CI 0.12 — 2.42) and -5.42% (95%CI -8,70 — -2,14), respectively. Overall, these findings
suggest that toxoplasmosis and campylobacteriosis are important infectious causes of abortion
in our study population, while dystocia is a major non-infectious cause of fetal death. In addition,
toxoplasmosis’ individual and flock seroprevalence was relatively high. Further studies on the
epidemiology, economic impact, prevention, and control of reproductive diseases in sheep are
needed. Likewise, this study highlights the need to implement surveillance programs for

zoonotic diseases of ruminants in Uruguay.

KEYWORDS: abortion, sheep, toxoplasmosis, campylobacteriosis, dystocia, diagnosis,

reproductive pathology, Uruguay.

ix



1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

La ovinocultura es una actividad que posee importancia econdmica y sociocultural en
Uruguay (Bonino Morladn, 2004). Actualmente, el stock ovino nacional consta de 6,3 millones
de cabezas (MGAP, 2021), distribuyéndose el ~70% de dicha poblacién en seis departamentos:
Salto (20,8%), Artigas (14,4%), Paysandu (11,8%), Tacuaremb6 (9%), Durazno (6,7%) y Cerro
Largo (6,7%). La poblacién de lanares estd distribuida en 21.000 predios aproximadamente, de
los cuales 1594 se dedican a la produccién ovina de forma exclusiva (PENRO, 2016; MGAP,
2021). Durante el periodo 2020/2021, 3.4 millones de ovejas ingresaron a servicio y se sefialaron
2 millones de corderos (INAC, 2021). En dicho periodo, las exportaciones de carne y lana
equivalente base sucia fueron de 48.000 y 26.600 toneladas, respectivamente, lo cual significd
el ingreso de USD168 millones (MGAP, 2021). A pesar de contribuir significativamente a la
economia nacional, el stock ovino experimentd un descenso sostenido en décadas pasadas
(Montossi et al., 2013; Cardellino, 2015), aunque en los ultimos diez afios se ha mantenido
relativamente constante. Si bien la reduccion de las existencias ovinas es una tendencia global -
asociada principalmente a factores climéticos y econdmicos-, algunos paises como Australia y
Nueva Zelanda han compensado estas mermas incrementando la produccion individual,
especialmente mejorando la eficiencia reproductiva, el rendimiento de la canal y la calidad de
sus productos (Morris, 2009; Montossi et al., 2013; Beef and Lamb New Zealand, 2020).

El panorama del rubro ovino en Uruguay se contrapone al de los paises anteriormente
citados, ya que la reduccion del stock trajo aparejada una disminucion de la productividad (por
ej., tasa de sefialada promedio), lo que redundé en una menor capacidad de competencia del
rubro (Cardellino, 2015). Esta marcada pérdida de productividad responde a multiples causas,
que incluyen la distribucién de las existencias ovinas en zonas marginales, las practicas de
manejo inadecuadas, la nutricion deficitaria y los problemas sanitarios (Cardellino, 2015). Estas
deficiencias se ven claramente reflejadas en los magros indicadores reproductivos y
productivos, como la tasa de sefialada (TSC = corderos sefialados / ovejas ofrecidas al servicio
*100) y el porcentaje de destete (% destete = corderos destetados / ovejas ofrecidas al servicio
*100). Dichos indicadores constituyen los principales pardmetros globales de los sistemas de
produccion, y ademds se hayan condicionados por otras variables, como la fertilidad,
prolificidad y supervivencia de los corderos (Azzarini, 1984, 2000, 2004). Histéricamente, la
tasa de sefialada en Uruguay ha sido de 58% (Bonino Morlédn, 2004), mientras que el porcentaje
de destete ronda el 50-60% (Montossi et al., 2005). A pesar de la introduccién de herramientas
tecnoldgicas destinadas a incrementar la eficiencia reproductiva (correcta seleccion de la época
de servicio, adecuado manejo nutricional en el preservicio y preparto, control parasitario, entre
otros), los indicadores reproductivos actuales distan mucho del potencial reproductivo de la
especie. Este pobre desempefio reproductivo determina un menor nimero de hembras y machos
destinados a la reproduccion/reposicion, menos corderos para faena y una produccién de lana



inferior, lo cual agrava las pérdidas econdmicas y plantea una dificultad creciente de mantener
o aumentar el stock nacional.

Las enfermedades reproductivas disminuyen la eficiencia del sistema productivo, y
ademds ocasionan pérdidas econdémicas debido a la disminucién en el nimero de corderos
sefalados, la manutencion de animales improductivos (por ejemplo, ovejas que no producen un
cordero por afio), el aumento de la eliminacion de hembras vacias o abortadas y los eventuales
costos que trae aparejada la reposicion externa (Bonino Morlan, 2004). A pesar del significativo
impacto econémico que estas enfermedades tienen sobre la produccidén, su magnitud es
mayormente desconocida en Uruguay. Una de las causas de este fendmeno, al menos en algunas
regiones, es la dificultad de determinar las pérdidas econdémicas, ya que la mayoria de las
explotaciones ovinas se caracterizan por poseer majadas medianas, usualmente manejadas en
condiciones extensivas (de Rancourt et al., 2006). Ademds, se trata de sistemas productivos de
bajos insumos, con escasa adopcion de tecnologia y falta de registros fiables que permitan
cuantificar los pardmetros reproductivos o econémicos (de Rancourt et al., 2006). Por lo tanto,
la escasa evidencia disponible estd restringida a estimaciones groseras y generalmente enfocadas
en una enfermedad en particular. Informes elaborados por los servicios de diagndstico y
universidades estiman que las pérdidas anuales provocadas por el aborto enzoético ovino (AEO)
en el Reino Unido son de £15 millones (Mearns, 2007), mientras que en el sur de Australia, se
estima que la toxoplasmosis ocasiona pérdidas cercanas a los USD70 millones anuales
(O’Handley, 2017). Adicionalmente, existen escasas evaluaciones econdmicas sobre el impacto
de la toxoplasmosis ovina, realizadas a partir del seguimiento continuo de las majadas. En
Espafia, Gutiérrez-Expdsito et al. (2021) estimaron las pérdidas producidas en dos brotes de
abortos en una majada lechera manejada de forma intensiva (1928 ovejas en ordefie y 3000
animales en total) y en otra de carne manejada en condiciones semi-extensivas (700 animales),
con tasas de abortos de 12,6% y 33,3%, respectivamente. Las pérdidas econdmicas totales
directas fueron de €5154,5 (€171,8/aborto) en la majada lechera y de €4456 (€63,6/aborto) en
la de carne (Gutiérrez-Exposito et al., 2021). Por ultimo, en Uruguay, Freyre et al. (1999)
estimaron las mermas econdmicas a través del estudio serologico de 18 majadas pertenecientes
a ocho departamentos, totalizando 1613 ovejas. Las pérdidas gestacionales (abortos) debidas a
Toxoplasma gondii se estimaron entre 1,4-3,9% del total de ovejas estudiadas, lo que se
traduciria en sumas entre USD1,4 y 4,7 millones (Freyre et al., 1999).

Las pérdidas reproductivas pueden ocurrir en diferentes momentos del ciclo
reproductivo. Por un lado, la mortalidad embrionaria (hasta el dia 34 de gestacion) puede pasar
desapercibida y conducir a repeticiones de celo, y a la concentracion de los partos hacia el final
de la época de paricion (Holler, 2012). Estas pérdidas tempranas pueden comprometer al 15-
30% del total de ovocitos ovulados y generalmente estdn asociadas a causas fisioldgicas,
nutricionales, genéticas/hereditarias, ambientales y no infecciosas, las cuales suelen ser dificiles
de caracterizar (Ferndndez Abella et al., 2006; Holler, 2012). Algunos agentes infecciosos
frecuentemente vinculados a este tipo de mermas son 7. gondii, virus de la enfermedad de la
frontera (BDV, Pestivirus) y virus de la lengua azul (BTV, Orbivirus) (Davies, 2019). Por otro
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lado, las muertes perinatales ocurren alrededor del parto, concentrandose principalmente en los
tres primeros dias de vida y al igual que las pérdidas embrionarias, pueden desencadenarse tanto
por factores no-infecciosos (distocia, sindrome de estrés-inanicion-hipotermia, traumatismos,
depredacion, defectos congénitos, deficiencias nutricionales, etc.) como infecciosos/parasitarios
(T. gondii, Chlamydia abortus, Listeria spp., Campylobacter spp., etc.) (Dennis, 1974;
Haughey, 1991; Davies, 2019). Diversos estudios indican que la mortalidad neonatal en ovinos
de Uruguay es de 15-30% (Azzarini et al., 1975; Fernandez Abella, 1985, 1995), lo cual se
condice con los valores observados en otros paises (Dennis, 1974; Haughey, 1991). Por dltimo,
el aborto se define como la expulsion del feto antes de que alcance su desarrollo gestacional
completo y, por lo tanto, incapaz de vivir de forma independiente (Holler, 2012). Las mermas
provocadas por abortos, si bien suelen ser inferiores a las ocasionadas por la mortalidad
embrionaria o perinatal/neonatal, pueden alcanzar cifras considerables, en particular ante la
presencia de enfermedades abortivas (Holler, 2012). Algunos estudios sefialan que, en
condiciones normales, la proporcidon de hembras ovinas gestantes que padecen aborto no supera
el 2% (Menzies, 2011; Schnydrig et al., 2017; Dun, 2019), aunque este valor varia entre los
distintos sistemas productivos. Cuando las hembras abortadas superan el 5% o los abortos se
suceden en un acotado periodo de tiempo, es probable que un agente infeccioso/parasitario se
halle implicado (Menzies, 2011; Davies, 2019). Ademds de las bacterias, virus y protozoos, los
abortos también pueden ser causados por agentes no infecciosos (por ejemplo, deficiencias
minerales, plantas toxicas, sobrenutricion, entre otros) (Givens & Marley, 2008; Menzies, 2011;
Borel et al., 2014; Davies, 2019); sin embargo, las enfermedades infecciosas/parasitarias son
consideradas entre las causas mas frecuentes (Carson et al., 2018; Dun, 2019).

La frecuencia de los agentes infecciosos y/o parasitarios ha sido estudiada
principalmente en los paises con una fuerte tradicion en la produccién ovina, tales como
Australia (Paulsen & Moule, 1953; Plant er al., 1972; Clune et al., 2021), Nueva Zelanda (West,
2002), Gran Bretaiia (Carson et al., 2018), Holanda (Van Den Brom et al., 2012; Van Engelen
et al., 2014), Dinamarca (Agerholm et al., 2006), Suiza (Chanton Greutmann et al., 2002;
Schnydrig et al., 2017), Hungria (Szeredi et al., 2006), Alemania (Meixner et al., 2020), Canada
(Hazlett et al., 2013) y EE. UU. (Kirkbride, 1993). La informacion sobre la frecuencia de las
diferentes causas de abortos en ovinos en distintos paises se resume en la tabla 1. En la misma
se observa que la importancia relativa de cada agente varia segun el pais o regién; sin embargo,
en lineas generales 7. gondii, C. abortus y Campylobacter spp. suelen estar entre las principales
causas de abortos en ovinos (Kirkbride, 1993; Buxton & Henderson, 1999; Van Engelen et al.,
2014).

Los estudios realizados sobre abortos en ovinos de Uruguay son muy escasos, y por esta
razén, solo unos pocos patégenos han sido identificados. 7. gondii es el abortivo mejor
caracterizado en Uruguay, ya que ha sido detectado mediante serologia (Freyre et al., 1983,
1999; Suzuki et al., 2011) y aislado a partir de placentas y tejidos fetales provenientes de brotes
espontaneos de abortos (Freyre et al., 1987, 1994). Ademads, existen estudios serolégicos que
evidencian la circulacién de Chlamydia spp. (Freyre et al., 1997), Leptospira interrogans
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serogrupo Pomona (Bonino Morldn & Cavestany, 2005) y Neospora caninum (Suzuki et al.,
2011) en las majadas uruguayas. Por ultimo, mds recientemente se han identificado casos de
abortos ocasionados por C. fetus subesp. fetus (Giannitti et al., 2018), por una especie de
Campylobacter no confirmada, pero que seria distinta de C. fetus y C. jejuni (Ardoz et al., 2018),
y por N. caninum (Pieruccioni et al., 2022).

Hasta la fecha existe evidencia directa de unos pocos patégenos, mientras que la
presencia de otros ha sido evidenciada inicamente mediante métodos indirectos (serologia). Por
lo tanto, la informacién disponible estd limitada a reportes de casos puntuales o relevamientos
seroldgicos realizados sobre escasos nimeros de animales, lo cual impide conocer la prevalencia
real de estos agentes. En este contexto, surge la necesidad de profundizar en esta temdtica a fin
de lograr identificar las causas de abortos en las majadas ovinas de Uruguay, como un primer
paso para establecer futuras medidas de control y/o prevencion.

Por dltimo, la emergencia de bacterias resistentes a multiples antibiéticos constituye una
de las principales problematicas en la medicina humana y veterinaria, lo cual resulta ain mas
preocupante si consideramos el limitado nimero de nuevos farmacos en desarrollo (Magiorakos
et al., 2012). Muchas de las bacterias involucradas en abortos en ovinos poseen potencial
zoondtico, como Leptospira spp., Salmonella spp., Campylobacter spp., Coxiella burnetii,
Chlamydia spp., Listeria spp., Yersinia spp., Francisella tularensis, entre otras (Agerholm et
al., 2006; O’Toole et al., 2008; Menzies, 2011). Trabajos realizados en diversas especies
animales han reportado el surgimiento de aislados multirresistentes de algunos de estos géneros
bacterianos, tales como S. Brandenburg (Wright et al., 1998), S. Montevideo (Kim et al., 2012),
Y. enterocolitica (Jamali et al., 2015), entre otros. En EE.UU., un clon de C. jejuni resistente a
las tetraciclinas se expandié por numerosos estados en tan solo una década, convirtiéndose en
una de las principales causas de abortos en ovinos de ese pais (Sahin et al., 2008). Por lo tanto,
el monitoreo de los agentes bacterianos con potencial abortigénico constituye un aporte valioso
tanto para el sector ovino como para la salud publica.



Tabla 1: Resumen de las causas de abortos en ovinos en diversos paises y sus frecuencias.

Pais
Australia EE.UU. Suiza (Chanton- Hungria
(Plant et al., 1972)* (Kirkbride, 1993) Greutmann et al., 2002) (Szeredi et al., 2006)
Periodo 1963-1970 1980-1989 1996-1998 1998-2005
Total de casos 357 1784 86 246
% diagnosticados 76,2 44 75 51,2
% infecciosos 50 28,6 51 50,4
% protozoos 24,6 10,7 19 0,8
Causas (%) Campylobacter 32 Toxoplasma 27 Chlamydia 53,2 Chlamydia 89,7
Toxoplasma 24,6 Campylobacter 26,2 Toxoplasma 25,8 Coxiella 3,9
Distocia 21,3 Chlamydia 12,5 Otras bacterias 16,1 Staphylococcus 1,6
Listeria 18 Trueperella 6,4 Malformaciones 3,2 Toxoplasma 1,6
Otros 2,6 Salmonella 5 Coxiella 1,6 Campylobacter 0,8
Malformaciones 1,5 Pasteurella 4,8 Leptospira 0,8
E. coli 4,3 Pseudomonas 0,8
BDV 3,6 Streptococcus 0,8
Bacillus 1,7
Otros 8.4

BDV: virus de la enfermedad de la frontera

2 Sélo se consideraron los fetos abortados, excluyendo las muertes neonatales (postnatales).



Tabla 1: Resumen de las causas de abortos en ovinos en diversos paises y sus frecuencias (continuacion)

Pais

Dinamarca

(Agerholm et al., 2006)

Espaina

(Fernandez et al., 2012)

Holanda (Van den
Brom et al., 2012)

Canada

(Hazlett et al., 2013)

Periodo
Total de casos

% diagnosticados

% infecciosos
% protozoos

Causas (%)

2003-2004

24
66,7
93,8

6,3

Yersinia
Fusobacterium
E. coli

Listeria
Campylobacter
Toxoplasma

31,2
25
18,7
12,5
6,3
6,3

2004-2010

271
61
68,9
23,5

Chlamydia
Toxoplasma
Salmonella
BDV

Coxiella
Listeria

Otros
Campylobacter

39
31,1
12,2

8,5
3,7
24
24
0,6

2006-2011

282
47,5
76,9
21,6

Chlamydia
Campylobacter
Toxoplasma
Listeria
Yersinia

Otras bacterias
Coxiella
No-infecciosos

26,1
24,6
21,6
12,7
5,2
4,5
3,7
1,6

2009-2011

167
56,3
67
33

Toxoplasma
Campylobacter
Chlamydia
Coxiella

Otros

33
223
20,2
12,8
11,7




Tabla 1: Resumen de las causas de abortos en ovinos en diversos paises y sus frecuencias (continuacion)

Pais

Holanda (van Engelen et Alemania Australia Argentina
al., 2014) (Meixner et al., 2020) (Clune et al., 2021) (Della Rosa, 2021)
Periodo 2012-2013 2003-2018 2000-2018 2018-2019
Total de casos 57 200 529 27
% diagnosticados 68,4 61,5 56,7 55,6
% infecciosos 66,7 87,8 72 33,3
% protozoos 20,5 12,2 9,3 53,3
Causas (%) Campylobacter 28,2 Chlamydia 64,1 Campylobacter 323 Protozoos 53,3
Toxoplasma 20,5 Otras bacterias 9.9 Listeria 25,7 Leptospira 20
Chlamydia 18 Toxoplasma 6,9 Toxoplasma 9,3 Distocia 13,3
Malformaciones 12,8 Coxiella 6,1 Otros infecciosos 14 Listeria 6,7
E. coli 1,7 Neospora 5,3 No-infecciosos 18,7 Campylobacter 6,7
Yersinia 5,1 Campylobacter 3,8
Listeria 5,1 Listeria 1,5
Arcanobacterium 2,6 Viral? 1,5
Salmonella 0,8

 Infeccion por el virus de Schmallenberg.



2. CARACTERIZACION DEL PROBLEMA

Los indicadores reproductivos registrados en las majadas ovinas de Uruguay evidencian
que el potencial bioldgico de la especie atin no ha sido alcanzado (Montossi et al., 2005). Esto
probablemente esté asociado a factores nutricionales, sanitarios y de manejo (Bonino Morlén,
2004). Si bien la incorporaciéon de paquetes tecnoldgicos ha permitido mejorar los indices
productivos/reproductivos, es evidente que existen causas que impiden que los ovinos expresen
todo su potencial; los agentes infecciosos y protozoarios abortivos constituirian parte de ellas,
aunque la identificacién de dichos patégenos, asi como su frecuencia e impacto son desconocidos
en Uruguay.

Uruguay tiene una fuerte tradicién en la produccién ovina; sin embargo, a diferencia de
otros paises con condiciones productivas y climaticas similares, la informacién local disponible
sobre las enfermedades reproductivas infecciosas y parasitarias es muy escasa. Probablemente,
esto se deba a mdaltiples motivos, tales como la dificultad de hallar los fetos abortados en
condiciones extensivas, el accionar de animales depredadores y/o carrofieros, el avanzado grado
de autdlisis que suelen presentar los fetos y/o placentas remitidos a laboratorios para andlisis, la
dificultad en la deteccién de los agentes etioldgicos, la dificultad de acceso a los servicios de
diagndstico veterinarios existentes, la carencia de técnicas diagndsticas adecuadas, los elevados
costos analiticos, y la limitada disponibilidad de recursos humanos con formacién en la temética,
entre otros. Por lo tanto, mediante un grupo de trabajo interinstitucional [Secretariado Uruguayo
de la Lana (SUL), Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA), Facultad de Ciencias
(FCIEN), Institut Pasteur de Montevideo y CENUR Litoral Norte (UdelaR Salto)] e
interdisciplinario se abord6 el diagndstico laboratorial de las pérdidas reproductivas en majadas
ovinas. Para ello, este proyecto estuvo vinculado con otro cuyo objetivo fue cuantificar las pérdidas
de forma objetiva mediante un seguimiento longitudinal con ecografias reproductivas de majadas
experimentales y comerciales. A medida que se registraron pérdidas gestacionales, se remitieron
las muestras correspondientes (fetos, placentas y sueros) al laboratorio a fin de realizar un
diagndstico causal. Adicionalmente, y ante la posible dificultad de recuperar los fetos, placentas y
sueros en estas majadas, se admitieron muestras provenientes de majadas comerciales que
experimentaron abortos espontdneos, con el objetivo de incrementar el nimero de casos
analizados. De esta forma, la informacién generada constituiria la base para la futura aplicacién
de medidas de control y/o prevencion, adaptadas a los sistemas de produccién locales.



3. HIPOTESIS

Existen causas infecciosas y protozoarias de abortos en ovinos de Uruguay que atin no han
sido identificadas mediante métodos directos (diagndstico de abortos) o indirectos (serologia),
incluyendo agentes bacterianos resistentes a antibidticos.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Revisar y compilar la informacién sobre abortos infecciosos en ovinos (y caprinos) de
Sudamérica, identificar causas de aborto en majadas ovinas de Uruguay y sus frecuencias relativas
en el periodo 2015-2021, determinar la susceptibilidad antimicrobiana de bacterias causales de
abortos y estimar la seroprevalencia a cuatro patégenos con potencial abortivo en majadas con
antecedentes recientes de aborto.

4.2. Objetivos Especificos

I-Revisar 'y compilar la informacion existente sobre abortos de etiologia
infecciosa/protozoaria en ovinos (y caprinos) de Sudamérica categorizando la causalidad en
posible, probable o confirmada siguiendo un criterio preestablecido (Capitulo I).

2-Determinar la frecuencia relativa de causas de abortos en fetos y placentas de ovejas
abortadas (serie de casos) mediante diagndstico laboratorial a través de técnicas de anatomia
patoldgica (necropsia, histologia, inmunohistoquimica), bacteriologicas, y moleculares para la
deteccion directa de patdgenos abortivos (Capitulo II).

3-Determinar la susceptibilidad antimicrobiana en las bacterias causales de abortos
identificadas en casos del objetivo especifico 2 (Capitulo II).

4- Estimar la frecuencia de seropositividad a nivel de majadas y la seroprevalencia real a
cuatro patogenos con potencial abortivo en ovejas/borregas de majadas con antecedentes recientes
de aborto (Capitulo III).



5. ESTRATEGIA DE LA INVESTIGACION

La presente tesis estd dividida en tres capitulos que abordan los cuatro objetivos especificos
detallados previamente. Se expresa a continuacién la estrategia de investigacion para cada
capitulo.

Capitulo I: Revision de causas bacterianas, protozoarias y virales de abortos en ovinos
y caprinos de Sudamérica

Para llevar a cabo el primer objetivo especifico se recopild informacién sobre las causas
infecciosas/parasitarias de abortos en ovinos y caprinos de Sudamérica. La buisqueda incluyé 7
bases de datos (Google Scholar, SciELO, Latindex, ScienceDirect, MEDLINE,
WorldWideScience y BASE) de donde se obtuvo material bibliografico de distintos tipos (articulos
cientificos, resumenes de congresos, tesis de grado, maestria y doctorado, libros, sitios web,
boletines e informes de organizaciones vinculadas a la sanidad animal). En total, se incluyeron 198
referencias bibliograficas, de las cuales 143 proveian informacion sobre las causas de pérdidas
reproductivas en pequefios rumiantes de Sudamérica; las 55 referencias restantes fueron incluidas
a fin de enriquecer la discusién independientemente de su region de origen. Adicionalmente, se
evalud y discuti6 si los hallazgos descritos en la literatura fueron concluyentes en demostrar la
causalidad de los abortos utilizando un criterio de clasificacion establecido a priori (causa posible,
probable, o confirmada), y se compil6 informacidn sobre las técnicas de diagndstico recomendadas
por la OIE para confirmar la etiologia de los abortos en pequefios rumiantes.

Los resultados de esta revision fueron publicados en la revista Small Ruminant Research,
con la siguiente autoria y titulo:

Dorsch M.A., Cantén G.J., Driemeier D., Anderson M.L., Moeller R.B., Giannitti F. 2021.
Bacterial, protozoal and viral abortions in sheep and goats in South America: A review. Small
Ruminant Research 205: 106547. doi: https://doi.org/10.1016/j.smallrumres.2021.106547

Capitulo II: Investigacion diagnéstica de 100 casos de abortos en ovinos en Uruguay
(2015-2021) y evaluacion de la susceptibilidad antimicrobiana de las bacterias abortigénicas

Para el segundo objetivo especifico se establecié un grupo conformado por investigadores
de diversas instituciones a través de un proyecto financiado por el Fondo Clemente Estable (FCE)
de la Agencia Nacional de Investigacion e Innovacién (ANII), titulado “Cuantificacion de pérdidas
embrionarias y fetales en majadas de Uruguay y diagndstico de agentes infecciosos involucrados”
(c6digo FCE_3_2018_1_148540). Este proyecto permitié la financiacién de la recoleccién y
andlisis en aproximadamente 50 casos recibidos en 2019 y parte de 2020. La financiacién de este
proyecto fue complementada en partes equivalentes por un proyecto financiado por el INIA,
titulado “Investigacion diagnodstica de enfermedades de animales de produccion en Uruguay:
fortalecimiento de la vigilancia epidemiolédgica y control de las enfermedades del ganado” (cddigo
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PL_27 N-23398), que permitié financiar andlisis de aproximadamente 50 abortos recibidos en
2015-2018, 2021, y parte de 2020. El mencionado equipo intervino en el diagndstico de los fetos
y/o placentas recuperados de ovejas/borregas abortadas. Dichos especimenes fueron remitidos en
su mayoria a la Plataforma de Investigacion en Salud Animal (PSA) de INIA La Estanzuela y, en
una menor proporcion a DILAVE Paysandi, para el estudio de serie de casos. Se realizé la
necropsia y recoleccion de muestras de tejidos y fluidos corporales para los andlisis
histolégicos/inmunohistoquimicos, bacteriolégicos (cultivos bacterianos), moleculares (PCR para
deteccidn de protozoarios, virus y bacterias) y seroldgicos. De esta forma, se intent6 la deteccién
y/o aislamiento de los agentes infecciosos y parasitarios asociados con abortos en ovinos, como
Campylobacter spp., C. abortus, Salmonella enterica, C. burnetii, Brucella spp., Leptospira spp.,
Listeria spp., T. gondii, N. caninum y pestivirus (BDV, BVDV). Los resultados del estudio
patolégico y los andlisis bacteriolégicos y moleculares fueron interpretados individualmente en
cada caso para lograr establecer una asociacion entre las lesiones fetales/placentarias y los agentes
detectados, permitiendo obtener un diagnéstico patolégico y etioldgico del aborto cuando fuera
posible. Los andlisis serolégicos en las muestras fetales fueron realizados para deteccion de
anticuerpos totales contra Leptospira spp. por la técnica de MAT, a través de la cual se evalud la
exposicion fetal a este agente, pero no como criterio de causalidad de los abortos.

El tercer objetivo consistié en la evaluacion de la susceptibilidad antimicrobiana de las
bacterias causales de abortos aisladas de tejidos fetales y/o placenta. De esta forma, se propuso
llevar a cabo un monitoreo de la resistencia antibidtica en los aislamientos bacterianos realizados
en el contexto de este proyecto.

Los resultados correspondientes al segundo y tercer objetivos especificos fueron
publicados en dos revistas cientificas revisadas por pares, con las siguientes autorias y titulos:

Dorsch M.A., Francia M.E., Tana L., Gonzdlez F., Cabrera A., Calleros L., Sanguinetti
M., Barcellos M., Zarantonelli L., Ciuffo C., Maya L., Castells M., Mirazo S., Silveira C.S.,
Rabaza A., Caffarena R.D., Doncel Diaz B., Ardoz V., Matto C., Armendano J., Salada S., Fraga
M., Fierro S., Giannitti F. 2022. Diagnostic investigation of 100 cases of abortion in sheep in
Uruguay:  2015-2021.  Frontiers in  Veterinary  Science  9:  904786.  doi:
https://doi.org/10.3389/fvets.2022.904786

Dorsch M.A., Casaux M.L., Calleros L., Ardoz V., Caffarena R.D., Monesiglio C.,
Barcellos M., Silveira C.S., Perdomo Y., Banchero G., Uzal F.A., Fraga M., Giannitti F. 2022.
Revista Argentina de Microbiologia 54(1): 25 — 30. doi: https://doi.org/10.1016/j.ram.2021.02.005

Capitulo III: Estudio serologico de patégenos con potencial abortivo en majadas
ovinas de Uruguay

Con respecto al cuarto objetivo especifico, se utilizaron sueros de ovejas o borregas de
majadas experimentales y comerciales que hubieran presentado abortos. Las muestras se
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obtuvieron a partir de las ovejas/borregas abortadas, y cuando fue posible, también de aquellas
compafieras de majada que parieron normalmente. De esta forma, se estimd la seroprevalencia de
cuatro patégenos con potencial abortigénico en 13 majadas ovinas. Las muestras de suero fueron
procesadas mediante kits de ELISA comerciales para la deteccion de anticuerpos IgG contra C.
abortus, T. gondii, C. burnetii y B. ovis.
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6. CAPITULO 1: REVISION DE CAUSAS BACTERIANAS, PROTOZOARIAS Y
VIRALES DE ABORTOS EN OVINOS Y CAPRINOS DE SUDAMERICA

Small Ruminant Research 2021; 205:106547
DOI: https://doi.org/10.1016/j.smallrumres.2021.106547

Principales aportes de este trabajo:

e Se reviso la literatura sobre los agentes abortivos bacterianos, protozoarios y virales en
ovinos y caprinos de Sudamérica.

e Las causas de abortos fueron clasificadas como confirmadas, probables o posibles usando
un criterio preestablecido.

e Se listaron y discutieron las lesiones fetoplacentarias tipicas y las pruebas de laboratorio
recomendadas por la OIE para cada patégeno.

e Se identificaron y listaron los patégenos abortivos de pequefios rumiantes que no se han

reportado en Sudamérica.

RESUMEN

Las enfermedades bacterianas, protozoarias y virales son las principales causas de aborto
en ovinos y caprinos. Estos agentes causan importantes pérdidas econdmicas, y muchos de ellos
representan una preocupacion para la salud publica (patégenos zoondticos) y/o el comercio
internacional de ganado, como ocurre con aquellos que causan enfermedades de declaracion
obligatoria a la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE). En Sudamérica, la informacion
sobre su ocurrencia, prevalencia e impacto econdmico es escasa. En este trabajo, revisamos la
bibliografia disponible sobre abortos bacterianos, protozoarios y virales identificados mediante
pruebas de laboratorio en ovinos y caprinos en Sudamérica y analizamos si las investigaciones
diagndsticas son concluyentes para demostrar la causalidad del aborto. También recopilamos
informacién sobre los métodos de diagndstico recomendados por la OIE para el diagnéstico de
laboratorio de estos agentes abortivos y sobre las principales lesiones fetoplacentarias inducidas
por ellos. En esta region se han confirmado como enfermedades abortivas en pequefios rumiantes
la campilobacteriosis (Campylobacter fetus subesp. fetus y Campylobacter jejuni), la leptospirosis,
la listeriosis (Listeria ivanovii), la clamidiosis (Chlamydia abortus), la toxoplasmosis, la
neosporosis y la sarcocistosis. Brucella ovis, Brucella melitensis, Chlamydia pecorum, Coxiella
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burnetii, Bacillus licheniformis y el virus de la lengua azul, son probables causas de aborto en la
region ya que se han detectado en fetos abortados y/o se han asociado a abortos mediante estudios
seroepidemioldgicos. Listeria monocytogenes, Histophilus ovis, Actinobacillus seminis,
Trueperella pyogenes, Yersinia spp., Trypanosoma vivax, herpesvirus caprino 1 y pestivirus
también infectan a los pequefios rumiantes en la regidn, por lo que podrian ser considerados como
posibles causas de aborto, aunque no se han asociado al aborto en Sudamérica (es decir, no se han
detectado en fetos abortados ni se han asociado al aborto mediante estudios seroepidemiolégicos).
Otros agentes como Flexispira rappini, Francisella tularensis, Anaplasma phagocytophilum, el
virus de la fiebre del Valle del Rift, el virus de la enfermedad de Wesselbron y los bunyavirus,
conocidos por ser abortivos en ovejas y cabras en otras regiones del mundo, no han sido
documentados en Sudamérica. Si bien algunos de estos agentes podrian ser exdticos en este
subcontinente, otros podrian no haber sido diagnosticados teniendo en cuenta las limitaciones de
los sistemas de vigilancia de enfermedades animales, que dificultan la eventual deteccién de
enfermedades emergentes, reemergentes y transmisibles en Sudamérica.

Palabras clave: abortos, investigacion diagnoéstica, caprinos, enfermedades infecciosas,
patologia, protozoos, ovinos, Sudamérica.

6.1. INTRODUCCION

Los ovinos y los caprinos fueron introducidos en Sudamérica por los exploradores
espaioles durante el siglo XVI. Actualmente, la ganaderia ovina y caprina es una actividad
econdmica y culturalmente importante en Sudamérica. Esta region alberga aproximadamente 65
millones de ovejas y 22 millones de cabras, que representan el 5% y el 2% de la poblacién mundial,
respectivamente (FAO, 2018).

La cria de pequefios rumiantes suele considerarse una actividad agropecuaria secundaria,
y se utiliza como medio de subsistencia en muchas pequefias explotaciones familiares (Aréchiga
et al., 2008). Debido a su gran adaptabilidad a entornos hostiles, las ovejas y las cabras suelen
criarse en zonas marginales, inadecuadas para actividades agropecuarias més rentables. La cria se
lleva a cabo en diversos sistemas de explotacion, que incluyen condiciones extensivas, intensivas,
nomadas y/o trashumantes (Zygoyiannis, 2006; Aréchiga et al., 2008; Smith & Sherman, 2009).

En América del Sur, los niveles de produccién de pequefios rumiantes son generalmente
bajos debido a multiples factores, incluyendo problemas nutricionales, sanitarios y reproductivos,
entre otros (Alexandre & Mandonnet, 2005; Morris, 2009; FAO, 2018). Las fallas reproductivas,
incluidos los abortos, influyen directamente en el nimero de corderos/cabritos destetados, en el
porcentaje de descartes y en la reposicion (Bonino Morlan, 2004), causando importantes pérdidas
economicas al disminuir la productividad general de las majadas (Edmondson et al., 2012). Las
ovejas y las cabras suelen tener una mayor incidencia de abortos que los bovinos, tal es asi que
tasas de aborto de hasta un 5% suelen considerarse normales (Edmondson et al., 2012). Se han
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identificado causas de aborto bacterianas, parasitarias (protozoos), virales, nutricionales,
genéticas, metabdlicas y toxicas (Borel et al., 2014). Entre ellas, las enfermedades bacterianas,
virales y protozoarias son las causas de aborto mds frecuentemente reconocidas en ovinos y
caprinos en todo el mundo (Kirkbride, 1993; Moeller, 2001).

La importancia de estudiar la causalidad del aborto en los pequefios rumiantes se basa en
seis razones principales: 1- muchos patégenos bacterianos, virales y protozoarios abortigénicos
son zoondticos, 2- algunos de ellos causan enfermedades de declaracién obligatoria a la
Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE) ya que implican peligros especificos para el
comercio internacional de ganado o productos animales (OIE, 2020), 3- tienen un impacto negativo
en el medio ambiente al reducir la productividad animal que se traduce en un aumento de las
emisiones de gases de efecto invernadero por unidad de producto ganadero (Hristov et al., 2013;
Ozkan et al., 2022), 4- afectan la economia de los productores agropecuarios de subsistencia en
zonas desfavorecidas contribuyendo a la pobreza y la inseguridad alimentaria, 5- la reciente
aparicion de bacterias causales de abortos resistentes a los antibidticos (Sahin er al., 2008), y 6-
las pérdidas reproductivas pueden ser un indicador negativo de bienestar animal.

A pesar de estas razones, las causas bacterianas, protozoarias y virales de abortos en
pequefios rumiantes no han sido estudiadas sistemdticamente en la mayoria de los paises
sudamericanos (Menzies, 2011). Mientras que algunos de estos patégenos han sido reconocidos
desde hace tiempo por multiples pruebas de diagndstico, otros han sido identificados sélo a través
de métodos indirectos (serologia). Muchos de ellos no han sido investigados en Sudamérica o son
considerados exdticos. Las publicaciones regionales sobre este tema son escasas y a menudo de
dificil acceso. Las revisiones disponibles se centran en una sola enfermedad en un pais (Poester et
al., 2002; Samartino, 2002; Rovani Scolari et al., 2011; da Silva et al., 2013) o regién (Jones &
Dévila, 2001; Lager, 2004; Legisa et al., 2014; Martins & Lilenbaum, 2014; Petrakovsky et al.,
2014; Lobato et al., 2015; Rossetti et al., 2017), pero actualmente no se dispone de revisiones
exhaustivas sobre una variedad de agentes abortivos bacterianos, protozoarios y virales.

El diagnéstico etiologico del aborto en los rumiantes suele ser desafiante debido a la
dificultad de adquirir muestras de calidad en condiciones de campo extensivas, el escaso registro
de los eventos sanitarios en las explotaciones, la falta de acceso a laboratorios especializados en
salud animal con pruebas diagndsticas validadas y el limitado conocimiento de las manifestaciones
clinicas y patoldgicas causadas por los abortos. En este trabajo se revisa la literatura disponible
sobre las causas bacterianas, protozoarias y virales de abortos identificadas en ovinos y caprinos
en Sudamérica mediante diagnostico de laboratorio. Se discute si las investigaciones diagndsticas
presentadas en la literatura revisada son concluyentes para demostrar la causalidad del aborto, asi
como sus diagndsticos diferenciales. Por ultimo, recopilamos informacién sobre los métodos de
diagnostico recomendados por la OIE para evaluar las causas de aborto en pequefios rumiantes,
asi como sobre las lesiones fetoplacentarias mds destacadas para cada agente y el periodo
gestacional de los abortos inducidos por estos agentes.
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6.2. MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 una bisqueda bibliografica utilizando multiples bases de datos (Google Scholar,
SciELO, Latindex, ScienceDirect, MEDLINE, WorldWideScience y BASE). Los términos de
bisqueda incluyeron combinaciones de las siguientes palabras: oveja, cabra, ovino, caprino,
nombres de todos los paises sudamericanos (Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Colombia, Ecuador,
Guayana Francesa, Guyana, Paraguay, Perd, Surinam, Uruguay y Venezuela), nombres latinos
actuales o anteriores de las causas bacterianas, protozoarias y virales de aborto (es decir,
Toxoplasma gondii, Chlamydia abortus, Chlamydophila abortus, Brucella spp., Coxiella burnetii,
virus de la lengua azul, Orbivirus, etc.), nombres de las enfermedades (es decir, toxoplasmosis,
clamidiosis, aborto enzodtico ovino, brucelosis, coxielosis, fiebre Q, enfermedad de la lengua azul,
etc.) y el término aborto. No hubo restricciones en cuanto al tipo de estudio, el afio de publicacion
(altima busqueda realizada en septiembre de 2022) o el idioma (espafiol, portugués, inglés y
francés). Se consideraron igualmente los articulos cientificos, los resimenes de congresos, las tesis
de grado, maestria y doctorado y los boletines/revistas de todos los paises de América del Sur.
Publicaciones revisadas por pares (112 documentos), resimenes de congresos (20 documentos),
tesis de grado (tres documentos), de maestria (un documento) y de doctorado (dos documentos) de
todos los paises de Sudamérica fueron incluidas. Adicionalmente, se incluyeron un libro (Robles
& Olaechea, 2001) y tres publicaciones de fuentes fidedignas, pero no revisadas por pares, entre
las cuales se encuentran dos boletines oficiales de las autoridades nacionales en sanidad animal de
Chile (Saldias et al., 2014) y Peru (Valderrama et al., 2015), y un reporte de evaluacion de los
servicios veterinarios de Uruguay emitido por la OIE (Hutter et al., 2014). Con el fin de enriquecer
la discusion e independientemente del origen geogréfico, se consultaron otros 44 articulos
cientificos revisados por pares, un resumen revisado por pares presentado en un congreso, ocho
libros y dos sitios web, los cuales comprenden las estadisticas de la Organizacién de las Naciones
Unidas para la Alimentaciéon y la Agricultura (FAOSTAT) (FAO, 2018) y la lista de las
enfermedades, infecciones e infestaciones de la OIE vigentes en el 2020 (OIE, 2020).

A partir de la informacion recopilada, clasificamos deliberadamente las
enfermedades/agentes identificados en Sudamérica en una de las tres categorias siguientes 1-
confirmada, 2- probable, o 3- posible causa de aborto. La categoria 1- causa confirmada de aborto
incluyé agentes abortivos que fueron detectados en la placenta y/o muestras fetales de
ovejas/cabras abortadas, junto con la identificacién de lesiones macroscépicas y/o histolégicas
compatibles y la exclusioén de otros agentes que causan lesiones similares. La categoria 2, causa
probable de aborto, incluia: a- agentes abortivos identificados en la placenta y/o muestras fetales
de ovejas/cabras abortadas sin lesiones compatibles, o con lesiones compatibles para la que no se
descartaron otros agentes que pueden ocasionar hallazgos similares (diagnodsticos diferenciales); y
b- agentes investigados mediante estudios seroepidemioldgicos para los que se encontré una
asociacion estadistica entre aborto y seropositividad. En la categoria 3 (posible causa de aborto),
se incluyeron agentes que, aunque son conocidos por su potencial abortigénico y estdn presentes
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en ovejas y/o cabras en Sudamérica -como se ha demostrado a través de métodos de laboratorio
directos o indirectos-, no han sido identificados en casos de aborto en ovinos/caprinos de la region.
A fin de ilustrar mds claramente la objetividad del criterio de clasificacién propuesto, decidimos
transformar esta clasificacion cualitativa en una escala numérica utilizando el sistema de puntajes
descrito en la tabla 2. De esta forma, los agentes abortivos que sumaron 7 u 8 puntos fueron
considerados como causas confirmadas de aborto, los que sumaron entre 2 y 6 puntos, como
causas probables de aborto, y los que sumaron 1 punto, como causas posibles de aborto.
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Tabla 2: Sistema de puntuacién utilizado para la clasificacion de los agentes abortivos como causa confirmada, probable o posible.

A- El agente B- La deteccién C- Otros agentes D- Estudio E- Agente con potencial Puntaje

abortivo se fetoplacentaria abortivos que seroepidemioldgico abortigénico presente en total

detecté en la estuvo asociada a la ocasionan lesiones con asociacion la regién (métodos

placenta y/o identificacion de similares fueron estadistica entre el laboratoriales directos o

tejidos fetales de lesiones descartados (si= 2 aborto y la indirectos), pero no

ovinos/caprinos macroscépicas/ puntos, no= 0 seropositividad (si= necesariamente

abortados en microscépicas puntos) 1 punto, no=0 identificado en casos de

Sudamérica (si= compatibles con las puntos) aborto en la regién (si= 1

2 puntos, no=0 causadas por el punto, no= 0 puntos)

puntos) patégeno (si= 2

puntos, no= 0
puntos)

Causa confirmada 2 2 2 1 1 8
de aborto 2 2 2 0 1 7

2 2 0 1 1 6

2 2 0 0 1 5
Cljlursta probable de > 0 0 1 1 4
aporto 2 0 0 0 I 3

0 0 0 1 1 2
Causa posible de 0 0 0 0 1 1

aborto
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6.3. PATOGENOS ABORTIVOS EN SUDAMERICA

Los abortos bacterianos, protozoarios y virales identificados en ovinos y/o caprinos en
Sudamérica y su categorizacién como causas confirmadas, probables o posibles de aborto, segtin
la definicion anterior y lo expresado en la tabla 2, se resumen en la tabla 3. En esta tabla, los

patégenos detectados en una sola especie animal en un pais determinado, se consideraron como
posible causa de aborto para la otra especie en el mismo pafs. Las muestras y los métodos de
diagnéstico recomendados por la OIE para evaluar las causas de aborto en los pequeios rumiantes,
asi como las lesiones fetoplacentarias mds destacadas y el periodo de gestacion de los abortos

inducidos por estos agentes se muestran en la tabla 4.

Tabla 3: Agentes abortivos infecciosos y parasitarios identificados en ovinos y caprinos en Sudamérica, clasificados como

causas confirmadas, probables o posibles de abortos.

Ovinos Caprinos
Agente Evidencia de infecciéon =~ Nivel de causalidad Evidencia de infecciéon  Nivel de causalidad
0 exposicion en el aborto 0 exposicion en el aborto
BACTERIAS
Brucella ovis Si Probable - -
Brucella melitensis Si Probable Si Posible
Campylobacter Si Confirmado No Posible
fetus subesp. fetus
Campylobacter Si Confirmada No Posible
jejuni
Chlamydia abortus Si Posible Si Confirmado
Chlamydia No Posible Si Probable
pecorum
Coxiella burnetii Si Posible Si Probable
Leptospira spp. Si Confirmada Si Probable
Listeria Si? Posible Si® Posible
monocytogenes
Listeria ivanovii Si Confirmado No Posible
Actinobacillus Si Posible No Posible
seminis
Histophilus ovis Si? Posible No Posible
Corynebacterium Si? Posible No Posible
pseudotuberculosis
Trueperella Si? Posible No Posible
pyogenes
Yersinia Si? Posible No Posible

pseudotuberculosis
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Bacillus No Posible Si Probable
licheniformis

PROTOZOOS

Toxoplasma gondii Si Confirmado Si Confirmado
Neospora caninum Si Confirmado Si Confirmado
Sarcocystis spp. Si Confirmado Si Posible
Trypanosoma vivax Si Posible Si Posible
VIRUS

Virus de la lengua Si Probable Si Posible
azul

Virus de la Si Posible No Posible
enfermedad de la

frontera

Herpesvirus NA NA Si Posible
caprino 1

2 Indica presencia del agente asociado a manifestaciones clinicas diferentes de abortos (orquitis, epididimitis, encefalitis, etc.).
NA: no aplica.

6.3.1. Bacterias

6.3.1.1. Brucella ovis

Brucella ovis se transmite por via venérea y causa epididimitis/orquitis con reduccién de
la fertilidad, abortos ocasionales y mortalidad perinatal (Moeller, 2012). En Sudamérica, B. ovis
se aislé por primera vez en carneros afectados en la década de 1960 en Argentina (Cedro et al.,
1963). Afios més tarde, se diagnostic6 brucelosis en Rio Grande do Sul, Brasil (Blobel et al., 1972),
donde se cultivaron nueve aislados de lo que los autores denominaron bacterias similares a
Brucella (morfoldgica y bioquimicamente consistentes con B. ovis) a partir del epididimo o del
semen de 9 de 25 carneros con epididimitis. Un décimo aislamiento se cultivé a partir del contenido
abomasal de 1 de 17 corderos nacidos muertos. Los mismos autores utilizaron seis de estos aislados
(incluyendo el correspondiente al mortinato) para reproducir experimentalmente la epididimitis en
seis carneros (Blobel et al., 1972).

A pesar de la amplia distribucion de B. ovis en las majadas ovinas sudamericanas (Corbel,
1997), no hallamos ninguna publicaciéon que describiera abortos con lesiones fetales y/o
placentarias y la identificacién simultdnea de este agente. Esta observacion se condice con la
opinién de un experto en brucelosis ovina del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(INTA) de Argentina (Robles C., comunicacién personal 2020). Dado que la enfermedad afecta
con mayor frecuencia a los carneros que a las ovejas, la mayoria de los estudios serolégicos se han
centrado en los primeros, y s6lo unos pocos estudios seroldgicos intentaron asociar la
seropositividad con problemas reproductivos en las ovejas (Pinheiro Junior, 2008; Rizzo et al.,
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2014; Alves et al., 2017). En Sao Paulo (Brasil), se inform6 de una seroprevalencia del 1,7%
utilizando la prueba de fijaciéon del complemento (PFC) en 294 ovejas de 28 majadas con
antecedentes de trastornos reproductivos. De los cinco ovinos seropositivos, cuatro eran ovejas,
tres de las cuales tenian antecedentes de aborto y una con historial de repeticién de celo. El otro
animal seropositivo era un carnero asintomdtico. No se encontré asociacién entre la
seropositividad y los trastornos reproductivos (Rizzo et al., 2014). En el mismo estudio, los
cultivos bacterianos selectivos para Brucella spp. en 16 fetos abortados, una placenta, 13 muestras
de descargas uterinas y seis hisopados vaginales de ovejas abortadas fueron negativos para B. ovis
(Rizzo et al., 2014). En Pernambuco, Brasil, se analizaron los sueros de 119 ovejas de 12 majadas
mediante inmunodifusién en gel de agar (IDGA), revelando una seroprevalencia del 5,88% (Alves
et al., 2017). La seropositividad se asocid significativamente con la ocurrencia de abortos, ya que
cinco ovejas seropositivas y 28 seronegativas tenian un historial de abortos, mientras que las
restantes 84 ovejas seronegativas y dos seropositivas habian parido normalmente (Alves et al.,
2017).

Dado que la mayoria de los estudios seroldgicos se centraron principalmente en los
carneros, la seroprevalencia de la brucelosis en las ovejas es en gran medida desconocida. Robles
et al. (2014) muestrearon 208 ovejas y 147 carneros de 28 predios ubicados en la provincia de Rio
Negro, Argentina. La seroprevalencia determinada por ELISA fue de 4,81% y 9,52% en ovejas y
carneros, respectivamente. No se intent6 asociar los abortos con el status seroldgico (Robles et al.,
2014). Un extenso estudio de 15 afios en la Patagonia argentina que incluy6 181.495 muestras de
suero de carneros de 758 majadas encontrd una seroprevalencia del 5,8% y del 66,2% a nivel
individual y predial, respectivamente (Robles ef al., 2012). Esto indica que el agente esta extendido
en la region, independientemente de la documentacion de los abortos. Del resto de paises de
Sudamérica, hay evidencias de seropositividad a B. ovis en carneros de majadas en Chile (Arévalo
Hernandez, 2004) y Pera (Véliz & Pizarro, 1997; Quispe et al., 2002).

La caracteristica patoldgica de los abortos causados por B. ovis es la placentitis supurativa
con necrosis cotiledonaria e intercotiledonaria, con presencia de pequefios cocobacilos
gramnegativos intratrofoblasticos (Moeller, 2012). Ademds, los fetos abortados pueden presentar
bronconeumonia, esplenomegalia y peritonitis o pleuritis fibrinosa (Moeller, 2012). El diagndstico
etiolégico se confirma mediante el aislamiento bacteriano a partir de la placenta o de muestras
fetales en agar sangre o, preferentemente, en medio de Thayer-Martin (OIE, 2018) o en agar
Skirrow (Paolicchi et al., 1991). Ademas, se puede realizar la deteccidn de anticuerpos especificos
anti-B. ovis en suero materno mediante ELISA, PFC o IDGA (OIE, 2018). La deteccién del ADN
o antigeno bacteriano puede lograrse en los tejidos fetales o en la placenta mediante PCR e
inmunohistoquimica (IHQ), respectivamente (Moeller, 2012).

A partir de los criterios que establecimos, B. ovis fue clasificada como causa probable de
aborto en ovejas en Brasil. En este pais, el agente fue aislado de un cordero nacido muerto no
sometido a examen patolégico, y asociado estadisticamente con el aborto en un estudio
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seroepidemiolégico. En Argentina, Chile y Pert, B. ovis debe considerarse como una posible causa
de aborto, ya que los estudios seroldgicos indican exposicion a dicho agente.

Tabla 4: Muestras, periodo gestacional del aborto, lesiones fetoplacentarias caracteristicas y métodos de diagndstico recomendados

para la identificacién de agentes abortigénicos infecciosos y protozoarios en pequefios rumiantes.

Agentes Periodo Muestras Lesiones fetales y Meétodos de diagnéstico Métodos
gestacional placentarias recomendados
del aborto caracteristicas por la OIE?

BACTERIAS

Brucella ovis y B.  Gestacién Suero materno, Macro: engrosamiento  Cultivo bacteriano (placenta, — Si®¢

melitensis tardia fluidos fetales inter-cotiledonario con  contenido abomasal o

fibrina pulmon) en agar sangre (Bm)
Tejidos frescos, y agar Thayer—Martin (Bo)
descargas Histologia: placentitis
uterinas/vaginales necrotizante y Deteccién de anticuerpos por
bronconeumonia ELISA, PFC, IDGA o PRB
Placenta y tejidos dependiendo de la especie de
fetales fijados Brucella spp.

Campylobacter Gestacion Tejidos frescos, Macro: cotiledones Cultivo bacteriano Side

fetus subesp. fetus tardia descargas amarillos y friables (descargas uterinas/

y C. jejuni uterinas/vaginales (placentitis). Lesiones  vaginales, placenta, higado,

circulares multifocales  pulmén o contenido
Placenta y tejidos  en el higado (hepatitis) abomasal) en agar Skirrow
fetales fijados
Histologia: hepatitis PCR
necrosupurativa
multifocal IFD en improntas de placenta
y tejidos fetales (higado,
pulmén) o fluidos (contenido
abomasal)

Chlamydia Gestacion Tejidos frescos, Macro: placentitis con ~ PCR Sif

abortus temprana y descargas cotiledones rojo-
tardia uterinas/vaginales oscuros Deteccion de anticuerpos por

ELISA
Placenta y tejidos  Histologia: placentitis
fetales fijados necrotizante con IHQ
vasculitis, hepatitis y
Suero materno neumonia
Coxiella burnetii  Gestacion Tejidos frescos, Macro: placentitis con ~ PCR Si#
tardia descargas exudado amarronado
uterinas/vaginales Deteccidn de anticuerpos por
Histologia: placentitis ~ ELISA o IFI
Placenta y tejidos  necrosupurativa con
fetales fijados bacterias IHQ
intratrofobldsticas
Suero materno

Leptospira spp. Gestacion Suero materno, Macro: ictericia, PCR SiP

tardia fluidos fetales fluidos sanguinolentos

en las cavidades fetales
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Listeria
monocytogenes y
L. ivanovii

Otras bacterias

Gestacion
tardia

Gestacion
media y tardia

Tejidos frescos

Tejidos fetales
fijados

Placenta y tejidos
fetales fijados

Tejidos frescos,

descargas
uterinas/vaginales

Tejidos frescos

Placenta y tejidos
fetales fijados

Histologfa: nefritis
intersticial

Macro: placentitis
supurativa. Multiples
focos amarillentos en
el higado (hepatitis)

Histologia: hepatitis
necrosupurativa
multifocal

Macro: placentitis

Histologia: placentitis
neutrofilica e
inflamacion
neutrofilica en
multiples tejidos
fetales

Seroconversion e
identificacion seroldgica por
MAT o ELISA

Cultivo bacteriano en medio
EMIJH

Identificacion mediante
tincion argéntica, IHQ en
tejidos fetales o IFD en
improntas de tejido fresco
(rifién, higado, pulmoén,
placenta)

Cultivo bacteriano (placenta,  Si
higado, pulmén o contenido
abomasal) en caldo de
enriquecimiento para Listeria

Cultivo bacteriano (tejidos No
frescos, contenido abomasal)

PROTOZOOS
Toxoplasma Gestacion Suero materno, Macro: cotiledones PCR Sil
gondii temprana y fluidos fetales enrojecidos
media Deteccion de anticuerpos por
Tejidos frescos Histologia: encefalitis ~ ELISA o IFI
no supurativa y

Placenta y tejidos  necrotizante.

fetales fijados Placentitis
Neospora Gestacion Suero materno, Sin lesiones PCR No
caninum media y tardia  fluidos fetales macroscopicas

Sarcocystis spp.

Gestacion
temprana y
tardia

Tejidos frescos

Placenta y tejidos
fetales fijados

Tejidos frescos

Placenta y tejidos
fetales fijados

Histologia: encefalitis
necrotizante y
placentitis

Macro: focos
necréticos blancos en
la placenta

Histologia: encefalitis
necrotizante
multifocal. Placentitis

Deteccién de anticuerpos por
ELISA o IFI

PCR No

THQ
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Trypanosoma Gestacion Tejidos frescos Macro: ascitis, PCR Si*
vivax tardia hidrotérax y edema
Placenta y tejidos  subcutdneo Visualizacién directa en
fetales fijados frotis de sangre tefiidos con
Histologia: encefalitis ~ Giemsa
Frotis sanguineos  no supurativa y
miocarditis
VIRUS
Virus de lengua Muerte Suero materno, Macro: RT-PCR Si!
azul (Orbivirus) embrionaria. fluidos fetales hidranencefalia,
Abortos porencefalia, Deteccidn de anticuerpos por
tempranos Tejidos frescos hipoplasia cerebelar ELISA o SNV
Placenta y tejidos  Histologia: necrosis Aislamiento viral
fetales fijados cerebrocortical,
meningitis
Virus de la Muerte Suero materno, Macro: hipoplasia RT-PCR Sim
enfermedad de la  embrionaria. fluidos fetales cerebelar, hidrocefalia
frontera Abortos IHQ
(Pestivirus) medios y Tejidos frescos Histologia:
tardios desmielinizacion Deteccion de anticuerpos por
Placenta y tejidos  encefdlica y espinal ELISA o SNV
fetales fijados
Aislamiento viral
Herpesvirus Gestacién Suero materno, Macro: miltiples focos PCR No
caprino 1 tardia fluidos fetales blancos en el higado,

Tejidos frescos

Tejidos fetales
fijados

pulmones, rifiones

Histologia: focos
necroéticos con
inclusiones
intranucleares en el
higado, pulmones,
riflones

THQ

Deteccién de anticuerpos por

ELISA o SNV

Aislamiento viral

Bm: Brucella melitensis;, Bo: Brucella ovis; ELISA: enzimoinmunoandlisis de adsorcion, EMJH: medio Ellinghausen-McCullough-
Johnson-Harris; IDGA: prueba de inmunodifusion en gel agar; IFD: inmunofluorescencia directa; IHQ: inmunohistoquimica; IFI:
inmunofluorescencia indirecta; MAT: prueba de la microaglutinacion; OIE: Organizacion Mundial de Sanidad Animal; PFC: prueba
de fijacion del complemento; PRB: prueba de rosa de Bengala; RT-PCR: PCR transcriptasa reversa; SNV: prueba de
seroneutralizacion viral.

“https://www.oie.int/en/standard-setting/terrestrial-manual/access-online/
Shttps://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health standards/tahm/3.07.07_OVINE EPID.pdf
‘https://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health standards/tahm/3.01.04 BRUCELLOSIS.pdf
dhttps://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health standards/tahm/3.04.04 BGC.pdf
°https://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health standards/tahm/3.09.03 CAMPYLO.pdf
fhitps://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health _standards/tahm/3.07.05 ENZ,_ABOR.pdf
Shttps://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health standards/tahm/3.01.16 Q FEVER.pdf
"https://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/3.01.12 LEPTO.pdf
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ihttps://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health standards/tahm/3.09.06 LISTERIA MONO.pdf
ihttps://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health _standards/tahm/3.09.09 TOXO.pdf
*https://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health _standards/tahm/3.04.16 TRYPANOSOMOSIS.pdf
"https://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health standards/tahm/3.01.03 BLUETONGUE.pdf
Mhttps://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health standards/tahm/3.07.01 BORDER_DIS.pdf

6.3.1.2. Brucella melitensis

Brucella melitensis infecta a caprinos, ovinos y humanos (Blasco & Molina-Flores, 2011).
Este agente provoca abortos en la gestacion tardia con mds frecuencia en las cabras que en las
ovejas. La brucelosis caprina ha sido controlada en la mayoria de los paises desarrollados, pero
sigue siendo endémica en muchos paises en desarrollo (Blasco & Molina-Flores, 2011; Rossetti et
al., 2017). Russo et al. (2016) estudiaron la prevalencia de B. melitensis en caprinos y ovinos de
Formosa, Argentina. Un total de 25.401 sueros caprinos y 2453 sueros ovinos fueron analizados
para detectar anticuerpos contra Brucella spp. (cepas lisas) mediante la prueba del antigeno
bufferado (BPA) y la PFC, revelando seroprevalencias del 12,6% y 1,4% en caprinos y ovinos,
respectivamente. Brucella melitensis se detecté mediante cultivo bacteriano y PCR en muestras de
leche en 5 de 15 cabras de tres majadas diferentes con antecedentes recientes de abortos (Russo et
al., 2016).

La seroprevalencia de B. melitensis ha sido estimada en algunos estudios en caprinos en
Peru (Garro et al., 2005; Taboada et al., 2005; Rojas et al., 2006; Toledo et al., 2007; Valderrama
et al., 2015) y Ecuador (Poulsen et al., 2014), y en caprinos y ovinos en Venezuela (Arias &
Cardenas, 2007; Javitt et al., 2009; Valeris-Chacin et al., 2012). En ninguno de estos estudios se
determiné la asociacion entre los resultados seroldgicos y el aborto. Las majadas caprinas de la
Patagonia argentina, Colombia, Chile, Uruguay y Brasil se consideran libres de brucelosis caprina
(Poester et al., 2002; Tique et al., 2010; Rossetti et al., 2017).

Se notificé un caso de aborto ovino causado por B. melitensis en un establecimiento
argentino donde coexistian cabras y ovejas (Gaido et al., 2015). Un feto ovino abortado a los 4
meses y medio de gestacion presentaba poliserositis fibrinosa y hepatoesplenomegalia visibles
macroscopicamente, las cuales son lesiones compatibles con brucelosis. Histologicamente, se
describieron neumonia intersticial mononuclear, esplenitis perivascular y placentitis difusa (Gaido
et al., 2015). A pesar de la hepatomegalia identificada a nivel macroscépico, no se describieron
lesiones histoldgicas en el higado, aunque no se proporciond una lista completa de los tejidos
examinados. Los autores reportaron el hallazgo de neumonia intersticial mononuclear; sin
embargo, lo esperable en la mayoria de las enfermedades bacterianas abortigénicas -incluyendo
brucelosis- hubiese sido bronconeumonia con infiltrados de neutréfilos y macréfagos, y formacién
de células gigantes multinucleadas en el caso de brucelosis (Kirkbride, 1993; Moeller, 2012;
Poester et al., 2013). Adicionalmente, se omiti6 la informacion sobre los tipos predominantes de
células inflamatorias que infiltraban el bazo y la placenta, la apariciéon de necrosis en los tejidos
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afectados, ademds de si se observaron cocobacilos intratrofoblasticos y/o extracelulares
intralesionales en la placenta o los tejidos fetales. Se aisl6 B. melitensis y se detecté mediante PCR
en el pulmon, el higado y el abomaso del feto abortado. Se descartd la presencia de B. ovis mediante
PCR. La aglutinacion con sueros monoespecificos identifico el aislado como B. melitensis biovar
1 (Gaido et al., 2015), que es el biovar predominante en Sudamérica (Samartino, 2002). Se
procesaron secciones de placenta, bazo, higado y pulmén por IHQ utilizando un antisuero
comercial contra Brucella abortus como anticuerpo primario. Se observd inmunoreactividad
positiva en la placenta y el pulmén, lo que se interpreté como una reaccioén cruzada con B.
melitensis (Gaido et al., 2015). En este caso, la presencia de B. abortus no se investigé por PCR.
La evaluacidn seroldgica de todas las cabras adultas del rebafio (n = 168) y de algunas ovejas (n =
6, incluida la oveja abortada) mediante BPA como prueba tamiz y PFC como prueba de
confirmacién reveld seroprevalencias del 69% y del 50% en los caprinos y ovinos,
respectivamente, siendo la oveja abortada seropositiva (Gaido et al., 2015). Otras causas de
placentitis y aborto, incluyendo T. gondii, Campylobacter spp., Chlamydia spp. y C. burnetii
parecen no haber sido investigadas en este caso.

Las lesiones y los procedimientos de diagndstico de B. melitensis son similares a los
descritos para B. ovis en la seccion anterior. Aunque las técnicas seroldgicas disponibles [BPA,
PFC, prueba de la rosa de Bengala (PRB), etc.] se desarrollaron originalmente para la deteccién
de anticuerpos anti-B. abortus en el ganado vacuno, su uso se recomienda también para los
pequeiios rumiantes (Blasco & Molina-Flores, 2011; OIE, 2018).

Basandonos en nuestro criterio de clasificacion, B. melitensis es una causa probable de
aborto en ovinos y una causa posible de aborto en caprinos en Argentina, y una causa posible de
aborto en Ecuador, Perd y Venezuela donde hay evidencia seroldgica de exposicion.

6.3.1.3. Campylobacter spp.

Campylobacter fetus subesp. fetus (Cff) y C. jejuni constituyen las principales causas de
aborto en ovinos y caprinos en Estados Unidos (Kirkbride, 1993; Moeller, 2001). En Sudamérica,
las pérdidas reproductivas debidas a Campylobacter spp. han sido raramente reportadas. Fiorentino
et al. (2017) describieron un brote de abortos en 7 de 205 ovejas Pampinta de La Pampa, Argentina.
Se tomaron muestras de fetos gemelos y tres placentas para investigacion diagnostica. Se aislé Cff
en cultivo puro y/o se identific6 por PCR de ambos fetos y dos placentas. El examen
histopatolégico revel6 bronconeumonia y pericarditis supurativa compatibles con
campilobacteriosis en ambos fetos.

Se report6 un aborto esporadico causado por Cff en una de 62 ovejas Finnish en Uruguay
(Giannitti et al., 2018; Dorsch et al., 2022). El feto no pudo ser recuperado, pero la placenta de la
oveja abortada presentd placentitis fibrinosupurativa severa con vasculitis neutrofilica y
necrotizante y trombosis en las arteriolas coridnicas, hallazgos tipicos de campilobacteriosis.
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Campylobacter fetus se aisl6 e identificé a nivel de especie y subespecie mediante PCR multiplex
y qPCR (Dorsch et al., 2022), y secuenciacién del genoma completo (Costa et al., 2020). Se
descartaron otras causas de placentitis, como 7. gondii, Chlamydia spp. y C. burnetii, mediante
IHQ (Dorsch et al., 2022). En Brasil, se detecté el ADN de Cff por PCR en un feto ovino abortado
a los 105 dias de gestacion y en un neonato ovino de dos propiedades diferentes en el estado de
Rio Grande do Sul. En este caso, no se identificaron lesiones histoldgicas, no se aislé el agente en
los cultivos microaerdbicos en ninguno de los dos casos y no se descartaron otras causas frecuentes
de aborto y mortalidad neonatal, como 7. gondii y Chlamydia spp. (Gressler et al., 2012). En este
contexto, la causalidad del aborto o la mortalidad neonatal es cuestionable, ya que la confirmacién
del diagndstico etiolégico no deberia basarse Ginicamente en la deteccién molecular.

La importancia de C. jejuni como abortivo en otras regiones del mundo parece ser mayor
en caprinos que en ovinos (Smith & Sherman, 2009). Sin embargo, no hay informes de abortos
causados por C. jejuni en cabras en Sudamérica. En ovinos, se report6 un caso de aborto en un feto
de 85 dias de gestacion de una majada de la provincia de Buenos Aires (Argentina). El examen
histolégico reveld placentitis necrotizante y supurativa severa, neumonia intersticial no supurativa
difusa, enteritis no supurativa y epicarditis no supurativa. En el cultivo de la placenta en agar
Skirrow se observo el desarrollo de colonias morfologicamente compatibles con Campylobacter
spp., las cuales luego fueron identificadas mediante pruebas bioquimicas y tincién de Gram. Por
ultimo, la IFD para C. fetus resulté negativa (Della Rosa, 2021). En Rio Grande do Sul (Brasil),
esta bacteria fue aislada en cultivo puro e identificada por PCR a partir del contenido abomasal de
un feto ovino abortado, lo que es altamente sugestivo de causalidad. En la necropsia no se
reportaron lesiones y no se proporcionaron resultados del examen histopatoldgico de los tejidos
fetales (Vargas et al., 2005). En Sdo Paulo (Brasil), C. jejuni se aislé de las heces de 7 de 274
ovejas de cinco majadas con historia de trastornos reproductivos, incluyendo el nacimiento de
corderos débiles, muerte neonatal y retencion de placentas (Rizzo et al., 2015). Hasta la fecha, solo
hemos encontrado un reporte que describe lesiones fetales y placentarias en fetos ovinos abortados
infectados por C. jejuni en Sudamérica. Sin embargo, considerando que el agente circula en las
majadas ovinas de la regién, es probable que los abortos por C. jejuni estén siendo
subdiagnosticados.

En Uruguay, Campylobacter sp. fue detectado mediante PCR en un feto ovino abortado
procedente de una majada de traspatio de 23 animales (Ardoz et al., 2018). En la necropsia, el feto
presentaba poliserositis fibrinosa acompaiadas de hidroperitoneo moderado, hidrotérax e
hidropericardio. El examen histolégico reveld hepatitis necrotizante y neutrofilica aleatoria
multifocal, neumonia (alveolitis) neutrofilica multifocal y enteritis neutrofilica
erosiva/necrotizante segmental moderada, todo lo cual es altamente sugestivo de una infeccion
fetal bacteriana. Se detect6 ADN de Campylobacter sp. mediante PCR en el contenido abomasal
e higado fetal. Se secuenci6 un fragmento de 734 pb del gen 16S ARNr amplificado a partir del
contenido abomasal para identificar la especie, revelando una identidad del 99-100% con C. jejuni,
Campylobacter coli, Campylobacter insulaenigrae o Campylobacter hepaticus. Aunque el
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Campylobacter que infectaba a este feto no pudo ser identificado inequivocamente a nivel de
especie, el andlisis de la secuencia de ADN descarté a C. fetus (Ardoz et al., 2018). Posteriormente,
una prueba de qPCR para deteccion de C. jejuni fue negativa en este mismo caso (ver capitulo 2
de esta tesis).

Campylobacter spp. se transmite a través de la ingestion de alimentos contaminados con
heces, descargas vaginales o tejidos fetales (Menzies, 2011). El aborto suele producirse al final de
la gestacion y puede afectar hasta al 25% de la majada (Moeller, 2001; Menzies, 2011). Con
frecuencia se observa placentitis cotiledonaria, hepatitis necrotizante multifocal y bronconeumonia
supurativa (Moeller, 2001). El diagnéstico puede confirmarse mediante el cultivo bacteriano,
aunque debido a su fastidioso crecimiento, en los laboratorios de diagndstico se suelen utilizar
otros métodos de deteccion como la PCR o la inmunofluorescencia directa (IFD).

De acuerdo con los criterios de clasificacion propuestos, Cff es una causa confirmada de
abortos en ovejas pero no en cabras en Argentina y Uruguay, y una causa probable en Brasil,
mientras que C. jejuni debe considerarse una causa confirmada de abortos en Argentina y probable
en Brasil y Uruguay.

6.3.1.4. Chlamydia spp.

Chlamydia abortus (antes Chlamydophila abortus y Chlamydia psittaci serotipo 1) es un
agente zoondtico que se transmite por via oral o aerogena (Rodolakis ef al., 1998). Aunque C.
abortus causa abortos en la ultima etapa de la gestacion, también se han descrito pérdidas
tempranas y el nacimiento de corderos débiles (Rodolakis & Laroucau, 2015).

Se han detectado anticuerpos contra C. abortus mediante estudios serolégicos en majadas
ovinas y caprinas con antecedentes de abortos en Argentina (Fiorentino et al., 2015), Brasil (Rossi
et al., 2012; Santos et al., 2012; Farias et al., 2013), Chile (Moreira et al., 2017), Colombia (Perry
et al., 1980a) y Peru (Sanchez et al., 2018). En uno de estos estudios, los antecedentes de abortos
en la majada fueron considerados como un factor de riesgo para la seropositividad en cabras
(Santos et al., 2012). Estos autores analizaron mediante PFC 975 muestras de suero de 110 majadas
de cabras en el estado de Paraiba, Brasil, y encontraron una seroprevalencia del 9,3% y del 50% a
nivel individual y de majada, respectivamente. La frecuencia de cabras con anticuerpos contra C.
abortus fue significativamente mayor en las majadas con antecedentes de abortos. No se encontrd
asociacion entre los resultados seroldgicos y los antecedentes de infertilidad o mortinatos (Santos
et al., 2012). De los otros seis estudios, cuatro no hallaron una asociacién entre las pérdidas
reproductivas y la seropositividad (Rossi et al., 2012; Farias et al., 2013; Fiorentino et al., 2015;
Séanchez et al., 2018), y los dos restantes no evaluaron si existia dicha asociaciéon (Perry et al.,
1980a; Moreira et al., 2017). En una majada de caprinos con abortos en La Rioja (Argentina), se
encontr6 una seroprevalencia del 19,5% por ELISA. Las pruebas de qPCR e IFD fueron negativas
para C. abortus en los siete fetos abortados examinados y en una placenta, y no se identificaron
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lesiones microscopicas en dichos tejidos (Fiorentino et al., 2015). Por lo tanto, la implicancia de
C. abortus en estos abortos no ha sido esclarecida.

En Chile, Moreira et al. (2017) estudiaron la cinética de los anticuerpos anti-Chlamydia
por PFC en cabras abortadas y no abortadas durante 3 afios. Los autores concluyeron que poco
después de que se produjeran los abortos, los titulos de anticuerpos alcanzaban 1:256 o 1:1.024,
pero luego disminuian durante el afo siguiente y eran indetectables al tercer afio. No se
proporcioné informacién sobre si habia diferencias en la seroprevalencia entre las cohortes de
caprinos abortados y no abortados.

Los reportes de abortos por clamidias se limitan a majadas caprinas de Chile y Argentina
(Bedotti et al., 2008; Saldias et al., 2014; Di Paolo et al., 2019). En 2012, se registraron dos brotes
de abortos asociados a C. abortus en diferentes majadas caprinas ubicadas en las regiones
Metropolitana y del Biobio en Chile (Saldias et al., 2014). La primera majada present6 una alta
seroprevalencia (43,01%, 117/272) determinada por ELISA indirecto y PFC, con titulos de
anticuerpos > 1:32. Se tomaron muestras de placenta, pulmon e higado de dos fetos abortados, uno
de cada majada, para realizar el examen histopatolégico y pruebas moleculares. Se describieron
infiltrados inflamatorios en el estroma placentario y en la pared de los vasos sanguineos. No se
menciond la presencia de bacterias intracitopldsmicas (inclusiones), que son tipicas de la
clamidiosis, aunque pueden ser dificiles de encontrar. EI ADN de C. abortus fue amplificado
mediante JPCR en ambos casos, mientras que C. pecorum 'y C. psittaci se descartaron mediante
gPCR en tejidos de un solo animal. No se proporcionaron los resultados de las pruebas para otros
agentes abortivos (Saldias et al., 2014).

En La Pampa, Argentina, se describi6 un presunto brote de aborto por clamidias en una
explotacion caprina, donde se identificaron abortos durante la gestacion tardia y mortinatos en 30
de 250 cabras criollas (Bedotti et al., 2008). La histologia revel6 placentitis necrosupurativa con
vasculitis necrotizante y focos aislados de encefalitis no supurativa en un nimero indeterminado
de casos. Seis de las 6 hembras abortadas y 5 de las 9 no abortadas fueron seropositivas a
Chlamydia spp. por ELISA, y las 15 fueron seronegativas a Brucella spp. y T. gondii. Con estos
datos se realizaron andlisis estadisticos (prueba exacta de Fisher) y las diferencias en las
proporciones de cabras abortadas y no abortadas seropositivas a Chlamydia spp. no fueron
estadisticamente significativas. Los tejidos fetales o la placenta no se analizaron mediante PCR,
IHQ o tinciones especiales para detectar Chlamydia spp. ni otros agentes abortivos que pudieran
causar lesiones similares. A pesar de describir lesiones placentarias compatibles con clamidiosis,
los autores no describieron si se identificaron bacterias intracelulares (inclusiones).

En Mendoza, Argentina, Di Paolo et al. (2019) informaron de pérdidas reproductivas en
70 de 400 cabras criollas que abortaron fetos a término o parieron cabritos débiles. Un feto muerto
y su placenta fueron sometidos a un examen macroscOpico e histopatolégico. A nivel
macroscépico, la placenta estaba engrosada con un exudado necrético y fibrinopurulento que era
particularmente evidente en las regiones cotiledonarias, mientras que no se observaron lesiones
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macroscopicas en el feto. Desde el punto de vista histoldgico, la placenta presentaba necrosis
difusa de las vellosidades y del epitelio intercotiledonario, infiltracién de neutréfilos, escasos
linfocitos, células plasmadticas y macréfagos, y mineralizacion. El trofoblasto estaba expandido por
una miriada de inclusiones basoéfilas de ~1 um. Los vasos corioalantoideos estaban expandidos por
un infiltrado inflamatorio pleocelular y fibrina (vasculitis) y ocluidos por trombos de fibrina. El
feto presentaba encefalitis perivascular linfohistiocitica y neutrofilica, y vasculitis, hepatitis
necrotizante multifocal con infiltracion de macréfagos, linfocitos y células plasmaticas junto con
colangiohepatitis linfoplasmocitica y neumonia intersticial linfoplasmocitica. Se identificé C.
abortus en la placenta mediante una combinacién de tincion de Ziehl-Neelsen y PCR en tiempo
real y anidada, y se demostrd la presencia de abundante antigeno clamidial intralesional e
intratrofobldstico mediante IHQ. Toxoplasma gondii 'y C. burnetii se descartaron mediante IHQ, y
C. pecorum se descartdé mediante PCR.

Chlamydia pecorum es un habitante normal del tracto digestivo de los rumiantes, capaz de
causar abortos esporddicos en ovinos y caprinos (Walker et al., 2015; Giannitti et al., 2016). En
2010, muestras de placenta, pulmén e higado de un feto caprino abortado de Atacama, Chile se
enviaron al laboratorio de referencia de clamidiosis de la OIE (Instituto Federal de Investigacion
en Sanidad Animal, Friedrich-Loeffler-Institut, Jena, Alemania), donde se identific6 C. pecorum
mediante qPCR y microarreglos (Saldias et al., 2014). No se proporciond informacién sobre el
examen anatomopatoldgico de estos tejidos ni sobre las pruebas adicionales para evaluar otros
posibles agentes abortigénicos.

Las lesiones mds destacadas de la clamidiosis incluyen placentitis neutrofilica y
necrotizante con inclusiones intratrofobldsticas, que representan cuerpos elementales y reticulares
de clamidia, y vasculitis. En algunos animales también puede identificarse hepatitis necrotizante
multifocal con infiltrados portales mononucleares (Moeller, 2001). Ademds, se ha reportado
enteritis fibrinosupurativa con bacterias intracitoplasmaticas en los enterocitos en fetos caprinos
abortados por C. pecorum (Giannitti et al., 2016). Chlamydia spp. puede visualizarse mediante
tinciones especiales (Giménez, Ziehl-Neelsen o Giemsa) en frotis placentarios o secciones
histologicas. Ademas, la IFD y la IHQ pueden ayudar a detectar los antigenos de Chlamydia spp.
(Rodolakis & Laroucau, 2015). Dado que el aislamiento de las clamidias requiere de cultivos
celulares, se recomienda la deteccion molecular (Rodolakis & Laroucau, 2015). Esto permite una
identificacion mas sencilla, ya que las pruebas inmunoldgicas pueden presentar reactividad
cruzada (Giannitti et al., 2016).

Segun nuestros criterios de clasificacion, C. abortus es un agente abortivo confirmado en
caprinos en Argentina, una causa probable de aborto en caprinos en Chile y Brasil, y una posible
causa de aborto en ovinos en Argentina, Brasil, Chile, Colombia y Peru. Chlamydia pecorum es
una causa probable de aborto caprino en Chile; esta bacteria no ha sido identificada en ovejas o
cabras en otros paises sudamericanos.
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6.3.1.5. Coxiella burnetii

Coxiella burnetii es una bacteria intracelular obligada zoonética con una dosis infectiva
extremadamente baja. El aborto tardio, los partos prematuros y los mortinatos suelen ser los inicos
signos clinicos de la infeccion en los rumiantes (Agerholm, 2013).

A pesar de las evidencias de coxielosis en varias especies (incluyendo humanos) de
Sudamérica (Perry et al., 1980b; Oropeza et al., 2010; Trezeguet et al., 2010; Troncoso et al.,
2014; de Oliveira et al., 2018), no hay reportes que confirmen abortos en ovinos o caprinos en este
subcontinente. El aborto y la deteccion de C. burnetii por métodos moleculares y seroldgicos se
inform6 en caprinos de Alagoas, Brasil (de Oliveira et al., 2018). Se evalué una majada de 332
cabras, de las cuales 40 (12%) habian abortado. Se identificaron anticuerpos en el 55,1% de las
312 hembras analizadas utilizando un kit comercial de ELISA. De las 27 hembras abortadas
analizadas, 15 (55,5%) fueron seropositivas, porcentaje similar a la seroprevalencia global de la
majada. El ADN de C. burnetii se detecté mediante PCR, seguida de secuenciacion, en dos de las
23 muestras de placenta analizadas, pertenecientes a cuatro hembras abortadas y 19 no abortadas.
Las dos muestras positivas a la PCR procedian de hembras abortadas y seropositivas.
Lamentablemente, ninguna de las 23 placentas fue sometida a un examen histopatolégico y no se
investigaron otros agentes abortivos. En Cesar, Colombia, se analizaron por PCR 66 muestras de
leche de ovejas y 328 hisopados vaginales de cabras de 15 majadas para identificar el ADN de C.
burnetii. E1 6% (4/66) de las muestras de leche y el 0,6% (2/328) de los hisopados vaginales fueron
positivos (Contreras et al., 2018). En este estudio no se busco la asociacion con los abortos.

De todos los paises de América del Sur, C. burnetii se ha confirmado como abortivo en
ganado lechero en Argentina (Morrell et al., 2022) y Uruguay, donde se reportaron dos brotes: uno
en el departamento de Colonia (Macias-Rioseco et al., 2019) y el otro en el departamento de San
José (Macias-Rioseco et al., 2020; Rabaza et al., 2021a). Interesantemente, uno de estos episodios
estuvo relacionado con posible infeccion en trabajadores expuestos a los abortos bovinos (Rabaza
et al., 2021b). Uno de estos predios se encuentra a ~3,5 km de una gran explotacion ovinay a ~10
km de una pequefia majada lechera caprina (Giannitti F, observacion personal). En las zonas
rurales, es probable la dispersion aérea de C. burnetii desde el ganado. La bacteria puede
transportarse hasta 18 km dependiendo de la velocidad del viento, y los mayores riesgos de
infeccién se producen a 5 km de las fuentes (Clark & Soares Magalhaes, 2018). Por lo tanto, los
casos de aborto en otras especies de rumiantes son probables en éste y tal vez en otros paises de
América del Sur y probablemente no se identifican o reportan.

Existe evidencia seroldgica de exposicion a C. burnetii en ovinos y caprinos de Argentina
(Romaiia, 1962; Trezeguet et al., 2010), Brasil (de Souza et al., 2018), Chile (Troncoso et al.,
2014), Colombia (Perry et al., 1980b), Venezuela (Oropeza et al., 2010) y Uruguay (Bacigalupi et
al., 1958). En Uruguay, un estudio seroldgico en 591 ovejas enviadas a faena (provenientes de 10
de 19 departamentos), reveld una seroprevalencia del 10,3% mediante la prueba de aglutinacién
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en lamina. Se detectaron individuos seropositivos en los 10 departamentos, lo que indica una
amplia distribucién geografica del agente (Bacigalupi et al., 1958).

En el diagndstico del aborto por coxielosis, la placenta es el principal y, la mayoria de las
veces, el unico tejido util desde el punto de vista diagndstico, ya que presenta inflamacién severa,
necrosis y abundantes bacterias baséfilas intratrofoblésticas (Moeller, 2001; Agerholm, 2013). La
deteccion molecular o la IHQ en la placenta en presencia de lesiones compatibles confirman el
diagnéstico etioldgico (Moeller, 2001; Agerholm, 2013). En casos de aborto, la serologia no es
muy util ya que se pueden encontrar animales seropositivos pero asintométicos y, por el contrario,
los animales infectados de forma aguda pueden abortar antes de que los anticuerpos se eleven a
niveles detectables (OIE, 2018).

En base a nuestro esquema de clasificacion, C. burnetii es una causa probable de abortos
en caprinos en Brasil, y una posible causa de aborto en ovinos y caprinos en Argentina, Brasil,
Chile, Colombia, Venezuela y Uruguay, donde se ha reportado exposicion seroldgica.

6.3.1.6. Leptospira spp.

Aunque la leptospirosis afecta a un amplio espectro de especies, incluyendo animales y
seres humanos, los pequefios rumiantes poseen una baja susceptibilidad y no se consideran
reservorios importantes (Leon-Vizcaino et al., 1987). A pesar de esto, hay evidencia seroldgica de
exposicion a varios serogrupos/serovares de Leptospira en ovinos y caprinos en Argentina
(Brihuega et al., 1984; Martinez et al., 2013; Martin et al., 2014; Robles et al., 2014), Brasil
(Martins et al., 2012a; Higino et al., 2013; Cortizo et al., 2015), Bolivia (Ciceroni et al., 1997),
Guyana (Motie & Myers, 1986), Peru (Flores et al., 2009; Bautista et al., 2014), Ecuador
(Navarrete, 2019), Colombia (Parra Solano et al., 2016), Venezuela (Valeris-Chacin et al., 2012)
y Chile (Zamora et al., 1999). Se dispone de poca informacion sobre los serovares que afectan el
rendimiento reproductivo en ovinos y caprinos en todo el mundo, aunque los serogrupos
Hebdomadis, Australis y Pomona fueron identificados como posibles causantes de abortos,
mortinatos y muertes neonatales en ovinos en Irlanda del Norte (Ellis ef al., 1983).

La unica evidencia confirmatoria de abortos por Leptospira spp. en ovinos de Sudamérica
estd dada por 3 fetos abortados (dos de los cuales estaban momificados) de dos majadas de Buenos
Aires, Argentina (Della Rosa, 2021). Los hallazgos histopatolégicos consistieron en neumonia
intersticial no supurativa, hepatitis periportal no supurativa, nefritis intersticial multifocal no
supurativa y meningoencefalitis no supurativa. E1 ADN de Leptospira spp. fue detectado por gPCR
en los tres fetos, mientras que la IFD para Leptospira spp. fue positiva en solo uno de ellos. No se
identifico el serogrupo ni la especie de Leptospira spp. infectante en ninguno de los fetos (Della
Rosa, 2021).

En una majada caprina de tamafio desconocido de Guyana que presentaba abortos,
mortinatos y muerte de hembras adultas, cuatro de 112 (3,6%) hembras evaluadas evidenciaron

32



anticuerpos anti-Leptospira mediante la prueba de microaglutinacién (MAT); la seroprevalencia
en las hembras supervivientes aument6 al 46% (17/31) un aino después, con titulos que iban de
1:200 a 1:1.600 contra multiples serovares (Icterohaemorrhagiae, Pyrogenes, Pomona, Hardjo y
Wolffi) (Motie & Myers, 1986). Aunque esto indica una exposiciéon a multiples serovares de
Leptospira con una seroprevalencia creciente a lo largo del tiempo, el papel causal de este agente
en los abortos y mortinatos no ha sido determinado.

En Junin, Perd, un estudio de casos y controles intent6 asociar los abortos con el estatus
seroldgico de los ovinos (Flores et al., 2009), pero la seroprevalencia evaluada por MAT no difirié
significativamente entre los casos (63/220; 28,6%) y los controles (46/220; 20,9%). Se detectaron
con frecuencia los serovares Ballum e Icterohaemorrhagiae. En Espirito Santo, Brasil, Cortizo et
al. (2015) estudiaron 12 explotaciones ovinas y 12 caprinas y encontraron seroprevalencias de
10,4% (46/442) y del 11,1% (33/296) en ovejas y cabras, respectivamente; Icterohaemorrhagiae
fue el serovar mds frecuente en ambas especies. Se encontré una asociacion estadisticamente
significativa entre la seropositividad y el aborto, ya que las ovejas serorreactivas (riesgo relativo:
1,3) y las cabras (riesgo relativo: 1,9) tenian mds probabilidades de pertenecer a majadas con
antecedentes de aborto que los animales seronegativos (p < 0,05). Hasta donde sabemos, este es el
unico estudio serolégico que provee evidencia indirecta del rol abortigénico de Leptospira spp. en
ovinos y caprinos sudamericanos, y sugiere que la leptospirosis puede ser una causa de aborto
subdiagnosticada en pequefios rumiantes domésticos en la region.

En Rio de Janeiro (Brasil), se investigé el rol de la leptospirosis como causa de pérdidas
reproductivas en una majada de 125 cabras Saanen libres de brucelosis. De 50 cabras prefiadas, se
registraron 22 abortos tardios, seis reabsorciones embrionarias diagnosticadas por ultrasonografia
y dos muertes neonatales entre agosto y octubre de 2009 (Martins et al., 2012b). Un niimero no
especificado de fetos necropsiados presentaban ictericia y petequias en el higado y los rifiones,
mientras que 15 fetos abortados (62,8%) estaban macerados (Martins et al., 2012b). Se evidenci6
seropositividad (titulos de MAT > 1:200) a Leptospira spp. en el 48,8% (61/125) de las cabras,
principalmente al serovar Icterohaemorrhagiae (65,8%), seguido de Hardjo y Bratislava (17,1%
cada uno), con titulos que oscilaban entre 1:200 y > 1:800. Se recolect6 orina de las 50 hembras
(48 de las cuales fueron seropositivas) y se proceso para el cultivo de leptospiras y PCR. Aunque
no se obtuvieron aislamientos, 48/50 (96%) hembras resultaron positivas a la PCR, incluyendo 47
animales seropositivos y uno seronegativo. Las 22 hembras abortadas dieron positivo a la PCR en
orina. Los autores infirieron que la leptospirosis era la causa de los abortos. Sin embargo,
consideramos que la investigacién no proporciona pruebas confirmatorias de la causalidad, ya que
1- el porcentaje de seropositividad y los titulos de anticuerpos no se compararon entre las hembras
abortadas (casos) y las no abortadas (controles); 2- las muestras de las placentas/fetos abortados
no se procesaron para la deteccion de ADN de Leptospira spp. (PCR, qPCR), antigenos (IFD,
IHQ), bacterias (cultivo, microscopia de campo oscuro, tinciones especiales) o anticuerpos anti-
Leptospira (MAT) para investigar la infeccion o la exposicion fetal; 3- los tejidos fetales no fueron
examinados histolégicamente para evaluar las lesiones microscOpicas compatibles con
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leptospirosis; y 4- otros agentes abortivos frecuentes en caprinos no fueron investigados en las
hembras o fetos.

Leptospira spp. se aisl6 de una cabra lechera en Rio de Janeiro, Brasil (Lilenbaum et al.,
2007) que pertenecia a una majada con trastornos reproductivos diferentes al aborto (repeticion
del estro y bajas tasas de concepcidn); el aislado se obtuvo de una cabra de 4 afios sin signos
clinicos y fue presuntamente clasificado como serogrupo Grippotyphosa por MAT. El aislamiento
de Leptospira spp. a partir de cabras u ovejas abortadas o de sus fetos/placentas nunca ha sido
notificado en Sudamérica, mientras que la deteccién molecular ha sido reportada solo en tres casos
(Della Rosa, 2021) por lo que las pruebas directas de infeccion fetoplacentaria en la literatura
revisada son escasas.

Los fetos abortados por Leptospira spp. pueden presentar ictericia, petequias en el tejido
subcutdneo, fluidos de aspecto sanguinolento en las cavidades corporales, congestion visceral
generalizada y hepatomegalia (Ledn-Vizcaino et al., 1987). Microscopicamente, la nefritis
tubulointersticial es el principal hallazgo patolégico, y también se puede observar colestasis
canalicular, edema del estroma corioalantoideo e infiltracion linfocitica (Moeller, 2012). Las
espiroquetas pueden observarse en los tibulos renales proximales en secciones histolégicas tefiidas
con Warthin-Starry, y la deteccién antigénica puede realizarse por IHQ en secciones de tejido, y/o
por IFD en improntas de tejidos fetales (rifién, higado, pulmén, placenta) o frotis de fluidos fetales
(contenido abomasal, humor acuoso) (Moeller, 2012; Ellis, 2015; Schlafer & Foster, 2016). El
ADN de Leptospira spp. puede detectarse con mayor sensibilidad mediante PCR o qPCR; el
cultivo bacteriano no se realiza de forma rutinaria en fetos, ya que es muy dificultoso y demanda
mucho tiempo (OIE, 2018).

De acuerdo con nuestros criterios de clasificacion, Leptospira spp. debe considerarse una
causa confirmada de aborto en ovinos en Argentina, una causa probable en ovinos y caprinos en
Brasil, y una causa posible en Bolivia, Guyana, Perd, Ecuador, Colombia, Venezuela y Chile.

6.3.1.7. Listeria spp.

La listeriosis puede afectar a muchas especies, aunque la mayoria de los casos clinicos
ocurren en rumiantes (OIE, 2018). Listeria monocytogenes y Listeria ivanovii se transmiten por
via oral, atraviesan la placenta tras la bacteriemia y causan abortos generalmente al final de la
gestacion (Moeller, 2001; Fentahun & Fresebehat, 2012).

Recientemente, se informé de un aborto por L. ivanovii en una majada de Santa Fe,
Argentina (Della Rosa ef al., 2019). Diez de 390 ovejas Santa Inés abortaron fetos a término en un
periodo de un mes. Un feto abortado a los 130 dias de gestacion presentaba hepatitis necrotizante
multifocal, bronconeumonia supurativa, meningitis difusa y focos ocasionales de gliosis en el
tronco cerebral y médula espinal. Se describieron colonias bacterianas intralesionales en el higado,
los pulmones y las meninges. Listeria ivanovii se aislé en cultivo puro a partir de la placenta, el
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cerebro, el higado, el pulmoén y el contenido abomasal. En secciones de pulmén, higado y meninges
se inmunomarcaron multiples colonias bacterianas por IHQ utilizando un antisuero policlonal
comercial contra los serotipos 1 y 4 de L. monocytogenes, lo que pone en duda la especificidad del
antisuero. Ademads, se observaron colonias Gram positivas en el higado, encéfalo y pulmoén. Los
tejidos fetales fueron negativos para 7. gondii y N. caninum por PCR, y los fluidos fetales fueron
negativos para los anticuerpos contra estos protozoos por la prueba de inmunofluorescencia
indirecta (IFT).

El diagnéstico etioldgico de la listeriosis suele basarse en la identificacion bacteriana, ya
sea por aislamiento en cultivo puro (Fentahun & Fresebehat, 2012) o por PCR en tejidos fetales o
placenta con lesiones tipicas. Las lesiones mas consistentes en los abortos incluyen placentitis
cotiledonaria e intercotiledonaria necrosupurativa, hepatitis necrosupurativa aleatoria multifocal y
bronconeumonia supurativa (Moeller, 2001). La visualizacion de bacilos grampositivos
intralesionales en secciones de tejido también contribuye al diagndstico (Moeller, 2012). Ademas,
la bacteria puede detectarse por IHQ (Moeller, 2012).

Segtin nuestro criterio de clasificacion, L. ivanovii es una causa confirmada de aborto en
ovinos de Argentina. Listeria monocytogenes ha sido identificada como causante de enfermedad
neuroldégica en ovinos y caprinos en Argentina (Olguin Perglione ef al., 2018) y Brasil (Rissi et
al., 2006, 2010); por lo tanto, debe ser considerada como una posible causa de aborto en pequefios
rumiantes en estos paises.

6.3.1.8. Histophilus ovis, Actinobacillus seminis y otras bacterias

Estas bacterias han sido asociadas clasicamente a la epididimitis en carneros y a los abortos
esporadicos en ovejas (Moeller, 2012). En Sudamérica se han aislado Actinobacillus seminis,
Histophilus ovis, Corynebacterium pseudotuberculosis, Staphylococcus aureus, Trueperella
pyogenes 'y Yersinia pseudotuberculosis a partir de muestras de semen de carneros con epididimitis
(Zamora et al., 1977; Robles & Olaechea, 2001). Sin embargo, no hay reportes disponibles sobre
abortos causados por estos agentes en pequefios rumiantes de la region.

Muchas otras bacterias pueden causar abortos esporddicos en pequefios rumiantes
(Kirkbride, 1993; Moeller, 2001, 2012). Por lo general, los abortos se producen a mediados y
finales de la gestacion (Moeller, 2012). En Buenos Aires, Argentina, Bacillus licheniformis se
asocio con un aborto en una cabra lechera Saanen (Fiorentino ef al., 2014). Un feto de 60 dias
presentaba abomasitis no supurativa, enteritis mixta, hepatitis multifocal y pericarditis no
supurativa. Se aislé B. licheniformis en cultivo puro a partir de muestras de higado, pulmén y
contenido abomasal. Se descarto la presencia de 7. gondii mediante PCR en tejidos fetales e IFI
en suero fetal.

Se aislo Staphylococcus spp. de un feto caprino abortado en Uruguay (Preliasco et al.,
2013). No se aport6é informacién sobre lesiones macroscépicas o histologicas en el feto o la
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placenta, por lo que la implicancia de Staphylococcus spp. en el aborto es incierta. Aunque
Uruguay ha notificado oficialmente la presencia de Salmonella enterica subesp. enterica serovar
Abortusovis de acuerdo a un reporte de evaluacién de los servicios veterinarios realizada por la
OIE (Hutter et al., 2014), no hallamos publicaciones de abortos causados por este agente en ningin
pais sudamericano en la literatura revisada.

Los hallazgos patolégicos varian segin la bacteria actuante, aunque la placentitis
necrosupurativa y la bronconeumonia supurativa son lesiones inespecificas frecuentes (Kirkbride,
1993; Moeller, 2012). Las siguientes pautas pueden ser de utilidad en el diagnéstico del aborto
esporadico por bacterias misceldneas (Kirkbride, 1993; Moeller, 2012; Borel et al., 2014):

1- La bacteria debe ser aislada en grandes cantidades y/o en cultivo puro en el contenido
abomasal fetal, tejidos y/o placenta.

2- El examen patoldgico debe revelar lesiones histolégicas en la placenta o en los tejidos
fetales compatibles con una etiologia bacteriana, frecuentemente inflamacién supurativa o
pleocelular con numerosos neutréfilos y macréfagos.

3- Se deben descartar otras causas especificas de abortos.

6.3.2. Protozoos
6.3.2.1. Toxoplasma gondii

La toxoplasmosis es una de las principales causas de abortos en ovinos y caprinos (Moeller,
2001, 2012). La transmision es principalmente horizontal a través de la ingestion de forraje o agua
contaminada con ooquistes excretados por félidos. La transmision transplacentaria (vertical) es
menos frecuente (Buxton et al., 2007).

La toxoplasmosis ha sido diagnosticada en la mayoria de los paises de Sudamérica, sin
embargo, son relativamente escasos los reportes clinicos en ovinos o caprinos (Freyre et al., 1987,
1994; Pescador et al., 2007a; Caldeira et al., 2011; de Moraes et al., 2011; Unzaga et al., 2014;
Gual et al., 2018). En Uruguay, Freyre et al. (1987) aislaron 7. gondii en una majada de 470 ovejas
y 30 borregas de dos dientes, donde se identificaron 10 fetos abortados y 50 corderos muertos. Se
remitié una placenta y siete fetos abortados para su examen diagnéstico. En todos los fetos
examinados se observd encefalomielitis multifocal no supurativa y necrotizante con gliosis y
ocasionales quistes de protozoos. Asimismo, la placenta presenté inflamacién histiocitica y
plasmocitica con multiples focos de necrosis y mineralizacion. Se aislé 7. gondii de la placenta.
Se detectaron anticuerpos especificos anti-7. gondii mediante hemaglutinacién indirecta (HI); la
seroprevalencia fue significativamente mayor en las ovejas abortadas (~35%) que en las no
abortadas (17%), y las ovejas abortadas presentaron titulos de anticuerpos mas altos (hasta 1:2048)
que las no abortadas (1:256).
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En Argentina, Unzaga et al. (2014) aislaron 7. gondii del cerebro de un feto caprino
abortado, que fue seronegativo por IFI. Histolégicamente, la placenta exhibié necrosis y
mineralizacién, y se descarté la infeccion por N. caninum. El aislado de T. gondii se identificd
como atipico o no candnico mediante el método de fragmentos de restriccién de longitud
polimérfica (RFLP). Gual et al. (2018) reportaron un brote de toxoplasmosis en una majada de
ovejas Texel en un predio de la provincia de Buenos Aires, Argentina. En un grupo de 184 ovejas
prefiadas, se identificaron 15 abortos y nueve mortinatos. Se diagnosticaron histolégicamente
miocarditis y epicarditis no supurativas, hepatitis portal y encefalitis necrotizante multifocal con
quistes protozoarios en dos fetos momificados. Se detectd 7. gondii por PCR en ambos fetos y por
IHQ en uno de ellos. Se descartaron otras causas de aborto, incluyendo N. caninum, y se estableci
una asociacion estadisticamente significativa entre la seropositividad y los abortos/mortinatos.

En Pernambuco, Brasil, de Moraes et al. (2011) detectaron ADN de 7. gondii mediante
PCR en placentas y tejidos fetales ovinos. Tres fetos abortados y dos corderos nacidos muertos de
un total de 35 resultaron positivos por PCR. En los cinco casos positivos, se hallaron placentitis
necrotizante y mononuclear con dreas de mineralizacion, compatibles con toxoplasmosis. Aunque
T. gondii es la etiologia mas probable de aborto en estos casos, no se realizé histologia fetal y no
se descartaron otras causas de aborto, en particular N. caninum que puede causar lesiones
placentarias similares.

Pescador et al. (2007a) diagnosticaron un aborto, cuatro mortinatos y una muerte neonatal
en una majada caprina de Rio Grande do Sul, Brasil, basdndose en la observacion de lesiones
microscopicas y en la deteccion de ADN de 7. gondii mediante PCR. La IHQ para 7. gondii s6lo
fue positiva en uno de los seis casos, aunque todos los ejemplares examinados presentaban lesiones
tipicas de toxoplasmosis, tales como encefalitis necrotizante multifocal, miocarditis mononuclear,
neumonia intersticial no supurativa y hepatitis mononuclear periportal. Se realizé una evaluacion
serolégica de T. gondii mediante HI, detectdndose titulos de anticuerpos de hasta 1:2048. Se
descartaron otras causas de aborto, como N. caninum y bacterias.

Caldeira et al. (2011) reportaron abortos en una majada de Saanen de Mato Grosso, Brasil.
Siete fetos de 110 a 140 dias de gestacion fueron sometidos a investigacion diagnostica. Todos
ellos exhibieron encefalitis y uno presenté neumonia mononuclear. Se detecté ADN de 7. gondii
en los siete fetos mediante PCR. Ademads, cuatro hembras abortadas presentaban titulos elevados
de anticuerpos contra 7. gondii por IFI, que oscilaban entre 1:1.024 y 1:32.768. Se descartaron
otras causas de aborto mediante cultivo bacteriano y PCR para B. abortus y N. caninum.

Existe evidencia seroldgica y estadisticamente significativa de abortos en ovinos y caprinos
en Brasil (Romanelli et al., 2007; Brandao et al., 2009; Pimentel et al., 2013; Cosendey-
KezenLeite et al., 2014; Maia et al., 2021) y Argentina (Gos et al., 2016; Gual et al., 2018). En
Parand, Brasil, 305 ovinos de 9 establecimientos fueron examinados por IFI (Romanelli et al.,
2007). Las ovejas que presentaron problemas reproductivos durante el primer y segundo tercio de
la gestacion tenian mds probabilidades de ser seropositivas a 7. gondii que aquellas que se
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encontraban en el dltimo tercio de gestacion. Gos et al. (2016) encontraron una asociacién
estadisticamente significativa entre los abortos y la serorreactividad en caprinos de La Rioja,
Argentina, donde aproximadamente el 22,4% (53/237) de las hembras fueron seropositivas por
IFL. Las hembras abortadas presentaron titulos de anticuerpos de hasta 1:800, y el 68% de las
majadas analizadas tenfan animales seropositivos. Otros estudios seroldgicos realizados en ovinos
y caprinos en Brasil (Nunes et al., 2013; Rizzo et al., 2018), y ovinos en Pert (Reif et al., 1989)
no encontraron asociaciones entre los trastornos reproductivos y los resultados seroldgicos.
Ademads, se han detectado anticuerpos séricos anti-7. gondii en ovinos en Chile (Gorman et al.,
1999), ovinos y caprinos en Colombia (Perry et al., 1979; Alvarez et al.,2017:; Martinez-Rodriguez
et al., 2020) y caprinos en Venezuela (Nieto & Meléndez, 1998).

El hallazgo de encefalitis multifocal necrotizante y no supurativa en fetos abortados es
altamente sugestivo de un aborto por protozoos (Dubey, 2010). Se pueden utilizar [HQ o PCR para
la identificacion de T. gondii (OIE, 2018). Ademéds, se pueden detectar anticuerpos mediante IFI
o ELISA en el suero materno y/o en los fluidos fetales (Dubey, 2010), aunque éstos pueden
demostrar la exposicion, pero no necesariamente prueban la causalidad.

Basandonos en nuestros criterios de clasificacion, 7. gondii es una causa confirmada de
abortos en ovinos y caprinos de Argentina, Brasil y Uruguay, y una posible causa de abortos en
Chile, Colombia, Pertd y Venezuela.

6.3.2.2. Neospora caninum

Neospora caninum afecta principalmente al ganado vacuno, mientras que los ovinos y
caprinos se ven afectados con menor frecuencia (Dubey, 2003). A diferencia de la toxoplasmosis,
la principal via de transmision de N. caninum es transplacentaria (Gonzédlez-Warleta et al., 2018).
El aborto a mediados o finales de la gestacion suele ser el Gnico signo clinico en ovejas y cabras
adultas (Moeller, 2012). En estas especies, N. caninum suele causar abortos/mortinatos
esporadicos, aunque en una majada de Espaiia se describieron pérdidas considerables que afectaron
a grupos de ovejas (Gonzalez-Warleta et al., 2014).

Se han confirmado abortos por N. caninum en caprinos y ovinos de Argentina (Hecker e?
al., 2019; Campero et al., 2018) y Brasil (Pinto et al., 2012; Costa et al., 2014), y en ovinos de
Uruguay (Pieruccioni et al., 2022). Pinto et al. (2012) identificaron N. caninum en dos fetos ovinos
de una majada de 268 ovejas Santa Inés que tuvieron contacto con perros y vacas lecheras en Mato
Grosso do Sul, Brasil. Ambos fetos presentaban lesiones microscopicas de miocarditis no
supurativa y multiples focos de infiltracién de células mononucleares y gliosis con estructuras
protozoarias en el cerebro. El antigeno de N. caninum fue identificado por IHQ en el miocardio y
cerebro. Los autores también describieron una débil marcacion positiva para 7. gondii e
interpretaron que probablemente se trataba de una reaccion cruzada dado que se utilizaron
anticuerpos policlonales como anticuerpo primario. Lamentablemente, no se realizaron pruebas
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moleculares, ultraestructurales o seroldgicas para identificar con mayor detalle los protozoos
infectantes.

Costa et al. (2014) evaluaron fetos caprinos de Minas Gerais, Brasil, infectados
naturalmente con N. caninum con el objetivo de caracterizar la reaccién inflamatoria en el tejido
cerebral. De ocho fetos analizados abortados a los 90-150 dias de gestacion, dos tenian encefalitis
necrotizante multifocal con gliosis e inflamacién, y cuatro presentaban gliosis multifocal y/o
manguitos perivasculares mononucleares, mientras que no se detectaron lesiones en los dos fetos
restantes. Se observaron quistes de protozoarios en el tilamo o la corteza cerebral de cuatro fetos.
La confirmacion etioldgica se logré mediante IHQ y PCR, mientras que 7. gondii fue descartado.

Un aborto en caprinos causado por N. caninum fue diagnosticado en una majada lechera
de la provincia de Buenos Aires, Argentina (Campero et al., 2018). Un feto abortado a los 3 meses
de gestacion presentd miocarditis y hepatitis necrotizante, neumonia y nefritis intersticial.
Neospora caninum se detect6 por IHQ en el miocardio y por PCR en el corazon, higado, pulmon,
riiién y musculo esquelético. La serologia materna revel6 un titulo de anticuerpos anti-N. caninum
de 1:3.200 por IFI; sin embargo, no se detectaron anticuerpos contra el protozoo en el feto. Los
tejidos fetales fueron negativos para 7. gondii por PCR.

Recientemente, Hecker et al. (2019) diagnosticaron neosporosis en un feto ovino abortado
de 112 dias de gestacion en la provincia de Buenos Aires, Argentina. En esta majada, se
identificaron abortos en 10 de 119 (8,4%) ovejas. El diagndstico se baso en los hallazgos
patolégicos, que incluian placentitis necrotizante, mio-, endo- y epicarditis linfohistiocitica y
glositis, junto con la identificacion de N. caninum en la placenta y la lengua por IHQ, la
amplificacién del ADN de N. caninum en cerebro, pulmén y corazén, y titulos de 1:800 en los
fluidos fetales por IFI. Otras causas de aborto, incluyendo 7. gondii, fueron descartadas por IHQ
y cultivos bacterianos.

En Uruguay, Pieruccioni et al. (2022) diagnosticaron N. caninum en un feto ovino de 4
meses de gestacion en una majada de 220 ovejas del departamento de Tacuarembd. El feto present6
encefalitis necrotizante multifocal con focos de gliosis, glositis linfohistiocitica multifocal y
pericarditis. La IHQ de N. caninum arrojé inmunomarcacion en el encéfalo e higado, mientras que
la IHQ de T. gondii fue negativa. Ademads, dos de tres muestras de suero (correspondientes a la
madre del feto y otras dos ovejas abortadas) fueron positivas para la deteccion de anticuerpos anti-
N. caninum por ELISA e IFI, y negativas para anticuerpos contra 7. gondii por HI. No se realizé
diagndstico molecular de estos patdgenos en el feto.

Escasos estudios lograron asociar la serologia de N. caninum con abortos en ovejas de
Sudamérica (Salaberry et al., 2010; Machado et al., 2011; Hecker et al., 2019). En Colombia
(Patarroyo et al., 2013) y Uruguay (Suzuki et al., 2011) también existe evidencia seroldgica de N.
caninum en majadas ovinas.
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Los fetos abortados por N. caninum presentan lesiones microscopicas morfolégicamente
indistinguibles de las causadas por T. gondii (Barr et al., 1990). Por esta razén, deben utilizarse
métodos como la IHQ o la PCR en tejidos fetales y en la placenta para identificar el agente
etiolégico (Dubey & Schares, 2006). El examen serolégico de las ovejas o cabras abortadas y
sanas, y de los fetos abortados puede contribuir al diagndstico (Dubey & Schares, 2006).

Basandonos en nuestros criterios de clasificacion, N. caninum es una causa confirmada de
abortos en ovinos y caprinos en Argentina, Brasil y Uruguay, y una posible causa de abortos en
ovinos en Colombia, donde existen evidencias de exposicion seroldgica.

6.3.2.3. Sarcocystis spp.

Sarcocystis spp. rara vez causa enfermedad clinica en los rumiantes. Sin embargo, se han
notificado abortos esporddicos y mortinatos en pequefios rumiantes (Dubey et al., 2016). Las
especies mds patdgenas para ovinos y caprinos son S. tenella y S. capracanis, respectivamente
(Moeller, 2012). Ambas especies han sido identificadas por métodos morfolégicos,
ultraestructurales y moleculares en muestras ovinas y caprinas obtenidas en mataderos de Brasil
(Bittencourt et al., 2016). Pescador et al. (2007b) reportaron un caso de un cordero nacido muerto
infectado por Sarcocystis spp. en una majada de Brasil. Ocho de 60 ovejas Corriedale tuvieron
abortos tardios y mortinatos. El cordero analizado presentd encefalitis necrotizante multifocal y
miocarditis no supurativa. Se detectaron esquizontes en forma de roseta en el endotelio vascular
del cerebro, los pulmones y los rifiones. La membrana externa de los esquizontes era débilmente
positiva a la reaccion de 4cido periddico-Schiff (PAS), pero los merozoitos y los ndcleos eran PAS
negativos. La IHQ para 7. gondii fue negativa, mientras que la IHQ para N. caninum fue positiva
y se interpretd como una reaccion cruzada por el uso de anticuerpos policlonales. Por tltimo,
Sarcocystis spp. se identifico6 mediante microscopia electronica de transmision, que reveld la
ausencia de roptrias y vacuolas parasitéforas. No se realizaron pruebas moleculares ni IHQ para
Sarcocystis spp.

Un estudio seroldgico longitudinal en un predio situado en Buenos Aires, Argentina,
encontrd anticuerpos anti-Sarcocystis en 93 de 129 (72,09%) ovejas y 57 de 117 (67,57%)
corderos. Se detectd S. fenella en el musculo esquelético de un cordero mediante PCR y
secuenciacion (Hecker et al., 2018). En Pert, Castro & Leguia (1992) analizaron muestras de
corazoén y esOfago de 134 ovejas y 63 cabras por triquinoscopia. Se encontraron quistes de
protozoos intrasarcopldsmicos morfolégicamente consistentes con Sarcocystis spp. en el corazén
del 91% y 52,4% de las ovejas y cabras, respectivamente, y en el eséfago del 39,8% de las ovejas
y 76,2% de las cabras. Estas pruebas indican que la sarcocistosis estd presente en las majadas
ovinas y caprinas de estos paises.

El diagnostico de aborto por Sarcocystis spp. se basa en la deteccion de lesiones
compatibles y estructuras parasitarias caracteristicas en las células endoteliales, junto con la
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identificacién inmunohistoquimica, molecular (Moeller, 2012), y/o ultraestructural de los
protozoos.

De acuerdo a nuestro criterio de clasificacion, Sarcocystis spp. es una causa confirmada de
abortos en ovinos en Brasil, y una posible causa de abortos en Argentina y Pert.

6.3.2.4. Trypanosoma vivax

Trypanosoma vivax es un protozoo flagelado que causa enfermedad sistémica aguda o
crénica en rumiantes (OIE, 2018). Este pardsito ha sido reportado en todos los paises de
Sudamérica, excepto en Uruguay y Chile (Jones & Davila, 2001; Dévila & Silva, 2006). La
transmision se produce principalmente a través de insectos hematéfagos, como Tabanus spp. y
Stomoxys spp. (Dévila & Silva, 2006; Galiza et al., 2011). A pesar de su amplia distribucién en
Sudamérica, no hay reportes de abortos confirmados por 7. vivax en la regién, aunque se ha
establecido una asociacién indirecta (Batista et al., 2009; Galiza et al., 2011). Batista et al. (2009)
evaluaron 177 caprinos y 248 ovinos de cuatro establecimientos en Paraiba, Brasil, y hallaron una
prevalencia cercana al 25% en ambas especies mediante el examen directo de frotis de sangre
(“buffy coat”) y PCR. Las cabras y ovejas infectadas evidenciaron apatia, palidez de las mucosas,
debilidad, pérdida de peso, abortos y dieron a luz a neonatos débiles y de bajo rendimiento que
morian a los tres dias. Un segundo estudio realizado cinco meses mds tarde descubrié que la
enfermedad habia evolucionado hacia una forma crénica y asintomdtica. Aunque se produjeron
abortos durante los brotes de tripanosomiasis, no se analizaron los tejidos fetales ni las placentas.
Por lo tanto, falta la confirmacion definitiva de la causalidad (Batista et al., 2009).

Se reportd un brote severo de tripanosomiasis en ovinos de Paraiba, Brasil (Galiza et al.,
2011). De 306 ovinos, 240 mostraron signos clinicos y 216 murieron en cuatro meses. Se observo
anorexia, letargo, anemia, temblores, presion cefdlica y abortos. Aproximadamente el 75% de las
ovinos infectados abortaron o parieron corderos débiles que murieron poco después. Trypanosoma
vivax se identific6 en frotis de sangre y se detecté por PCR en muestras de sangre obtenidas de
ovinos sintomdticos y asintométicos en muestreos sucesivos. Todos los ovinos sintomaéticos
(32/32) estaban anémicos, 52,17% (12/23) fueron positivos a la PCR para 7. vivax y en el 75%
(24/32) se observo el parasito en los frotis de sangre. Los animales asintomaticos no estaban
anémicos (0/2) y el parasito no se visualiz6 en los frotis de sangre (0/2), aunque se detect6 7. vivax
por PCR en el 46,7% (35/75) de ellos. La necropsia de tres ovejas afectadas reveld un
agrandamiento del bazo y nédulos linféticos, atrofia serosa de la grasa pericdrdica, sangre acuosa
y colectas fluidas transparentes en la cavidad abdominal y tordcica. Microscdpicamente, se
observ6 miocarditis linfoplasmocitica multifocal, hepatitis periportal mononuclear con células de
Mott, hiperplasia de la pulpa blanca esplénica y meningoencefalitis severa no supurativa con
vasculitis linfoplasmocitica y zonas de malacia. Se realizd el examen histolégico en un feto
abortado y no se hallaron lesiones.

41



Silva et al. (2013) describieron abortos durante la gestacion tardia y el nacimiento de
corderos prematuros y débiles en ovejas inoculadas experimentalmente con cepas de 7. vivax
aisladas por Galiza ef al. (2011). Siete fetos examinados exhibieron hepatitis linfocitica multifocal
con necrosis hepatocelular, pericarditis linfoplasmocitica extensiva y encefalitis linfocitica
multifocal. Ademads, se observo placentitis con necrosis trofobldstica. Se detect6 7. vivax por PCR
en varios tejidos fetales (cerebro, corazdn, rifiones y testiculos), fluidos (sangre, liquido amnidtico)
y placenta. Este estudio confirmé que la transmision transplacentaria de 7. vivax produce
enfermedad fetoplacentaria en ovejas prefiadas, infectadas experimentalmente y con parasitemia
elevada. No se ha investigado si esto ocurre en condiciones naturales.

El diagndstico de la tripanosomiasis se basa en la deteccion del pardsito mediante PCR o
técnicas directas (por ejemplo, frotis de sangre tefiiddos con Giemsa) (OIE, 2018). Las técnicas
ELISA e IFI son otros métodos recomendados para la identificaciéon de este organismo (OIE,
2018).

En base a nuestros criterios de clasificacion, y a la citada infeccion experimental, 7. vivax
podria considerarse como una posible causa de aborto en ovinos y caprinos en la mayoria de los
paises sudamericanos, excepto Chile y Uruguay. Sin embargo, cabe sefialar que no se han
confirmado casos de aborto con infeccidn fetoplacentaria por este agente en condiciones naturales.

6.3.3. Virus
6.3.3.1. Virus de la lengua azul

El BTV (Orbivirus) se encuentra muy extendido en Sudamérica, principalmente en
regiones tropicales y subtropicales favorables para la supervivencia del vector (Lager, 2004), ya
que la transmisidn se produce a través de la picadura de dipteros Culicoides (Maclachlan et al.,
2015). Se han detectado anticuerpos contra el BTV en sueros de ovinos y caprinos en Argentina
(Lager, 2004), Brasil (Sbizera, 2018), Chile (Tamayo et al., 1985), Ecuador (Merino Mena, 2011),
Guayana Francesa (Lancelot et al., 1989), Guyana (Gibbs et al., 1983), Perd (Rosadio et al., 1984;
Navarro et al., 2019; Jurado et al., 2020) y Surinam (Gibbs et al., 1983). Aunque nunca se ha
notificado en ovinos o caprinos, existe evidencia seroldgica de infeccioén por BTV en bovinos de
Venezuela (Gonzdlez et al., 2000) y Colombia (Homan et al., 1985). Bolivia, Paraguay y Uruguay
son los Unicos paises sudamericanos en los que BTV no ha sido documentado en ninguna especie.
Sin embargo, dado que ejemplares de Culicoides que son vectores competentes del virus han sido
reportados en estos paises (Spinelli & Martinez, 1991; Ronderos et al., 2003; Veggiani Aybar et
al., 2011, 2015), y considerando que el virus circula en regiones vecinas, es probable que BTV
esté presente en estos paises. De todos los estudios seroldgicos realizados en ovinos o caprinos en
Sudamérica, solo uno realizado en Brasil identificé que el aborto era significativamente mas
frecuente en las ovejas seropositivas mediante un anélisis de factores de riesgo (Sbizera, 2018).
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Se describieron brotes por BTV en siete explotaciones ovinas en Rio Grande do Sul, Brasil.
En estos brotes, se registré un aborto en una sola oveja (Guimaraes et al., 2017). El feto abortado,
de edad gestacional indeterminada, fue recuperado de una oveja afectada que manifestd apatia,
tos, disfagia y ptialismo. Se detectdé una pequenia cantidad de ARN viral en el higado del feto
mediante RT-qPCR (ciclo umbral 36), pero no se encontraron lesiones macroscopicas o
microscopicas en los tejidos fetales. Esto sugiere que el aborto puede haber sido resultado del
deterioro clinico de la oveja en vez de la patologia fetal, a pesar de la infeccion transplacentaria
con una baja carga viral en el feto. Hasta donde sabemos, ésta es la Unica documentacién de
infecciéon por BTV en un feto ovino abortado en Sudamérica. Las malformaciones congénitas
causadas por el BTV descritas en otras regiones del mundo no han sido reportadas en pequefios
rumiantes en Sudamérica (Maclachlan & Osburn, 2017).

Los fetos abortados suelen manifestar hidranencefalia que se agrava a medida que avanza
la gestacion cuando la infeccion fetal tiene lugar antes de la mitad de la gestacion (Maclachlan &
Osburn, 2017). MicroscOpicamente, se puede observar encefalitis necrotizante con gliosis
(Maclachlan et al., 2009; Moeller, 2012). Se recomienda la deteccién del ARN viral mediante RT-
gPCR ya que el aislamiento del virus es dificultoso (Maclachlan et al., 2015). La deteccion del
virus puede no ser posible en el momento del aborto en algunos fetos con malformaciones causadas
por la infeccion del BTV durante la gestacion temprana. La evaluacion seroldgica puede realizarse
mediante la prueba de neutralizacién viral (SNV), IDGA o ELISA (OIE, 2018).

Basandonos en nuestros criterios de clasificacion, BTV es una causa probable de aborto en
ovinos en Brasil, y una posible causa de aborto en la mayoria, si no en todos, los demds paises
sudamericanos.

6.3.3.2. Virus de la enfermedad de la frontera

El BDV (Pestivirus) se transmite principalmente por contacto directo con individuos
infectados de forma persistente o temporal (Moeller, 2012). El BDV provoca la muerte
embrionaria, abortos y el nacimiento de corderos con signos nerviosos y defectos en el vellon
(Lgken, 1995). No se han registrado casos clinicos en Sudamérica y no hay asociacion serologica
del BDV con los abortos. Su presencia se ha evidenciado a través de estudios serologicos en ovinos
en Chile (Tadich et al., 1998) y Pert (Alvarez et al., 2002; Llancares et al., 2012). En Sao Paulo,
Brasil, Gaeta et al. (2016) analizaron 268 muestras de suero de ovejas con antecedentes de aborto,
encontrando s6lo dos (0,75%) individuos positivos por SNV. Desafortunadamente, no fue posible
diferenciar entre los anticuerpos contra el BDV vy el virus de la diarrea viral bovina (BVDV). Por
lo tanto, las ovejas seropositivas podrian haber estado expuestas a cualquiera de los dos virus. El
papel causal del BDV en las pérdidas gestacionales en majadas sudamericanas sigue siendo
desconocido.
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En cuanto al diagnéstico, los fetos suelen mostrar hipomielinizacién en el cerebro y la
médula espinal (Moeller, 2012). La RT-qPCR es la técnica mas sensible para la deteccién viral
(OIE, 2018). La deteccion de anticuerpos puede realizarse mediante SNV y ELISA (OIE, 2018).
En las infecciones agudas, se recomienda el andlisis de sueros de animales convalecientes y
recientemente infectados (OIE, 2018).

Basandonos en nuestros criterios de clasificacién, el BDV es una posible causa de aborto
en ovinos y caprinos en Brasil, Chile y Peru.

6.3.3.3. Herpesvirus caprino 1

El herpesvirus caprino 1 se transmite por via genital y nasal (Tempesta et al., 1999). Las
caracteristicas clinicas incluyen lesiones genitales y signos digestivos y respiratorios, abortos
tardios y muertes neonatales (Uzal et al., 2004; Moeller, 2012).

A pesar de la evidencia seroldgica de exposicion en caprinos en Argentina (Maidana et al.,
2015; Suarez et al., 2015, 2016; Echague et al., 2016) y Brasil (Silva et al., 2013; Borges, 2015;
Gregory et al., 2020), no hay informaciéon disponible de enfermedad clinica o asociacién
seroldgica con pérdidas reproductivas.

El diagnéstico se basa en la deteccion de lesiones histologicas en fetos abortados,
incluyendo necrosis multifocal con cuerpos de inclusién viral intranucleares en el higado, los
pulmones y los rifiones (Moeller, 2001, 2012). A menudo es dificil aislar el virus de los tejidos
fetales, por lo que se recomienda la PCR para la identificacién viral (Uzal et al., 2004; Moeller,
2012). La deteccion de anticuerpos puede realizarse mediante SNV o ELISA, los cuales poseen
una sensibilidad similar (Marinaro et al., 2010).

Sobre la base de nuestros criterios de clasificacion, el herpesvirus caprino 1 debe
considerarse una posible causa de aborto en Argentina y Brasil.

6.3.4. Agentes abortivos no reportados en Sudamérica

Muchos agentes abortivos de ovinos y caprinos nunca han sido reportados en Sudamérica.
Las muestras recomendadas, los métodos de diagndstico y las lesiones fetoplacentarias mas
destacadas para algunos de estos agentes se resumen en la tabla 5.
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Tabla 5: Muestras, métodos de diagndstico y lesiones fetoplacentarias caracteristicas para los agentes abortivos de ovinos y caprinos

que no han sido identificados en Sudamérica.

Agentes Muestras Técnicas Lesiones fetales y Pruebas adicionales Métodos
placentarias recomendados
caracteristicas por la OIE?

Anaplasma Frotis Giemsa, PCR Sin lesiones IFI, ELISA No

phagocytophilum sanguineos, macroscopicas.

cerebro fetal Histologia:
leucomalacia
multifocal.

Flexispira rappini Placenta, Cultivo Macro: lesiones Tincién Giemsa o No

higado, pulmén  bacteriano, multifocales blancas en  violeta cristal.
PCR el higado (hepatitis). Microscopia de fase
Histologia: hepatitis 0 campo 0scuro
necrosupurativa
Francisella tularensis Placenta, bazo, Cultivo Macro: lesiones Lesiones histolégicas ~ Si®
pulmén, higado  bacteriano, multifocales blancas en
PCR, IHQ el bazo, pulmén e
higado (esplenitis,
neumonia, hepatitis).
Histologia: esplenitis
necrotizante

Schmallenberg virus Cerebro, RT-PCR, Macro: hipoplasia Serologia fetal Si¢

(Orthobunyavirus) médula espinal, ELISA, AV encefilica,

contenido hidranencefalia,

abomasal, artrogriposis, torticolis.

placenta Histologia:
encefalomielitis no
supurativa

Cache Valley virus Cerebro, RT-PCR, AV Macro: artrogriposis, Serologia fetal Si¢

(Orthobunyavirus) miusculo desviaciones espinales,
hipoplasia muscular,
hidrocefalia.

Histologia: rarefaccién
del neuropilo y malacia
Rift Valley fever virus  Higado, bazo, RT-PCR, AV, Macro: lesiones ELISA Sid
(Phlebovirus) linfonédulos, IFI multifocales blanco-
fluidos fetales grisaceas en el higado.
Histologia: necrosis
hepética multifocal
Akabane virus Cerebro, RT-PCR, AV Macro: microencefalia,  Serologia fetal Si€
(Orthobunyavirus) musculo, desviaciones espinales,
placenta atrofia muscular.
Histologia: encefalitis
necrotizante
Nairobi sheep disease Linfonddulos, RT-PCR, AV Macro: hemorragiasen  Serologia fetal Si¢

virus (Nairovirus)

bazo, cerebro

las serosas de varios
6rganos
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Wesselbron disease Higado, bazo, RT-PCR, AV Macro: aplasia espinal, Serologia fetal No
virus (Flavivirus) cerebro hipoplasia cerebelar,

braquignatia.

Histologia: necrosis

hepadtica con inclusiones

intranucleares

AV: aislamiento viral; ELISA: enzimoinmunoandlisis de adsorcion; IFI: prueba de inmunofluorescencia indirecta; IHQ:
inmunohistoquimica; RT-PCR: PCR transcriptasa reversa;

https://www.oie.int/en/standard-setting/terrestrial-manual/access-online/

bhttps://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health standards/tahm/3.01.22 TULAREMIA.pdf

https://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health standards/tahm/3.09.01 BUNYAVIRAL DISEASES.pdf

dhttps://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health standards/tahm/3.01.18 RVF.pdf

6.4. CONCLUSIONES

Las causas bacterianas, parasitarias y virales de abortos en ovinos y caprinos han sido
raramente evaluadas en Sudamérica. La ocurrencia, la prevalencia, el impacto en la salud animal
y publica, la produccién y la economia de los abortos en pequefios rumiantes son en gran medida
desconocidos en Sudamérica. Se ha confirmado que la campilobacteriosis, la clamidiosis, la
leptospirosis, la listeriosis, la toxoplasmosis, la neosporosis y la sarcocistosis son abortigénicas en
los pequefios rumiantes en la regioén. En el caso de otras enfermedades que estdn presentes en
Sudamérica, como la brucelosis causada por B. ovis y B. melitensis, la coxielosis, y la enfermedad
de la lengua azul, existen pocas pruebas, en su mayoria seroepidemioldgicas o de infeccion fetal,
que apoyan una probable causalidad de aborto en ovinos y/o caprinos. Yersinia spp., el herpesvirus
caprino 1 y los pestivirus infectan a los pequefios rumiantes de la region, aunque no se han asociado
con el aborto. Sin embargo, deben considerarse como posibles causas de aborto dado su conocido
potencial abortigénico observado en otras regiones del mundo. Otros agentes como Flexispira
rappini, Francisella tularensis, Anaplasma phagocytophilum, el virus de la fiebre del Valle del
Rift, el virus de la enfermedad de Wesselbron y los bunyavirus, conocidos agentes abortivos en
ovinos y caprinos en otras regiones del mundo, no han sido documentados en Sudamérica. Si bien
algunos de estos agentes podrian ser exodticos en la region, otros pueden haber pasado
desapercibidos.

Las principales limitaciones para la identificacion de las causas de abortos en ovinos y
caprinos en los paises sudamericanos incluyen: 1- la dificultad de adquirir muestras de calidad
para la investigacién de laboratorio en condiciones de campo extensivas, 2- la falta de acceso a
laboratorios veterinarios con procedimientos de diagnéstico fiables para la identificacion de
patégenos y patologias especificas, particularmente en dreas remotas o marginales con grandes
poblaciones de pequefios rumiantes, y 3- limitaciones financieras y estratégicas para los programas

46



de monitoreo y vigilancia de enfermedades. Estas limitaciones dificultan la eventual deteccién de
enfermedades transmisibles emergentes/reemergentes en Sudamérica.
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7. CAPITULO 2: INVESTIGA CION DIAGNOSTICA DE 100 CASOS DE ABORTO EN
OVINOS EN URUGUAY (2015-2021) Y EVALUACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD
ANTIMICROBIANA DE LAS BACTERIAS ABORTIGENICAS AISLADAS
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Principales aportes de este trabajo:

e Se analizaron 100 casos de aborto en ovinos utilizando métodos patoldgicos, moleculares,
bacterioldgicos y seroldgicos.

e En 46 casos se logré un diagndstico, incluyendo agentes infecciosos (n=33) y distocia
(n=13).

e Las causas infecciosas comprendieron Toxoplasma gondii (n=27), Campylobacter fetus
subesp. fetus (n=5) y Campylobacter sp. (especie no identificada, n=1).

e Se detectaron otros agentes abortivos (virus de la diarrea viral bovina 1i y 2b,
Campylobacter jejuni, Leptospira spp.) sin clara asociacion causal con los abortos.

e Se identificaron anticuerpos totales anti-Leptospira spp. en 15/63 (23,8%) fetos abortados
mediante MAT.

e Se analizé la susceptibilidad antimicrobiana frente a 8 antibidticos en dos cepas de
Campylobacter fetus subesp. fetus causantes de abortos; ambas fueron resistentes al dcido

nalidixico y susceptibles al resto de los antimicrobianos evaluados.

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue identificar las causas de aborto mediante investigacion
laboratorial en majadas ovinas de Uruguay. Entre 2015 y 2021, se investigaron 100 casos de
aborto, que comprendian 58 fetos, 36 fetos con sus placentas y 6 placentas. Los casos fueron
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sometidos a exdmenes patoldgicos macroscopicos y microscopicos, y a pruebas microbioldgicas
y seroldgicas para la identificacién de las causas de aborto, incluyendo patégenos protozoarios,
bacterianos y virales. Se determiné un diagndstico etioldgico en 46 (46%) casos, incluyendo 33
(33%) casos ocasionados por agentes infecciosos, los cuales fueron detectados junto con la
identificacion de lesiones fetoplacentarias atribuibles a dichos patégenos. Veintisiete casos (27%)
fueron atribuidos a Toxoplasma gondii, 5 (5%) a Campylobacter fetus subespecie fetusy 1 (1%) a
una especie no identificada de Campylobacter. Catorce casos (14%) presentaron lesiones
fetoplacentarias inflamatorias y/o necrotizantes compatibles con una etiologia infecciosa. Aunque
no se identific6 concluyentemente la causa de estas lesiones, se detectdé 7. gondii en 4 de estos
casos, se aislaron bacterias oportunistas (Bacillus licheniformis, Streptococcus sp.) en 2 casos y se
detect6 el virus de la diarrea viral bovina subtipo 1i (BVDV-1i) en otro. Se identifico
Campylobacter jejuni en un (1%) feto severamente autolitico y momificado. En un feto con
diagnostico etioldgico de toxoplasmosis se identificé incidentalmente el BVDV-2b. La prueba de
aglutinacién microscopica reveld anticuerpos contra uno o mas serovares de Leptospira spp. en 15
de 63 (23,8%) fetos; sin embargo, Leptospira spp. no fue identificada mediante una combinacion
de gPCR, cultivo, inmunofluorescencia directa ni inmunohistoquimica. Neospora caninum,
Chlamydia abortus, Chlamydia pecorum, Coxiella burnetii y el virus de la enfermedad de la
frontera no se detectaron en ninguno de los casos analizados. Los partos distocicos fueron la causa
de muerte en 13 (13%) fetos nacidos de 8 ovejas, en su mayoria provenientes de una majada de
alta prolificidad. Se identificaron malformaciones congénitas como prognatismo inferior, quiste
hepdtico focal y agenesia enterohepdtica en un feto cada una, siendo esta ultima la uUnica
considerada incompatible con la vida postnatal. La toxoplasmosis, la campilobacteriosis y la
distocia fueron las principales causas identificadas de pérdidas fetales. A pesar de que la eficacia
para lograr un diagndstico etioldgico fue relativamente baja, este estudio laboratorial y sistemético
de los casos de abortos es valioso para identificar sus causas y permitir la vigilancia de los
patogenos zoondticos. Dos cepas de Cff, unicas causas bacterianas de aborto aisladas, presentaron
resistencia al dcido nalidixico.

Palabras clave: ovinos, aborto, patologia, toxoplasmosis, campilobacteriosis, distocia,
enfermedades infecciosas, pérdidas reproductivas, susceptibilidad antimicrobiana.

7.1. INTRODUCCION

La economia de Uruguay se basa principalmente en la produccién agricola y ganadera
(FAO & PNUD, 2017), y el sector ovino es responsable de una proporcién importante del producto
interno bruto generado por el sector ganadero a través de la produccién, industrializacidn,
comercializacion interna y exportacion de lana, pieles, carne y queso (MGAP, 2021). A pesar de
su relevancia econdmica, el stock ovino ha disminuido significativamente en las dltimas décadas,
principalmente por factores politicos, socioecondmicos, sanitarios y ambientales (Montossi et al.,
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2013). Esta tendencia a la baja se ve agravada por la baja eficiencia (re)productiva general de las
majadas uruguayas (Bonino Morlan, 2004; Montossi et al., 2005). En este contexto, las
enfermedades reproductivas representan importantes pérdidas econdmicas, ya que afectan
negativamente los ingresos al reducir el nimero de corderos destetados y elevan los costos de
produccién al aumentar la tasa de eliminacion y reposicion de hembras abortadas, incrementando
los costos de alimentacién de las hembras no productivas, la mano de obra y los servicios
veterinarios, entre otros costos (Bonino Morlan, 2004).

Entre las causas del aborto en ovinos, definido como la muerte fetal seguida de expulsion,
se encuentran agentes infecciosos, incluyendo varios patdgenos zoondticos, y no infecciosos (es
decir, factores nutricionales, genéticos, metabdlicos, téxicos y fisicos -distocia, traumatismos-)
(Givens & Marley, 2008; Borel ef al., 2014). Aunque la presencia y prevalencia de los patégenos
aborfacientes varfa seguin la region geografica, estd ampliamente aceptado que los patégenos
zoonoticos como Toxoplasma gondii, Campylobacter spp., Chlamydia abortus 'y Coxiella burnetii
se encuentran entre las causas infecciosas mds frecuentes de aborto en las ovejas (Kirkbride, 1993;
Buxton & Henderson, 1999; Van Engelen et al., 2014). Ademds, muchos agentes abortivos de los
ovinos son de notificacion obligatoria a la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE), ya
que su presencia puede implicar restricciones al comercio internacional de ganado o productos de
origen animal (OIE, 2020). Por lo tanto, la identificacion de los patégenos abortivos ovinos es
clave para desarrollar estrategias de control y prevencion de las pérdidas reproductivas, vigilar las
enfermedades endémicas, exoticas, (re)emergentes y transfronterizas, y reducir los riesgos para la
salud publica (Clune et al., 2021). En este sentido, la creciente resistencia a los antimicrobianos
de muchos patégenos de especies animales que podrian transmitirse al ser humano resulta
preocupante. Existen numerosos antecedentes de aislamientos de cepas bacterianas resistentes a
multiples grupos de antibidticos en rumiantes, muchas de las cuales pueden causar abortos y
poseen un elevado potencial zoondtico, tales como Campylobacter spp., (Yesilmen & Giil, 2007;
Sahin et al., 2008), Salmonella spp. (Wright et al., 1998; Kim et al., 2012), Y. enterocolitica
(Jamali ef al., 2015), etc.

Diversos programas de seguimiento para la deteccion de patdégenos abortivos en ovinos
han sido desarrollados en varios paises de Europa y Oceania, que poseen una larga tradicion en la
produccion ovina (Plant ef al., 1972; Kirkbride, 1993; Chanton-Greutmann et al., 2002; West,
2002; Agerholm et al., 2006; Szeredi et al., 2006; Fernidndez et al., 2012; Van Den Brom et al.,
2012; Carson et al., 2018; Clune et al., 2021). Tales programas no han sido implementados
sistematicamente en Uruguay u otros paises sudamericanos, por lo que el conocimiento actual
sobre la etiologia del aborto en las majadas locales y regionales es limitado (Dorsch et al., 2021).
En Uruguay, sélo T. gondii y més recientemente casos individuales de Campylobacter spp. han
sido confirmados como causas de aborto ovino (Freyre et al., 1987; Ardoz et al., 2018; Dorsch et
al., 2022). Ademads, existe evidencia seroldgica de exposicion a Leptospira spp. (Bonino Morlan
& Cavestany, 2005), Neospora caninum (Suzuki et al., 2011) y Chlamydia spp. (Freyre et al.,
1997). Aunque la evidencia disponible es limitada, sugiere que varias enfermedades pueden afectar
negativamente al rendimiento reproductivo de las majadas locales. Por lo tanto, hay un déficit de
informacidn sobre los agentes causantes de abortos. La identificacidn de los agentes abortivos es
el primer paso para implementar futuros programas de control y prevencion. En este sentido, se
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pretende identificar las causas de aborto en las majadas de Uruguay a nivel de laboratorio mediante
métodos patoldgicos, bacterioldgicos, moleculares y serologicos. Ademds, este reporte pretende
evaluar la susceptibilidad antimicrobiana de las bacterias aisladas en casos de etiologia bacteriana.

7.2. MATERIALES Y METODOS

7.2.1. Seleccion de casos

Entre julio de 2015 y agosto de 2021 se procesaron 100 casos de abortos en ovinos en el
laboratorio de diagndstico veterinario de la "Plataforma de Investigacién en Salud Animal" del
INIA La Estanzuela. Los casos fueron remitidos desde 30 establecimientos comerciales privados
y 4 experimentales. Estos tultimos pertenecen al Secretariado Uruguayo de la Lana (SUL) (2
predios), a la Facultad de Agronomia de la Universidad de la Republica (UdelaR) (1 predio), o al
INIA La Estanzuela (1 predio).

Los casos inclufan 3 tipos diferentes de remisiones: 1- fetos abortados sin su placenta, 2-
fetos abortados con su placenta, o 3- placentas de ovejas abortadas sin los fetos. Mds de un feto
y/o placentas sin fetos expulsados por la misma oveja se consideraron casos diferentes. Por
ejemplo, en una ocasion una oveja expulsé 3 fetos y 1 placenta sin asociacién clara con ninguno
de los fetos; por lo tanto, los 4 especimenes se consideraron casos individuales.

7.2.2. Examen patologico y recoleccion de muestras

A todos los fetos se les practic6 una autopsia y todas las placentas se examinaron para
evaluar las lesiones macroscopicas. La edad gestacional en los fetos se estimé midiendo la longitud
desde el hueso occipital a la base de la cola, y otras caracteristicas del desarrollo fetal, como la
presencia/ausencia de cobertura pilosa/lanar desarrollada, el descenso testicular en los machos y
la erupcion de los dientes incisivos (Kirkbride, 1986). Se registraron hallazgos adicionales, como
el grado de autdlisis/descomposicion postmortem (minimo, leve, moderado o severo), el sexo del
feto y anomalias (como la momificacion fetal o las malformaciones congénitas). En todos los
casos, se recolectaron muestras de tejidos y fluidos (véase mds adelante) para realizar pruebas
histologicas, bacterioldgicas, moleculares y/o seroldgicas.

7.2.3. Histologia e inmunohistoquimica

Las muestras de tejido recolectadas para la histopatologia incluyeron el cerebro, higado,
pulmones, rifiones, corazon, timo, bazo, musculo esquelético, lengua, es6fago, traquea, gldndulas
adrenales, abomaso, pre-estomagos, intestino delgado y grueso y placenta. Las muestras fueron
fijadas en formol tamponado al 10% durante 48-72 horas, incluidas en parafina, cortadas en
secciones de 4-5 um, montadas en portaobjetos de vidrio y tefiidas con hematoxilina y eosina. Los
portaobjetos fueron examinados utilizando un microscopio 6ptico (AxioScopeA.l, Carl Zeiss,
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Alemania) equipado con una cdmara digital en color (Axiocam 512, Carl Zeiss, Alemania)
comandada por el software ZEN (Carl Zeiss, Alemania).

Algunas secciones de tejido fijadas en formol e incluidas en parafina fueron seleccionadas
para IHQ para la deteccién de BVDV y de Leptospira spp. segin se considerd apropiado en cada
caso, siguiendo procedimientos descritos anteriormente (Haines et al., 1992; Ramos-Vara &
Beissenherz, 2000). Brevemente, la IHQ para BVDV se realiz6 siguiendo un procedimiento
descrito previamente (Haines et al., 1992), utilizando el anticuerpo monoclonal de ratén 15C5
dirigido contra un epitope de una glicoproteina de 48-kD del BVDV. Se utiliz6 como sistema de
deteccion el polimero anti-ratén producido en caprinos y marcado con peroxidasa de caballo
(EnVision+ System HRP, K4000, Dako, CA, USA) y como cromégeno el 3-amino-9-etilcarbazol
(AEC) (K3464, Dako, CA, USA). Para el procedimiento de IHQ de Leptospira spp., el bloqueo de
la peroxidasa enddgena se realiz6 utilizando perdxido de hidrégeno al 3% durante 10 minutos,
luego se aplico un anticuerpo multivalente de conejo (LEP-FAC, NVSL, Ames, lowa, EE.UU.)
como anticuerpo primario como se ha descrito previamente (Ramos-Vara et al., 2000) a una
dilucion de 1:5.000 sin recuperacion antigénica. Se utilizé un polimero anti-conejo marcado con
HRP producido en cabras (EnVision+ System HRP, K4003, Dako, CA, USA) y AEC (K3464,
Dako, CA, USA) como sistema de deteccion y solucion de cromédgeno/sustrato. Se utilizaron
controles positivos y negativos apropiados para ambas IHQ. Los controles positivos consistieron
en tejidos que contenian los patégenos, mientras que los controles negativos consistieron en
secciones seriadas de los mismos tejidos en las que el anticuerpo primario fue sustituido por suero
no inmune de la misma especie animal. Todas las corridas se validaron mediante la observacion
de la inmunorreactividad en los controles positivos y la ausencia de ésta en los controles negativos.

7.2.4. Cultivos bacteriologicos

Muestras frescas de higado, pulmoén, liquido abomasal y placenta (cuando estaba
disponible) fueron inoculadas en agar sangre y MacConkey (Oxoid, Basingstoke, Hampshire,
Inglaterra) e incubadas en atmdsfera aerdbica a 37°C siguiendo metodologias previas (Macias-
Rioseco et al., 2020). Las mismas muestras fueron inoculadas en agar Skirrow (Oxoid,
Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) y posteriormente incubadas en condiciones microaerdbicas
generadas con sobres comerciales (CampyGen, CN0025, Oxoid, Basingstoke, Hampshire,
Inglaterra) a 37°C. Los aislamientos bacterianos se identificaron mediante la morfologia de las
colonias, tinciéon de Gram y pruebas bioquimicas de rutina. Para el cultivo de leptospiras, se
inocularon muestras de liquido abomasal, higado, rifiéon y placenta en el medio Ellinghausen-
McCullough-Johnson-Harris (EMJH) suplementado con 5-fluorouracilo y se incubaron a 29°C
(Hamond et al., 2019). Los medios inoculados se examinaron semanalmente mediante microscopia
de campo oscuro durante 6 meses.

7.2.5. Prueba de susceptibilidad antimicrobiana (microdilucion en caldo)
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Esta técnica se utilizo a fin de evaluar la susceptibilidad de las bacterias causales de abortos
frente a ocho antimicrobianos pertenecientes a seis clases distintas, incluyendo los
aminoglucésidos (gentamicina), macrélidos (azitromicina Yy eritromicina), quinolonas
(ciprofloxacina y 4cido nalidixico), lincosamidas (clindamicina), fenicoles (florfenicol) y
tetraciclinas (tetraciclina). Las concentraciones inhibitorias minimas (CIM) de estos
antimicrobianos se determinaron utilizando Sensititre™ Campylobacter CAMPY AST Plate
(Thermo Fisher Scientific, EE. UU.), siguiendo los procedimientos sugeridos por el “Clinical and
Laboratory Standard Institute” (CLSI) (CLSI, 2018). Brevemente, las placas se incubaron a 37°C
durante 48h y la CIM se definié como la concentracién mds baja de cada antimicrobiano que
resultaba en la inhibicion completa del crecimiento visible en el medio. Para el control de calidad,
utilizamos la cepa ATCC 33560 de C. jejuni. Los resultados se interpretaron en base a los puntos
de corte propuestos por el “National Antimicrobial Resistance Monitoring System” (NARMS) del
“U.S. Centers for Diseases Control and Prevention” (CDC) para C. jejuni (NARMS, 2015), ya que
no se han establecido puntos de corte para C. fetus.

7.2.6. Pruebas de inmunofluorescencia directa para Campylobacter fetus y Leptospira spp.

Se evaluaron improntas de placenta fresca, higado, pulmén y frotis de liquido abomasal
mediante IFD (Macias-Rioseco et al., 2020). Los portaobjetos se fijaron en etanol a temperatura
ambiente y luego se incubaron con un antisuero especifico de C. fetus (Biotandil, Tandil, Buenos
Aires, Argentina) conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC). Ademads, se realiz6 la IFD
en improntas de rifién, higado, liquido abomasal y placenta utilizando un antisuero de conejo
multivalente especifico unido a FITC (LEP-FAC, NVSL, Ames, lowa, USA) para la deteccion de
Leptospira spp. Los portaobjetos se visualizaron en un microscopio de fluorescencia (AxioLab.Al,
Carl-Zeiss, Alemania) ajustado a longitudes de onda de 495 nm de excitacion y 519 nm de emision.

7.2.7. Pruebas moleculares para la deteccion de patogenos bacterianos, protozoarios y
virales

La extraccion de dcidos nucleicos (ADN y/o ARN) se realiz6 a partir de tejidos fetales
congelados, liquido abomasal y/o placentas utilizando diferentes kits comerciales, siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los acidos nucleicos extraidos de las diferentes muestras (tabla 6) se
procesaron mediante qPCR para la deteccion de Campylobacter spp. incluyendo protocolos
especificos para C. fetus y C. jejuni (Vondrakova et al., 2014; Iraola et al., 2016), una PCR
convencional para la deteccién simultdnea de C. abortus, Chlamydia pecorum'y C. burnetii (Berri
et al., 2009), una qPCR basada en SYBR Green para la deteccion y cuantificacion de Leptospira
spp. dirigida al gen lipL32 (Nieves, 2018), tres PCR convencionales para la deteccién individual
de N. caninum (Yamage et al., 1996), T. gondii y la subunidad ribosomal menor de los coccidios
(Schares et al., 2008), y una RT-PCR para la deteccion de pestivirus (Vil¢ek et al., 1994; Maya et
al., 2016). Las muestras, los kits de extraccion de 4dcidos nucleicos, los cebadores y las condiciones
de reaccion para cada protocolo de PCR, asi como el laboratorio que los realizo, se resumen en la
tabla 6.
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Tabla 6: Muestras, kits de extraccion, cebadores y condiciones de las reacciones de los protocolos de PCR utilizados para la deteccidén de patégenos bacterianos, virales
y protozoarios en los casos de abortos en ovinos.

Agente Muestras Cebadores Temperaturade Ciclos Tamafio de Referencias
(kits de extraccion) annealing (°C) amplicon
(pb)
Campylobacter Higado, rifién, liquido F: 5-GCACCTGTCTCAACTTTC-3' 60 40 78 Iraola et al.
Sfetus® abomasal, placenta (PL)  R: 5'-CCTTACCTGGGCTTGAT-3' (2016)
Campylobacter Higado, rifién, liquido F: 5-TGCACCAGTGACTATGAATAACGA-3' 60 40 124 Vondrakova et
Jejuni® abomasal, placenta (PL)  R: 5'-TCCAAAATCCTCACTTGCCATT-3' al. (2014)
Chlamydia Placenta, pulmon, higado F: 5'-CTCACCATTGTCTCAGGTGGA-3' 61 35 821 Berri et al.
abortus® (MM) R: 5-ACCGTAATGGGTAGGAGGGGT-3’ (2009)
Chlamydia Placenta, pulmén, higado F: 5-TTCGACTTCGCTTCTTACGC-3' 61 35 526 Berri et al.
pecorum® (MM) R: 5-"TGAAGACCGAGCAAACCACC-3' (2009)
Coxiella burnetii®  Placenta, pulmén (MM)  F: 5-TATGTATCCACCGTAGCCAGT-3' 61 35 687 Berri et al.
R: 5-CCCAACAACACCTCCTTATTC-3' (2009)
Leptospira spp. Higado, rifién, liquido F: 5" TAAAGCCAGGACAAGCGCC-3’ 60 40 102 Nieves (2018)
abomasal, placenta (PL)  R: 5-TACGAACTCCCATTTCAGCG-3'
Neospora caninum®  Placenta, cerebro (QD) F: 5-CAGTCAACCTACGTCTTC-3' 55 35 306 Yamage et al.
R: 5'-GTGCGTCCAATCCTGTAA-3’ (1996)
Toxoplasma Placenta, cerebro (QD) F: 5'-CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT-3" 60 35 500 Schares et al.
gondii® R: 5-CCCAGCTGCGTCTGTCGGGAT-3' (2008)
Coccidios! Placenta, cerebro (QD) F: 5-AAGTATAAGCTTTTATACGGCT-3’ 56 35 300 Schares et al.
R: 5'-CACTGCCACGGTAGTCCAATAC-3’ (2008)
Pestivirus® Pool de higado, rifién, F: 5-ATGCCCWTAGTAGGACTAGCA-3' 60 40 288 Vil¢ek et al.
timo, bazo, pulmén y R: 5'-WCAACTCCATGTGCCATGTAC-3' (1994); Maya
corazén (MM) et al. (2016)

Bp: pares de bases; PL: PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific, USA); MM: MagMAX™ Pathogen RNA/DNA Kit (Thermo Fisher Scientific,
USA); OD: Quick DNA™ Tissue/Insect Miniprep Kit (Zymo Research, USA); F: forward; R: reverse.
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2 Andlisis realizado en la “Seccion de Genética Evolutiva, Facultad de Ciencias, Universidad de la Repiiblica, Uruguay.

b Andlisis realizado en la “Plataforma de Investigacion en Salud Animal, Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA), La Estanzuela, Colonia,
Uruguay”.

¢ Andlisis realizado en la “Unidad Mixta Institut Pasteur de Montevideo-INIA, Uruguay”.

d Andlisis realizado en el “Laboratorio de Biologia de Apicomplejos, Institut Pasteur de Montevideo, Uruguay”.

¢ Andlisis realizado en el “Laboratorio de Virologia Molecular, Centro Universitario Regional Norte, Universidad de la Republica, Uruguay".
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Ademads, cuando se obtuvo un resultado positivo por el protocolo de gPCR mencionado
para Leptospira spp. en alguna muestra de un caso determinado, se extrajo el ADN de todas las
muestras disponibles del mismo caso utilizando un kit comercial (MagMAX™ Pathogen
RNA/DNA Kit, Thermo Fisher Scientific, EE.UU.) y se proces6é mediante un segundo protocolo
de gPCR dirigido al mismo gen (lipL32) pero utilizando una sonda TagMan™ (Stoddard et al.,
2009) en lugar de SYBR Green. Este procedimiento se realizé en el INIA La Estanzuela. En el
caso de pestivirus, cuando se obtuvo un resultado positivo a la PCR, se secuencid la region
genoémica S'UTR (Macrogen, Seul, Corea del Sur) y se realizaron andlisis filogenéticos para
identificar la especie y el subtipo viral (Maya et al., 2016).

7.2.8. Andlisis serologicos

La deteccién y titulacion de anticuerpos totales contra Leptospira spp. se realiz6 mediante
la MAT en fluido (suero) obtenido de las cavidades tordcica o pericérdica del feto (cuando estaba
disponible), siguiendo un procedimiento descrito previamente (Ellis et al., 1982). Los antigenos
utilizados para la MAT incluyeron una coleccién de cepas de Leptospira de referencia de los
serogrupos Canicola, Ballum, Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae, Pomona, Tarassovi y Sejroe,
asi como una serie de aislados autdctonos representativos de los serovares que circulan en
Uruguay, incluyendo Sejroe, Pyrogenes, Australis, Autumnalis y Pomona. El punto de corte fue
de 1:10, las muestras positivas se diluyeron aun mds y se analizaron para la titulacion a punto final
(OIE, 2018; Zarantonelli et al., 2018). Este ensayo se realiz6 en la "Unidad Mixta Institut Pasteur
de Montevideo-INIA" (UMPI).

7.2.9. Interpretacion de los resultados y diagndstico etiologico

Los resultados de los examenes patoldgicos macroscopicos y microscopicos y de los
andlisis bacterioldgicos, moleculares y serolégicos fueron integrados e interpretados caso por caso.
El diagnéstico etioldgico de los abortos infecciosos se basé en la asociacion entre el patdgeno
identificado por las pruebas bacteriologicas y/o moleculares y las lesiones macroscopicas y/o
microscopicas compatibles con dicho agente. Los casos con un patégeno identificado, pero sin
lesiones compatibles y los casos con lesiones y sin patdégeno identificado se consideraron de
etiologia indeterminada. Las pruebas serologicas (MAT) se utilizaron como forma indirecta de
evaluar la exposicion in titero a Leptospira spp.; un resultado positivo a esta prueba no se considerd
por si solo evidencia de causalidad del aborto.

Los criterios aplicados para establecer un diagndstico etiologico de muerte fetal atribuido
a distocia incluyeron: edad fetal cercana al término de la gestacién con fetos plenamente
desarrollados, ausencia de momificacion fetal, lesiones traumédticas macroscopicas como costillas
fracturadas, hemotdrax, hemopericardio o hemoperitoneo junto con palidez tisular generalizada
consistente con anemia por desangramiento, edema subcutaneo que afectaba a la cabeza/cuello,
capa de lana/pelo extensamente tefiida de meconio sugerente de estrés fetal, y ausencia de lesiones
histologicas relevantes en los tejidos fetales/placenta. Cuando se diagnosticé distocia en un feto
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expulsado por una oveja portadora de muiltiples fetos remitidos al laboratorio, también se
diagnosticé distocia en los hermanos si eran fetos a término sin momificacién, sin lesiones y sin
patégenos identificados.

7.2.10. Andlisis estadistico

Se utilizaron pruebas de comparacién de proporciones (test de independencia de Chi
cuadrado o test exacto de Fisher en funcién del nimero de casos), para evaluar las diferencias
(p<0,05) en los casos con diagndstico etioldgico por tipo de presentacion (fetos, fetos con
placentas, placentas sin fetos), grado de autdlisis (minima/leve, moderada, grave) y estado de
momificacion fetal. Ademds, para evaluar el rol del grado de autdlisis (como variable ordinal), la
disponibilidad de placenta y la momificacion fetal como predictores de la categoria de diagndstico
etiolégico (causa infecciosa, distocia, indeterminada), se construyd un drbol de inferencia
condicional (CTREE) en R v4.1.2 (R Core Team, 2021) utilizando los paquetes "party" v1.3-9 y
"caret" v6.0-90 (Fox, 2005; Kuhn, 2008; Hothorn et al., 2012). Para ajustar el CTREE se
selecciond un criterio minimo de 0,55 basado en un procedimiento de validacién cruzada de 10
iteraciones repetidas. Los registros faltantes en 11 casos se trataron mediante el uso de variables
sustitutivas. Se utilizo la correccion de Bonferroni para ajustar la multiplicidad.

7.3. RESULTADOS

7.3.1. Descripcion de los casos

Las remisiones consistieron principalmente en fetos abortados sin sus placentas (n=58),
seguidos de fetos abortados con su placenta (n=36) y placentas de ovejas abortadas sin los fetos
(n=6), totalizando 100 casos. Ochenta y un casos remitidos al laboratorio pertenecian a 61 ovejas
abortadas, que estaban gestando uno (n=30), dos (n=24), tres (n=6) o cinco fetos (n=1) (no todos
los fetos/placentas expulsados por estas ovejas abortadas fueron enviados al laboratorio, por lo que
no todos representan casos). Se desconoce el nimero de ovejas abortadas y su carga fetal en los
19 casos restantes, aunque dado que 12 de estos casos se presentaron en fechas diferentes o
procedian de explotaciones distintas, concluimos que pertenecian al menos a 12 ovejas diferentes.
Por lo tanto, los 100 casos pertenecian, como minimo, a 73 ovejas abortadas. Las explotaciones
desde las que se remitieron los casos estaban distribuidas en 9 de los 19 departamentos (47,4%) en
los que se subdivide geograficamente Uruguay (figura 1). La ubicacion geogréfica y el numero de
establecimientos (departamentos) y los casos analizados para cada departamento y predio se
muestran en la tabla 7.

La informacién correspondiente a las caracteristicas productivas (nimero total de hembras,
raza, tipo de produccién) y reproductivas (hembras prefadas totales, porcentaje de hembras
abortadas, categoria afectada, tipo de servicio, fecha de servicio y paricion, etc.) de las majadas
que remitieron fetos y/o placentas para este estudio se resumen en la tabla suplementaria 1 (anexo

1).
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Se estimo la edad gestacional en los 94 fetos necropsiados: 70 pertenecian al dltimo tercio
de la gestacion (>100 dias), mientras que los 24 restantes se encontraban en el segundo tercio (50
a <100 dias). El grado de autdlisis fue minimo en un caso, leve en 35, moderado en 35 y severo en
18; esta informacién no se registré en los 11 casos restantes. Veintitrés de los 94 (24,5%) fetos
presentaban momificacion, todos ellos con autdlisis severa (14 fetos) o moderada (9 fetos). El
nimero de casos remitidos por establecimiento oscil6 entre 1 y 25, y no se obtuvo mdas de un
diagnoéstico etiolégico en un mismo predio. Sin embargo, se hallaron evidencias de
infeccion/exposiciéon a tres agentes patdgenos (como mdédximo) en dos majadas diferentes
(Leptospira spp., T. gondii y BVDV-1i en una majada, y Leptospira spp., T. gondii y Cff en otra)
por métodos moleculares, bacterioldgicos y/o serolégicos, aunque el examen patolégico de los
casos de estas majadas no revel6 lesiones atribuibles a los agentes detectados, excepto a Cff.
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Figura 1: Mapa de Uruguay que muestra la localizacion geografica de los 34 establecimientos (puntos negros) que
remitieron casos. El mapa fue creado utilizando el software version 2.14 (http://qgis.osgeo.org). Reproducido de
Dorsch et al., 2022. (https://doi.org/10.3389/fvets.2022.904786). CC-BY.
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Tabla 7: Localizacién geografica y cantidad de establecimientos, nimero de casos analizados, y etiologias identificadas en 100 casos de abortos en ovinos
investigados durante el periodo 2015 —2021.

Departamento  Nro. de Nro. de casos (casos por Etiologias infecciosas Distocia®

predios (ID establecimiento)?

predio) T. gondii* Campylobacter ~ Campylobacter sp.*®

fetus fetus®
Artigas 2 (A-B) 2 (A1, B1) 2 (A1, B1) 0 0 0
Canelones 5 (A-E) 6 (Al1,B2,Cl1,DI1, El) 5 (A1, B2,Cl1,El) 0 0 0
Cerro Largo 1(A) 1 1 0 0 0
Colonia 10 (A-J) 33 (A11,B2,CS8, D1, El, F3, 8 (B2,D1,E1,F2,J2) 1(Cl) 1 (H1) 1 (A1)
Gl1, H1, I3, J2)

Florida 4 (A-D) 32 (A25, B3, Cl1,D3) 4 (Cl1,D3) 0 0 12 (A9, B3)
Paysandii 2 (A-B) 5 (A4, B1) 0 0 0 0
Rio Negro 2 (A-B) 6 (A2, B4) 2 (A2) 4 (B4) 0 0
Salto 4 (A-D) 7 (A2, B1,C3,Dl1) 4 (A2,C1,D1) 0 0 0
Soriano 4 (A-D) 8 (A3, Bl1, C1,D3) 1 (A1) 0 0 0
Total 34 100 27 (58,7%)° 5(10,9%)° 1 (2,2%)° 13 (28,3%)°

ID: identificacion.

2 Cada letra en mayuscula entre paréntesis corresponde a un predio y el niimero que la acompana indica la cantidad de casos remitidos desde cada predio.
® Aunque no se logrd identificar la especie de Campylobacter, las pruebas especificas para C. fetus y C. jejuni fueron negativas.

¢ Indica el porcentaje de los 46 casos con diagndstico etiologico.
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7.3.2. Interpretacion combinada de los resultados: hallazgos patologicos y diagndstico
etiologico

Los diagndsticos etioldgicos se resumen en la tabla 7. Se logré un diagndstico etioldgico
en 46 de 100 (46%) casos remitidos de 25 de 34 (73,5%) predios. Esta frecuencia vari6 en funcion
del tipo de remision, siendo del 41,4% (24/58) para los fetos sin placenta, del 66,7% (4/6) para las
placentas sin feto y del 50,0% (18/36) para los fetos con su placenta. A pesar de ello, estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas (p=0,4). La proporciéon de casos con
diagndstico etioldgico no fue significativamente diferente en los fetos con (7/23; 30,4%) o sin
(35/71; 49,3%) momificacion (p=0,1). Ademads, se llegd a un diagndstico etioldgico en 20 de 36
(55,6%) casos con autdlisis minima/leve, 20/35 (57,1%) casos con autdlisis moderada y 1 de 18
(5,6%) casos con autdlisis severa, siendo este porcentaje significativamente menor en estos tltimos
(p=0,0003). El CTREE que mejor clasificé los datos incluyé el grado de autdlisis y la
disponibilidad de placenta como predictores (figura 2).
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-
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—
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Figura 2: Arbol de inferencia condicional construido por el método de validacién cruzada que evidencia la distribucién
condicional de las categorias de diagndstico como una funcién del grado de autdlisis y la disponibilidad de la placenta. En el
nodo 2, el cual agrupé los casos con autdlisis minima/leve, la probabilidad de alcanzar un diagnéstico etioldgico de distocia
fue mayor. Los nodos 5 y 6 comprendian los casos con autdlisis moderada, y en los mismos, la probabilidad de lograr un
diagnéstico de etiologia infecciosa fue mayor cuando la placenta se hallaba disponible (nodo 6) que cuando no lo estaba
(nodo 5). El nodo 7 agrup6 los casos con aut6lisis severa, los cuales presentaron una mayor probabilidad de tener una etiologia
indeterminada. IE: Etiologia infecciosa (n=33). D: Distocia (n=13). UE: Etiologia indeterminada (n=54). La momificacién

fetal fue también considerada como un potencial predictor, pero no fue incluida en la version final del diagrama ya que no
mejoro la precision de la clasificacién. Reproducido de Dorsch et al., 2022. (https://doi.org/10.3389/fvets.2022.904786). CC-

BY.
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7.3.2.1. Etiologias infecciosas

El diagnéstico etioldgico de aborto con etiologia infecciosa se alcanzé en 33 de 100 (33%)
casos, lo que representa el 71,7% de los 46 casos con diagndstico etioldgico (tabla 7).

7.3.2.1.1. Toxoplasmosis

La toxoplasmosis fue diagnosticada en el 27% de los 100 casos (81,8% de los 33 casos con
etiologia infecciosa), en 19 de 34 (55,9%) explotaciones de 8 de los 9 departamentos (tabla 7). De
estos 27 casos, 14 eran fetos con placenta, 10 eran fetos sin placenta y 3 eran placentas sin fetos.
Se diagnostic6 toxoplasmosis en 17 de 42 (40,5%) casos con placenta'y en 10 de 58 (17,2%) casos
sin placenta, siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p=0,01). Siete de los 24 fetos
(29,2%) estaban momificados. El porcentaje de casos con diagnostico etiologico de toxoplasmosis
no difirié significativamente en los fetos momificados (7/23, 30,4%) respecto a los no
momificados (17/71; 23,9%) (p=0,5). En los fetos momificados (7/23 casos) y en los casos con
autolisis severa (1/18 casos), la toxoplasmosis fue el dnico diagndstico etiolégico alcanzado. Los
abortos se produjeron en el ultimo (13 casos) y segundo (10 casos) tercio de la gestacién, con una
edad fetal media de ~105 dias y un rango de 60 - 135 dias de gestacion. No se identificé ningin
caso en el primer tercio de la gestacion; la edad gestacional no fue determinada en cuatro fetos. En
2 casos se registré el parto de un cordero sano viable junto con la expulsién de un unico feto
momificado.

En general, la proporcion de ovejas abortadas en las majadas con casos de toxoplasmosis
fue del 1 al 4%, excepto en dos majadas con tasas de aborto mds elevadas. En una de ellas, 8 de
70 borregas (11,4%) abortaron en 15 dias, mientras que en la otra 4 de 25 borregas (16,0%)
abortaron en un periodo de 7-10 dias. En un caso se observaron las tipicas lesiones macroscopicas
en la placenta, caracterizadas por cotiledones rojizos con multiples focos blancos de ~1x2 mm
(figura 3A). Independientemente de la observacion de las lesiones macroscoOpicas, €l examen
histolégico reveld placentitis cotiledonaria multifocal no supurativa y necrotizante con
mineralizacién ocasional en 16 de los 17 (94,1%) casos en los que la placenta estaba disponible
(figura 3B-C). Los tejidos fetales presentaban lesiones tipicas de la infeccién por protozoos en 18
de 24 casos (75,0%). Estas inclufan encefalitis necrotizante multifocal y gliosis (16 casos, figura
3D), miocarditis no supurativa con o sin epicarditis (13 casos), glositis (11 casos), hepatitis (11
casos), miositis (8 casos), leucomalacia periventricular extensiva (6 casos), neumonia intersticial
multifocal no supurativa (6 casos), adrenalitis (3 casos) y nefritis intersticial (2 casos). Se
observaron estructuras basdfilas piriformes compatibles con taquizoitos protozoarios formando
clisteres dentro de las células trofoblésticas (figura 3C) en dos placentas, y dentro del citoplasma
de los hepatocitos adyacentes a las zonas necréticas en el higado de otro caso.
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Figura 3: Hallazgos patoldgicos en casos de abortos con diagnéstico de toxoplasmosis. A- Vista macroscépica de
la placenta (membrana coridnica) que muestra un cotiledén (centro) con miltiples focos de ~1x2 mm, pélidos y
blanquecinos, bien demarcados, redondos a ovales, consistentes con focos de necrosis y mineralizacidn (placentitis
cotiledonaria necrotizante multifocal). B- Correlato histolégico de A, necrosis trofoblastica extensiva, y
desprendimiento (puntas de flecha) junto con infiltrados inflamatorios (flechas) en el estroma coriénico (placentitis
necrotizante). Hematoxilina-Eosina, 200x. C- Trofoblastos dispersos adheridos al estroma coriénico conteniendo
un elevado nimero de estructuras basdéfilas piriformes e intracitoplasmdticas consistente con zoitos de 7. gondii
(puntas de flecha), adyacentes a un drea de trofoblasto necrdtico desprendido (flechas). Hematoxilina-Eosina, 630x.
D- Cerebro, encefalitis necrotizante caracterizada por un area focal de necrosis (asterisco) rodeada por un halo de
células gliales e inflamatorias (flecha). Hematoxilina-Eosina, 200x. Reproducido de Dorsch et al., 2022.
(https://doi.org/10.3389/fvets.2022.904786). CC-BY.

En un caso con diagndstico etioldgico de toxoplasmosis, se identific6 el BVDV-2b
mediante PCR y secuenciacion. El caso consistia en un feto y su placenta, expulsados a los 75 dias
de gestacion. Se observaron lesiones tipicas de etiologia protozoaria que incluian encefalitis
necrotizante severa multifocal no supurativa con gliosis, miocarditis/epicarditis multifocal no
supurativa y miositis, neumonia intersticial multifocal no supurativa y necrotizante, hepatitis
multifocal aleatoria no supurativa y necrotizante, adrenalitis cortical y medular multifocal no
supurativa, y placentitis multifocal cotiledonaria e intercotiledonaria no supurativa con necrosis
trofoblastica multifocal y mineralizacion coridnica. Se detectd6 ADN de 7. gondii en el cerebro y
la placenta. Debido a la identificacién molecular del BVDV-2b, se procesaron secciones de higado,
pulmoén, corazén, bazo y riion mediante IHQ para la deteccion del antigeno del BVDV, con
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resultados negativos en todos los tejidos. Una muestra de suero de la oveja abortada, obtenida en
el momento del aborto, fue analizada por PCR para la detecciéon de pestivirus, con resultado
negativo. En conjunto, estos resultados indican una infeccién fetal transitoria por el BVDV-2b en
una oveja no virémica. El animal pertenecia a una pequeia majada de 20 ovejas. Notablemente,
habia ganado vacuno en el predio.

7.3.2.1.2 - Campilobacteriosis

Los abortos causados por Cff representaron el 5% del total de casos y el 15,2% de los 33
casos de etiologia infecciosa. Esta enfermedad fue diagnosticada en 2 de 34 (5,9%) explotaciones
de diferentes departamentos (tabla 7). Estas pérdidas se produjeron en el dltimo tercio de prefiez,
con una edad gestacional media de 120 dias. Cuatro de los casos eran fetos sin placenta procedentes
de un predio, mientras que el caso restante consistia en una placenta de una oveja abortada de otra
explotacion. Los cuatro fetos procedentes de la misma explotacién fueron abortados por al menos
2 y un maximo de 3 ovejas (2 fetos eran gemelos, los otros 2 podrian haber sido gemelos o
expulsados por ovejas diferentes). En dicho establecimiento, 20 de ~180 ovejas prefiadas (11,1%)
abortaron durante la temporada de partos, mientras que en el otro predio, 3 de 57 ovejas prefiadas
(5,3%) abortaron en una semana. Se logro aislar Cff en cuatro casos (3 fetos y la placenta), y la
deteccion de C. fetus fue exitosa en los 5 casos por gPCR. Ademas, se identifico C. fetus mediante
IFD en las improntas de pulmén, higado y/o liquido abomasal en 3 de 4 fetos (el caso que constaba
sOlo de placenta no fue procesado por IFD). El examen patolégico de los fetos reveld hepatitis
necrotizante y supurativa multifocal severa (4 casos), miositis linfocitica leve (2 casos),
bronconeumonia supurativa extensa severa, miocarditis linfocitica leve, meningitis neutrofilica e
histiocitica, esplenitis neutrofilica y fibrinosa, enterocolitis neutrofilica y abomasitis con
peritonitis fibrinosupurativa y microtrombosis de los vasos mesentéricos, y linfadenitis
mesentérica neutrofilica e histiocitica (1 caso cada una). En el unico caso en el que la placenta
estaba disponible para su examen, se observo placentitis fibrinonecrotizante severa con arteriolitis
necrotizante y microtrombosis de las arteriolas corionicas (figura 4A-C).
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Figura 4: A- Seccidn histolégica de la placenta cotiledonaria evidenciando infiltracién inflamatoria extensiva
severa. B- Mayor magnificacion de la figura 4A. Nétese los abundantes neutréfilos degenerados mezclados con
un exudado fibrinoso y detritos celulares cariorrécticos (placentitis cotiledonaria fibrinonecrotizante neutrofilica
extensiva severa). C- Seccién transversal de una arteriola coridnica (centro) donde se observa necrosis
concéntrica de la tinica media e infiltracién neutrofilica mural (arteriolitis), con abundante fibrina y detritos
necréticos en el estroma circundante. (Hematoxilina-Eosina, A: 200x, B: 400x, C: 630x). Reproducido de
Dorsch et al., 2022. (https://doi.org/10.1016/j.ram.2021.02.005). CC-BY-NC-ND.
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Se detectd una especie no identificada de Campylobacter mediante PCR convencional
dirigida al gen que codifica el ARNr 16S en el pulmén y contenido abomasal de un feto tardio (1%
de los casos, y 3% de los 33 casos con etiologia infecciosa), como ya habiamos reportado
anteriormente (Aréoz et al., 2018). Se secuencié un fragmento de 734 pb del gen del ARNr 16S
amplificado a partir del liquido abomasal y se utiliz6 para evaluar su similitud con las secuencias
disponibles mediante BLAST, revelando una especie de Campylobacter idéntica en un 99-100%
a C. jejuni, C. coli, C. insulaenigrae y C. hepaticus, y en consecuencia, descartando a C. fetus,
como habiamos descrito anteriormente (Ardoz et al., 2018). E1 ADN extraido de los pulmones,
higado y el liquido abomasal de este feto resulté negativo para C. jejuni y C. fetus por qPCR.
Mediante la IFD se observaron escasas estructuras bacilares curvadas y débilmente fluorescentes,
cuya morfologia era similar a Campylobacter spp. en improntas de higado, pero no en las de
pulmon ni liquido abomasal. No se lograron aislamientos bacterianos, ni siquiera en los cultivos
selectivos para Campylobacter spp. Los hallazgos patolégicos consistieron en poliserositis
fibrinosa (figura 5A), hepatitis necrotizante y neutrofilica aleatoria multifocal (figura 5B),
neumonia con alveolitis neutrofilica (figura 5C) y enteritis necrotizante y neutrofilica erosiva
(Ardoz et al., 2018). Como todas estas lesiones son compatibles con la campilobacteriosis, se hizo
un diagnostico etioldgico de aborto por Campylobacter sp., aunque no se pudo identificar el
Campylobacter causante a nivel de especie. Este aborto fue el unico registrado durante la
temporada de partos en una majada de 23 ovejas (aborto esporddico) de una pequefa explotacion
comercial/de traspatio.

7.3.2.2. Etiologias no infecciosas (distocia)

La distocia (figura 6) se diagnostic6 en 13 de los 100 casos (13%) provenientes de 3 de las
34 explotaciones (8,8%) y en el 28,3% de los 46 casos con un diagndstico etiolégico. La
informacién con respecto a los casos de muerte por distocia se resume en la tabla 8. Brevemente,
los 13 casos de distocia correspondian a 8 ovejas diferentes, 7 de las cuales (87,5%) eran portadoras
de fetos multiples que iban de gemelos a quintillizos; esta informacién no fue registrada en un
caso. Seis de estas 8 ovejas (75,0%) procedian de una majada experimental, particularmente
prolifica. Se diagnosticé distocia en 9 de los 25 casos (36,0%) provenientes de esta majada y fue
el unico diagndstico etiolégico alcanzado a nivel predial, a pesar de ser el establecimiento con el
mayor nimero de remisiones. Los demads casos de distocia procedian de majadas comerciales.
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Tabla 8: Detalles de los casos con diagndstico etioldgico de distocia.

Departamento Identificacion Nro. de fetos Nro. de fetos Nro. de casos con Nro. de casos de

y majada del caso (carga fetal) remitidos al lesiones muerte fetal
laboratorio macroscépicas atribuidas a
(casos) consistentes con distocia

distocia

Florida A 18-128 2 2 1 22

Florida B 19-093 3 3 1 3b

Florida A 20-061 3 3 3 3

Florida A 20-063 A 2 1 1 1€

Florida A 20-063 B 5 1 1 1

Florida A 20-063 C ND 1 1 14

Colonia A 20-075 ND 1 1 1

Florida A 21-070 3 3 1 1€

ND: no determinado.

 Esta oveja estaba gestando mellizos. Ambos fetos estaban muertos al ser expulsados y fueron remitidos al laboratorio. Uno de ellos tenia lesiones
macroscopicas compatibles con distocia. El segundo feto estaba a término, no presenté lesiones macro- o microscopicas y no se detectaron
patogenos; sin embargo, la muerte fetal fue atribuida al parto prolongado de su hermano mellizo, totalizando 2 casos de distocia.

® Esta oveja estaba gestando trillizos, todos los cuales fueron remitidos al laboratorio. Uno de los fetos presentd lesiones traumdticas compatibles
con distocia. Los otros dos eran fetos a término con leve autolisis, sin lesiones macro- o microscopicas, y en los cuales no se identifico la causa de
las muertes. Dada la evidencia de distocia en uno de los trillizos, la muerte fetal fue atribuida a distocia en todos los fetos, totalizando tres casos
de distocia.

¢ Esta oveja pario un cordero viable y un feto a término muerto que fue remitido al laboratorio.

4 Esta oveja parié 4 corderos viables y un feto a término muerto que fue remitido al laboratorio.
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¢ Esta oveja estaba gestando trillizos, los cuales estaban muertos al momento de la expulsion y fueron remitidos al laboratorio. Uno de los fetos
estaba a término (44 cm de longitud crdneo-coxigea) y evidencié autolisis leve, cumpliendo ast con el criterio que establecimos para el diagndstico
de distocia. Los otros dos fetos estaban momificados y severamente autoliticos, con longitudes crdneo — coxigeas de 33 y 34 cm, indicando que las
muertes fetales habian ocurrido antes de la expulsion, aproximadamente a los dias 105-120 de gestacion. Estos dos fetos no cumplieron con los
requisitos para ser considerados casos de distocia, y por lo tanto, fueron considerados como abortos de causa indeterminada, basdndonos en el
examen patologico y otros resultados laboratoriales.
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Flgura 5: Hallazgos patolégicos en un feto con diagnéstico etiolégico de campilobacteriosis. A- Cavidad
abdominal, peritonitis fibrinosa y adherencias fibrinosas entre la cdpsula hepdtica y el diafragma. B- Higado,
hepatitis necrotizante y neutrofilica, multifocal aleatoria. Hematoxilina-Eosina, 400x. C- Pulmén, los espacios
alveolares contienen una moderada cantidad de neutréfilos (alveolitis neutrofilica/neumonia). Hematoxilina-
Eosina, 400x. Reproducido de Dorsch et al., 2022. (https://doi.org/10.3389/fvets.2022.904786). CC-BY.
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Figura 6: Hallazgos patoldgicos en un feto a término con diagndstico de distocia. Superficie serosa de la parrilla
costal derecha. Multiples fracturas completas y desplazadas del cuerpo de 9 costillas contiguas con hemorragias
extensivas pleurales y subpleurales asociadas y desgarro de los musculos intercostales adyacentes. Se observa sangre
sin coagular en la cavidad tordcica (hemotérax), y el diafragma y los musculos intercostales de las dreas no afectadas
estdn palidos, lo que es consistente con anemia secundaria a desangramiento. Estas lesiones son atribuibles a un
traumatismo  agudo  severo debido a  distocia.  Reproducido de Dorsch et al, 2022.
(https://doi.org/10.3389/fvets.2022.904786). CC-BY.

7.3.2.3. Casos de etiologia indeterminada

En 54 de los 100 casos (54%) no se cumplieron los requisitos para establecer un diagndstico
etiologico, por lo que fueron considerados abortos de etiologia indeterminada. Catorce de estos
casos (14% de los 100 casos y 25,9% de los 54 casos de etiologia indeterminada) presentaron
lesiones microscopicas inflamatorias y/o necrotizantes en al menos un tejido (placenta, corazén,
cerebro, pulmones, rifiones, higado, bazo, gldndulas adrenales y/o lengua) atribuibles a un agente
patégeno. Sin embargo, no se identific6 ningin patégeno mediante las pruebas de laboratorio
realizadas, o bien los agentes infecciosos identificados eran oportunistas (véase mds adelante) o
no podian asociarse causalmente con las lesiones observadas, por lo que estos 14 casos se
consideraron de etiologia indeterminada. Los hallazgos patoldgicos correspondientes a estos casos
se listan en la tabla suplementaria 2 (anexo 2).

Campylobacter jejuni fue detectado por qPCR en el higado de un feto de 80 dias
severamente autolitico y momificado. El avanzado estado de descomposicion postmortem impidid
la identificacion de eventuales lesiones histolégicas, por lo que no se cumplié con el criterio para
establecer un diagndstico etioldgico. No se aislaron patégenos bacterianos en este caso, incluyendo
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Campylobacter spp., y la IFD de C. fetus fue negativa. No se detectaron otros abortos
simultdneamente en esta majada comercial que tenia aproximadamente 100 ovejas.

En un caso se detect6 ADN de Leptospira spp. mediante una qPCR basada en SYBR Green.
El caso consistia en un feto y su placenta abortados al final de gestacion por una oveja trillicera.
Aungque los tres fetos fueron expulsados muertos, lamentablemente s6lo uno de ellos y su placenta
fueron remitidos para su andlisis. A pesar de que se analizaron la placenta, el rifidn, el higado y el
liquido abomasal mediante qPCR, sdlo la placenta arrojé un resultado positivo. La cantidad de
ADN de Leptospira spp. detectada estaba por debajo del limite de cuantificacion de esta técnica,
que es de 10 copias genomicas/ulL. El ADN extraido de duplicados de las mismas muestras
(placenta, rindn, higado y liquido abomasal), asi como de pulmén, bazo y cerebro, fue procesado
mediante un protocolo de qPCR basado en tecnologia TagMan™ para Leptospira spp. con
resultados negativos en todas las muestras. Todas las demas pruebas para Leptospira spp. 1HQ en
placenta, pulmoén e higado; cultivo de rifidon, higado y placenta en medio EMJH; e IFD en liquido
abomasal, rifién e higado) arrojaron resultados negativos. Ademads, no se detectaron anticuerpos
por MAT en el liquido fetal (punto de corte 1:10) ni en una muestra de suero de la oveja abortada
(punto de corte 1:100) recolectada en el momento del aborto. En este contexto, y teniendo en
cuenta todos los resultados, se desestimé el resultado positivo obtenido por la qPCR basada en
SYBR Green para Leptospira spp. El examen histopatolégico revelé microtrombosis aguda
moderada multifocal en los capilares coridnicos de la placenta, microtrombosis aguda leve
multifocal en los capilares pulmonares y colestasis canalicular leve en el higado. Incidentalmente,
se observd metaplasia 6sea cronica multifocal en la placenta coriénica. Aunque se detecté ADN
de T. gondii en el cerebro del feto, no se observaron lesiones atribuibles a toxoplasmosis en el
cerebro ni en ningun otro tejido examinado en este caso; la PCR de T. gondii fue negativa en la
placenta. Como este caso no cumplia el criterio establecido para arribar a un diagnéstico etiolégico,
fue considerado un aborto de causa indeterminada.

Las bacterias oportunistas que han sido previamente asociadas a abortos esporddicos en
ovinos se identificaron en 2 casos (2%) con lesiones sugestivas de una etiologia infecciosa. Uno
de ellos era un feto de 120 dias, moderadamente autolitico, con neumonia fibrinosa aguda
multifocal y moderada (alveolitis y bronquiolitis) y colestasis canalicular leve multifocal en el
higado; en los cultivos bacterianos se aislé Bacillus licheniformis. El otro caso era un feto
momificado y moderadamente autolitico de 110 dias de gestacion con meningitis neutrofilica leve
multifocal y leucocitosis/neutrofilia circulante en los capilares meningeos y cerebrocorticales. Se
aislaron Bacillus licheniformis y Streptococcus sp. en los cultivos bacterianos, mientras que todas
las demads pruebas para evaluar la presencia de patogenos bacterianos fueron negativas. Se detecto
ADN de T. gondii en el cerebro, pero no se identificaron lesiones tipicas de toxoplasmosis en
ninguno de los tejidos fetales examinados. En ambas majadas los abortos fueron esporddicos.
Aunque estas bacterias oportunistas podrian haber ocasionado las lesiones descritas en estos dos
fetos, dichos hallazgos también podrian deberse a otros patégenos que habrian sido dificiles de
identificar considerando el estado de descomposicién postmortem en ambos casos. Dado que
ambos agentes son también contaminantes ocasionales, estos dos casos fueron clasificados como
abortos de probable causa infecciosa, de etiologia incierta.
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El BVDV-1i se identific6 mediante PCR seguida de secuenciacién en un feto. La oveja
estaba gestando mellizos hacia el final de la gestacion; uno de los corderos naci6 vivo y sobrevivio,
mientras que el otro fue expulsado muerto y enviado al laboratorio. Los abortos fueron esporddicos
en esta majada. La necropsia del feto revel6 autdlisis leve, ausencia de momificacion y aireacion
parcial de los pulmones, lo que sugiere que el feto estuvo vivo hasta poco antes de la expulsion.
El examen histopatoldgico reveld nefritis intersticial linfohistiocitica moderada multifocal. Debido
a la identificacién molecular del BVDV-1i, varios tejidos fetales, incluidos el rifién, corazén, bazo,
higado y gldndula adrenal, fueron procesados por IHQ para la deteccién de BVDYV, con resultados
negativos. Ademas, la MAT realizada en una muestra de fluido torécico fetal reveld un titulo de
anticuerpos de 1:80 frente a Leptospira serogrupo Pyrogenes, y ningin titulo frente a los demas
serovares analizados. La IFD, qPCR y el cultivo para Leptospira spp. fueron negativos en este
feto. Una muestra de rifién fue sometida a [IHQ para la deteccién de Leptospira spp., con resultado
negativo.

7.3.2.4. Malformaciones congénitas

Se identificaron malformaciones congénitas en tres fetos. Uno de ellos era una hembra
parcialmente momificada de aproximadamente 110 dias de gestacion con prognatismo inferior;
que también exhibié meningitis neutrofilica de etiologia indeterminada y de la que se aislaron las
bacterias oportunistas Bacillus licheniformis 'y Streptococcus sp. Ademds, un feto macho a término
presentd un quiste focal, bien delimitado, de paredes flacidas y lleno de liquido de ~2 cm de
diametro en la cara diafragmadtica del 16bulo izquierdo del higado (quiste hepdtico). La causa de la
muerte fetal en este caso fue una distocia no relacionada con esta malformacion congénita
incidental. Finalmente, un feto macho de 135 dias presenté agenesia completa del higado,
segmento descendente del duodeno, yeyuno, ileon, colon y ciego. Aunque esta malformacion
habria sido incompatible con la vida postnatal si el feto hubiera sobrevivido hasta el final de la
gestacion, la causa del aborto en este caso fue la toxoplasmosis, ya que se hallé una placentitis
necrotizante linfohistiocitica extensiva y severa con ocasionales neutrdfilos, y 7. gondii fue
detectado por PCR en la placenta y el cerebro.

7.3.3. Resultados de las pruebas de laboratorio
7.3.3.1. Cultivos bacteriologicos

Se cultivaron las muestras de 89 casos. Se aislo Cff en 4 casos de campilobacteriosis (véase
mas arriba) siendo el unico patégeno bacteriano primario abortivo aislado. Se aislaron bacterias
oportunistas como Bacillus licheniformis y Streptococcus sp. en 2 casos con lesiones de causa
indeterminada (descritas anteriormente). En 43 casos, las bacterias aisladas en cultivos puros o
mixtos se consideraron contaminantes, incluido un aislado de Bacillus cereus obtenido de un tercer
feto sin lesiones. Otros contaminantes fueron Proteus spp., Providencia spp., Morganella spp.,
Brevibacterium sp., Pseudomonas spp., Enterococcus faecalis, Citrobacter spp. y Escherichia
coli. Los cultivos bacterioldgicos fueron negativos en 42 casos. En ninguno de los cultivos se aislo
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Brucella spp., Listeria spp., Salmonella spp., C. jejuni, Yersinia spp. u otras bacterias abortivas
conocidas de los ovinos. En ninguno de los 86 casos cultivados para Leptospira spp. en el medio
EMIJH se obtuvo un aislado identificable por microscopia de campo oscuro.

7.3.3.2. Prueba de susceptibilidad antimicrobiana (microdilucion en caldo)

Se analizaron dos cepas de Cff aisladas de dos majadas diferentes en 2017 y 2020. Ambas
cepas fueron resistentes al dcido nalidixico y sensibles al resto de los antimicrobianos evaluados
(tabla 9).

Tabla 9: Puntos de corte de la concentracién inhibitoria minima (CIM) para determinar la sensibilidad antimicrobiana
en dos cepas de Campylobacter fetus subesp. fetus aisladas de dos casos de aborto en ovinos.

Punto de corte CIM (ug/ml) CIM (pg/ml)*
Antibiético - - : :

Resistente Susceptible Cepa aislada en 2017 Cepa aislada en 2020
Gentamicina >4 <2 0,5 0,5
Azitromicina >0,5 <0,25 0,12 0,25
Eritromicina >8 <4 0,5 0,5
Ciprofloxacina >1 <0,5 0,25 0,25
Acido nalidixico >32 <16 >64 >64
Clindamicina >1 <0,5 0,5 0,5
Florfenicol >8 <4 1 0,5
Tetraciclina >2 <1 1 0,5

* Los valores que se hallan por encima del punto de corte de resistencia se indican en negrita.

7.3.3.3. Inmunofluorescencia directa

Las improntas de placenta y tejidos fetales, y los frotis de liquido abomasal fueron
examinados por IFD para C. fetus y Leptospira spp. en 83 y 81 casos, respectivamente. Se
observaron bacilos curvos fuertemente fluorescentes compatibles con C. fetus en 3 de 4 fetos con
diagnostico etioldgico de campilobacteriosis por Cff (véase mas arriba). No se detectaron
espiroquetas fluorescentes morfologicamente compatibles con Leptospira spp. en ninguna de las
muestras analizadas.

7.3.3.4. Técnicas moleculares

Las muestras de 91 casos se analizaron mediante PCR para coccidios, 7. gondii y N.
caninum. Se detect6 ADN de T. gondii en 42 casos, incluidos los 27 casos con diagndstico
etiologico de toxoplasmosis descritos anteriormente. En los 15 casos restantes, se detect6 ADN de

73



T. gondii pero no se observaron lesiones tipicas de la enfermedad. Todos los casos positivos para
T. gondii lo fueron también para coccidios, y todos los casos negativos para 7. gondii lo fueron
también para coccidios. Todos los casos resultaron negativos para N. caninum.

Se realizaron qPCRs para C. fetus y C. jejuni en 92 casos; 5 resultaron positivos para C.
fetus (correspondientes a los 5 casos de campilobacteriosis descritos anteriormente -4 fetos y 1
placenta-) y uno fue positivo para C. jejuni. Este ultimo era un feto severamente autolitico y
momificado como se ha descrito anteriormente. En otro caso (feto), se detecté una especie no
identificada de Campylobacter, tal como reportamos previamente (Ardoz et al., 2018); las gPCR
para C. jejuni 'y C. fetus fueron negativas en este caso.

A excepcion del tnico caso descrito anteriormente, no se detecté ADN de Leptospira spp.
en ninguno de los otros 88 casos evaluados por la qPCR basada en SYBR Green. Por tltimo, no
se detecto ADN de C. abortus, C. pecorum ni C. burnetii en ninguno de los 85 casos analizados.

Se detect6 pestivirus por PCR en 2 de los 91 casos. La secuenciacion revel6 la presencia
de BVDV-1i en un caso y de BVDV-2b en el otro (como se ha descrito anteriormente). El BDV
no se identificé en ningin caso.

7.3.3.5. Técnicas seroldgicas

La MAT se realiz6 en 63 muestras de liquido fetal (en muchos fetos momificados la
deshidratacion severa impidi6 la obtencion de esta muestra). Los resultados se muestran en la tabla
10. Se detectaron anticuerpos anti-Leptospira spp. en 15 fetos (23,8%) provenientes de 9 de 34
(26,5%) establecimientos ubicados en 6 departamentos (Artigas, Canelones, Colonia, Florida, Rio
Negro y Soriano).
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Tabla 10: Muestras de fluidos fetales seroreactivas a la técnica de aglutinacién microscépica (MAT) realizada utilizando 12 serogrupos
de Leptospira spp. y un titulo de corte de 1:10.

Serogrupos de referencia

Serogrupos autéctonos

Caso Can Bal Gri Ict Pom Tar  Sej Sej Pyr Aus Aut  Pom
19-088 A - - - 1:20 - - - - - - - 1:160
19-088 B 1:10 1:10 1:10  1:40 1:160 1:80  1:20 1:80 1:40 1:20 1:20  1:160
19-093 A 1:80 1:20 - 1:20 - - - - 1:10 - - -
19-099 1:40 - 1:20  1:20 1:10 - - - - - - -
19-100 A - - - - 1:80 - 1:20 - 1:40 1:80 - 1:10
19-105 - - - - - - - - 1:80 - - -
19-116 1:20 - - - - - - - - - - -
19-119 A 1:20 - - - - - - - - - - -
20-047 C - 1:10 - - - - - - - - - -
20-047 D - - - 1:10 - - - - - - - -
20-061 A - - - 1:10 - - - - - - - -
20-061 B 1:10 1:20 - 1:10 - - - - - - - 1:10
20-061 C 1:10 1:10 - 1:10 - - - - - - - -
20-064 B - - - - 1:10 - - 1:10 - - 1:10  1:80
20-066 - - - - - - - 1:40 - - 1:10 -
Total 7 5 2 8 4 1 2 3 4 2 3 5
Can: Canicola; Bal: Ballum; Gri: Grippotyphosa; Ict: Icterohaemorrhagiae; Pom: Pomona; Tar: Tarassovi; Sej: Sejroe; Pyr: Pyrogenes; Aus:

Australis; Aut: Autumnalis.
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7.4. DISCUSION

En este trabajo identificamos las causas de las pérdidas fetales y su frecuencia relativa en
las majadas de Uruguay. Hasta donde sabemos, este estudio representa la mayor serie de casos de
abortos ovinos realizada en Sudamérica, constituyendo un aporte significativo tendiente a
profundizar el conocimiento regional de los agentes causantes de abortos en esta especie.

La eficiencia diagndstica global (porcentaje de casos con diagndstico etioldgico) en este
estudio fue similar a la reportada en trabajos anteriores (Plant et al., 1972; Kirkbride, 1993). La
eficiencia diagndstica no se vio significativamente influida por el tipo de remision, aunque fue
ligeramente superior cuando se incluyeron muestras de placenta, en concordancia con otros
estudios (Fernandez et al., 2012; Van Den Brom et al., 2012; Van Engelen et al., 2014; Clune et
al., 2021). Esto destaca el valor de la placenta en la investigacion diagndstica del aborto,
particularmente para las enfermedades infecciosas, como se ha mencionado anteriormente
(Menzies, 2011; Moeller, 2012; Van Den Brom et al., 2012; Dun, 2019).

En nuestro estudio, la autdlisis avanzada redujo la probabilidad de arribar a un diagndstico
etiolégico (Holler, 2012; Schnydrig et al., 2017). Esto estd parcialmente relacionado con los
criterios establecidos para atribuir la causalidad del aborto en los casos con etiologia infecciosa,
que incluian la identificacion conjunta de las lesiones y los patégenos. Dado que la autolisis
avanzada afecta tanto a la capacidad de reconocer eventuales lesiones tisulares como a la deteccion
de patdgenos, no es de extrafiar que el porcentaje de diagndsticos etioldgicos fuera
significativamente menor en los casos con autdlisis severa. Sin embargo, en muchos casos con
autolisis moderada e incluso en fetos momificados, se cumplieron los criterios diagndsticos que
establecimos, sobre todo en los casos de toxoplasmosis. Dada su capacidad de formar quistes, 7.
gondii es resistente y detectable por PCR en tejidos fetales y placentas incluso ante la aut6lisis
moderada / descomposicion postmortem. Asimismo, las lesiones tisulares inducidas por este
pardsito pueden ser tan severas que pueden reconocerse ain en casos con una conservacion
relativamente pobre. En este sentido, las lesiones encefdlicas y, en menor medida, placentarias,
ambas tipicas de la toxoplasmosis pueden ser detectadas por patélogos experimentados incluso
ante cambios autoliticos considerables. Esto resalta la importancia de analizar todas las muestras
independientemente de los cambios autoliticos o del estado de momificacién, especialmente
cuando se sospecha de toxoplasmosis. Por otro lado, la capacidad de identificar la causa del aborto
en los casos con etiologias bacterianas o virales parece verse afectada negativamente por la
autolisis.

En general, las etiologias identificadas en este trabajo fueron las que suelen inducir lesiones
reconocibles y cuya identificacion es relativamente sencilla (Kirkbride, 1993). Consistentemente,
los principales agentes infecciosos reportados en este estudio (7. gondii y Campylobacter spp.)
son considerados causas significativas de abortos en varios paises, tales como Australia (Plant et
al., 1972; Clune et al., 2021), Canada (Hazlett et al., 2013), Estados Unidos (Kirkbride, 1993),
Paises Bajos (Van Den Brom et al., 2012; Van Engelen et al., 2014) y Nueva Zelanda (West,
2002). Ademas, se identifico la distocia como causa de muerte fetal en 28,3% de los casos con
diagndstico etioldgico, lo que es similar a los hallazgos de un trabajo previo (Plant et al., 1972),
pero ciertamente superior a la mayoria de las series de casos, en las que las muertes fetales por
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distocia estaban en el rango del 2-4% (Kirkbride & Johnson, 1989; Kirkbride, 1993; Clune et al.,
2021).

La elevada frecuencia de distocias aqui descrita puede ser explicada probablemente porque
9 de los 13 casos procedian de un mismo establecimiento; por tanto, este valor estd sesgado. Se
trata de una explotacidon experimental con una majada muy prolifica (alta tasa de gestaciones con
cargas fetales >2), en la cual se implementa un manejo nutricional diferencial de las ovejas con
multiples fetos durante el dltimo tercio de la gestacion, lo que determina un elevado peso de los
corderos al nacimiento, pudiendo asi explicar la elevada tasa de distocias (Dutra et al., 2007,
Jacobson et al., 2020). La mayoria de los diagndsticos de distocia en este trabajo correspondieron
a ovejas que estaban gestando mdltiples corderos. Cabe destacar que, a pesar de ser la majada de
la que se remitieron mds casos (25/100 casos), la distocia fue el dnico diagndstico etioldgico
confirmado a nivel de establecimiento. Esto pone de manifiesto el mayor impacto relativo de la
distocia sobre las enfermedades infecciosas como causa de pérdidas fetales en esta majada.
Aunque la seleccion por prolificidad aumenta la productividad (es decir, el nimero de corderos
destetados por oveja), la mayor incidencia de los patos distécicos puede ser preocupante por
cuestiones vinculadas al bienestar animal.

En un considerable nimero de casos (54%) no se pudo lograr un diagndstico etiolégico
segun los criterios establecidos, lo que coincide con las tasas de eficiencia diagnéstica reportadas
en series de casos previas (Kirkbride, 1993; Szeredi et al., 2006; Van Den Brom et al., 2012;
Schnydrig et al., 2017). La proporcién de casos de aborto de etiologia indeterminada que
presentaban lesiones compatibles con un agente infeccioso (14%) era similar a la descrita por
Kirkbride (1993). Varios factores podrian explicar el fracaso en la identificacién de patégenos
abortivos, particularmente bacterias, incluyendo: 1) bacterias que no crecen en condiciones
estdndar o que tienen requisitos de crecimiento fastidiosos, 2) disminucion de la viabilidad
bacteriana debido a la autolisis o momificaciéon fetal, o 3) contaminacion del cultivo por
microorganismos saprofitos que podrian enmascarar el crecimiento de las bacterias patégenas
(Van Engelen er al., 2014). Ademas, existen agentes infecciosos cuya presencia en Uruguay es
desconocida, tales como Francisella tularensis (O’ Toole et al., 2008), Flexispira sp., o el virus de
Schmallenberg (Collins et al., 2019; Szeredi et al., 2020), para los que no se realizaron pruebas
especificas. Ademads, no debe descartarse la ocurrencia de agentes abortivos desconocidos en la
region, ya que el conocimiento de la variedad de enfermedades infecciosas que afectan al ganado
en laregion es limitado. Por otro lado, los abortos sin lesiones histologicas y/o con malformaciones
congénitas podrian estar asociados a agentes no infecciosos como plantas toxicas o con alto
contenido de fitoestrogenos, deficiencias de elementos traza (cobre, selenio, yodo, etc.),
enfermedades genéticas/hereditarias, estrés, condiciones climdticas extremas o reacciones
adversas a medicamentos y/o vacunas (Chanton-Greutmann et al., 2002; Moeller, 2012). La
identificacion laboratorial de estas causas suele ser dificil o incluso imposible en la mayoria de los
casos (Chanton-Greutmann et al., 2002).

Toxoplasma gondii fue la causa més frecuente en nuestra serie de casos, lo que enfatiza su
relevancia. Para ilustrar esto, en esta serie de casos se detectod 7. gondii por PCR en el 75% (24/32)
de las majadas analizadas, y en el 46,2% (42/91) de los casos. En Uruguay, este protozoo habia
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sido identificado primeramente de forma indirecta a través de un relevamiento seroldgico (Freyre
et al., 1983), y luego mediante el aislamiento a partir de muestras fetales y placentarias (Freyre et
al., 1987, 1994). Un estudio seroldgico mds reciente realizado en 1361 ovinos de 10 majadas del
norte de Uruguay hallé una seroprevalencia de 38,9% (Suzuki et al., 2011). En este estudio se
diagnosticaron abortos por 7. gondii en 8 de los 9 departamentos analizados. En conjunto, estas
evidencias demuestran que tanto el pardsito como la enfermedad clinica estin ampliamente
distribuidos en todo el pais.

La gravedad de la toxoplasmosis clinica depende en gran medida de la etapa de la gestacion
en la que se produzca la infeccion; durante las primeras fases, la infeccién suele ser mortal,
mientras que hacia la mitad de la gestacidn, la infeccién conduce a la aparicién de mortinatos, y
hacia el final, son frecuentes los nacimientos de corderos nacidos clinicamente sanos pero
infectados congénitamente (Buxton et al., 2007; Innes et al., 2009). Ademas, es probable que la
variabilidad genética entre las distintas poblaciones del parasito influya en la presentacion clinica,
ya que las cepas atipicas (es decir, cepas con perfiles genotipicos particulares que difieren de los
tipos clonales I, Il y III, y que estdn muy extendidas en Sudamérica) suelen ser mas virulentas que
el tipo clonal II, que es el linaje predominante en Europa (Simon et al., 2019; Bernstein et al.,
2020). En consecuencia, seria necesaria la realizacion de mas estudios sobre la diversidad genética
de las poblaciones de 7. gondii que infectan a los ovinos en Uruguay.

En este estudio, se detecté ADN de 7. gondii en 42 casos, 15 de los cuales (35,7%) carecian
de lesiones histol6gicas compatibles con toxoplasmosis, por lo que se consideraron infecciones
congénitas subclinicas o incidentales. El nacimiento de un cordero sano acompafiado de un feto
momificado, descrito en la literatura en casos de toxoplasmosis ovina (Buxton & Henderson, 1999;
Buxton et al., 2007), se registré en dos casos de nuestra serie. Aunque hay escasa evidencia sobre
la tasa de transmision congénita, se cree que <2% de los corderos viables nacen infectados y <4%
son capaces de transmitir la infeccion a su progenie (Dubey, 2009). Sin embargo, se sospecha que
la tasa de infecciones congénitas subclinicas puede ser mayor de lo que se creia anteriormente
(Dubey & Kirkbride, 1989; Duncanson et al., 2001), lo que permitiria la transmision
transgeneracional y el mantenimiento del pardsito en la majada. Cabe destacar que la principal via
de transmision para los ovinos es la ingestion de ooquistes excretados por felinos domésticos y/o
silvestres, entre los que se cuentan especies presentes en Uruguay, como los pumas (Puma
concolor), los ocelotes (Leopardus pardalis), los margay (Leopardus wiedii), los yaguarundi
(Puma yagouaroundi) y los gatos monteses (Oncifelis onchofelis geoffroyi) (Dubey et al., 2020).
Los felinos pueden infectarse mediante la depredacion de aves y pequefios mamiferos infectados
(roedores, lagomorfos, etc.), aunque la informacion disponible sobre la importancia de los
huéspedes intermediarios como fuentes de infeccion para los félidos es escasa (Dubey, 2021). En
este sentido, son necesarios mds estudios epidemioldgicos a fin de lograr un conocimiento en
profundidad de los ciclos de vida domésticos y silvestres de 7. gondii en Uruguay, asi como el
papel de los animales como fuentes de toxoplasmosis humana.

Considerando las tasas de aborto en la mayoria de las majadas con diagnoéstico etiolégico
de toxoplasmosis encontradas en este trabajo (1-4%), se puede inferir que la enfermedad
probablemente sea endémica en la mayoria de los predios (Menzies, 2011). Sin embargo, se
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registraron brotes/tormentas de aborto (>10%) en borregas en dos establecimientos. A diferencia
de las ovejas adultas, que desarrollan una inmunidad celular de larga duracién tras el aborto, las
borregas son la categoria mds susceptible, ya que suelen carecer de inmunidad especifica contra
T. gondii al momento de su primera gestacion y, por lo tanto, son mds propensas a abortar tras la
primoinfeccién (Dubey, 2021). La vacunacién es una herramienta valiosa para prevenir los brotes
de aborto por 7. gondii en ovinos; lamentablemente, no hay vacunas aprobadas para su uso en el
pais.

Sélo se observaron lesiones macroscopicas en la placenta en un caso de toxoplasmosis,
probablemente debido a que s6lo son evidentes en muestras bien conservadas (Kirkbride, 1993).
Los hallazgos histolégicos coincidieron con descripciones anteriores, siendo la placenta, el
cerebro, el corazén y el musculo esquelético los tejidos més frecuentemente afectados (Buxton &
Finlayson, 1986; Dubey, 2021). De forma infrecuente, se observaron taquizoitos de 7. gondii,
usualmente localizados en los sitios de las lesiones, como se ha descrito anteriormente (Kirkbride,
1993). A diferencia de lo sugerido por van den Brom et al. (2012), 1a elevada frecuencia de lesiones
que observamos en el miocardio demuestra el valor de este tejido para el diagndstico del aborto en
ovinos. Ademads, el miocardio es un 6rgano diana no sé6lo para los protozoos, sino también para
los pestivirus (Broaddus et al., 2009; Toplu et al., 2012).

Dado que las lesiones microscépicas causadas por 7. gondii son similares a las causadas
por otros protozoos relacionados como N. caninum o Sarcocystis spp., el diagndstico de aborto por
estos protozoos requiere pruebas adicionales (Barr et al., 1990; Jenkins et al., 2002). En este
estudio, se implementaron tres protocolos de PCR para la deteccién del ADN de coccidios, T.
gondii y N. caninum (Yamage et al., 1996; Schares et al., 2008). La ausencia de ADN de N.
caninum en todas las muestras analizadas coincide con un estudio seroldgico realizado en 2008 en
10 majadas ovinas seleccionadas al azar en tres departamentos de Uruguay (Artigas, Salto,
Canelones), donde se report6 una baja seroprevalencia de N. caninum (0,7%) (Suzuki et al., 2011).
Estos resultados son llamativos por varias razones: 1) la neosporosis estd ampliamente distribuida
en los rodeos bovinos de Uruguay (Macchi et al., 2020), y es la principal causa infecciosa de aborto
identificada a nivel de laboratorio (Macias-Rioseco et al., 2020); 2) N. caninum fue reportado
recientemente como causa de aborto en un majada del norte de Uruguay (Pieruccioni et al., 2022)
y también en la region central de Argentina, la cual presenta condiciones productivas, geogréficas
y climdticas similares a las de Uruguay (Della Rosa et al., 2021); y 3) el uso difundido de perros
pastores y/o guardianes en las majadas en Uruguay garantizaria un estrecho contacto entre los
hospedadores definitivos (cénidos) y los hospedadores intermediarios susceptibles (rumiantes).
Las condiciones extensivas de los sistemas de produccion ovina (Barling et al., 2001), el tamafio
reducido de las majadas (Otranto et al., 2003) o las dietas basadas en pasturas en lugar de
concentrados (McAllister, 2016), podrian explicar la baja prevalencia de la neosporosis en las
majadas locales.

Aunque no se realiz6 ninguna técnica especifica para confirmar o descartar la presencia de
Sarcocystis spp., los esquizontes que contienen merozoitos dispuestos en forma de "roseta" suelen
ser evidentes al examen histolégico en los tejidos fetales, en particular en los capilares
glomerulares, las células endoteliales del cerebro y los pulmones (Mackie et al., 1992; Pescador
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et al., 2007b; Agerholm & Dubey, 2014). No se observaron esquizontes similares a Sarcocystis
spp- en ninguno de los casos. Sarcocystis spp. parece ser una causa extremadamente infrecuente
de aborto en ovinos, ya que existen escasos reportes al respecto (Mackie et al., 1992; Pescador et
al., 2007b; Agerholm & Dubey, 2014).

Campylobacter fetus subesp. fetus fue la segunda causa més frecuente de aborto
identificada en este trabajo, un agente que no habia sido detectado como agente abortivo en ovinos
de Uruguay hasta hace poco (Dorsch et al., 2022). Se remitieron cuatro fetos procedentes de una
majada con antecedentes de abortos esporddicos en cada temporada. Sin embargo, la ocurrencia
de multiples abortos en un corto periodo de tiempo no se habia observado en esta majada hasta
que se investigd este episodio. Este patron ciclico es caracteristico de la campilobacteriosis; en las
majadas endémicas, las tormentas de abortos suelen producirse cada 4 o 5 afios, aunque puedan
observarse abortos esporddicos cada temporada (Skirrow, 1994; Grogono-Thomas et al., 2000;
Menzies, 2011). Una posible explicacion de este patron es que la inmunidad de la majada aumenta
después de un brote de abortos y disminuye con el tiempo (Skirrow, 1994; Grogono-Thomas et
al., 2000; Menzies, 2011). Estas observaciones sugieren que los animales infectados
asintomaticamente podrian ser una fuente de infeccion para las ovejas susceptibles (Grogono-
Thomas et al., 2000).

A nivel macroscépico, los fetos infectados por Cff presentaban lesiones inespecificas, tales
como la acumulacién de liquido en la cavidad torécica y peritoneal, o placentitis, como se habia
descrito anteriormente (Hedstrom et al., 1987; Skirrow, 1994; Moeller, 2012). La lesion
macroscopica mds llamativa en los abortos por Campylobacter spp. consiste en multiples focos
puntiformes o redondeados, circunscritos y de color amarillo-grisiceo, que varian desde unos
pocos milimetros hasta 4 cm de didmetro, distribuidos aleatoriamente en el higado fetal
(McFarlane et al., 1952; Kirkbride, 1993; Fenwick et al., 2000; Moeller, 2012). Esta lesién no era
evidente en ninguno de los cuatro fetos, como se habia reportado anteriormente (Hedstrom et al.,
1987; Fiorentino et al., 2017). Considerando que las lesiones hepaticas macroscopicas solo pueden
observarse hasta en un 25% de los casos, aproximadamente (Sahin et al., 2017), y que no
constituyen un hallazgo patognomoénico (F. rappini, F. tularensis y Listeria spp. pueden causar
lesiones similares) (Kirkbride et al., 1986; Kirkbride, 1993), el valor etioldgico de este hallazgo
parece ser limitado, aunque cuando esté presente, es altamente sugerente de una causa bacteriana.

Ambas cepas de Cff eran resistentes al dcido nalidixico (quinolona), tal como fue descrito
anteriormente por de Brito et al. (2017), quienes reportaron que 85,7% (18/21) de los aislamientos
de C. fetus de muestras de bovinos eran resistentes a este antibidtico. Se ha reportado una cepa de
Cff resistente a las tetraciclinas que habia sido aislada de una oveja abortada en Turquia (Yesilmen
& Giil, 2007); sin embargo, ninguna de las otras seis cepas de Cff analizadas en ese estudio
evidenci6 resistencia a dicho antibidtico. Las cepas uruguayas no eran resistentes a la gentamicina,
como se habia identificado anteriormente en una cepa de Cff aislada de un feto ovino abortado
(Yesilmen & Giil, 2007). Si bien la resistencia a multiples grupos de antibidticos no parece estar
muy difundida entre las cepas de Cff, se ha reportado de forma infrecuente el aislamiento de cepas
multirresistentes (es decir, que presentan resistencia a cuatro o mds grupos de antimicrobianos) en
bovinos (de Brito et al., 2017) y en un paciente humano (Anstead et al., 2001), aunque en ninguno
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de los dos casos se llevo a cabo la identificacion a nivel de subespecie. La susceptibilidad a las
tetraciclinas constituye un hallazgo relevante ya que este farmaco es recomendado para el
tratamiento de la campilobacteriosis (Sahin et al., 2008). De todas formas, se han reportado escasos
aislamientos de Cff resistentes a las tetraciclinas y en general, se considera menos relevante que la
resistencia generada por C. jejuni a este antimicrobiano (Menzies, 2011). En EE.UU., la alta
presion de seleccion causada por el uso frecuente de tetraciclinas ha dado lugar a la aparicién de
un clon de C. jejuni resistente a la tetraciclina (Sahin et al., 2008). Actualmente, este clon de C.
Jejuni se ha extendido reemplazando a Cff como una de las principales causas de abortos en ovinos
en EE.UU. (Sahin et al., 2008).

Se diagnosticé un aborto esporddico por una especie de Campylobacter no identificada en
una majada de 23 ovejas. Macroscdpicamente, el feto presentaba peritonitis fibrinosa; una lesion
altamente sugerente de una etiologia bacteriana. El agente s6lo fue detectado mediante técnicas
moleculares; no se pudo lograr el aislamiento bacteriano probablemente debido a sus exigentes
requisitos de crecimiento (Sahin ef al., 2017), a que la temperatura de incubacién no fue la
adecuada (37°C en lugar de 42°C, que es la temperatura Optima para las especies termofilas de
Campylobacter) (OIE, 2018) o al avanzado grado de autolisis fetal que puede comprometer la
viabilidad bacteriana. Aunque no se ha podido confirmar la especie, podria tratarse de C. jejuni,
ya que es comunmente asociado a los abortos en ovinos y caprinos (Sahin et al., 2017). Sin
embargo, C. jejuni no fue detectado por una qPCR especie-especifica en este caso. La importancia
de C. jejuni como causa de abortos en ovinos difiere segun las regiones. En Nueva Zelanda y Gran
Bretafa es una causa importante, mientras que en Estados Unidos se ha convertido en la principal
especie de Campylobacter asociada al aborto en ovinos (Sahin et al., 2008, 2017). En cuanto a las
otras posibles especies implicadas en este caso, de acuerdo con la secuenciacion del gen del ARNr
16s (C. coli, C. insulaenigrae o C. hepaticus), s6lo C. coli ha sido asociado infrecuentemente a
abortos en ovinos (Diker ef al., 1988, 2000; Clune et al., 2021).

En nuestra serie de casos, C. jejuni fue detectado sélo una vez en un feto momificado
abortado por una borrega de una majada de 100 ovejas en la que no se registraron otras pérdidas.
Aunque la autdlisis impidid la identificacion de eventuales lesiones, su deteccion en un feto
abortado indica que C. jejuni deberia ser considerado como una causa probable de aborto en ovejas
en Uruguay (Dorsch et al., 2021). Hasta donde sabemos, C. jejuni fue identificado como abortivo
ovino recientemente y s6lo una vez en Sudamérica (Argentina) (Della Rosa, 2021).

Tanto Leptospira spp. como el BVDV se han asociado a pérdidas reproductivas en ovinos
(Ellis et al., 1983; Leon-Vizcaino et al., 1987; Elvira Partida ef al., 2017; Asin et al., 2020). En
este estudio, se detectaron anticuerpos contra diferentes serogrupos de Leptospira spp. mediante
MAT. Entre ellos, Pomona, Grippotyphosa e Icterohaemorrhagiae han sido implicados en abortos,
mortinatos y muerte de corderos débiles en otros paises (Ellis et al., 1983; Leon-Vizcaino et al.,
1987). Aunque los resultados seroldgicos deben interpretarse con cautela dada la posibilidad de
reacciones cruzadas, los serogrupos infectantes suelen ser facilmente identificables por presentar
los titulos de anticuerpos mds elevados (OIE, 2018). Los serogrupos Pomona,
Icterohaemorrhagiae, Canicola, Ballum y Pyrogenes fueron los mas prevalentes en este trabajo.
Entre estos serogrupos, Pomona, Canicola y Pyrogenes ya habian sido reportados en bovinos en
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Uruguay (Zarantonelli et al., 2018), asi como en caprinos y ovinos en Brasil (Lilenbaum et al.,
2009; Lucheis & Ferreira, 2011), evidenciando una amplia distribucién en la regién. Aunque la
enfermedad clinica por Leptospira interrogans serogrupo Pomona serovar Kennewicki ha sido
identificada en ovinos en Uruguay (Hamond et al., 2019), el papel de Leptospira spp. como causa
de pérdidas fetales sigue siendo desconocido en esta especie. La informacién sobre Leptospira
spp. como agente abortigénico en ovinos en Sudamérica se limita a un reporte de Argentina. Dicho
informe describe la deteccion de Leptospira spp. por métodos moleculares (QPCR dirigida al gen
ADNr 16S) e IFD en tres fetos abortados, dos de ellos momificados (2 casos) y con lesiones
histolégicas inflamatorias compatibles con una etiologia infecciosa (3 casos) (Della Rosa, 2021).
Los tres casos procedian de dos majadas diferentes, pero no se identificaron las especies de
Leptospira ni los serogrupos implicados. Cabe destacar que, a diferencia del gen que se analiz6 en
nuestro estudio (lipL32), que s6lo estaria presente en las especies de Leptospira spp. patégenas
conocidas hasta la fecha (Ahmed et al., 2020), el gen ADNr 16S que se analizé en el estudio de
Argentina es compartido por especies patdgenas y saprofitas de Leptospira.

En un caso del presente estudio, se encontré un titulo seroldgico de 1:80 contra el serogrupo
Pyrogenes en un feto con nefritis intersticial linfohistiocitica, el cual estaba vivo hasta poco antes
de la expulsion, de acuerdo con los hallazgos de la necropsia. A pesar de este titulo serologico, no
se pudo detectar Leptospira spp. mediante otras pruebas adicionales (IFD, gPCR, cultivo en EMJH
e IHQ), lo que permiti6 descartar una infeccion activa en el momento de la expulsion; por lo tanto,
no se arribé a un diagndstico etiologico. Dado que se trataba de un feto a término y, en
consecuencia, capaz de provocar una respuesta inmunitaria eficaz, hipotetizamos que la infeccién
fue controlada con éxito en el utero, y que la muerte fetal al final de la gestacion podria haber
estado relacionada con otra causa no identificada. El hallazgo de titulos de MAT a uno o mads
serogrupos de Leptospira spp. sin la identificacién concurrente de leptospiras no es infrecuente en
fetos ovinos y bovinos abortados (Kirkbride & Johnson, 1989). Aunque es probable, no se ha
determinado si la nefritis observada en este feto fue una secuela de la exposicion in iitero a
Leptospira spp. Ademads, se detect6 BVDV-1i en los tejidos de este feto, lo que sugiere una
infeccién activa aunque posiblemente subclinica, ya que no se encontraron lesiones fetales
compatibles con la infeccién por pestivirus (por ejemplo, encefalitis, miocarditis, displasia
cerebelosa u otras malformaciones congénitas del cerebro) y ademds, la IHQ para BVDV fue
negativa.

En otro caso, se detectaron bajas concentraciones de ADN de Leptospira spp. (menos de
10 equivalentes gendmicos/pul) mediante el procedimiento qPCR SYBR Green en la placenta de
un feto a término. Sin embargo, este resultado no fue confirmado por una segunda qPCR basada
en TagMan™ realizada sobre placenta y tejidos fetales. Dado que el resto de las pruebas auxiliares,
incluyendo el cultivo, la IHQ y la MAT en el feto y la madre fueron todas negativas, el resultado
arrojado por la qPCR SYBR Green fue descartado. Los resultados discordantes de ambos
procedimientos de qPCR pueden explicarse por las diferencias en sus limites inferiores de
deteccién (que es mayor para el procedimiento basado en TagMan™), asi como en su sensibilidad
y especificidad. En conjunto, aunque se realiz6 un amplio panel de pruebas diagndsticas para
evaluar la presencia de este patogeno, su papel como abortivo no pudo confirmarse en ningtin caso
aplicando los criterios que establecimos para atribuir la causalidad. Esto se condice con los
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resultados de la mayor serie de casos de abortos/natimortos ovinos, en la que se identificd L.

interrogans en una frecuencia extremadamente baja, de 1 de 702 (0,14%) casos con una etiologia
infecciosa (Kirkbride, 1993).

Las dos especies y subtipos de BVDV (1i y 2b) identificadas aqui no pudieron asociarse
causalmente con las pérdidas fetales segiin el criterio de diagndstico que establecimos; sin
embargo, su deteccién demuestra una circulaciéon activa del BVDV en ovejas prefiadas, lo que
constituye un hallazgo sin precedentes en Uruguay. En este contexto, el BVDV debe ser
considerado como una causa probable de aborto ovino en el pais (Dorsch et al., 2021). Ademas,
las propiedades inmunosupresoras del BVDV predisponen a infecciones secundarias por agentes
oportunistas (Roth ef al., 1981; Kirkbride, 1993). En cuanto a la fuente de infeccion, la transmision
viral entre rumiantes puede tener lugar cuando ovinos y bovinos comparten los mismos potreros o
por contacto estrecho entre ambas especies (Valdazo-Gonzalez et al., 2006; Krametter-Frotscher
et al., 2007). Tanto el ganado vacuno como el ovino pueden nacer infectados de forma persistente
con el BVDV y puede producirse una transmision entre especies (Evans et al., 2018).
Curiosamente, en uno de los establecimientos de nuestro estudio coexistieron ovinos y bovinos.
En el otro predio, los ovinos habian pastado en un lote previamente ocupado por bovinos y ademads,
tuvieron un contacto potencial con los bovinos a través del alambrado que separaba las dos
propiedades.

Tanto el BVDV-1i como el -2b habian sido descritos en bovinos en Uruguay, evidenciando
una baja prevalencia en comparacion con la cepa dominante BVDV-1a (Maya et al., 2016). El
subtipo 1i ha sido detectado en bovinos en el Reino Unido (Booth et al., 2013), Estados Unidos
(Neill et al., 2019) y Brasil (Mésena et al., 2017), pero hasta donde sabemos nunca se habia
detectado en ovinos. Los reportes sobre el BVDV-2b en bovinos sugieren que es mds prevalente
y estd mas ampliamente distribuido en la regiéon que el BVDV-1i (Maya et al., 2016; Monteiro et
al., 2019; Spetter et al., 2020). Este hallazgo se opone a lo expresado en un reciente meta-analisis
donde la seroprevalencia del BVDV-1 en ovejas y cabras es mayor (Diao et al., 2021). Esta
diferencia podria deberse a que este meta-analisis s6lo incluyé dos estudios de Sudamérica.
Recientemente, se identific6 el BVDV-2b como causa de aborto en majadas en Espafia como
resultado de infecciones espontaneas en un caso (Elvira Partida ez al., 2017) y de la administracion
de una vacuna viva modificada contra el virus Orf (Parapoxvirus) que contenia productos
derivados de bovinos contaminados con pestivirus en el otro (Asin et al., 2020).

A pesar de la evidencia seroldgica de que C. burnetii circula en ovinos y bovinos en
Uruguay (Bacigalupi et al., 1958), y de la reciente confirmacién de casos de aborto en bovinos
lecheros (Macias-Rioseco et al., 2019; Rabaza et al., 2021a), este patégeno no fue detectado en
ninguno de los casos analizados en nuestra serie. En la actualidad, se desconoce el impacto de la
fiebre Q en majadas, tanto a nivel local como regional. Del mismo modo, no se detect6 ADN de
C. abortus o C. pecorum en ningln caso. La escasa evidencia sobre la presencia de Chlamydia
spp.- en Uruguay se limita a un relevamiento serolégico en ovinos realizado mediante ELISA, en
la que s6lo 3 de 107 (2,8%) individuos (de dos majadas diferentes) fueron positivos (Freyre et al.,
1997). En contraste, se han reportado abortos causados por C. abortus 'y C. pecorum en cabras en
Chile (Saldias et al., 2014) y Argentina (Di Paolo ef al., 2019). La escasa informacién disponible
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en Uruguay y paises limitrofes sugiere que la prevalencia del aborto enzodtico por Chlamydia es
significativamente menor en comparacion con las majadas europeas, donde se considera una causa
importante de pérdidas reproductivas (Chanton-Greutmann et al., 2002; Szeredi et al., 2006;
Ferndndez et al., 2012; Van Den Brom et al., 2012; Van Engelen et al., 2014; Meixner et al.,
2020).

Varias bacterias oportunistas como E. coli, Fusobacterium spp., Streptococcus spp.,
Staphylococcus spp., Bacillus spp. y Pseudomonas spp. pueden causar abortos esporadicos en
ovinos (Kirkbride, 1993; Szeredi et al., 2006; Moeller, 2012; Schnydrig et al., 2017). En este
trabajo, las bacterias oportunistas se asociaron a lesiones en dos casos, pero su papel causal en el
aborto fue indeterminado (Kirkbride, 1993). No obstante, es probable que los abortos por
patégenos oportunistas estén subreportados (Agerholm et al., 2006; Mearns, 2007; Clune et al.,
2021).

7.5. CONCLUSIONES

Este trabajo aporta informacion valiosa sobre las causas del aborto en ovinos en Uruguay,
ampliando asi la evidencia disponible sobre un importante problema sanitario en las explotaciones
ovinas de todo el mundo. Al igual que lo reportado en otros paises, la toxoplasmosis y la
campilobacteriosis fueron las causas infecciosas mas frecuentemente identificadas; ademds de su
impacto reproductivo en las ovejas, son patégenos zoondticos de interés para la salud publica.
Adicionalmente, el posible rol del BVDV como causal de pérdidas reproductivas en ovinos de
Uruguay no deberia ser ignorado. La falta de identificacién de otros agentes abortivos bien
conocidos, algunos de los cuales han sido detectados en rodeos bovinos locales, tales como N.
caninum 'y C. burnetii, fue un hallazgo sorpresivo, aunque no haberlos detectado no descarta su
presencia bajo ningtin concepto. En algunas majadas, la distocia puede ser uno de los principales
responsables de las pérdidas fetales superando a las enfermedades infecciosas. La informacién que
aporta este estudio puede ayudar a delinear estrategias para prevenir y controlar las pérdidas
reproductivas en el ganado ovino en Uruguay. Se necesitan mds estudios multidisciplinarios sobre
la epidemiologia de las enfermedades y los factores que contribuyen a las pérdidas reproductivas
ovinas en la regidn, incluyendo la busqueda de causas adicionales que pueden haber pasado
desapercibidas. El seguimiento de las pérdidas fetales en ovinos fortalece la vigilancia de las
enfermedades zoondticas con potencial impacto en la salud publica.
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8. CAPITULO 3: ESTUDIO SEROLOGICO DE PATOGENOS CON POTENCIAL
ABORTIVO EN MAJADAS OVINAS DE URUGUAY

Principales aportes de este trabajo:

e Se realiz6 un estudio serolégico en ovinos de 13 majadas con antecedentes de aborto.

e Se utilizaron kits de ELISA comerciales para deteccion de anticuerpos IgG contra
Toxoplasma gondii, Chlamydia abortus, Coxiella burnetii y Brucella ovis.

e El porcentaje de seropositividad (seroprevalencia aparente) a nivel individual fue de
19,15% (68/355), 1,93% (7/363), 1,64% (3/183) y 0% (0/168) para T. gondii, C. abortus,
C. burnetii y B. ovis, respectivamente.

e FEl porcentaje de seropositividad (prevalencia aparente) a nivel predial fue de 53,85%
(7/13), 16,67% (2/12), 16,67% (2/12), y 0% (0/8) para T. gondii, C. abortus, C. burnetii y
B. ovis, respectivamente.

e La seroprevalencia real individual general para 7. gondii, C. abortus, y C. burnetii fue
19,7% (1C95% 15,5 — 23,8), 1,3% (1C95% 0,12 —2,42) y -5,42% (1C95% -8,70 — -2,14),

respectivamente.

RESUMEN

En Uruguay existe escasa informacion respecto de la prevalencia de patégenos con
potencial abortivo en majadas ovinas. En este capitulo se efectué un estudio seroldgico de ovinos
de 13 majadas con antecedentes recientes de abortos a fin determinar la seroprevalencia frente a
determinados patégenos conocidos por su potencial abortigénico. Se utilizaron kits comerciales de
ELISA para deteccion de anticuerpos IgG contra Toxoplasma gondii (n=364), Chlamydia abortus
(n=364), Coxiella burnetii (n=183) y Brucella ovis (n=168). El porcentaje de seropositividad a
nivel individual fue de 19,15% (68/355), 1,93% (7/363), 1,64% (3/183) y 0% (0/168) para T.
gondii, C. abortus, C. burnetii y B. ovis, respectivamente, mientras que el porcentaje de
seropositividad a nivel predial fue de 53,85% (7/13), 16,67% (2/12), 16,67% (2/12), y 0% (0/8)
para T. gondii, C. abortus, C. burnetii y B. ovis, respectivamente. La seroprevalencia real general
individual para T. gondii, C. abortus 'y C. burnetii fue 19,7% (1C95% 15,5 —23.,8), 1,3% (1C95%
0,12 — 2,42) y -542% (IC95% -8,70 — -2,14), respectivamente. En las majadas y animales
evaluados, 7. gondii fue el patégeno mas prevalente, mientras que C. abortus y C. burnetii
presentaron prevalencias bajas y B. ovis no fue evidenciado. Aunque este estudio no permite hacer
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extrapolaciones poblacionales, los resultados presentan un paralelismo con los presentados en el
capitulo 2 de la tesis, destacdndose la importancia de 7. gondii como patégeno con potencial
abortivo en las majadas estudiadas.

Palabras clave: ELISA, serologia, patdgenos abortivos, seroprevalencia, ovinos

8.1. INTRODUCCION

Actualmente, la produccién ovina en Uruguay enfrenta numerosos desafios que impiden el
desarrollo del sector (Bervejillo & Bottaro, 2021). Tal como ocurre en otros paises, las
enfermedades reproductivas constituyen uno de estos retos, ya que ocasionan pérdidas econdmicas
y productivas considerables e incluso dificultan el crecimiento de las majadas (Masala et al., 2007,
Williams & O’ Donovan, 2009; Holler, 2012). Las fallas reproductivas en ovinos pueden obedecer
a causas no infecciosas (nutricionales, genéticas, toxicas, metabdlicas, etc.) o infecciosas (Givens
& Marley, 2008; Borel et al., 2014; Davies, 2019). Estas dltimas comprenden a bacterias, virus y
protozoarios, que pueden ocasionar infertilidad, mortalidad embrionaria, abortos, natimortos y el
nacimiento de corderos débiles que mueren pocas horas después de nacer (Moeller, 2012). Algunos
estudios indican que las enfermedades infecciosas son importantes causas de pérdidas
reproductivas en majadas de distintas regiones del mundo (Carson et al., 2018; Dun, 2019).

El sector ovino contribuye significativamente a la economia uruguaya a través de la
produccion, comercializacion y exportacion de lana, carne, pieles, grasa y animales en pie (MGAP,
2021). La mayor parte del stock nacional estd concentrado en las regiones norte y centro del pais,
donde predominan los sistemas extensivos y semi-extensivos, confinados a zonas marginales con
pobres rendimientos agricolas (Montossi et al., 2005, 2013; Cardellino, 2015). Ademas, existen
otros factores que contribuyen a un rendimiento reproductivo pobre, tales como la escasa adopcion
de tecnologias, las practicas de manejo inadecuadas y la falta de planes sanitarios (Bonino Morlan,
2004; Cardellino, 2015). Esta tendencia se ve reflejada en tasas de sefialada y destete suboptimas,
y edades avanzadas a la primera encarnerada, todas las cuales distan mucho del potencial
reproductivo de las razas ovinas empleadas en el pais (Montossi et al., 2005). En este contexto, es
probable que las enfermedades infecciosas sean parcialmente responsables por la baja eficiencia
reproductiva de las majadas uruguayas. Si bien la informacion disponible en Uruguay es escasa,
al menos cuatro agentes infecciosos (Toxoplasma gondii, Neospora caninum, Campylobacter fetus
subesp. fetus y Campylobacter sp.) han sido identificados como causa de abortos en majadas
locales (Freyre et al., 1987, 1994; Ardoz et al., 2018; Giannitti et al., 2018; Dorsch et al., 2022;
Pieruccioni et al., 2022), y otros tres (Chlamydia spp., Leptospira spp. y Coxiella burnetii) se han
evidenciado tnicamente a través de métodos seroldgicos para deteccidn de anticuerpos (Bacigulapi
et al., 1958; Freyre et al., 1997; Bonino Morlan & Cavestany, 2005), sugiriendo su circulacién en
el pais.
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Dado que los estudios de seroprevalencia de patégenos con potencial abortivo en majadas
de Uruguay son escasos, no son actuales, y/o han sido realizados utilizando técnicas seroldgicas
en desuso y actualmente no recomendadas por la OIE, el objetivo de este trabajo fue determinar la
seroprevalencia de T. gondii, C. abortus, C. burnetii y Brucella ovis en majadas de ovinos con
antecedentes de aborto en Uruguay utilizando pruebas de ELISA.

8.2. MATERIALES Y METODOS

8.2.1. Origen de las muestras

Los sueros ovinos fueron obtenidos de tres majadas experimentales (majadas 1-3, tabla 11)
y 10 majadas comerciales (majadas 4-13, tabla 11) por investigadores del Secretariado Uruguayo
de la Lana (SUL) o veterinarios de la actividad privada. Las majadas experimentales se
encontraban bajo seguimiento reproductivo, el cual incluia la recoleccion de muestras de sangre y
evaluaciones ecograficas durante dos o tres afios consecutivos. En el caso de los predios
comerciales, las muestras fueron tomadas al ser detectadas hembras con pérdidas gestacionales.
Se recolectaron muestras de ovejas abortadas, y cuando fue posible se recolectaron también
muestras de ovejas no abortadas; sin embargo, cabe mencionar que no se respetd un disefio de
casos y controles estandarizado (por ejemplo, las muestras de ovejas no abortadas no
necesariamente se correspondian con controles emparejados por categoria, raza y edad gestacional
con las ovejas abortadas, ni se muestre6 una proporcion fija determinada de ovejas gestantes por
cada oveja abortada). El criterio para considerar a una oveja/borrega abortada fue la deteccion de
la pérdida gestacional a la evaluacion ecografica alrededor de los dias 30 y 60 de gestacion, la
confirmacién visual del aborto en etapas posteriores (segundo o tercer tercio gestacional) o
ausencia de evidencias del parto (falta de desarrollo de la glandula mamaria y/o de corderos al pie
de la madre) al momento de la sefialada en hembras que habian sido detectadas como gestantes
ecograficamente. Ademads, se remitieron muestras de carneros provenientes de 4 majadas (majadas
1, 3,4 y9). La informacién sobre el nimero de animales de cada majada, localizacion, tasas de
aborto y nimero de muestras analizadas se presenta en la tabla 11.

Siete de las 13 majadas (majadas 1-5, 12 y 13) habian contribuido con al menos un caso de
aborto incluido en la serie de casos del capitulo 2 de esta tesis. La cantidad de casos (fetos y/o
placentas) analizados para cada una de estas majadas fue de 25 casos para la majada 1, 11 casos
para la majada 13, 3 casos para cada una de las majadas 3, 4 y 12, 2 casos para la majada 2 y 1
caso para la majada 5. Los diagndsticos etioldgicos confirmados de aborto en estas majadas fueron
9 casos de distocia para la majada 1, 1 caso de distocia para la majada 13, 3 casos de distocia para
la majada 12, 2 casos de toxoplasmosis para la majada 2, 1 caso de toxoplasmosis para la majada
3, 1 caso de toxoplasmosis para la majada 4, y ningun caso con etiologia confirmada para la majada
5 (capitulo 2 de esta tesis).
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Todas las muestras fueron conservadas a -20°C hasta el momento de su procesamiento.
Ante las limitaciones en la cantidad de kits de ELISA disponibles, se decidi6 priorizar las muestras
de las ovejas abortadas y, en aquellas majadas en las que la prevalencia fuese relativamente elevada
(>15%) y se contase con los sueros de ovejas no abortadas, se procedio al procesamiento de dichas
muestras.

Tabla 11: Ubicacion geogréfica, existencias ovinas, tasas de aborto y muestras analizadas de las majadas
evaluadas en este estudio.

Nro. de Total de Ovinos analizados
. . Tasas de . i
HiaJ aday Departamento  ovejas / aborto (%) Toxoplasma  Chlamydia  Coxiella  Brucella®
afio borregas
1 Florida
2019 310 7,1 46 46 16 16
2020 303 8,3 65 65 25 28 (25/3)
2021 304 5,9 18 53 18 18
2 Salto
2019 217 0,9 6 6 2 2
2020 243 2,9 21 21 7 7
2021 254 1,6 12 12 4 4
3 Salto
2020 163 3,1 5 13 5 9 (5/4)
2021 201 6,5 35 31 13 13
4 Soriano
2019 1030 5,7 90 52 30 34 (30/4)
2021 - - 4 4 4 4
5 Paysandu
2019 - - 15 15 15 15
2020 100 1 3 3 1 1
2021 - - 4 4 4 4
6 (2019) Paysandu 8141 - 5 5 5 5
7 (2019) Florida - - 2 2 2 -
8(2019) Tacuarembo - - 3 3 3 3
9 (2019) - - 2 2 2 5(2/3)
10 (2019)  Canelones 157 - 2 2 2 -
11 (2020)  Durazno 1820 - 24 24 24 -
12 (2019)  Florida 378 0,5 1 1 1 -
13 (2020)  Colonia 168 2,4 1 - - -
Total - - - 364 364 183 168
(154/14)

& Los niimeros entre paréntesis separados por una barra corresponden a las hembras y carneros, en ese
orden. Los niimeros sin paréntesis indican ovejas o borregas.
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8.2.2. Serologia

Las muestras de suero se descongelaron a temperatura ambiente y se analizaron utilizando
4 kits comerciales de ELISA indirecto que detectan anticuerpos IgG especificos contra T. gondii,
C. abortus, C. burnetii y B. ovis, siguiendo las recomendaciones de sus respectivos fabricantes.
Los kits comerciales utilizados incluyeron: 1) IDvet, ID Screen® Toxoplasmosis Indirect Multi-
species, Grabels, Francia; 2) IDvet, ID Screen® Chlamydophila abortus Indirect Multi-species,
Grabels, Francia; 3) PrioCHECK™ Ruminant Q Fever Ab Plate Kit, Applied Biosystems,
Carlsbad, California, EE.UU.; y 4) INgezim Brucella ovis, Ingenasa®, Madrid, Espafia. Los kits
estan disefiados a partir de distintos antigenos caracteristicos de cada agente. En el caso del kit 1,
se trata del antigeno recombinante p30 (SAG1) de T. gondii. El kit 2 utiliza una proteina principal
de membrana externa (MOMP, por sus siglas en inglés) sintética de C. abortus. El kit 3 utiliza un
antigeno de fase I y Il de C. burnetii aislado de un ovino y el kit 4 usa un extracto del
lipopolisacarido de B. ovis purificado.

La lectura de las densidades Opticas fue efectuada mediante un espectrofotémetro
(Multiskan™ FC Microplate Photometer, Thermo Fisher Scientific) utilizando filtros de 450 nm,
siguiendo las instrucciones de los fabricantes. Las densidades Opticas fueron utilizadas para
calcular los resultados, de acuerdo con las férmulas que provee cada kit. Los resultados para cada
muestra se clasificaron en positivos, sospechosos y negativos para los kits 1, 2 y 4, y en positivos
y negativos para el kit 3, segun indican los respectivos fabricantes.

8.2.3. Estimacion de la prevalencia real

El cédlculo de la prevalencia real a partir de la seroprevalencia aparente (porcentaje de
positividad a cada prueba) se realiz6 mediante un software libre de acceso online (WinEpi:
Working in Epidemiology, http://www.winepi.net/sp/index.htm; de Blas, 2022) utilizando los
siguientes datos: nivel de confianza (95%), tamafio de la poblacién, tamafo de la muestra,
individuos positivos en la muestra, y la sensibilidad y especificidad de los kits de ELISA

comerciales utilizados. Se consideraron valores de sensibilidad y especificidad, respectivamente,
de 97% y 100% para el kit 1 (Liyanage et al., 2021), 73,7% y 99% para el kit 2 (O’Neill et al.,
2018; Bommana et al., 2019), 66,7% y 95% para el kit 3 (Horigan et al., 2011) y 98,4% y 97,6%
para el kit 4 (Robles & Chodilef, 2014). Las muestras con resultados sospechosos obtenidos para
los kits 1, 2 y 4 fueron excluidos de este andlisis. La estimacion de la prevalencia real general se
realizé combinando los resultados de todas las majadas. El cdlculo de seroprevalencia real intra-
majada se realizé tinicamente en las majadas en las que se analizaron al menos 13 muestras de
suero.
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8.3. RESULTADOS

En total se recibieron 596 muestras de suero, las cuales correspondian a 184 hembras
abortadas (30,9%), 398 hembras sin antecedentes recientes de aborto (66,8%), y 14 carneros
(2,3%). Los resultados serolégicos para aquellos agentes en los cuales se observaron muestras
positivas (7. gondii, C. abortus y C. burnetii) se resumen en la tabla 12.

8.3.1. Serologia para T. gondii

Se analizaron 364 muestras de 13 establecimientos. Dichos especimenes correspondieron
a 184 ovejas/borregas abortadas y 180 ovejas/borregas sin antecedentes recientes de aborto. El
porcentaje de seropositividad general (seroprevalencia aparente) fue de 19,15% (68/355),
halldndose al menos un animal seropositivo en 53,8% (7/13) de los predios. La seroprevalencia
real individual general fue de 19,7% (IC95%: 15,5 — 23,8), con valores de 16,8% (I1C95%: 11,3 —
22,3) en las hembras abortadas y 22,5% (1C95%: 16,4 — 28,6) en aquellas sin historia reciente de
aborto. Nueve muestras arrojaron un resultado sospechoso y por lo tanto fueron excluidas de los
andlisis posteriores. Las prevalencias reales individuales intra-majadas oscilaron entre 0 y 51,5%
(tabla 12). En las majadas 2, 3 y 4, donde se habian confirmado casos de aborto por toxoplasmosis
mediante andlisis de fetos/placentas a nivel de laboratorio (capitulo 2 de esta tesis) la
seroprevalencia real intra-majada fue mayor a 15%, mientras que en las majadas 1 y 5, donde a
pesar de haberse analizado casos de aborto no se habian confirmado casos de toxoplasmosis
(capitulo 2 de esta tesis), la seroprevalencia real intra-majada fue menor a 5%. La figura 7 muestra
una placa de ELISA para 7. gondii.

8.3.2. Serologia para C. abortus

Se analizaron 364 muestras de suero (180 de hembras abortadas y 184 de hembras sin
historia reciente de aborto) de 12 predios. El porcentaje de seropositividad general
(seroprevalencia aparente) fue de 1,93% (7/363), hallaindose animales positivos en 2/12 (16,7%)
majadas (majadas 1y 2). La seroprevalencia individual general real fue de 1,3% (1C95%: 0,12 —
2,42), con valores de 0,16% (1C95%: 0,00 — 0,75) en las hembras abortadas y 2,35% (IC95%: 0,16
—4,54) en aquellas sin historia reciente de aborto. Una muestra arrojo un resultado sospechoso y
fue excluida para el cédlculo de seroprevalencia real. Las prevalencias reales individuales intra-
majadas oscilaron entre 0% y 21,5% (tabla 12). Colectivamente las 2 majadas con animales
seropositivos (majadas 1 y 2) contribuyeron con 27 casos de aborto en el estudio presentado en el
capitulo 2 de esta tesis (25 casos de la majada 1 y 2 casos de la majada 2); sin embargo, en ningin
caso se confirmo C. abortus como causal del aborto ni se identificaron especies de Chlamydia por
PCR (capitulo 2).

90



8.3.3. Serologia para C. burnetii

Se evaluaron 183 sueros, todos correspondientes a hembras abortadas y provenientes de 12
majadas. Se detectaron 3 muestras positivas (prevalencia aparente 1,6%; prevalencia real
individual general -5,42% con IC95%: -8,70 — -2,14) pertenecientes a 2 de 12 (16,7%) majadas
(majadas 1y 3). La prevalencia real individual intra-predial fue de 12,1% (IC95%: 0,00 — 27,7) en
la majada 1 y de 4,34% (IC95%: 0,00 — 14,96) en la majada 3 (tabla 12). Colectivamente las 2
majadas con animales seropositivos (majadas 1 y 3) contribuyeron con 28 casos de aborto en el
estudio presentado en el capitulo 2 de esta tesis (25 casos de la majada 1 y 3 casos de la majada
3); sin embargo, en ningin caso se confirmé C. burnetii como causa de aborto ni se identificé este
patégeno por PCR. Dada la baja prevalencia en animales abortados y el alto costo del kit no se
analizaron animales sin historia reciente de aborto.

8.3.4. Serologia para B. ovis

Un total de 168 sueros fueron analizados, los cuales correspondian a 154 hembras
abortadas de 8 majadas (majadas 1-6, 8 y 9) y 14 carneros de 4 majadas (majadas 1, 3,4 y 9). Una
muestra correspondiente a una oveja abortada de la majada 1 arroj6 un resultado sospechoso y el
resto resultaron negativas.
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Tabla 12: Resultados de los andlisis seroldgicos en majadas con antecedentes recientes de aborto.

Serologia Prevalencia real® Serologia Prevalencia real® Serologia Prevalencia real®
Nro. majada (IC95%) (IC95%) (IC95%)
y afio Toxoplasma gondii® Chlamydia abortus¢ Coxiella burnetii
+ - + - + -
2019 1 43 2,24% (0-6,3) 1 45 1,61% (0-4,9) 2 14 12,1% (0-27,7)
1 2020 3 61 4,73% (0,1-9,4) 1 64 0,74% (0-2,6) 0 25 0%
2021 0 18 0% 2 51 3,80% (0-8,5) 0 18 0%
2019 3 3 51,50% (12,1-90,9) 0 6 0 0 2 0%
2 2020 7 13 36,02% (15,9-56,2) 1 20 5,15% (0-14,2) 0 7 0%
2021 4 8 34,30% (8,1-60,5) 2 10 21,46% (044,1) 0 4 0%
3 2020 0 5 0% 0 13 0% 0 5 0%
2021 5 29 15,07% (4,5-25,7) 0 31 0% 1 12 4,34% (0-14,9)
4 2019 39 48 46,16% (35,7-56,6) 0 52 0% 0 30 0%
2021 0 4 0% 0 4 0% 0 4 0%
2019 0 15 0% 0 15 0% 0 15 0%
5 2020 0 3 0% 0 3 0% 0 1 0%
2021 0 3 0% 0 4 0% 0 4 0%
6 (2019) 0 5 NE 0 5 NE 0 5 NE
7 (2019) 0 2 NE 0 2 NE 0 2 NE
8 (2019) 0 3 NE 0 3 NE 0 3 NE
9 (2019) 2 0 NE 0 2 NE 0 2 NE
10 (2019) 0 2 NE 0 1 NE 0 2 NE
11 (2020) 3 21 12,80% (0-26,1) 0 24 0% 0 24 0%
12 (2019) 0 1 NE 0 1 NE 0 1 NE
13 (2020) 1 0 NE - - - - - -
Total 68 | 287 - 7 356 - 3 180 -

+ muestras positivas, - muestras negativas

® La prevalencia real individual intra-majada se estimé vinicamente en majadas con al menos 13 muestras analizadas, en las majadas
con menos muestras esta prevalencia no fue estimada (NE).

b Se excluyeron 9 sueros sospechosos pertenecientes a las majadas 1, 2, 3,4 y 5.

¢ Se excluyo 1 suero sospechoso perteneciente a la majada 10.



Figura 7: Placa de 96 pocillos de ELISA comercial de Toxoplasma gondii. Las posiciones Al y B1 corresponden
a los controles positivos (con color) y las C1 y D1 a los controles negativos (sin color). El resto de los pocillos
fueron inoculados con muestras de sueros problemas, de las cuales 29 fueron positivas, 59 negativas y 4
sospechosas.

8.4. DISCUSION

Mediante el presente estudio se evalud la seroprevalencia de cuatro patégenos con
potencial de causar aborto en ovinos en majadas con antecedentes recientes de aborto. Los agentes
incluidos fueron seleccionados debido a que tres de ellos (7. gondii, C. abortus 'y C. burnetii) han
sido identificados como causas importantes de abortos en otros paises (Kirkbride, 1993; Chanton-
Greutmann et al., 2002; Szeredi et al., 2006; Fernandez et al., 2012) y causan enfermedades
zoondticas, en tanto que B. ovis es una enfermedad endémica en practicamente todas las regiones
dedicadas a la produccién ovina (OIE, 2018). Adicionalmente, la escasez de informacién
actualizada sobre la mayoria de estos agentes en las majadas uruguayas fue otro motivo para su
inclusién. De esta forma, usamos muestras disponibles obtenidas por conveniencia u oportunismo
para evaluar la exposicion a estos patdgenos, mayormente en hembras que habian abortado, con
un numero menor de hembras no abortadas, y de carneros para el caso de B. ovis, agente causal de
enfermedad venérea en la especie ovina.

En este estudio se identificaron con mayor frecuencia animales seropositivos a 7. gondii,
involucrando tanto a individuos abortados como sin historia reciente de aborto. De hecho, tres de
las 7 majadas que presentaron al menos un individuo seropositivo (majadas 2, 3 y 4) cuentan con
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antecedentes confirmados de abortos por toxoplasmosis (seglin describimos en el capitulo 2).
Interesantemente, estas tres majadas con antecedentes confirmados de aborto toxopldsmico
mediante el estudio de fetos y placentas, presentaron seroprevalencias reales mayores que las otras
majadas evaluadas en este estudio. Los hallazgos del estudio serolégico en conjunto con el
diagndstico laboratorial y los reportes previos de este agente en el pais (Freyre et al., 1983, 1987,
1994, 1999; Suzuki et al., 2011) sugieren que se encuentra ampliamente diseminado en las majadas
uruguayas. En este sentido, 7. gondii es una causa importante de abortos en los ovinos de Uruguay,
al igual que ocurre en otros paises (Kirkbride, 1993; Hazlett et al., 2013).

A pesar de ser una enfermedad reconocida en las majadas de Uruguay desde hace
aproximadamente 40 afios (Freyre et al., 1983), la seroprevalencia de la toxoplasmosis ovina
continda siendo desconocida a nivel nacional. La escasa informacion estd limitada a relevamientos
serolégicos aislados, como el nuestro. El primero de ellos fue realizado en 1983 por Freyre et al.,
quienes evaluaron 106 muestras mediante HI. Se hall6 seropositividad en 25,5% (27/106) de los
animales evaluados (62 ovejas y 44 capones), todos provenientes de un mismo predio ubicado en
el departamento de Durazno. En otro estudio més reciente se analizaron 1361 sueros empleando
un kit de ELISA comercial (Suzuki et al., 2011). Las muestras provenian de 10 majadas ubicadas
en los departamentos de Artigas (1), Canelones (1) y Salto (8). La seroprevalencia aparente fue de
38,9%. Los reportes anteriormente citados tuvieron como objetivo estimar la seroprevalencia de
la enfermedad en una poblacién determinada. Hay otros trabajos que describen brotes de abortos
en ovinos, y si bien utilizaron la serologia para complementar el diagndstico de los fetos abortados,
no se intentd asociar el estatus seroldgico con las fallas reproductivas mediante andlisis estadisticos
(Freyre et al., 1987, 1994).

La frecuencia de individuos seropositivos a 7. gondii en nuestro estudio fue mas baja que
en los relevamientos previos realizados en el pais (Freyre et al., 1983; Suzuki et al., 2011). A
diferencia de los trabajos citados, en nuestro estudio se empled un muestreo por conveniencia, que
implica la obtencién de muestras exclusivamente de majadas con historia reciente de aborto. Una
posible explicacion para este hallazgo radica en el hecho de que los relevamientos citados reportan
la prevalencia aparente, la cual es un pardmetro sujeto a sesgos porque no contempla la sensibilidad
y especificidad de la técnica (Habibzadeh ef al., 2022). Ademas, las diferencias también pueden
ser consecuencia de que los relevamientos fueron realizados sobre poblaciones distintas, en
distintos afios y usando distintas técnicas seroldgicas.

La prevalencia real individual de las ovejas sin historia reciente de aborto (22,5%) fue
superior a la de las abortadas (16,8%), lo que podria deberse a la situacion endémica de la
toxoplasmosis en varias de las majadas analizadas. Estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas (datos no mostrados). Dado que las ovejas que abortan por 7. gondii desarrollan
inmunidad duradera, es esperable que muchos individuos que han abortado por toxoplasmosis en
el pasado contintien siendo seropositivos y que, por el contrario, los individuos que se infectan con
T. gondii en etapas no gestantes desarrollen inmunidad protectora contra el aborto (Dubey, 2021).
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En estas condiciones, los animales atin no expuestos al parasito son los que se encuentran en mayor
riesgo de sufrir pérdidas gestacionales (Dubey, 2021).

Respecto de los anticuerpos anti-C. abortus, éstos fueron detectados con una frecuencia
muy baja (1,9%; 7/363). Las siete ovejas seropositivas pertenecian a dos majadas experimentales
y solo dos de ellas habifan manifestado pérdidas gestacionales: una durante los primeros 30 dias de
gestacion, y la otra dentro de los primeros 60-70 dias de gestacién. La presencia de ovejas sin
antecedentes recientes de aborto y seropositivas es epidemioldgicamente relevante ya que, a pesar
de poseer inmunidad, pueden seguir excretando la bacteria hasta tres afios luego de la infeccion,
sirviendo asi como potenciales fuentes de infeccion para ovejas no infectadas (Kerr et al., 2005).
Chlamydia abortus no parece ser un patdégeno relevante en la mayoria de las majadas analizadas
en este estudio, lo que a su vez se condice con lo observado en el capitulo 2 de esta tesis. Sin
embargo, dada la imposibilidad de realizar extrapolaciones poblacionales a partir de nuestros
estudios, no descartamos que el aborto enzodtico ovino pueda ser una enfermedad con impacto
reproductivo en otras majadas de Uruguay.

La reducida frecuencia de individuos seropositivos a este agente se condice con los
hallazgos del Unico relevamiento realizado hasta la fecha en el pais (Freyre et al., 1997). Estos
autores evaluaron 107 ovinos de 7 establecimientos ubicados en 6 departamentos mediante un
ELISA “in-house”, y hallaron una prevalencia aparente de 2,8% (3/107). Las ovejas fueron
muestreadas de forma aleatoria y no se efectud el seguimiento reproductivo de dichos animales.
Otros estudios mds recientes realizados en majadas del centro y noreste de Brasil, Perd y Argentina
reportaron prevalencias que varian entre 7'y 21,5%, aunque en ninguno de estos casos se logré
establecer una asociacion entre la seropositividad y los abortos (Pinheiro Junior, 2008; Rossi et
al., 2012; Farias et al., 2013; de Carvalho Lima et al., 2014; Sanchez et al., 2018; Della Rosa,
2021). Si bien estos estudios reportan seroprevalencias mds elevadas que las encontradas en
Uruguay, debe considerarse que en la mayoria de ellos se empled la PFC, una técnica que
actualmente no estd recomendada para el diagndstico serolégico debido a su baja especificidad y
sensibilidad (OIE, 2018). Adicionalmente, y como se menciond anteriormente, las prevalencias
reportadas parecerian ser las aparentes y no las reales. Finalmente, la heterogeneidad geografica
de los sistemas productivos, condiciones de manejo y variables climaticas dificultan la
extrapolacion de resultados de una region a otra.

A pesar de constituir una de las principales causas de abortos en ovinos a nivel mundial, el
impacto de la clamidiosis continda siendo desconocido en Uruguay y la regién (Dorsch et al.,
2021). Los hallazgos mas concluyentes de la enfermedad en Sudamérica estan dados por dos casos
de aborto en caprinos, uno reportado en Argentina y el otro en Chile (donde también se reportaron
abortos asociados a C. pecorum) (Saldias et al., 2014; Di Paolo et al., 2019). En cuanto a los
ovinos, no existen reportes de casos de aborto en la regién y la unica evidencia de la circulacion
de esta bacteria estd dada por algunos relevamientos seroldgicos realizados mayoritariamente en
Brasil (Pinheiro Junior, 2008; Rossi et al., 2012; Farias et al., 2013; de Carvalho Lima et al., 2014).
En lo que respecta a Uruguay, la escasa evidencia seroldgica en conjunto con los hallazgos
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laboratoriales de los fetos y placentas de ovinos abortados presentados en esta tesis, sugeriria que
el impacto de esta enfermedad podria no ser importante. Sin embargo, a fin de conocer
fehacientemente el estatus de la enfermedad son necesarios relevamientos serolégicos que
incluyan una proporcidn representativa de la poblacién de ovinos local y utilicen kits elaborados
con cepas de C. abortus que circulen en la regidn y estén validados con puntos de corte adecuados.
Ademads, seria deseable instaurar programas de vigilancia epidemioldgica que permitan la
identificacion del agente en muestras de ovinos abortados, sobre todo considerando la naturaleza
zoondtica del agente.

La deteccién de anticuerpos contra C. burnetii se observé en tres animales de 2 majadas
experimentales. La primera de ellas era una oveja adulta cuya prefiez fue confirmada mediante
ecografia, pero no parid. El otro caso, de la misma majada, se traté de una oveja que sufrié una
pérdida en los primeros 60 dias de gestacion, confirmada mediante ecografia. Dicha oveja también
abort6 en la temporada siguiente (2020) en el mismo periodo gestacional que el afio anterior. En
este segundo muestreo el resultado de la serologia para C. burnetii fue negativo. Resultados
similares fueron reportados en un seguimiento longitudinal donde se evaluaron, entre otros
parametros, la cinética de anticuerpos y la asociacion entre la seropositividad y la excrecion
bacteriana (Joulié et al., 2017). En dicho trabajo, el estatus seroldgico de una oveja cambi6 de
sospechosa a positiva después del aborto, y luego se negativizé (Joulié et al., 2017). Por dltimo, la
tercera oveja seropositiva, de una segunda majada, fue diagnosticada como no prefiada durante el
control ecogréfico del dia 30 post-ovulacién y, por lo tanto, puede que haya sufrido una pérdida o
que no haya quedado prefada (falla en la fertilizacion). El valor diagnéstico y epidemioldgico de
estos resultados es muy limitado; la interpretacion a nivel individual de los hallazgos seroldgicos

no es valiosa, ya que se ha demostrado que ovejas abortadas y excretoras pueden ser seronegativas
(Rousset et al., 2009; de Cremoux et al., 2012; Joulié et al., 2017; OIE, 2018).

Segtin nuestro conocimiento, los antecedentes de exposicion a C. burnetii en ovinos de
Uruguay se limitan a un dnico relevamiento seroldgico realizado por Bacigalupi et al. (1958).
Dichos autores analizaron 591 sueros ovinos de frigorifico procedentes de 10 departamentos
mediante la técnica de aglutinacién microscopica en ldmina. La seroprevalencia aparente hallada
fue de 10,3% (66/591) e involucro a individuos de todos los departamentos evaluados (Bacigalupi
et al., 1958). Sin embargo, estos resultados deben interpretarse con cautela ya que la técnica
empleada no es actualmente recomendada por la OIE para el diagndstico de esta enfermedad, como
si lo son el ELISA, la PFC y la IFI (OIE, 2018). Ademads, si bien no existe una técnica seroldgica
de referencia, el ELISA es la técnica mds utilizada actualmente para los estudios de
seroprevalencia (Conan et al., 2020; Dobos et al., 2021; Turcotte et al., 2021). No obstante, el
trabajo de Bacigalupi et al. (1958) es la tinica evidencia seroldgica disponible de la circulacién de
C. burnetii en las majadas uruguayas, ya que dicho agente no ha sido asociado a pérdidas
reproductivas en esta especie en el contexto local.

A diferencia de los lanares, los abortos por fiebre Q en bovinos han sido confirmados en
dos tambos ubicados en Colonia y San José, ambos departamentos localizados en una de las
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principales dreas de produccion lechera del pais (Macias-Rioseco et al., 2019). A pesar de ser un
dato de interés para los sistemas de produccién ovinos locales, es necesario aclarar que la poblaciéon
de ovinos en ambos departamentos es escasa (~1,7% del stock nacional), ya que la mayor parte se
concentra en el norte y centro del pais (MGAP, 2021). En consecuencia, la situacién de esta
enfermedad en los lanares de Uruguay es incierta.

Finalmente, no se detectaron animales seroreactores a B. ovis, aunque una oveja de la
majada 1 arrojé un resultado sospechoso. Interesantemente, los tres carneros analizados de la
misma majada fueron negativos. Nuestros resultados resultan llamativos considerando que B. ovis
es un patégeno ampliamente distribuido a nivel mundial, y que se han detectado carneros
seropositivos en Uruguay anteriormente (Bermudez et al., 1980; Mederos, 1995). Si bien la
prevalencia de la enfermedad en el pais es desconocida, Mederos (1995) analiz6 1529 sueros de
carneros de 40 predios mediante ELISA “in house” y hallé una seroprevalencia real de 10%. El
estudio ademads revel6 que aproximadamente el 50% de las majadas tenian al menos un animal
seropositivo (Mederos, 1995). Sin embargo, esta situacion pudo haber cambiado debido a la
pronunciada disminucién del stock que Uruguay ha venido experimentando en las ultimas décadas
o0 a otros factores. Ademads, la informacion disponible se enfoca unicamente en los carneros, y no
en las ovejas, por lo cual la prevalencia y el impacto de la brucelosis en las majadas locales es
1ncierto.

La serologia materna es de poca utilidad diagndstica ya que solo permite establecer la
exposicion o la falta de exposicién a un agente, pero no permitiria diferenciar anticuerpos
vacunales de los originados por una infeccion espontdnea, o infecciones recientes de cronicas (Barr
& Anderson, 1993). A pesar de estas limitaciones, puede obtenerse informacion valiosa, incluso
desde el punto de vista de diagndstico de causalidad, especialmente cuando se analizan muestras
de hembras abortadas y prefiadas/paridas obtenidas a partir de estudios de casos y controles
correctamente disefiados en los que se puede evaluar la ocurrencia de asociaciones estadisticas
entre seropositividad a uno o mds agentes y la historia de aborto (Holler, 2012; Sanhueza et al.,
2013; Campero et al., 2017).

No obstante la utilidad de esta metodologia para lograr una aproximacion al diagndstico de
las causas de pérdidas reproductivas en las majadas, nuestro estudio presenta algunas limitaciones
y/o sesgos. Entre ellos, la falta de informacion precisa respecto al momento en que ocurrieron las
pérdidas, ya que en muchas majadas no sometidas a un seguimiento reproductivo seriado, se
consideraron como abortadas a las ovejas que habiendo sido identificadas como gestantes a la
ecografia, no presentaron corderos al pie al final de la época de paricion. Si bien este criterio puede
ser acertado, su principal desventaja radica en que no discierne entre las pérdidas gestacionales y
las perinatales postparto, que a veces pueden pasar desapercibidas (corderos que mueren luego de
nacer y no son encontrados en el campo). En otras palabras, la falta de seguimiento reproductivo
y de registros confiables imposibilita discriminar las ovejas que abortaron, de aquellas que parieron
exitosamente, pero cuyos corderos murieron en los primeros dias de vida sin ser advertido por los
productores (situacion relativamente frecuente en las condiciones de pastoreo extensivo de
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Uruguay). Dado que las causas de pérdidas en las etapas embrionarias, fetales y neonatales pueden
diferir significativamente (Haughey, 1991; Holler, 2012; Davies, 2019), esto dificultaria
considerablemente la eventual bisqueda de una posible asociacién entre la serologia y las
supuestas pérdidas reproductivas en aquellas majadas con elevados porcentajes de mortalidad
neonatal. Esto es debido a que las principales causas de muerte de corderos en la etapa perinatal
son los factores ambientales (clima, depredadores), y no los agentes infecciosos/parasitarios, que
tienen mayor incidencia relativa en la etapa fetal (Dennis, 1974; Haughey, 1991). Por este motivo,
es probable que algunas majadas comerciales (no sometidas al seguimiento reproductivo) hayan
experimentado pérdidas perinatales postnatales, que no pueden ser evidenciadas mediante la
serologia de las madres.

Otra limitante de este trabajo radica en el sesgo que ocasiona la utilizacion de kits de ELISA
comerciales disefiados en Europa y EE.UU., los cuales no han sido validados para su uso en nuestra
region, a excepcion del kit de B. ovis cuyos puntos de corte fueron determinados por investigadores
en Argentina (Robles & Chodilef, 2014). La estandarizacion de los kits de ELISA deberia incluir
la utilizacién de antigenos especificos obtenidos a partir de aislados circulantes en nuestra region,
y la seleccion de puntos de corte adecuados, lo cual depende de multiples pardmetros tales como
los objetivos del andlisis (estimar la prevalencia, demostrar la ausencia de una enfermedad, estudio
de casos y controles, etc.), la prevalencia de la enfermedad en la region, los costos asociados al
diagndstico erréneo, y la disponibilidad de pruebas confirmatorias (Ridge & Vizard, 1993;
Gardner et al., 1996; Jacobson, 1998). Esto implicaria que aunque los laboratorios informen los
resultados como positivos o negativos segin un determinado punto de corte, éstos deberian
cambiar dependiendo de las circunstancias del analisis y de las consecuencias que acarrearia el
diagndstico erroneo (Gardner et al., 1996).

Finalmente, resulta interesante destacar la coherencia observada entre los hallazgos
serolégicos, moleculares, microbioldgicos y patolégicos, ya que el patégeno mas frecuentemente
identificado como causa de abortos en el segundo capitulo de esta tesis (7. gondii) resulté también
el de mayor seroprevalencia en las muestras analizadas. Por el contrario, otras etiologias que no
fueron asociadas a los abortos ni detectadas mediante métodos moleculares (como C. abortus o C.
burnetii) ni cultivos bacterianos (como B. ovis) en tejidos fetales o placentarios, fueron detectadas
infrecuentemente (C. abortus 'y C. burnetii) o no fueron detectadas (B. ovis) mediante los andlisis
seroldgicos.

8.5. CONCLUSIONES

En este estudio se implement6 el andlisis seroldgico a fin de estimar la seroprevalencia a
patégenos abortivos. Se encontraron anticuerpos frente a tres (7. gondii, C. abortus 'y C. burnetii)
de los cuatro agentes evaluados. Toxoplasma gondii fue el agente mas prevalente y el que parece
estar mas distribuido en las majadas analizadas. Por el contrario, C. abortus y C. burnetii
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parecerian ser patégenos con baja prevalencia; sin embargo, son necesarios estudios
representativos de poblaciones mds grandes para lograr determinar la significancia de estos agentes
en los lanares del pais. Nuestros resultados evidencian un paralelismo entre los hallazgos

seroldgicos y los resultados patolégicos, microbioldgicos y moleculares obtenidos de los fetos
abortados.
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9. CONCLUSIONES GENERALES

La presente tesis se enfocd en un drea de investigacion escasamente explorada en Uruguay,
aportando asi informacion valiosa sobre las causas de pérdidas gestacionales en las majadas
locales. Dicha drea ha sido escasamente abordada previamente debido a la dificultad que conlleva
este tipo de estudios, sumado a los numerosos desafios que enfrenta el rubro ovino, y que
desalientan la produccién y, por consiguiente, el estudio de las problematicas sanitarias asociadas.

De acuerdo con los objetivos planteados, se llevé a cabo una extensa revision bibliografica
que pone de manifiesto la presencia y circulacién de numerosos agentes bacterianos, virales y
parasitarios implicados en pérdidas reproductivas en ovinos (y caprinos) de Sudamérica.
Asimismo, las fuentes bibliograficas fueron analizadas criticamente a fin de establecer y
categorizar el estatus de cada uno de los agentes abortivos en la regién. Trabajos como estos
evidencian la necesidad de implementar sistemas de monitoreo y vigilancia de las enfermedades
que afectan a las especies de produccion con el objetivo de mejorar los pardmetros productivos,
optimizar las condiciones de bienestar animal, detectar tempranamente las enfermedades
emergentes/zoonoticas e incrementar la seguridad e inocuidad alimentaria.

Se identificaron agentes abortivos tales como Campylobacter fetus subesp. fetus resistentes
al 4cido nalidixico, Campylobacter sp.y se fortalecio el concepto de que 7. gondii es un importante
patégeno causante de abortos con una amplia distribucién geogrifica en Uruguay. Dichos
hallazgos son de interés no solo para veterinarios y productores, sino para futuros investigadores
interesados en caracterizar las cepas circulantes de Campylobacter spp. y T. gondii en las majadas
ovinas, estudiar la epidemiologia y evaluar posibles vias de transmisién al ser humano, o el
desarrollo local de inmundgenos o pruebas diagndsticas.

Ademads, se detecté al BVDYV por primera vez en el pais como patégeno infectante de fetos
ovinos abortados.

Se establecid que las distocias pueden representar pérdidas importantes en majadas
prolificas, lo que ademads del impacto econdmico debe ser considerado desde el punto de vista del
bienestar animal tanto para las crias como para sus madres.

Se realizd un estudio serolégico para estimar la seroprevalencia de cuatro patdégenos
abortivos en algunas majadas con antecedentes recientes de aborto, estableciéndose que 7. gondii
fue el patégeno con mayor seroprevalencia individual y predial en las majadas evaluadas, mientras
que C. abortus 'y C. burnetii presentaron prevalencias bajas, y no se detect6 evidencia de B. ovis.
Los hallazgos seroldgicos se condicen con los resultados patoldgicos, microbiolégicos y
moleculares realizados sobre los fetos y placentas, en lo que respecta a la relevancia de 7. gondii
como abortivo ovino en la poblacién estudiada. A pesar de la utilidad que posee esta metodologia,
son necesarios estudios que incluyan un mayor nimero de individuos que representen poblaciones
de ovinos de Uruguay, que empleen técnicas seroldgicas debidamente validadas para su uso en el
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pais, y/o que tengan el disefio adecuado para permitir hacer andlisis estadisticos a fin de evaluar
asociaciones entre seropositividad y pérdidas gestacionales (casos y controles).

Finalmente, los hallazgos aqui presentados podrian constituir una base para futuros
estudios abocados a evaluar la prevalencia de las enfermedades infecciosas que ocasionan abortos
en ovinos, determinar su impacto econdémico, y generar medidas de control y prevencion adaptadas
a los diferentes sistemas de produccion locales.
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11. ANEXOS

11.1. ANEXO 1

Tabla suplementaria 1: Datos productivos y reproductivos de las 34 majadas que remitieron muestras de fetos y/o placentas para el estudio de la serie de casos.

Nro. de o Nro. Nro. Nro. . .
. Afio de P Categoria Tipo de .. Fecha Fecha
Majada | Departamento | casos .l total de hembras hembras Diagnéstico Raza .. Servicio . PPN
o remision b afectada produccion encarnerada‘ | paricion®
remitidos hembras® | gestantes abortadas
1 Colonia 3 2015 200 ND 2 (1%) Indeterminado | Oveja ND Carnicera Natural ND ND
2 Colonia 1 2017 23 ND 1(4,3%) Campylobacter | Borrega Texel x Ideal | Carnicera Natural ND 24/6 - 77?
sp.
5 2018 65 (A); ND 1(1,5%; A); | Distocia ND Corriedale Carnicera, Natural Mar - Abr ND
120 (B)¢ 2 (1,6%; B) (A), Ideal (B) | lanera (A); 1/4 (B)
1 2019 100 ND 1 (1%) Indeterminado | Oveja Texel Carnicera, Natural Mar - Abr ND
3 Florida lanera
10 2020 308 283 7 (2,5%) Distocia Oveja Corriedale Carnicera, Natural Mar - Abr ND
lanera
9 2021 304 ND 5 (1,6%) Distocia Oveja Corriedale Carnicera, Natural Mar - Abr ND
lanera
4 Colonia 2 2018 ND ND 7 T. gondii ND ND ND ND ND ND
5 Colonia 3 2019 160 ND 7 (4,4%) T. gondii ND Ideal ND Natural 12/2 - 3/4 ND
6 Florida 3 2019 205 143 3(2,1%) T. gondii Ambas Southdown Carnicera Natural ND ND
7 Artigas 1 2019 20 ND 1 (5%) T. gondii Borrega Corriedale Carnicera ND ND ND
8 Canelones 1 2019 133 101 1 (1%) T. gondii Oveja Ideal, Ile de ND Natural Mar - Abr ND
France
9 Salto 2 2019 217 ND 2 (0,9%) T. gondii Borrega Merino Lanera 1A + Abr ND
repaso
con
carneros
10 Salto 1 2019 320 ND 1 (0,3%) Indeterminado | ND Merino ND Natural ND ND
(250/70)
1 Salto 2 2019 360 ND 2 (0,6%) T. gondii ND Corriedale Carnicera, Natural Mar - Mayo ND
lanera
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2020 163 ND 1 (0,6%) Indeterminado | ND Corriedale Carnicera, Natural Mar - Mayo ND
lanera
12 Paysandu 2019 200 ND 6 (3%) Indeterminado | Oveja Merilin ND ND 20/2 - 10/4 ND
13 Soriano 2019 1030 ND 2 (0,4%) T. gondii Ambas Corriedale, Cabana 1A ND 7/8 - 77?
(450/80/ Hampshire
500)¢ Down
14 Florida 2019 378 363 1(0,3%) Distocia Oveja Corriedale Mixta 1A 18/3 8/8 - 177
15 Artigas 2019 25 25 4 (16%) T. gondii Borrega Corriedale ND Natural Mar - Abr Ago -Sept
16 Canelones 2019 190 ND 8 (11,4%) T. gondii Borrega Frisona ND Natural ND 20/9 - 777
(120/70) Milchschaf
17 Florida 2019 104 (A); 97 (A), 115 | 10 (10,3%:; T. gondii Oveja ND ND ND ND ND
115 (B)¢ B) A); 7 (6,1%;
B)
2019 182 ND 2 (1,1%) Indeterminado | Ambas Corriedale x Carnicera Natural ND ND
(129/53) Milchschaf
) 2020 257 244 4 (2,5%)f Distocia Oveja Corriedale x Carnicera Natural 15/2 - 15/4 ND
18 Colonia (168/89) Milchschaf
2021 76 ND 1(1,3%) Indeterminado | Borrega Corriedale x Carnicera Natural 3/3-3/5 26/7 - 777
Milchschaf
19 Rio Negro 2019 400 134 9 (6,7%) T. gondii Oveja Texel, Carnicera, Natural Mar - Abr ND
Corriedale y lanera (ovejas);
Highlander Mayo - Jun
(borregas)
20 Colonia 2019 36 ND 1(2,8%) Indeterminado | Borrega Corriedale, Carnicera Natural Mar - Abr ND
Milchschaf
21 Soriano 2019 530 ND 15 2,8%) Indeterminado | Ambas Corriedale ND Natural Abr - Jun ND
22 Canelones 2020 157 146 2 (1,4%) T. gondii Oveja Milchschaf Lechera Natural 20/2 - 5/4 ND
23 Paysandu 2020 100 ND 1 (1%) Indeterminado | Borrega ND ND ND ND ND
24 Rio Negro 2020 240 180 20 (11,1%) Ccif Oveja Texel Carnicera Natural 15/2 - 30/5 ND
(200/40)
25 Colonia 2020 435 392 3(0,8%) T. gondii Ambas Texel, Carnicera Natural 2/3 - 15/4 ND
(343/92) Corriedale y
Merino
26 Soriano 2020 480 432 4 (0,9%) Indeterminado | Ambas Texel, Carnicera Natural 10/3 - 25/4 ND
(430/50) Milchschaf
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27 Colonia 2020 23 ND 2 (8,7%) T. gondii Borrega Cruzah Carnicera Natural Continuo ND
28 Canelones 2020 124 118 1 (0,8%) Indeterminado | Borrega Highlander Carnicera, 1A + 6/4 -21/4 ND
cabafa repaso
con
carneros
29 Cerro Largo 2021 102 63 9 (14,3%) T. gondii Ambas Texel Carnicera, 1A + 19/3 (1A) ND
cabafia repaso
con
carneros
30 Colonia 2021 27 23 3 (13%) T. gondii Ambas Texel x Carnicera Natural Fin Feb - 77? ND
Corriedale
31 Soriano 2021 253 166 2 (1,2%) Indeterminado | Ambas Milchschaf, Carnicera Natural Fin Feb - ND
Texel y Mayo
Corriedale
32 Canelones 2021 60 ND 2 (3,3%) T. gondii Borrega Texel Cabaria Natural 20/2 - 18/5 ND
33 Salto 2021 3000 2850 6 (0,2%) T. gondii Borrega Merino Mixta® Natural 10/3 - 10/5 ND
(IA solo
cabana)
2017 62 57 3(5,3%) Cff Oveja Finnish Carnicera Natural 24/3 - 27/4 ND
34 Colonia 2018 ND ND 1 Indeterminado | ND ND Carnicera Natural ND ND
2020 ND ND 4 Indeterminado | ND ND Carnicera Natural ND ND

Cff: Campylobacter fetus subesp. fetus; IA: inseminacion artificial

2 Los niimeros entre paréntesis indican el niimero de ovejas y borregas, en ese orden.

b Este indicador se calculé a partir del niimero de hembras abortadas dividido por el niimero de hembras prefiadas. Particularmente en los casos en los que no se
contaba con el niimero de hembras prefiadas debido a la falta de evaluacion ecogrdfica, este pardmetro se calculd en base al total de hembras en la majada.

¢ Las fechas exactas se incluyeron cuando la informacion estaba disponible, de lo contrario solo se incluyeron los meses entre los cuales transcurrio el servicio

/o la época de paricion.

4 Las muestras correspondian a dos majadas diferentes (identificadas como A y B) dentro de los mismos establecimientos.

¢ La majada estd compuesta por 450 ovejas Corriedale, 80 ovejas Hampshire Down y 500 borregas cruzas. Los abortos solo se registraron en las ovejas Corriedale
Y, por lo tanto, el % de hembras abortadas se calculé tomando este grupo como total.
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P Calculado en base a las ovejas solamente.
& Tipo de produccion mixta indica carnicera, lanera y cabariia de reproductores.

" Animales cruza Corriedale, Hampshire Down y Texel.
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11.2. ANEXO 2

Tabla suplementaria 2: Hallazgos patoldgicos en casos con lesiones inflamatorias atribuibles a agentes
infecciosos no identificados.

Caso Hallazgos patolégicos

15-016 A Hepatitis, necrosupurativa, multifocal diseminada, aleatoria, severa, aguda

Miocarditis, neutrofilica y necrotizante, multifocal, aguda, moderada, con epicarditis
neutrofilica e histiocitica difusa

Neumonia (alveolitis y bronquiolitis), neutrofilica, multifocal, moderada, aguda
Adrenalitis, medular, neutrofilica, focal, leve

15-016 B Hepeatitis, necrotizante, neutrofilica e histiocitica, multifocal diseminada, aleatoria, severa,
aguda

Miocarditis, neutrofilica y necrotizante, multifocal, aguda, moderada, con epicarditis
neutrofilica e histiocitica difusa

Neumonia (alveolitis y bronquiolitis), neutrofilica, multifocal, moderada, aguda

Bazo: capsulitis (peritonitis), fibrinosa, multifocal, aguda, moderada

15-016 C Encefalitis necrotizante, multifocal, leve con multiples dreas de leucomalacia periventricular,
severa
18-113 Alveolitis y bronquitis, fibrinosa, multifocal, moderada, aguda

Higado: colestasis, canalicular, multifocal, leve

19-082 A Placentitis, necrosupurativa, multifocal con mineralizacién multifocal

19-088 A Placentitis, neutrofilica, intercotiledonaria, multifocal, leve, con necrosis trofoblastica,
multifocal, moderada
Encéfalo: leucomalacia, periventricular, focalmente extensiva, moderada

19-105 A Nefritis, intersticial, linfohistiocitica, multifocal, moderada

19-114 Meningitis, linfohistiocitica, difusa, moderada con congestion difusa
Hepatitis, linfohistiocitica, multifocal

Miocarditis, linfohistiocitica, multifocal, leve
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20-051

20-066

20-078

21-065 A

21-065 B

21-072

Meningitis, neutrofilica, multifocal, leve y leucocitosis/neutrofilia en capilares meningeos y
encefélicos. Abundantes cocobacilos Gram-negativos en el lumen de los vasos sanguineos
meningeos

Diafragma: serositis y miositis, histiocitica y neutrofilica, focal, moderada, con exudacién de
fibrina y colonias bacterianas mixtas (cocos Gram-positivos, y bacilos Gram-positivos y
Gram-negativos)

Placentitis, necrotizante, pleocelular, severa con mineralizacién multifocal

Placentitis, fibrinosupurativa, extensiva con abundantes colonias densas de cocobacilos
Gram-negativos

Neumonia/bronconeumonia (alveolitis), histiocitica y neutrofilica, multifocal, leve a
moderada, con detritos necréticos y colonias bacterianas ocasionales compuestas por
cocobacilos Gram-negativos

Hepeatitis, portal, linfohistiocitica, multifocal, leve a moderada

Placenta: microtrombosis de los capilares coridénicos y necrosis trofobléstica ocasional,
multifocal, aguda, leve a moderada. Metaplasia osteoide del corion, multifocal, leve, crénica

Pulmén: microtrombosis de los capilares alveolares, multifocal, ocasional, leve, aguda

Higado: colestasis, canalicular y ductal, multifocal, leve, y vacuolizacién hepatocelular
(lipidosis), difusa, leve
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