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1. RESUMEN

La rinitis crénica proliferativa es una enfermedad de vias respiratorias altas descrita en el
ganado ovino que afecta a los cornetes ventrales de las fosas nasales y tiene un curso
progresivo que finalmente acaba con la vida del animal. Se describe a Salmonella enterica
subsp. diarizonae serotipo 61:k:1,5,(7), microorganismo frecuentemente aislado en la cavidad
nasal de las ovejas, como posible agente causal de este proceso; sin embargo, se desconoce su
patogenia o implicacidn en el desarrollo de la enfermedad. Ademds, esta bacteria también se
ha descrito en el ganado ovino como agente implicado en abortos, orquitis y brotes de diarrea

en corderos recién nacidos.

Se conocen algunas vias de eliminacién de Salmonella enterica subsp. diarizonae serotipo
61:k:1,5,(7), siendo importante su presencia en fosas nasales y heces, y aislandose
esporadicamente en vagina. Sin embargo, se desconoce la importancia de otras vias de
eliminacion, tales como la via lactégena, y su implicacién en la transmisidn de la bacteria. En el
presente trabajo se van a estudiar estas vias de excrecién del microorganismo en ovejas y en
sus corderos durante el periparto y postparto, analizando mas profundamente la via lactégena

como posible forma de infeccién de los corderos.

Ademas, la rinitis crdnica proliferativa no cuenta con tratamientos registrados hasta el
momento, aunque si se han llevado a cabo tratamientos experimentales en anteriores
estudios. En la segunda parte de este trabajo, se va a continuar con el estudio y valoracion de
estos tratamientos mediante el seguimiento clinico de los animales enfermos tras la
administracién del tratamiento y con la utilizaciéon de técnicas de imagen complementarias en

los mismos.

1. ABSTRACT

Chronic proliferative rhinitis is an upper respiratory tract disease described in sheep. It
affects the ventral nasal turbinates and it has a progressive course with an irreparable and
fatal prognosis for the affected animals. Salmonella enterica subsp. diarizonae serovar
61:k:1,5,(7) is a frequent microorganism isolated in the nasal cavity of sheep, and it has been
associated with this disease. However, its pathogenesis and involvement in the development
of the chronic proliferative rhinitis is unknown. Besides, this bacterium has also been described

in sheep as an agent involved in abortions, orchitis and diarrhoea in newborn lambs.



Some elimination routes of Salmonella enterica subsp. diarizonae serovar 61:k:1,5,(7) are
already known, being important its presence in the nasal cavity and in faeces; and isolated
sporadically in the vagina. Nevertheless, the relevance of other different elimination routes is
unknown, such as the lactogenic and its involvement in the bacterium transmission. In the
present study, the previous excretion routes of this agent will be studied in ewes and their
lambs during and after the lambing, analysing the lactogenic route as a possible way of

infection for the lambs.

Although currently there are not registered treatments for chronic proliferative rhinitis,
experimental treatments were carried out in previous studies. The second part of this work will
continue with the study and assessment of these previous treatments. For this purpose,
clinical monitoring of sick animals after the administration of the drugs and a complementary

evaluation with imaging techniques will be done.

2. INTRODUCCION

2.1. Contexto actual de la patologia respiratoria.

La patologia respiratoria es una de las principales causas de pérdidas econémicas y de
mortalidad del ganado ovino. La mayoria de los agentes causales de estas enfermedades estan
presentes en la flora sapréfita del organismo sin causar ningun tipo de patologia. Sin embargo,
cuando el sistema inmune del animal se ve comprometido, ya sea por enfermedades
concurrentes o por cambios en el ambiente, se favorece el desarrollo de patologias por parte

de estos microorganismos comensales (Lacasta et al. 2008).

Algunos de los factores predisponentes de la patologia respiratoria son el hacinamiento y
el aumento de la densidad de los animales, la mala ventilacion de las infraestructuras o los
cambios climaticos bruscos. Todos estos factores comprometen el sistema inmune de los
animales permitiendo que los microorganismos saprofitos del tracto respiratorio proliferen y

alcancen nuevas localizaciones en el organismo (Gonzalez, 2015).

La patologia respiratoria mas frecuente tanto en ovejas adultas como en corderos es el
complejo respiratorio ovino (CRO) (Gonzalez, 2015). Ademds, existen otros procesos
respiratorios de vias bajas como el Maedi/Visna o las neumonias verminosas, y de vias
respiratorias altas como la oestrosis, todos ellos de gran importancia debido a su alta

prevalencia colectiva y a su repercusién en los rendimientos productivos de las explotaciones.



Por otro lado, existen procesos de una menor prevalencia tanto de vias respiratorias bajas,
como el adenocarcinoma pulmonar ovino (APO); como de vias respiratorias altas, como el
adenocarcinoma nasal enzodtico (ANE) o la rinitis crénica proliferativa (RCP) (Rubira et al.,
2017a), objetivo de estudio de este trabajo, que aunque en menor grado dada su prevalencia,
también van a repercutir en la rentabilidad de las explotaciones por la tasa de letalidad que

poseen.

2.2. Descripcion y diagndstico de la rinitis cronica proliferativa.

La rinitis cronica proliferativa es una enfermedad de vias respiratorias altas de tipo
inflamatorio y proliferativo que afecta a los cornetes ventrales de la cavidad nasal del ganado
ovino (Brodgen et al., 1994; Lacasta et al., 2012; Meehan et al., 1992). En su desarrollo esta
implicada Salmonella enterica subsp. diarizonae serotipo 61:k:1,5,(7), microorganismo
saprofito de las fosas nasales y presente en gran parte de la poblacion ovina (Bonke et al.,,
2012; Brodgen et al., 1994; Figueras, 2017; Lacasta et al., 2012; Meenhan et al., 1992). Sin
embargo, se desconoce su implicacién en el desarrollo de la enfermedad. A partir de ahora,
con motivo de simplificar la lectura de este trabajo, la rinitis crénica proliferativa se abreviara
como RCP, y su agente implicado, Salmonella enterica subsp. diarizonae serotipo 61:k:1,5,(7),

se abreviara como SED.

La clinica de la enfermedad es leve en las fases iniciales y se acentla conforme el
proceso inflamatorio progresa, apreciandose disnea inspiratoria acompafada de ronquidos
muy caracteristicos. Los animales afectados presentan secrecidn nasal seromucosa (Figura 1-A)
uni o bilateral dependiendo de la localizacion del proceso inflamatorio (Lacasta et al., 2012).
Estos signos clinicos se ven agravados por la casi completa obstruccién de las fosas nasales,
causada por la presencia de tejido proliferativo en su interior, que en los casos muy avanzados
de la enfermedad se hace visible a través de los ollares (Figura 1-B). Igualmente, en los casos
avanzados, puede llegar a deformarse la zona mas rostral de la cavidad nasal (Figura 1-C)
debido al aumento de tamafio del cornete ventral afectado (Ferrer et al. 2002; Figueras, 2017,

Lacasta et al. 2012).



A) Oveja con RCP. Secrecion B) Oveja con RCP.Protusidon del | C) Oveja con RCP.
nasal seromucosa. tejido proliferativo. Deformacion craneal.

Figura 1. Imagen A: Secrecion nasal seromucosa en los ollares de una oveja afectada de RCP. Imagen B: Tejido
proliferativo protuyendo por los ollares de una oveja enferma de RCP. Imagen C: Deformacion craneal en la zona
rostral de la cara de una oveja con RCP.

La RCP presenta un curso lento y progresivo pudiendo llegar a obstruir totalmente la
cavidad nasal, produciéndose finalmente la muerte del animal, en la mayoria de los casos por
complicaciones con otras patologias, normalmente respiratorias (Brodgen et al, 1998).
Ademas, la evolucion clinica de la enfermedad va acompafiada de una importante pérdida de
condicién corporal del animal debido a la alta demanda energética para sobrellevar esta

enfermedad y otras patologias secundarias (Lacasta et al. 2012).

En la exploracion clinica del animal existen métodos de diagndstico por imagen que
pueden facilitar el diagndstico de la enfermedad como la termografia, la radiografia, la
tomografia computarizada o la ecografia, aunque este ultimo método resulta menos fiable
(Rubira, 2017b). Asimismo, el diagndstico laboratorial permite poner de manifiesto la

presencia de SED en las fosas nasales, bien por cultivo microbiolégico o bien por PCR.

La confirmacién definitiva de la RCP se realiza con el examen anatomopatolégico de las
lesiones. Un corte longitudinal del crdneo permite visualizar inflamaciones permanentes del
cornete ventral (Figura 2-A) y engrosamientos focales de la mucosa nasal facilmente
reconocibles que acaban derivando en proliferaciones de tejido de una morfologia polipoide
caracteristica (Figura 2-B) (Ferrer et al. 2002; Lacasta et al. 2012). Este proceso inflamatorio
puede darse de manera unilateral, cuando hay un solo cornete ventral afectado, o bilateral,
cuando los cornetes ventrales de ambas fosas nasales estan afectados. En ocasiones, cuando
se trata de un proceso unilateral avanzado, la compresidn ejercida por el cornete afectado

puede llegar a desviar el septo nasal (Lacasta et al. 2012).



Figura 2. Imagen A: Inflamacidn crénica y proliferativa del cornete nasal ventral en una oveja con RCP. Imagen B:
Inflamacion crénica y proliferativa con formacién de pélipos en el cornete nasal recubiertos de moco.

Microscépicamente se observa la mucosa nasal engrosada con multiples formaciones de
polipos recubiertos por un epitelio respiratorio hiperplasico con varias capas de células
epiteliales desorganizadas en cuyo citoplasma hay vacuolas con un contenido eosinofilico
(Figura 3-A). La tincion de Gram revela la presencia de numerosos bacilos Gram negativos en el
interior de las células epiteliales que se corresponde con el material eosinofilico de la tincidn

de HE (Figura 3-B) (Lacasta et al., 2012).

Figura 3. Imagenes histoldgicas del tejido nasal afectado. Imagen A: Mucosa nasal engrosada con formacién de
pélipos. Imagen B: Bacilos Gram negativos en el interior de las células epiteliales (flechas). (Lacasta et al., 2012).

Finalmente, con la prueba de la inmunochistoquimica se confirma la presencia de
Salmonella en el interior de las células epiteliales y algunos macréfagos, en la zona de

proliferacion (Figura 4) (Lacasta et al., 2012).
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Figura 4. Formaciones de 1 um de didmetro mediante testaje con anticuerpos del género Salmonella en el interior
de las células epiteliales (Flecha negra) y macréfagos (Flecha amarilla) (Lacasta et al., 2012).

A pesar de que no existan datos globales respecto a la prevalencia y distribucién de la RCP,
en los Ultimos afios se esta diagnosticando esta enfermedad en distintos paises (Lacasta et al.,,

2011; Regenscheit et al., 2015; Wolf y Schefers, 2017).

En conclusién, la RCP es una enfermedad de baja prevalencia que aparece de forma
individual en las explotaciones ovinas. Sin embargo, las recientes descripciones de casos de
esta patologia en varios paises y el desconocimiento de su patogenia, la esta haciendo

importante para varios grupos de investigacion en la actualidad.

2.3. Descripcién de Salmonella enterica subsp. diarizonae serotipo 61:k:1,5,(7) como

agente implicado en la rinitis crénica proliferativa.

El género Salmonella se ha relacionado tradicionalmente en el ganado ovino con
patologias del aparato digestivo y reproductor por lo que, en los estudios de prevalencia
realizados, las heces y el aparato reproductor son las localizaciones mas evaluadas. No
obstante, desde hace mas de dos décadas, se ha comprobado que SED es un microorganismo

habitual del tracto respiratorio del ganado ovino (Brodgen et al., 1994; Meenhan et al., 1992).

En la bibliografia se cita a SED como agente adaptado al ganado ovino (Greenfield et al.,
1973; Soren et al., 2015) y que habita en el tracto respiratorio superior de las ovejas,
aislandose en las fosas nasales de animales sanos y comportandose normalmente como
portador asintomatico (Brogden et al. 1994; Figueras, 2017; Meenhan et al., 1992; Pritchard,

1990; Soren et al., 2015; Zweifel et al., 2004). Ademads, esta bacteria también se aisla en las



fosas nasales de todos los animales con clinica de RCP (Bonke et al., 2012; Brodgen et al., 1994;
Lacasta et al., 2012; Meehan et al.,, 1992; Regenscheit et al., 2017; Wolf y Schefers, 2017).
Todo esto implica que cuando el animal presenta aislamiento de SED positivo en las fosas
nasales, hay que evaluar al mismo tiempo la presencia de signos clinicos caracteristicos para

poder diagnosticar la RCP.

La primera descripcion de RCP asociada a SED fue en Estados Unidos en 1992 (Meenhan et
al.,, 1992). Posteriormente, SED se aislé en animales con clinica de RCP en varios rebafios de
ovejas de raza Rasa Aragonesa en Aragodn (Lacasta et al., 2011), en ovejas de raza Texel en

Suiza (Regenscheit et al., 2015) y en Estados Unidos (Wolf y Schefers, 2017).

Como se ha comentado, se identificd SED mediante una técnica de inmunohistoquimica en
el interior de células epiteliales y macrofagos de las fosas nasales. Los mecanismos mediante
los cuales SED se introduce en estas células son desconocidos, aunque se sospecha de
situaciones de inmunodepresién (Lacasta et al., 2012). A pesar de los trabajos citados
anteriormente, se tiene poca informacién sobre la etiopatogenia, el mecanismo de transmision

o la implicacién de este microorganismo en el desarrollo de la enfermedad (Figueras, 2017).

La patologia respiratoria producida por SED ha sido muy estudiada; sin embargo, también
se ha relacionado este microorganismo con procesos gastroentéricos en animales jovenes
(Alvseike y Skjerve, 2002; Chatzopoulos et al., 2016; Davies et al., 2001; Harp et al., 1981; Long
et al., 1978), abortos y nacimiento de corderos mortinatos o prematuros (Davies et al., 2001;
Greenfield et al., 1973; Long et al., 1978), y con dos casos de orquitis y epididimitis en carneros

(Celeghini et al., 2013; Ferreras et al., 2007).

Por ultimo, en estudios recientes sobre la prevalencia de SED en Aragdn se ha descrito
gue este microorganismo es una bacteria endémica en los rebafios de ganado ovino, siendo el
90% de los rebafios muestreados positivos a SED. Asimismo, la presencia del agente en los
rebafos estudiados es muy variable, siendo portadores entre el 0,00% y el 80,00% de los

animales analizados (Figueras, 2017).



2.4. Patogenia de la rinitis crénica proliferativa y dindmica de Salmonella enterica

subsp. diarizonae serotipo 61:k:1,5,(7).

Algunas vias de eliminacidon de SED, como la digestiva o la respiratoria, ya han sido
parcialmente estudiadas (Brodgen et al., 1994; Figueras, 2017; Hannam et al., 1986, Lacasta et
al., 2017), sin embargo, se desconoce la importancia de otras como la transmisidn vertical, asi
como la patogenia del microorganismo. En el trabajo de Figueras en 2017, ovejas gestantes
positivas a SED pero asintomaticas de RCP mostraron una excrecion discontinua de la bacteria
en heces desde un mes antes del parto hasta dos meses después del mismo, y sus corderos
presentaron aislamientos positivos en fosas nasales y heces ya en su primera semana de vida.
Ademas, los animales gestantes presentan una mayor prevalencia o excrecion de SED que los

no gestantes (Bonke et al., 2012), lo que podria favorecer su transmisién a los corderos.

Demostrado el comportamiento intracelular de SED y su localizacidn en el interior de
macrofagos (Brodgen et al., 1994; Lacasta et al., 2012; Meehan et al., 1992), y basandose en la
patogenia de otras bacterias como Brucella abortus, la cual tiene la capacidad de sobrevivir y
replicarse en el interior de los macréfagos (Baldwin and Winter, 1994; Roop et al., 2009),
eliminandose ademas, a través del calostro (Philippon et al.,, 1971), permite plantear la
hipétesis de que SED pueda estar presente en el interior de los macréfagos calostrales,
infectdndose los corderos recién nacidos al tomar el calostro y convirtiéndose en portadores

asintomaticos (Figueras, 2017).

2.5. Tratamientos frente a la rinitis crénica proliferativa.

Actualmente la RCP no cuenta con tratamientos registrados, si bien es cierto que se han
realizado estudios recientes buscando un posible tratamiento para esta patologia con el
objetivo de plantear y orientar a futuras investigaciones sobre este tema. Entre los afios 2014 y
2017 se administraron siete tratamientos diferentes a un total de cinco animales con RCP
confirmada (Rubira, 2017b). Estos tratamientos se basaban en los resultados de los
antibiogramas; indicacién de los medicamentos para procesos respiratorios, ya que la RCP se
engloba dentro de este grupo; duracién de la actividad de la sustancia activa en el organismo;
propiedades antiinflamatorias; proximidad a las lesiones del punto de inoculacién; y capacidad
de penetracion intracelular. Las sustancias activas y vias de administracion utilizadas fueron:
espiramicina via intramuscular, espiramicina inyectada en el cornete ventral (intracornete),

oxitetraciclina via intracornete, florfenicol combinado con flunixin meglumine administrado



intracornete, florfenicol combinado con flunixin meglumine via intramuscular y dos
tratamientos con marbofloxacina intramuscular con modificaciones en la duraciéon de los
mismos. De todos estos tratamientos, los que mejores resultados obtuvieron fueron el
florfenicol combinado con flunixin meglumine administrado via intracornete y la

marbofloxacina aplicada via intramuscular.

El florfenicol es una molécula de amplio espectro antimicrobiano, tanto frente a bacterias
Gram-positivas como Gram-negativas, como es el caso de Salmonella spp. (Zhang et al., 2011),
pero posee poco tiempo de permanencia en sangre, lo que impide que se alcancen

concentraciones bactericidas adecuadas si no se repite la dosis (Ali et al., 2003).

El otro antibidtico que resulté mas efectivo en el estudio de Rubira en 2017b fue la
marbofloxacina, antibidtico perteneciente al grupo de las fluoroquinolonas. Fue administrado
por via sistémica basdandose en estudios de medicina humana en los que se elegia como opcién
de tratamiento frente a Salmonella tiphy, causante de la fiebre tifoidea (Jurado et al., 2010) y
frente a Salmonella enterica subsp. diarizonae serotipo 47:kz35 en un caso de sinusitis
asociado a reptiles (Horvath et al., 2016). Ademas, las fluoroquinolonas poseen gran actividad
frente a las bacterias Gram-negativas y tienen la capacidad de hacer frente a patdgenos

intracelulares al ser capaces de penetrar en el interior de células y macréfagos (Hooper, 1998).

Con estos dos tratamientos las ovejas mostraron una importante mejora de su estado de
salud, aunque se seguia aislando SED en las fosas nasales y la mejoria clinica era solo
transitoria. A pesar de ello, con el estudio de Rubira en 2017b se establecieron algunos

principios para encontrar un tratamiento para la RCP.

3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La RCP es una enfermedad que esta siendo estudiada con gran interés en los ultimos
afios, sin embargo, todavia se desconocen muchos factores sobre su etiopatogenia. Ademas,
esta enfermedad, probablemente esté siendo infradiagnosticada debido a su escaso
conocimiento y a la eliminacidn precoz de las ovejas enfermas de los rebafos por el progresivo
empeoramiento de su estado de salud, el cual se debe a otras patologias secundarias que

enmascaran a la RCP como causa primaria.

El desconocimiento de la patogenia y del comportamiento de SED en el organismo,

como pueden ser las vias de eliminacidon del mismo, hace que sea necesaria la realizacion de
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mas estudios como el que se ha llevado a cabo para este trabajo de fin de grado, cuyos

objetivos son:

l. Estudio de las vias digestiva, respiratoria, lactédgena y trasplacentaria en ovejas con
RCP, como posibles fuentes de eliminacién de SED durante el periparto y postparto.
II.  Valoraciéon de las distintas vias de eliminacidn de SED en ovejas con RCP como posible
forma de infeccién para sus corderos.
M. Estudio de la eliminacidn de SED en heces y fosas en los corderos hijos de ovejas con

RCP.

Por otro lado, en este trabajo se pretende continuar con el estudio de los farmacos
utilizados hasta el momento para complementar el tamano muestral del estudio anterior y asi
aumentar la representatividad de los resultados de estos tratamientos. Por ello, se plantea un

cuarto objetivo:
V. Continuar con la valoracién y busqueda de tratamientos efectivos frente a la RCP.

Una vez expuestos los objetivos de este trabajo, los estudios realizados se van dividir en
dos bloques que, a partir de este momento y para simplificar la estructura del texto se

escribiran al inicio de cada apartado. Los dos bloques son:

e Bloque I. Estudio de las vias de eliminacion de SED en ovejas diagnosticadas de
RCP y en sus corderos durante el periparto y postparto.
¢ Bloque Il. Valoracidon de la eficacia y posologia de distintos farmacos en animales

enfermos de RCP.

4. METODOLOGIA

Bloque I. Estudio de las vias de eliminacion de SED en ovejas diagnosticadas de RCP y

en sus corderos durante el periparto y postparto.

Los animales utilizados en este estudio han sido diagnosticados de RCP por su
sintomatologia clinica, confirmandose la presencia de SED en fosas nasales y heces mediante
microbiologia. Estos animales fueron remitidos por los directores de este TFG al Servicio
Clinico de Rumiantes (SCRUM) de la Universidad de Zaragoza con el fin de confirmar y estudiar
su patologia. Para respaldar el diagndstico, y estudiar mas a fondo esta enfermedad en los

animales, se llevaron a cabo técnicas de imagen complementarias: la termografia y la
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tomografia computarizada. Tras su realizaciéon, se logré confirmar tres casos de RCP en un

periodo de dos afnos.

a) Termografia (Cdmara de infrarrojos FLIR® E6): Permite obtener una escala gradual de
colores dependiendo de la temperatura de las diferentes zonas examinadas,
progresando desde el blanco y rojo como colores mas calidos, hasta el verde y azul
como colores mas frios, pasando a su vez por tonos anaranjados y amarillos para
indicar zonas de temperatura intermedia. Esto permite localizar focos de calor y
determinar si se deben a causas fisioldgicas o patoldgicas (Figura 5). En cada animal se
tomaron cuatro proyecciones: dorso-ventral, frontal, lateral derecha y lateral
izquierda, a unos 30 cm de distancia del objetivo. Para su realizacion, el animal debe
ser inmovilizado por simple sujecidn, si bien no debe tocarse la cabeza para no

interferir en los registros de temperatura.

Oveja sana

Figura 5. Imagen A: Termografia tomada a una oveja sana. Presenta correcta ventilacion, por lo que la temperatura
de las fosas nasales permanece fria quedando registrado con color azul. Imagen B: Termografia tomada a una oveja
con RCP unilateral. La inflamacién de un solo cornete impide el paso del aire tan solo por la fosa nasal afectada.
Imagen C: Termografia tomada a una oveja con RCP bilateral. La inflamacion crénica impide el correcto paso del
aire y por ello aumenta la temperatura de las fosas nasales quedando registrado como zonas de color rojo.

b) Tomografia computarizada (TC): Se realiza con previa sedacion del animal con xilacina
hidrocloruro (Xilagesic 2%®) a la dosis recomendada por la ficha técnica de 0,20 mg/kg,
intubacién y monitorizacién. Esta prueba se llevd a cabo en el Centro Clinico
Veterinario de Zaragoza, entidad que cedid las imdgenes y videos para su
interpretacion, uso docente en la Universidad de Zaragoza y utilizacién en el presente

trabajo (Figura 6).
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Tomografia computarizada (TC)

Animal sano Animal con RCP

Figura 6. Imagen A. Fosas nasales de una oveja sana. Imagen B. Fosas nasales de la oveja 172, afectada de RCP
bilateral y utilizada para este trabajo. Se observa como el tejido proliferativo obstruye la luz de la cavidad nasal.
Imdgenes obtenidas por TC en el Centro Clinico veterinario de Zaragoza y cedidas por el Dr. Luis Miguel Ferrer
Mayayo.

Para la realizacién de este trabajo han sido necesarios animales enfermos de RCP,
situacién complicada de partida ya que es una enfermedad poco frecuente. A su vez, estos
animales han tenido que estar o quedar gestantes durante los dos afios que ha durado el
trabajo. Ademas, su gestacién debia desarrollarse con éxito para poder llevar a cabo los
estudios planteados. Por ultimo, los corderos debian de ser viables y no sufrir ninguna
patologia durante la crianza que comprometiera su vida y desarrollo. De igual manera, las
madres, dada la conocida predisposicién de los animales enfermos de RCP de sufrir otras

patologias secundarias, debian permanecer vivas durante el tiempo que duré el estudio.

De este modo, partiendo de los tres animales diagnosticados de RCP, y teniendo en cuenta
los factores citados anteriormente, se planted una programacién de dos partos por oveja
durante un periodo de dos anos. Para lograr que las tres ovejas diagnosticadas de RCP
quedaran gestantes y asi poder cumplir los objetivos planteados, se administraron
tratamientos hormonales mediante la colocacidn a cada oveja de una esponja intravaginal de
acetato de flugestona 20 mg (CHRONOGEST®) durante 14 dias, en combinacién con PMSG
(FOLIGONE®), inyectando 480 Ul por animal el dia de la retirada de la esponja. A las 36 horas
tras la administracién, se introdujeron varios machos durante 30 dias para lograr la
fecundaciéon por monta natural. Finalmente, tras la retirada de los machos, se realizaron

ecografias para confirmar o descartar la gestacion.

Para la correcta y completa toma de muestras, se elabord un protocolo desde el momento
del parto hasta los 30 dias posteriores, en el que se recogieron muestras de diferentes

localizaciones tanto de las ovejas como de los corderos, con una frecuencia regular para todos
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ellos, con el objetivo de valorar las vias de eliminacion digestiva, respiratoria, placentaria y
lactégena. Todas las muestras fueron identificadas seglin el nimero del animal de origen, la

localizacién y el nUmero de toma de muestras correspondiente.

El protocolo seguido para la recogida de muestras se describe a continuacion y se resume

enla Tabla 1:

» Dia 0, 0 horas post-parto: Las muestras tomadas de la madre fueron: hisopo de fosas

nasales, hisopo de vagina, placenta en una bolsa estéril, guante con heces y tubo
estéril de 15 ml. de calostro, tomado de manera aséptica limpiando con gasas
himedas el pezén y desinfectandolo con yodo. Las muestras tomadas de los corderos
fueron: hisopo de fosas nasales e hisopo rectal.

» Dia 0, 12 horas post-parto: Las muestras tomadas de la madre fueron: hisopo de fosas

nasales, hisopo vaginal, guante con heces y tubo estéril de 15 ml.; y de los corderos:
hisopo de fosas nasales e hisopo rectal.

» Dia 3: Las muestras tomadas de la madre fueron: hisopo de fosas nasales, hisopo
vaginal, guante con heces y tubo estéril de 15 ml. de calostro; y de los corderos: hisopo
de fosas nasales e hisopo rectal y si era posible, guante con heces.

» Se continud con la toma de muestras en las mismas localizaciones cada tres dias hasta
el dia 9, momento en el que la recogida de las mismas pasd a hacerse semanal hasta

un mes después del parto, instante en el que finalizé la toma de muestras.

Placenta

o Vagina Vagina Vagina Vagina Vagina Vagina Vagina Vagina
= Calostro  Calostro Leche Leche Leche Leche Leche Leche
2 FN FN FN FN FN FN FN FN

Heces Heces Heces Heces Heces Heces Heces Heces
(%]
2
% FN FN FN FN FN FN FN FN
8 Heces Heces Heces Heces Heces Heces Heces Heces

Tabla 1. Protocolo de toma de muestras. Se especifican los dias y las muestras tomadas en los mismos.

Igualmente, para los cuidados del recién nacido se elaboré un protocolo que consistia en la
desinfeccidn el ombligo, valoracion de la cantidad y calidad de calostro, presencia de reflejo de

succidn en los corderos y, finalmente, pesaje e identificacidon de los mismos.

En el primer parto todas las muestras fueron remitidas dentro de las 24 horas siguientes a

su obtencién al Laboratorio Agroambiental de Zaragoza (LA-DGA) para realizar los
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correspondientes cultivos microbioldgicos. Posteriormente, Laboratorios Exopol desarrollé una
PCR especifica para SED, por lo que en los dos siguientes partos se tomaron las muestras por
duplicado, tanto para el Laboratorio Agroambiental de Zaragoza para hacer cultivos
microbiolégicos, como para Laboratorios Exopol para realizar cultivos microbiolégicos y PCR.

Para la prueba de PCR se consideraron positivas aquellas muestras cuyo valor de Cq fue <38.

Los medios de cultivo y las condiciones en las que se incubaron las muestras fueron
diferentes en cada laboratorio. Por un lado, en Exopol las muestras se sembraron tanto en
medios de cultivos generales: agar Sangre (OXOID PB5039A) y agar MacConkey 3 (OXOID
PO5002A); como en medios especificos para Salmonella spp.: Placas de agar XLD (OXOID
PO5057A) y medio liquido Rappaport Vassiliadis (OXOID CM 0866). La incubacién de las placas
de agar se realizd a 372C durante 18-24 horas en aerobiosis y el caldo Rappaport Vassiliadis se
incubd a 429C durante 18-24 horas en aerobiosis y posteriormente se resembro en agar Xilosa

Lisina Desoxicdlico (XLD).

Por otro lado, en el Laboratorio Agroambiental de Zaragoza las muestras fueron cultivadas
en Agua de Peptona Tamponada (APT) y en agar de Salmonella Shigella (SS) y fueron incubadas
a 379C durante 24-48 horas en aerobiosis. Cuando no se observaban presuntas colonias de
Salmonella tras 24 horas de incubacion se transferia 1 ml. de APT a caldo Muller Kauffmann
Tetrathionate-noboviocin (MKTTn), se incubaba a 372C durante 24 horas en aerobiosis y a

continuacién se resembraba en agar XLD y SS.

Bloque Il. Valoracién de la eficacia y posologia de distintos fadrmacos en animales

enfermos de RCP.

Durante los dos afios que ha durado el presente trabajo se han realizado y valorado tres
tratamientos, todos ellos realizados sobre la misma oveja, ya que se decidid tratar Unicamente
a aquellos animales en los que la patologia se agravaba y ponia en riesgo su vida. Este animal,
fue la oveja con numero de crotal 600, que también ha participado en el estudio sobre la

transmisién de SED en el periparto y post-parto.

Tomando como referencia el anterior estudio, se aplicaron tres tratamientos con los dos
antibidticos que mejores resultados obtuvieron en el mismo: la marbofloxacina y el florfenicol,
realizando previamente antibiogramas obtenidos a partir de las muestras de fosas nasales de
la oveja 600 y, de este modo, comprobar el efecto bactericida de estos antibidticos frente a

esta cepa concreta de SED (Figura 7).
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BOLETIN DE ANALISIS

Muestra segun declara el H NASAL Especie: OVINA N°de muestras: 2

Contenidaen : Tubo de plastico Identificacién:1-09

Datos de |a explotacién de procedencia de la muestra:
PATOLOGIAMEDICA ZARAGOZA (ZARAGOZA) ES502970000662

Fecha de inicio del analisis: (08 de abril de 2019 Fecha final del analisis: 15 de abril de 2019
DETERMINACIONES REALIZADAS

ANALISIS MICROBIOLOGICOS:
Las siembras en medios ord y esp han producido crecimiento de S enterica subespecie diarizonae en las
dos muestras.

ANTIBIOGRAMA:

Salmonella spp.: Lincosp.: S_Eptra- B, Amoxi: S. Oxitet : quami—Trime_: S. Colistina: S.
Tilosina: R. Neomicina: R, Marbofloxa: S

Figura 7. Antibiograma realizado a partir de una muestra de fosas nasales de la oveja 600.

A continuacidn se exponen las pautas aplicadas en cada uno de los tratamientos:

Primer tratamiento: El 24 de marzo de 2018, se administré marbofloxacina (Odimar
100mg/ml Solucién inyectable®) a dosis de 1ml/50kg de P.V. cada 24 horas, durante 15 dias

por via intramuscular.

Segundo tratamiento: Dado el empeoramiento clinico de la oveja 600, el dia 24 de octubre
de 2018, se decidid aplicar un segundo tratamiento. En esta ocasién, se administré florfenicol
combinado con flunixin meglumine en un mismo producto (RESFLOR®). Ademas, y siguiendo
las pautas establecidas por el anterior trabajo, se modifico la via de administracién del farmaco
inyectdndolo de manera local, directamente en el cornete ventral a través de la incisura naso-
incisiva tras haber rasurado, limpiado y desinfectado previamente la zona con yodo, tal y como
se muestra en la Figura 8. El tratamiento se dispuso en dos fases separadas por tres dias de
descanso. En cada una de ellas se realizé una aplicacién de 1 ml/cornete cada 24 horas durante
3 dias. Este animal presentaba la RCP de forma bilateral, por lo que se administré el farmaco

en ambos cornetes ventrales.

A) Carnero. Craneo. Vista lateral. B) Carnero. Vista interna del C) Oveja 600. Via de
craneo (sin mandibula). administracion intracornete.

Figura 8. Imagenes (A y B) del craneo de un carnero (Popesko, 1998). Imagen A. Flecha roja: incisura naso-incisiva.
Imagen B. Linea de puntos: Direccidn de la inyeccidon en la aplicacién de los tratamientos. Imagen C: Administracion
intracornete de RESFLOR® en la oveja 600.
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Tercer tratamiento: Debido a que el estado de salud del animal volviéd a agravarse, se
aplicd un tercer tratamiento el dia 5 de junio de 2019. El tratamiento fue similar al primero
respecto al antibidtico y pauta empleada, sin embargo se anadid flunixin meglumine por sus
efectos antiinflamatorios. De este modo, se administrd marbofloxacina (Odimar 100mg/ml
Solucién inyectable®) a dosis de 1ml/50kg de P.V. cada 24 horas, durante 15 dias por via
intramuscular; y flunixin meglumine (NIXYVET 50 mg/ml solucidn inyectable®) en dos fases de
5 dias separadas por 5 dias de descanso. En cada fase se administré, siguiendo la posologia de

la ficha técnica para bovino, una dosis de 2ml/45 kg de P.V. por via intravenosa durante 5 dias.

Antes de empezar a administrar cada farmaco se tomaron muestras de las fosas nasales
con hisopos para realizar cultivos microbioldgicos y tener datos de referencia al inicio del
ensayo. Esta toma de muestras se repitié tras finalizar cada tratamiento para analizar la
presencia de SED antes y después del mismo y, de esta manera, poder valorar la eficacia de

cada uno de los tratamientos.

Para realizar la valoracién de la eficacia de los tratamientos y la recogida de muestras y
datos se planted un protocolo para los tres tratamientos que se resume en la tabla 2. En este
protocolo se considerd “dia 0” a aquel en el que se comenzaba el tratamiento, de modo que
cuando se hace referencia a un dia determinado este debe ser contabilizando desde el inicio

del tratamiento, debiéndose considerar en cada caso la pauta del mismo.

El dia 0 y a intervalos regulares de 3 o 5 dias, en funcién de la duracién de cada
tratamiento, se realizd una exploracidn clinica completa del animal mediante la toma de
temperatura rectal con termémetro, la palpacion de los ndédulos linfaticos regionales y la
auscultacién cardiaca y respiratoria con fonendoscopio para valorar el tipo y grado de disnea
de los animales. La exploracién clinica se completd con la toma de imagenes termograficas
(Camara de infrarrojos FLIR® E6) dorso-ventrales y latero-laterales de la cabeza del animal para
su interpretacidon posterior. Ademads, se grabaron videos de las ovejas afectadas, método
sencillo para analizar su grado de disnea y su progresion; y se tomaron fotografias de las zonas

lesionadas para valorar la deformacién craneal y la evolucién del tejido proliferativo.
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Dia 0O: Dia Dia Dial5: Dia Dia Dia Dia Dia
Inicio tto. 5 10 Fintto. 25 35 45 G55 65

Hisopo FN V4 v
Exploracién clinica v  / v v v v v /
Termografia v o/ v v v v v/ /
Fotografia v  / v v v v v /
Videos v /7 v v v v v /

Tabla 2. Técnicas utilizadas y dias en las que se llevaron a cabo para la valoracion de los tres tratamientos. La
duracidn de cada tratamiento fue diferente, por lo que se tomé como referencia el primer tratamiento.

Una vez finalizado el tratamiento se continud el seguimiento del animal, con los mismos
métodos, recogiendo datos cada diez dias. Con todo esto, se ha pretendido valorar en cada
uno de los tratamientos planteados la evolucién de los signos clinicos, la duracién de la mejora

clinica y el tiempo transcurrido hasta la reaparicidn de los sintomas.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

Bloque I. Estudio de las vias de eliminacion de SED en ovejas diagnosticadas de RCP y

en sus corderos durante el periparto y postparto.

Para la realizacidn de este apartado, se partié de tres ovejas diagnosticadas de RCP, dos de
ellas de raza Rasa Aragonesa y una de raza Assaf, cuyas prolificidades son 1,3 corderos/parto y
1,8 corderos/parto respectivamente (MAPA, 2018). Durante los dos afios de duracién de este
trabajo, y teniendo en cuenta el estado de salud de los animales, se programaron dos partos
por oveja. Con todos estos datos, la previsién del estudio era obtener 9 corderos de los 6

partos.

Sin embargo, una vez finalizado este periodo, Unicamente se pudieron valorar 3 partos de
dos ovejas diferentes, la oveja 172 y la oveja 600, de las que se obtuvieron 6 corderos. A pesar
de los tratamientos hormonales aplicados, una de las ovejas no quedd gestante por lo que no
pudo ser incluida en este trabajo; mientras que, la oveja 600 alcanzé el objetivo establecido de
dos partos en dos afios y por ultimo, de la oveja 172 tan solo se obtuvo un parto, ya que murio
durante la segunda gestacion. De esta manera, en el presente trabajo se pudieron valorar un

parto doble de la oveja 172 y dos partos dobles de la oveja 600.
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Se debe resaltar que en el parto de la oveja 172, que tuvo lugar el 24 de marzo de 2018,
no se pudo seguir estrictamente el protocolo debido a que el animal padecié una mamitis
gangrenosa al tercer dia post-parto, lo que derivd en un deterioro de su estado de salud. El
animal se tratdé con penicilina G procaina combinada con dihidroestreptomicina (PENIVET
SUSPENSION®) a dosis de 0,5ml/10 kg de P.V. durante 10 dias y con canulas de bencilpenicilina
intramamarias (Mamyzin Secado suspension intramamaria®) a dosis de 2,5 ml. en cada mama
durante 10 dias. Este hecho provocé la interrupcidon de la toma de muestras al inicio del
tratamiento por considerar la posibilidad de que los resultados no fueran representativos por
la interferencia con los antibidticos utilizados sobre los aislamientos de SED, y por razones de
bienestar animal. Como consecuencia de esta patologia, los corderos fueron separados de su
madre el dia 3 de vida y se alimentaron, desde ese momento, con lactancia artificial, si bien el
calostro lo tomaron de la madre. A pesar de ello, se continud con el protocolo de toma de

muestras en ambos corderos.

En los resultados de todas las muestras tomadas del parto de la oveja 172, y resumidos en
la tabla 3, la muestra de placenta resultd positiva para el cultivo de SED, sin embargo, los
aislamientos en vagina durante el resto del estudio fueron negativos. Finalmente, lo mas
destacable fue que tanto la muestra de calostro como la Unica muestra de leche obtenida de

esta oveja, resultaran negativas.

Por otra parte, en el cordero 225 se observo una excrecidn intermitente de SED a través de
las heces desde el momento del parto, evidenciando una temprana colonizacién del tracto
digestivo por parte de este agente. En el cordero 226 los aislamientos en heces fueron siempre
negativos a partir del dia 3. Estos resultados pueden deberse al menor nimero de bacterias
presentes en las muestras una vez pasados varios dias tras la infeccion, tal y como citan

algunos autores (Alvseike and Skjerve, 2000).
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Dias post-parto

d=0 d=3 d=6 d=9 d=15 d=22 d=

Fecha toma muestras

24/03/2018 | 27/03/2018 | 30/03/2018 | 02/04/2018 | 09/04/2018 | 16/04/2018

Vagina

Calostro

21/04/2018

Leche

OVEJA 172
Placenta

FN

Heces
FN

CORD. 225
Heces

FN

+ |+ |+ |+ |+ |+

CORD. 226

Heces +
Tabla 3. Resultados de los cultivos microbiolégicos de las muestras de la oveja 172 y sus corderos. El signo — indica
que el aislamiento de SED ha sido negativo en esa localizacion y fecha concretas, mientras que el signo + indica un
aislamiento positivo de SED en esa localizacién y fecha.

El primer parto de la oveja 600 tuvo lugar el 24 de octubre de 2018 sin ninguna
complicacién, cuyos datos se recogen en la tabla 4. En ambos corderos se observd una
eliminacidén intermitente de SED durante todo el muestreo tanto en fosas nasales como en
heces, situacion que puede deberse al bajo nivel de excrecidn del microorganismo en el
momento de obtencién de la muestra, ya que las bacterias de este género presentan un
comportamiento discontinuo en su excrecion en el ganado ovino y caprino (Alvseike et al.,
2000; Bonke et al., 2012; Duffy et al., 2009; Sandberg et al., 2003). Otra razén por la que los
aislamientos obtenidos fueron intermitentes podria ser que la muestra recogida por los
hisopos fuera insuficiente (Alvseike et al., 2000; Alvseike and Skjerve, 2000; Sandberg et al.,

2002; Zweifel et al., 2004).

Por otro lado, se presentan discordancias entre los resultados obtenidos por el
Laboratorio Agroambiental y los de Laboratorios Exopol, ya que para una misma muestra los
resultados eran distintos. Una explicacion a esta falta de correspondencia seria la utilizacién de
medios de cultivo y condiciones de incubacidn diferentes de las muestras en cada laboratorio

(Alvseike y Skjerve, 2000).
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Dias post-parto d=0,0h |12h| d=3 d=6 d=9 d=15 d=22 d=30
Fecha 24/10/18 27/10/18 | 30/10/18 | 02/11/18 | 08/11/18 | 15/11/18 | 23/11/18
Prueba

Vagina (Exopol)
Vagina (LA-DGA)
Calostro(Exopol

Calostro (LA-DGA)
Precipitado
calost(LA-DGA)
Sobrenadante
calostro (LA-DGA)

Leche (Exopol)
Leche (LA-DGA)
FN (Exopol)

FN (LA-DGA)
Heces (Exopol)
Heces (LA-DGA)
FN (Exopol)

FN (LA-DGA)
Heces (Exopol)
Heces (LA-DGA)
Sangre

FN (Exopol)

FN (LA-DGA)
Heces (Exopol) ‘ ‘
Heces (LA-DGA)

Sangre (Exopol)
Tabla 4. Resultados de los cultivos microbioldgicos y PCR de las muestras de la oveja 600 y sus corderos 284 y 285.

OVEJA 600

CORDERO 285 | CORDERO 284

El segundo parto de la oveja 600, y ultimo analizado para este trabajo, tuvo lugar el dia 5
de junio de 2019 y presentd complicaciones. Este animal padecid una neumonia gangrenosa
en el preparto, patologia frecuentemente asociada a la RCP y consecuencia secundaria de la
misma, tal y como cita Brodgen et al. en su trabajo de 1998. Este hecho, a pesar del
tratamiento y el aumento en la racidn diaria, hizo que la oveja llegara en una condicién
corporal inapropiada al parto. Quiza en parte a todo lo explicado, el parto de este animal fue
distdcico requiriendo asistencia veterinaria. Ambos corderos sobrevivieron y se pudo continuar
con el protocolo de toma de muestras correctamente, aunque fueron criados con lactacion
artificial debido a la carencia total de vinculo materno-filial. No obstante, los corderos tomaron
el calostro de su madre tras ser obtenido por ordefio y ofrecido en biberdn y se mantuvieron

en el mismo recinto que su madre durante todo el estudio.

En los resultados obtenidos de este parto y recogidos en la tabla 5, los corderos

presentaron tan solo un aislamiento positivo en las fosas nasales dentro de las primeras horas
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de vida. Esto puede ser debido a la ausencia de vinculo materno-filial anteriormente citada, ya
que al no existir un riesgo de exposicidon a SED tan elevado, las probabilidades de infeccion de
los corderos disminuyen. Este motivo también justificaria la ausencia total de resultados
positivos en las heces de los dos corderos corroborando lo planteado por Figueras en 2017. En
su estudio sobre aislamientos de SED en corderos de madres portadoras de la bacteria se
obtuvo que el 100% de los corderos con aislamiento positivo en la muestra de heces procedian
de partos dobles, y por lo tanto habian permanecido en las jaulas de ahijamiento manteniendo

un estrecho contacto con su madre tras el parto.

Dias post-parto d=0, Oh | d=0,12h | d=3 d=6 d=9 d=15 d=22 d=30

Fecha 05/06/2019 08/06/2019 | 11/06/2019 | 14/06/2019 | 20/06/2019 | 27/06/2019 | 05/07/2019

Prueba

Cult | PCR | Cult | PCR | Cult | PCR | Cult | PCR | Cult | PCR | Cult | PCR | Cult | PCR | Cult

PCR

Vagina (Exopol)

Vagina (LA-DGA)

FN (Exopol)

FN (LA-DGA)
Heces (Exopol)
Heces (LA-DGA)

Calostro (Exopol)

OVEJA 600

Calostro (LA-DGA

Leche (Exopol)

Leche (LA-DGA)

Placenta(LA-DGA
FN (Exopol)
FN (LA-DGA)
Heces (Exopol)
Heces (LA-DGA)

| - |
------ Il
L

I | |
NI B e
Heces (Exopol)

| |
Heces (LA-DGA)

FN (Exopol)
FN (LA-DGA)

NN B s
|+

CORD. 389 | CORD. 388

Tabla 5. Resultados de los cultivos microbioldgicos y PCR de las muestras de la oveja 600 y sus corderos 388 y 389.

Una vez comentados los datos de cada parto por individual, al analizar los resultados
de los tres partos en conjunto, se observé el continuo aislamiento de SED en las fosas nasales
de las ovejas. Estos resultados son acordes a los datos obtenidos en anteriores trabajos, en los
que se ha demostrado que en todos los casos de RCP se aisla este microorganismo (Bonke et
al., 2012; Brodgen et al., 1994; Lacasta et al., 2012; Meehan et al., 1992; Regenscheit et al.,
2017; Wolf y Schefers, 2017).

Respecto a los aislamientos de SED en heces se observd que en las ovejas de los tres

partos existid excrecion continua de este agente a través de esta localizacidn, evidenciando la
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importancia de la via fecal en la diseminacién de SED y en la contaminacién del entorno donde
cohabita con sus corderos, aumentando el riesgo de infeccidn de los mismos. Estos resultados
coinciden con los obtenidos por otros autores sobre la prevalencia de SED en heces, en los que
se evidencia la importante excrecion de este agente a través de esta localizacién vy, por tanto,
su relevancia en la diseminacion de la bacteria (Figueras, 2017; Milnes et al. 2008; Soren et al.
2015; Zweifel et al. 2004). Sin embargo, estos resultados difieren de los obtenidos por Bonke
et al. en 2012, en su estudio de prevalencia en matadero, donde los aislamientos de SED en
heces de ovejas adultas es del 0%, aunque en el mismo estudio justifican estos resultados por
la baja cantidad de las muestras analizadas y sus deficientes condiciones de conservacion. Al
igual que en los resultados de los corderos del segundo parto, resulta resefiable la presencia
de discordancias en los resultados de las muestras de heces enviadas al Laboratorio
Agroambiental y los obtenidos de Laboratorios Exopol, probablemente debido, tal y como se
ha indicado anteriormente, a las diferencias de los medios de cultivo y condiciones de

incubacién utilizadas en cada laboratorio (Alvseike y Skjerve, 2000).

Se lograron obtener muestras de placenta de dos partos para la realizacién de cultivos
microbioldgicos. En una de ellas no se aislé SED, mientras que en la otra, procedente del parto
de la oveja 172, si se aisl6 la bacteria. Este resultado podria explicar por qué algunos autores
describen a este microorganismo como agente causal de abortos y de nacimientos de corderos
mortinatos o prematuros (Davies et al., 2001; Greenfield et al., 1973; Long et al., 1978). Sin
embargo, el hecho de que los aislamientos en vagina en los tres partos fueran negativos
durante todo el estudio y que todos los corderos fueran perfectamente viables indica mas una
contaminacién de la muestra, probablemente al entrar en contacto con el suelo y con material
fecal. Ademas, esto pone de manifiesto la resistencia de SED en el medio ambiente y el alto
riesgo de contaminacidn en caso de presencia de esta bacteria (Milnes et al., 2008; Zweifel et

al., 2004).

De igual modo, los aislamientos negativos en vagina confirman los resultados de Figueras
en 2017 y Hannam et al. en 1986 en los que se observa que la eliminacién de la bacteria a
través de esta localizacidn no es muy importante. Estos resultados asocian SED con un bajo

poder patdgeno sobre el aparato reproductor de las ovejas gestantes.

Para concluir con los resultados observados en las ovejas, y como uno de los objetivos
principales del trabajo, se estudio la presencia de SED en calostro y leche. Todos los cultivos de
las muestras obtenidas resultaron negativos, tanto en leche como en calostro, que junto con

los resultados negativos de PCR para estas muestras, indica que la bacteria no estaba presente
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en estas localizaciones ni extracelular ni intracelularmente ya que, segun los técnicos del
Laboratorio Agroambiental de Zaragoza, el procesado de las muestras destruye las células
presentes lo que dejaria libre al microorganismo o sus antigenos. Segun estos resultados, se
concluye que aunque SED tiene un comportamiento intracelular en los macrofagos de las fosas
nasales de los animales enfermos de RCP (Brodgen et al., 1994; Lacasta et al., 2012; Meehan et
al.,, 1992), la bacteria no se comporta igual en el caso de los macrdéfagos u otras células
calostrales; como se ha descrito en otras bacterias como Brucella abortus (Baldwin and Winter,

1994; Roop et al., 2009; Philippon et al., 1971).

Por otra parte, se observé que todos los corderos fueron positivos a SED en alguna
localizacién en las primeras horas de vida, ya sea en fosas nasales o en heces, situacidén que
coincide con los estudios realizados por Figueras en 2017 donde se evidencia que tanto el
contacto con SED como la infeccién tienen lugar en las primeras horas de vida. Estos
aislamientos a una edad tan temprana indican que el primer contacto de los corderos con SED
puede tener lugar a través de los ollares o por via oral al estar en contacto con material

contaminado.

Ademads, a pesar de que los corderos presentaron la bacteria en el aparato digestivo,
demostrado por la excrecion intermitente de SED a través de las heces, no mostraron cuadros
digestivos, situacidn que difiere con anteriores estudios en los que se asociaba SED a procesos
gastroentéricos en animales jovenes (Alvseike y Skjerve, 2002; Chatzopoulos et al., 2016;

Davies et al., 2001; Harp et al., 1981; Long et al., 1978).

Finalmente y en conclusién, los resultados obtenidos de los seis corderos, tanto de fosas
nasales como de heces, y los resultados de las muestras de calostro y leche obtenidos de las
tres ovejas de este estudio indican que los corderos se infectan o al menos estan en contacto
con la bacteria en las primeras horas de vida y que dicho contacto o infeccién no es por la via
lactégena, quedando solo como posibles vias de infeccidn la via digestiva o la via respiratoria.
Ambas vias estan confirmadas por dos trabajos de infecciéon experimental, tanto la digestiva
(Hannam et al., 1986) como la respiratoria (Brodgen et al., 1994; Figueras, 2017). En ambos
estudios la eliminacién de la bacteria es discontinua en las localizaciones estudiadas, al igual
que en el presente trabajo, sin embargo su frecuencia es mucho mas elevada probablemente

como consecuencia de las dosis infectantes utilizadas.
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Bloque II. Valoracién de la eficacia y posologia de distintos farmacos en animales

enfermos de RCP.

Los tres tratamientos aplicados se han valorado segun la mejora de la sintomatologia,

la utilizacion de técnicas de imagen y el aislamiento de SED en cultivos microbiolégicos.

El primer tratamiento estudiado fue la administracion de marbofloxacina por via
intramuscular durante 15 dias. Antes de comenzar el mismo, el animal presentaba una grave
disnea inspiratoria con acusados ronquidos e hinchazén de los carrillos durante la espiracion,
presentaba abundante flujo nasal mucoso y se podia apreciar la proliferacion de tejido a través
de los orificios nasales de ambos lados (Figura 9-A). Ademas, en las imagenes termograficas
previas se observd que el animal presentaba un elevado aumento de temperatura en ambas
fosas nasales debido a la deficiente ventilacién de la zona causada por la RCP bilateral que

padecia (Figura 10-A).

Una vez finalizado el tratamiento se observé cierta mejora en la sintomatologia. Sin
embargo, el cultivo de la muestra de fosas nasales tomada en ese momento siguid siendo
positivo a SED. La mejora de la sintomatologia fue en aumento hasta el dia 31, momento en el
que apenas se observé secrecién nasal (Figura 9-B) y la disnea era muy leve. Del mismo modo,
se observd que la inflamaciéon de los cornetes ventrales y el tejido proliferativo habian
disminuido notablemente. Esto se confirmd a través de las termografias apreciandose una
reduccion de la temperatura de las fosas nasales, consecuencia de la disminucién de la

inflamacién y de la mejora de la ventilacién de la cavidad nasal (Figura 10-B,C,D).

El dia 55 se observé una reaparicion de los signos clinicos y en la termografia se
aprecié un nuevo aumento de la temperatura de la zona (Figura 10-E). Definitivamente, el dia
70 se confirmd la ineficacia de este tratamiento tanto por la sintomatologia, como por la
termografia (Figura 10-F) y se reactivé la RCP volviendo a observarse el tejido proliferativo a

través de los ollares (Figura 9-C).

Dia 0 Dia 31 Dia 70

Figura 9. Evolucion del tejido proliferativo de la fosa nasal derecha en la oveja 600 durante el primer tratamiento.
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Figura 10. Termografias de proyeccién dorso-ventral realizadas para valorar el primer tratamiento de la oveja 600.

Debido al progresivo deterioro de la salud del animal, y pese a haber experimentado
una mejoria clinica transitoria inicialmente, se decidié administrar un segundo tratamiento con
florfenicol combinado con flunixin meglumine en dos fases separadas de 3 dias cada una.
Ademas, se administré este farmaco por via intracornete en lugar de por via parenteral para
lograr un mayor efecto en la zona lesionada, ya que en el trabajo de Rubira en 2017b su
aplicacion a través de esta via apenas mostré mejora en el estado de salud del animal. Esto
probablemente se debid a que el florfenicol posee poco tiempo de permanencia en sangre,
impidiendo que se alcancen concentraciones bactericidas adecuadas si no se repite la dosis (Al

et al., 2003).

El dia O la oveja presentaba la clinica caracteristica de la RCP muy marcada, con una
fuerte disnea inspiratoria con ronquidos y abundante flujo nasal mucoso; siendo incluso
necesario que el animal abriera la boca para expulsar el aire consecuencia de la importante
obstruccion de las fosas nasales. En las imagenes termograficas obtenidas en este tratamiento
y para su valoracion debe tenerse en cuenta que en las zonas de aplicacién del farmaco
aparecen dos areas muy bien delimitadas de elevada temperatura (Figura 11-C y D), debido a
la falta de pelo por el rasurado y, en consecuencia, a la modificacion de la capacidad de

aislamiento de la piel. Estas areas podrian dar lugar a confusién.

Figura 11. Imagen A y B. Oveja 600 sin rasurar, justo antes de comenzar el tratamiento. Imagen C y D. Oveja 600
rasurada a nivel de la incisura naso-incisiva para la administracion del tratamiento intracornete.
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En las exploraciones realizadas a lo largo de los 9 dias que durd el tratamiento apenas
se aprecié una mejoria de los signos clinicos. Sin embargo, si que se observé en las imagenes
termograficas una leve disminucién de la temperatura de la zona (Figura 12-B). Una vez
finalizado el tratamiento se tomaron muestras de las fosas nasales y, al igual que tras el primer

tratamiento, se comprobd que el aislamiento de SED seguia siendo positivo.

Hasta el dia 18 no se comenzd a observar una leve mejoria clinica. El dia 27 la mejora
ya era muy evidente aprecidndose solamente una leve disnea inspiratoria sin apenas descarga
nasal. No obstante, fue el dia 42 cuando en las imagenes termograficas se observd una
disminucién del drea de color rojo que se correspondia con una menor temperatura en las
fosas nasales (Figura 12-E), causada por la disminucién de la inflamacion lo que mejoré la
ventilacién de la zona. Este estado se mantuvo hasta el dia 60, momento en el que empezé a
observarse un empeoramiento del estado de salud del animal y la reaparicidon de la clinica

caracteristica de la enfermedad.

Dia 0, inicio tto. Dia 9, fin tto. Dia 18 Dia 27 Dia 42

Figura 12. Termografias de proyeccion dorso-ventral realizadas para valorar el segundo tratamiento de la oveja 600.

Debido al progresivo agravamiento de la salud del animal se decidid administrar el
tercer y dultimo tratamiento de este trabajo, en el que se aplico por via parenteral
marbofloxacina y flunixin meglumine durante 15 dias. Durante la administracidn del mismo no
se observaron cambios evidentes ni en las técnicas de imagen ni en la sintomatologia del
animal, siendo esta muy acusada. Ademas, al igual que en los anteriores casos, el hisopo de

fosas nasales tomado al finalizar el tratamiento presentd aislamiento positivo a SED.

El dia 21 se comenzé a apreciar la mejoria clinica del animal con la desaparicién de la
disnea y de la secreciéon nasal, siendo la progresion mas rdpida que con los anteriores
tratamientos. lgualmente, las imagenes termograficas tomadas ese dia mostraban una
disminucién de la temperatura de las fosas nasales (Figura 13-C). En la valoracion clinica

realizada el dia 31 la sintomatologia habia desaparecido casi por completo y en la inspeccion
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de la cavidad nasal no se observaba proliferacion del tejido inflamado a través de los ollares
(Figura 14-B). La comparacidon de las imagenes termograficas mostré un cambio en la
coloracion de la zona, tornando del color rojo de las fases anteriores a verde azulado (Figura
13-D), lo que indicaba una acusada disminucién de la temperatura de la zona. Esta situacién se
mantuvo hasta el dia 47, momento en el que se volvié a apreciar un aumento de la
temperatura de las fosas nasales (Figura 13-F) asi como la reaparicion de la sintomatologia.
Finalmente, el dia 70 el estado de salud del animal, los signos clinicos y las imagenes

termograficas volvieron a ser similares a los del dia O (Figuras 13-Ay G; 14-Ay C).

Dia 0, inicio tto. Dia 15, fin tto. Dia 21 Dia 31 Dia 40 Dia 47 Dia 70

Figura 14. Evolucion del tejido proliferativo de la fosa nasal derecha en la oveja 600 durante el tercer tratamiento.

En resumen, los resultados del primer tratamiento muestran que el animal comenzd a
mejorar el quinto dia tras finalizar la administracion de los farmacos. Esta situacion se
prolongd durante 25 dias aproximadamente, hasta que se volvio a agravar el estado de salud

del animal.

En el segundo tratamiento el animal comenzd a manifestar una progresiva y lenta mejora
clinica el noveno dia tras finalizar el tratamiento y que se prolongé 40 dias, momento en el que

la enfermedad vuelve a agravarse de nuevo. La mejora clinica de este tratamiento persistio
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durante mas tiempo, sin embargo fueron necesarios muchos mas dias para alcanzar un estatus
sanitario similar al de los otros dos tratamientos. Ademas, presentd la dificultad de la via de

administracién intracornete, dificilmente aplicable a la actividad ganadera.

En el tercer tratamiento la mejora clinica fue mucho mds marcada que en los dos
anteriores, hecho evidenciado en las exploraciones clinicas realizadas y en los resultados
obtenidos de las imagenes termograficas y fotografias realizadas. Estos resultados ponen de
manifiesto la importancia del flunixin meglumine en el tratamiento frente a la RCP debido a su

efecto antiinflamatorio.

Finalmente y en conclusion, los dos principios activos utilizados para este estudio, el
florfenicol y la marbofloxacina, a pesar de ser farmacos de eleccién tanto por la sensibilidad
como por su farmacocinética han mostrado una eficacia parcial y transitoria frente a la RCP vy,
aunque han sido capaces de mejorar la clinica, no ha sido posible eliminar a SED de las fosas
nasales. A pesar de ello, gracias a estos tratamientos se ha logrado prolongar la vida de los
animales y su productividad. Por ello, es necesario continuar trabajando en la etiopatogenia de
esta enfermedad y asi establecer tratamientos eficaces para eliminar este microorganismo de

las fosas nasales.

6. CONCLUSIONES

En cuanto a las vias de eliminacion de Salmonella enterica subsp. diarizonae serotipo
61:k:1,5,(7) en ovejas diagnosticadas de rinitis crénica proliferativa y en sus corderos durante

el periparto y postparto, estudiadas en este trabajo, se concluye:

l. La ausencia de aislamiento de Salmonella enterica subsp. diarizonae serotipo
61:k:1,5,(7) en los cultivos microbiolégicos y PCR, tanto en la leche como en el calostro
de las ovejas de este estudio, descarta la presencia del agente en esta localizacién y
por lo tanto su transmisién por via lactégena.

Il. Las ovejas enfermas de rinitis cronica proliferativa presentan una excrecion continua
de Salmonella enterica subsp. diarizonae serotipo 61:k:1,5,(7) a través de las heces, lo
que indica que la via de eliminacion fecal de esta bacteria es importante para su
diseminacion, favoreciendo la contaminacion del entorno donde cohabita con sus

corderos y aumentando el riesgo de infeccién de los mismos.
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La infeccién de los corderos ocurre en las primeras horas de vida dado el temprano
aislamiento de Salmonella enterica subsp. diarizonae serotipo 61:k:1,5,(7) tanto en
fosas nasales como en heces.

El vinculo materno-filial o el contacto cercano con animales eliminadores de
Salmonella enterica subsp. diarizonae serotipo 61:k:1,5,(7) aumenta la probabilidad de

infeccion de los corderos.

Tras administrar y valorar los anteriores tratamientos, se puede concluir:

V.

VI.

Tanto la marbofloxacina como el florfenicol han mostrado una eficacia parcial y
transitoria frente a la rinitis crdnica proliferativa y, aunque han sido capaces de
mejorar la clinica, no ha sido posible eliminar a Salmonella enterica subsp. diarizonae
serotipo 61:k:1,5,(7) de las fosas nasales. Ademads, con estos tratamientos se ha
logrado prolongar la vida de los animales y su productividad.

El tratamiento combinado de marbofloxacina y flunixin meglumine, aplicado de
manera sistémica, produce una reduccidon mds evidente y rapida de los signos clinicos
de la rinitis crdnica proliferativa. El flunixin meglumine tiene un importante efecto

sobre dicha reduccion de la sintomatologia.

6. CONCLUSIONS

Regarding the study of the elimination routes of Salmonella enterica subsp. diarizonae

serovar 61:k:1,5,(7) in sheep diagnosed with chronic proliferative rhinitis and their lambs

during peripartum and postpartum, it is concluded that:

The absence of Salmonella enterica subsp. diarizonae serovar 61:k:1,5,(7) isolations in
cultures and PCR, both in milk and calostrum of the ewes of this study, dismisses the
presence of the bacteria in this location and therefore its lactogenic transmission.
Sheep affected by chronic proliferative rhinitis show a continuous Salmonella enterica
subsp. diarizonae serovar 61:k:1,5,(7) excretion through the faeces. This fact indicates
that the faecal elimination route of this bacterium is important for its dissemination,
promoting the contamination of the environment where the ewe lives together with
their lambs and increasing their risk of infection.

Lambs infection occurs during the first hours of their life. It is due to the early
Salmonella enterica subsp. diarizonae serovar 61:k:1,5,(7) isolation in the nasal cavity

and faeces.
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V. The mother-to-lamb bond or the close contact with excretory animals of Salmonella
enterica subsp. diarizonae serotype 61:k:1,5,(7) increases the probability of infection in

the lambs.
After treatments administration and valuation, it is concluded that:

V. Both marbofloxacin and florfenicol have shown partial and temporary efficiency
against chronic proliferative rhinitis. Although these products have been able to
improve the clinic, it has not been possible to eliminate Salmonella enterica subsp.
diarizonae serovar 61:k:1,5,(7) of the nasal cavity. In addition, thanks to these
treatments, it has been possible to extend the life of animals and their productivity.

VL. The systemic administration of marbofloxacin combined with flunixin meglumine
causes a greater improvement in the clinical signs of chronic proliferative rhinitis. In

fact, flunixin meglumine has an important effect on this improvement.

7. VALORACION PERSONAL

Una vez finalizado el texto, me dispongo a exponer todos los conocimientos adquiridos. En
primer lugar, durante los dos afos de duraciéon del trabajo, he practicado la toma de muestras
de diferentes localizaciones, e interpretando sus resultados, muchos de los cuales nos han
dado a mis tutores y a mi mucho que pensar. He aprendido a analizar los motivos por los que
aparecen aislamientos positivos en localizaciones y fechas que se salen de todos los esquemas,
basandome en el estudio de la patogenia de SED, en la probabilidad de que se den esos
resultados o en la valoracién de otros motivos, como posibles contaminaciones de la muestra.
Por lo tanto, una conclusién muy importante, es que en la veterinaria y en la investigacién no
todo es blanco o negro como muchas veces parece en los libros de texto, sino que son mas

complicadas y requieren englobar todos los conocimientos aprendidos a lo largo de los afios.

En segundo lugar, se ha intentado traer el maximo nimero de animales con RCP posibles,
aunque finalmente, el tamaifo muestral del trabajo ha sido pequefio. Sin embargo, esta
situacién me ha ensefiado y acercado al mundo “real”, pues no es facil llevar ovejas a la
Facultad de Veterinaria una vez que se diagnostican en las explotaciones, ya que el ganadero
puede tener otros deseos para ese animal o simplemente porque los medios econédmicos con

los que se cuenta para realizar un trabajo de fin de grado son limitados.
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Gracias a este trabajo también he aprendido sobre farmacologia y prescripciones
excepcionales, todo ello muy importante para el cercano futuro laboral. Ademas, he
practicado diferentes vias de administracién de medicamentos y aprendido otras nuevas como

la via intracornete.

Finalmente, me gustaria dar las gracias a todas las personas que me han ayudado,
especialmente a mis tutores, Luis Pedro Figueras Ara e Inés Rubira Aznar, a los que agradezco
su dedicacién y ayuda ofrecida durante estos dos afios; y también al SCRUM, por haber
colaborado para que este trabajo saliera adelante y por darme la oportunidad de aprender

tanto sobre el sector ovino.
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