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“La verdadera ignorancia,
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Resumen.

La lucha y la prevencion de los procesos patologicos en los que la interaccion entre
el ecosistema, el hombre y los animales influya en la evolucién de estos, deberia enfocarse
de manera global bajo el enfoque One Health. Una herramienta para establecer la presencia
de enfermedades en un ecosistema, es el monitoreo de especies silvestres que actuen de
centinela en los procesos, estableciendo asi una vigilancia pasiva de la fauna silvestre. Con
esta premisa, el presente estudio se centra en dicha vigilancia, en concreto en la evaluacion
de dos parasitosis en el zorro como especie centinela silvestre; una zoonosis de ciclo direc-
to, como la trichinellosis, y otra de ciclo indirecto, como la espirocercosis. El estudio se ha
desarrollado en zonas del oeste de Castilla y Ledn, pudiendo determinar las zonas de mayor
riesgo de estas enfermedades.

Los resultados de esta vigilancia siguen indicandonos la presencia de Trichinella en el
ecosistema silvestre, pese a la rigurosa legislacion en los controles sanitarios oficiales de las
carnes de consumo humano en las dos ultimas décadas. Se encontraron 4 areas de mayor
riesgo en la transmision de Trichinella spp., por lo que la vigilancia de las producciones gana-
deras con destino al consumo humano deberia intensificarse en dichas zonas.

La espirocercosis puede tener graves consecuencias para los perros, por lo que pue-
de resultar de gran interés la vigilancia pasiva de esta enfermedad mediante el muestreo del
zorro en zonas mas rurales. Las lesiones en esta especie silvestre se hallaron mayoritaria-
mente en la mucosa del estomago y sin evolucion hacia formas neoplasicas, a diferencia de
lo encontrado en otras investigaciones en el perro, con localizacién esofagica y evolucion a
sarcomas malignos. El estudio reveld que el agente causal en el zorro se debidé a Spirocerca
vulpis, a diferencia del perro, que suele estar parasitado por Spirocerca lupi. La prevalencia
encontrada fue del 6,09 %, siguiendo un patrén epidemiolégico muy dependiente de las varia-
bles topoclimaticas. La variable mas influyente en la presencia del parasito fue la temperatura
minima mensual, observando mayor prevalencia en las zonas donde mas elevadas son las
temperaturas minimas mensuales. Las zonas de dehesa, con mayores cargas ganaderas y
las ubicaciones mas al oeste se mostraron como las de mayores prevalencias y con una ma-
yor predisposicién a la presencia de hospedadores intermediarios (escarabajos coprofagos),
que condicionan el éxito del ciclo del parasito.

En la busqueda de las especies de escarabajos copréfagos que intervienen como hos-
pedadores intermediarios en el ciclo de la espirocercosis en la zona de estudio, se encontraron
larvas parasitarias en el interior de Geotrupes mutator, aunque el analisis molecular y el de mi-
croscopia electrénica demostré la identificacion de las mismas como Gongylonema spp. Esta
ha sido la primera descripcion de Gongylonema spp. en este escarabajo en Europa. La falta de
datos bibliograficos descriptivos morfoldgicos y de secuencias moleculares de las distintas espe-
cies de Gongylonema spp., no permitid relacionar las larvas encontradas con ninguna especie
concreta, por lo que se desconoce si se trata de una nueva especie o de alguna ya descubierta,
pero no descrita por esa carencia de informacion bibliografica. No obstante, con estos hallazgos,
se ha aportado nuevo conocimiento cientifico de estas larvas, para que en un futuro pueda ser
resuelto el enigma de la identificacion de estos vermes encontrados en el escarabajo G. mutator.
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Summary

The fight and prevention of pathological processes in which the ecosystem, man and
animal interaction is influenced by evolution, can only be approached from the perspective of
the One Health approach. A tool to establish the presence of diseases in an ecosystem is the
monitoring of wild species that act as sentinels in the processes, thus establishing passive
surveillance of wildlife. The present study focuses on such surveillance, specifically in the
evaluation of two parasitic diseases in the fox as a wild sentinel species: a direct cycle zoon-
osis, such as trichinellosis, and an indirect cycle zoonosis, such as spirocercosis. The study
has been carried out in the west of Castilla y Ledn, to determine the greatest risk areas of
these diseases.

The results of this surveillance indicate the presence of Trichinella in the wild eco-
system, despite the rigorous legislation in the official sanitary controls of meat in the last two
decades. Four areas of greatest Trichinella risk were found, therefore, surveillance of livestock
production for human consumption should be intensified in these areas.

Spirocercosis can have serious consequences for dogs, so passive surveillance by
sampling foxes in rural areas may be of great interest. The lesions in this wild species were
found mainly in the mucosa of the stomach. There were not evolution towards neoplastic
forms, different from what was found in other investigations in dogs, with esophageal location
and evolution to malignant sarcomas. The study revealed that Spirocerca vulpis was the caus-
al agent in the fox, unlike the dog which is usually parasitized by Spirocerca lupi. The preva-
lence found was 6.09%, following an epidemiological pattern highly dependent on topoclimatic
variables. The most influential variable for the presence of the parasite was the minimum
monthly temperature. It was observed a higher prevalence in the areas where the minimum
monthly temperatures are higher. The dehesa ecosystem with higher livestock density and the
locations further to the west were shown to be the ones with the highest prevalence. These
areas have also high densities of intermediate hosts (dung beetles), which determine the suc-
cess of the parasite cycle.

Parasitic larvae were found inside Geotrupes mutator while searching species of co-
prophagous beetles that act as intermediate hosts in the spirocercosis in the study area.
These larvae could be identified as Gongylonema spp. by molecular analysis and by electron
microscopy. This has been the first description of Gongylonema spp., in this beetle in Europe.
The lack of a morphological description, as well as the lack of molecular sequences of
Gongylonema spp in the bibliographic search, did not allow the larvae found to be related
no specific species. It is unknown it is a new species or a specie previously discovered but
not properly described due to the lack of bibliographic information. However, new scientific
knowledge of these worms has been provided, so the enigma of identifying the findings found
in the beetle G. mutator may be resolved in the future.
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Esquema de la memoria.

Este proyecto de tesis doctoral se basa en un compendio de articulos cientificos sobre
la presencia de Trichinella spp. y de Spirocerca spp., en el zorro y otros carnivoros silvestres
en zonas del oeste espanol. Dado que esta Ultima parasitosis utiliza escarabajos copréfagos
como hospedadores intermediarios, el analisis de éstos en la zona de estudio conllevé la vi-
sualizacién de otro parasito de caracter zoonético: Gonylonema spp.

Esta memoria de tesis se desarrolla en 7 capitulos, algunos de los cuales contienen a
su vez varios apartados.

Capitulo 1.- Presentacion.

En este capitulo presentamos a su vez el contenido de tres apartados, el primero de
ellos comienza con un apartado de descripcion de la interconexidon que mantienen los trabajos
y publicaciones efectuados en esta investigacion. A continuacién, se hace una introduccion
general de las lineas de investigacion del proyecto de tesis, destacando la importancia del
concepto One Health para el control de las enfermedades zoondticas. En el ultimo apartado
de este capitulo se marcan una serie de objetivos en la investigacién sobre los que trataremos
de aportar luz a lo largo de este proyecto.

Capitulo 2.- Medio ambiente y hospedadores.

En este capitulo sientan algunas de las bases cientificas relacionadas con dos aparta-
dos como son el medio ambiente y los hospedadores.

En relacién con el medio ambiente, aspectos a tener en cuenta como la climatologia y
la interfaz, dando muchas de las claves necesarias para entender las peculiaridades del eco-
sistema mediterraneo de la dehesa.

En el otro apartado de este capitulo hacemos referencia a los hospedadores, el hos-
pedador definitivo que es al animal utilizado como centinela en esta tesis, que es el zorro rojo
(Vulpes vulpes), y un hospedador intermediario como son los escarabajos coprofagos familia
Scarabaeidae.

Capitulo 3.- Enfermedades parasitarias.

En este apartado hacemos un repaso a las caracteristicas de las enfermedades para-
sitarias que hemos encontrado a lo largo de este proyecto de investigacion: Trichinella spp.,
Spirocerca spp. y Gongylonema spp.
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Capitulo 4.- Inmunidad por parasitos.

Alo largo de este capitulo repasamos algunos conceptos sobre la inmunidad y la in-
munohistoquimica.

Capitulo 5.- Resultados publicados.

A lo largo de este capitulo exponemos los resultados en dos apartados, uno de ellos
expone los resultados mediante sus divulgaciones cientificas a través de 3 articulos cientifi-
cos y 1 comunicacion a Congreso como son.

Publicacién. - Occurrence, prevalence, and explanatory environmental variables of Spirocerca
vulpis infestation in the foxes of western Spain.

Publicacién. - Characterization of lesions induced by Spirocerca vulpis (Spiruridae: spirocercidae)
in red foxes (Vulpes vulpes).

Publicacién. - First detection of Gongylonema species in Geotrupes mutator in Europe.
Congreso. - Survey of Trichinella spp., in wild mesocarnivores from Castilla y Ledn, Spain.

En el segundo apartado de este capitulo se describe otros trabajos de investigacion relacio-
nados y pendientes de publicar que presentamos aqui como novedosos bajo el titulo:

Presencia y distribucion de Trichinella spp. en zorros y otros mesocarnivoros en Castilla y
Ledn (Espana).

Capitulo 6.- Discusion

Alo largo del capitulo se discuten los resultados obtenidos.

Capitulo 7.- Conclusiones

En este ultimo capitulo se anaden las conclusiones finales de la investigacion en base
a los objetivos iniciales planteados.

Completan esta tesis doctoral el apartado dedicado a anexos que documentan algu-
nos detalles utilizados a lo largo de este estudio general, algunos de los cuales hemos creido
conveniente documentar aqui.

En ultimo lugar se presenta la seccidon que enumera la bibliografia a la que se hace
referencia en este proyecto de investigacion.
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Capitulo 1.- Presentacién






1.1.- Interconexién entre los trabajos

En este estudio tratamos de monitorear algunas enfermedades parasitarias en uno
de los ecosistemas mas tipicos de la Peninsula Ibérica, en la region oeste de Castilla y Ledn
(CyL), como es la dehesa. Para ello, se opté por el zorro (Vulpes vulpes) como especie cen-
tinela. Su abundancia, su versatilidad para adaptarse a estos ambientes humanizados, y la
posibilidad de monitorearlo a través de las capturas del control poblacional con las normativas
de vedas de caza, lo convierten en un buen candidato como especie centinela.

Estudiamos dos tipos de enfermedades segun su transmision; una enfermedad para-
sitaria de ciclo de vida directo, como es la trichinellosis, sin la intervencién de hospedadores
intermediarios, y, por otro lado, una enfermedad parasitaria cuyo ciclo de vida de transmi-
sion es indirecto, como es la espirocercosis, donde se necesita un hospedador intermediario
(HI). Se ha seleccionado la primera de ellas por su interés en relacion con la salud humana
y su importancia como zoonosis a la hora de producir y consumir alimentos. La investigacion
se dirigié al estudio epidemiologico y la distribucién de la zoonosis causada por Trichinella
spp. en un ciclo de vida silvestre, a través de la prevalencia en el zorro, para tratar de lo-
calizar las areas de mayor intensidad de infeccion en los ecosistemas con el fin de prestar
una especial atencion a las medidas preventivas. Fruto de estos estudios se presentan 2
trabajos:

- “Survey of Trichinella spp., in wild mesocarnivores from Castillay Leén, Spain.”

- “Presencia y distribuciéon de Trichinella spp., en zorros y otros mesocarnivoros en
Castillay Leén (Espana)”.

Bajo este mismo concepto del zorro como animal territorial y su versatilidad y adap-
tacion a diferentes dietas en algunos momentos del ano, dirigimos nuestros esfuerzos a in-
vestigar la espirocercosis. La patologia causada por Spirocerca spp., en los perros puede
ocasionar consecuencias graves para su salud, por lo que conocer los lugares de mayor ries-
go epidemioldgico a nivel silvestre ayudaria a optimizar los esfuerzos en su prevencion. Las
condiciones ambientales del ecosistema de la dehesa se ven continuamente amenazadas
por el cambio climatico, que ademas puede afectar a los mecanismos de transmision de las
enfermedades, a la distribucion de las mismas o a la pérdida de biodiversidad el ecosistema.
Fruto de este interés cientifico se ha publicado el siguiente trabajo cientificos:

- “Occurrence, prevalence, and explanatory environmental variables of Spirocerca
’ ’ Yy
vulpis infestation in the foxes of western Spain”

Una vez determinados los aspectos ambientales en la epidemiologia de Spirocerca
vulpis, y confirmada la existencia de esta nueva subespecie parasita en el zorro, surgi6 la ne-
cesidad de establecer la evolucion y gravedad de la fisiopatologia de esta nueva subespecie
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en esta especie animal. La tipificacion de las lesiones y su posible evolucién a procesos de
indole tumoral, asi como los mecanismos dirigidos por el hospedador definitivo (HD), a con-
trarrestar el proceso parasitario derivo en la publicacién del siguiente articulo:

- “Characterization of lesions induced by Spirocerca vulpis (Spiruridae: spirocercidae)
in red foxes (Vulpes vulpes)”.

Una vez conocida la prevalencia de la espirocercosis en el zorro de la zona de estudio,
imperaba la necesidad de establecer cuales eran las familias o géneros de los hospedadores
intermediarios que intervenian en el ciclo de vida de transmisién de Spirocerca vulpis. El re-
sultado de este trabajo de campo trajo consigo el descubrimiento de varias larvas, en principio
de origen desconocido, en el interior de escarabajos de la familia Geotrupidae. Esta parte del
ensayo experimental permitio la publicacién del siguiente articulo:

- “First detection of Gongylonema species in Geotrupes mutator in Europe”

Asi pues, estudios como los presentados en esta tesis doctoral han sido realizados
gracias a las posibilidades del zorro como especie centinela en el monitoreo de enfermedades
infectocontagiosas y vectoriales, incrementando el conocimiento cientifico actual sobre las
mismas. No se debe perder el enfoque “One Health” en la lucha frente a las zoonosis, como
son la producidas por Trichinella spp., y por Gongylonema spp. La salud del ecosistema forma
parte de este concepto de lucha conjunta de la salud humana. Determinar la evolucion de las
lesiones que produce Spirocerca vulpis, en la especie centinela, bajo la perspectiva de evolu-
ciones distintas a las de Spirocerca Ilupi en perro doméstico, puede contribuir a desmenuzar
claves como la especificidad de especie parasitaria — especie parasitada o mecanismos inmu-
nolégicos de inmunidad innata, contribuyendo a un mejor conocimiento sobre la parasitosis
con consecuencias graves para nuestras mascotas.

1.2.- Introduccién general.

La fauna silvestre es uno de los recursos naturales que interacciona con el medio
natural que nos rodea, formando parte de la biodiversidad de los ecosistemas. Esta fauna
no esta exenta de enfermedades viricas, bacterianas, fungicas y también parasitarias. Todos
estos procesos pueden formar parte del equilibrio del ecosistema o ser el detonante que pro-
voque puntos de inflexién. Muchos de estos procesos no son especificos de especie, y asi,
las parasitosis de las especies silvestres tienen interés por su efecto directo o indirecto sobre
la poblacién animal, asi como por su importancia desde el punto de vista epidemioldgico y su
relacion con la salud del ser humano o de los animales domésticos (Artois, 1997).

Estas enfermedades parasitarias pueden mostrar una prevalencia muy variable en los
animales, dependiendo de la zona en la que éstos se encuentren y de la interrelacién existen-
te entre las diferentes especies, tanto domésticas como silvestres. En funcién de estas preva-
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lencias e interrelaciones, el hombre también puede verse afectado por estas enfermedades
parasitarias (Bengis, 2002).

Ademas, en el nuevo siglo, la percepcion del ocio ha evolucionado, y cada vez con
mayor fuerza y frecuencia las actividades a desarrollar al aire libre se han incrementado, tales
como equitacion, mountainbike, senderismo, golf, turismo rural, ecoturismo, paseos por zonas
periurbanas, que provocan una mayor conexion del hombre con zonas naturales y mayor co-
nexion con animales silvestres (Baidal & Antoni, 2000; Cleaveland et al., 2001).

Fruto de esta forma de disfrutar de estos entornos naturales es donde cabe hacer una
revision y un replanteamiento de varias enfermedades parasitarias y retomar de este modo la
importancia que podrian tener en los planteamientos de la salud para nuestras mascotas y de
nuestro ganado, y aun mas importante, para la salud humana. Las nuevas formas de vida hu-
mana facilitan que el hombre y sus mascotas entran en contacto con especies de vida silves-
tre poco comunes que actian como hospedadores para muchas enfermedades y zoonosis,
como es el caso de la Covid19 y los murciélagos (Platto et al., 2021). La infeccién bacteriana
por Rickettsia monacensis, transmitida por la picadura de garrapatas, es otro ejemplo de lo
que estamos mencionando (Jado et al., 2007), asi como el brote de leishmaniosis en huma-
nos en Fuenlabrada (Madrid), en los que las liebres que frecuentaban parques y jardines y los
perimetros de la ciudad actuaron como transmisor de esta parasitosis (Aguado et al., 2013).

A medida que la poblacion humana se expande y los habitats de vida silvestre dismi-
nuyen (debido al cambio climatico o destruccion humana del habitat) puede haber mas opor-
tunidades para el contacto entre los seres humanos y la vida silvestre, y esto puede ser un
mayor riesgo de transmision de enfermedades, resaltando la importancia de comprender la
enfermedad en el contexto de la ecologia de la vida silvestre (Bengis, 2002).

hadr o ¢
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Figura 1. Representacion del concepto ONE HEALTH.




En este contexto, es donde en la ultima década toma cada vez mas importancia el
concepto de One Health, reconociendo que la salud humana, la salud animal y la salud del
ecosistema estan estrechamente vinculados. One Health busca promover, mejorar y defender
la salud y el bienestar de todas las especies mediante la mejora de la cooperacion y cola-
boracién entre médicos, veterinarios, otros profesionales de la salud cientifica y profesiona-
les del medio ambiente y promoviendo fortalezas en liderazgo y gestion para alcanzar estos
objetivos, viene a ser el concepto evolucionado de los principios de la profesion veterinaria
tradicional, que ya entre sus lemas representativos figuraban en su escudo los términos del
latin “Higia pecoris, salus populi“, que significa que la higiene de los animales mejora la salud
de la poblaciéon humana.

No se debe caer en el error de pensar que los ciclos biolégicos de las enfermedades y
los mecanismos de infeccion y propagacion de las mismas son invariables, pues la evolucion
de la ciencia, los nuevos modelos de monitorizacion de enfermedades, las nuevas herramien-
tas diagnosticas de biologia molecular, las mutaciones, los cambios de equilibrios en la inter-
faz, etc., podrian informar de nuevas evoluciones en estas enfermedades.

Segun la OIE, el 60 % de los patdgenos capaces de atacar al hombre y de causar zoo-
nosis, o sea, enfermedades humanas de origen animal, provienen de los animales domésticos
o salvajes. En el mismo sentido, segun la OIE, hasta el 75% de las enfermedades emergentes
que afectan a los humanos se transmiten de manera natural entre animales y personas.

La influencia humana en la interaccion, el posible papel del ganado y de los animales
de compania como vinculo entre la vida silvestre y el ser humano, factores relacionados con
el Hl, los vectores artrépodos, los hospedadores de transporte o paraténicos (HP) y factores
ecoldgicos, pueden reducir o amplificar el riesgo de transmision de las enfermedades (Gorta-
zar et al., 2016).

Se sabe que los carnivoros silvestres pueden actuar como reservorios de una gran
variedad de agentes infecciosos y parasitarios debidos precisamente a sus habitos carnivoros
y/o carrofieros (Artois, 1997; Gortazar, 1999). Entre estos carnivoros, el zorro muestra una
gran capacidad de adaptacion a diferentes medios, desde areas periurbanas hasta picos de
montana de alrededor de 3000 metros de altura (Palomo et al., 2007). Este animal parece
que desempeiia un papel importante en el ciclo epidemiolégico de la parasitosis producida
por Trichinella spp (Criado-Fornelio et al., 2000; Pozio et al., 2001), y su mantenimiento en el
ciclo de vida silvestre.

Las nuevas tecnologias y el desarrollo de nuevas técnicas diagnosticas hacen muy
probable que se descubran nuevas enfermedades en un futuro préximo, aunque probable-
mente también sea debido a una mayor concienciacion a estudiar este tipo de patologias que
intervienen en los ciclos silvestres (Tompkins et al., 2011). Incluso podria darse la circunstan-
cia que, enfermedades que hoy se piensa que estan adaptadas a unas especies de hospeda-
dores determinados, en el futuro se descubra que pueden adaptarse a la especie humana y
convertirse en zoonosis. En ocasiones, y dada la escasa informacion existente acerca de las
patologias de la fauna silvestre en nuestro entorno, los carnivoros silvestres pueden actuar
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como buenos indicadores de las enfermedades presentes en el medio, tanto por su amplia
distribucion como por sus habitos alimenticios, su fisiologia, su interaccion en escalas espa-
ciales y temporales, aportdndonos informacién valiosa acerca de la presencia o ausencia y
distribucion de determinados agentes patdgenos, y las dinamicas de transmision en la zona
de estudio (Tompkins et al., 2011).

Todo ello refuerza la necesidad de profundizar en el conocimiento de la epidemiologia
y prevalencia de ciertas enfermedades presentes en la fauna silvestre, para poder instaurar
medidas preventivas encaminadas a conseguir una disminucion de su incidencia y a monito-
rizar la aparicion de procesos exoéticos o nuevos (Sainsbury et al., 2001; Chomel et al., 2007;
Gortazar et al., 2007).

1.3.- Objetivos.

Tomando como base los argumentos anteriormente expuestos, los objetivos principa-
les que perseguimos con la realizacion del presente trabajo son:

1.- Determinar la presencia y distribucion de Trichinella spp., en el zorro rojo y otros carnivoros
silvestres en el oeste espafiol.

2.- Determinar la prevalencia, distribucion y factores de riesgo relacionados con el nematodo
Spirocerca spp. en el zorro rojo en el oeste espanol.

3.- Conocer las caracteristicas de las lesiones provocadas por Spirocerca vulpis en el zorro
rojo, desde un punto de vista anatémico, histolégico e inmunohistoquimico.

4.- Determinar las especies de coledpteros que intervienen en la transmision de Spirocerca
spp., asi como la prevalencia de este parasito en los mismos y las caracteristicas que in-
fluyen en su parasitacion.
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Capitulo 2.- Medio ambiente y hospedadores






2.1.- Medio ambiente
2.1.1.- Clima y condiciones topoclimaticas en la zona de estudio.

El clima no es un parametro cuantitativo, sino que se describe en términos de media
en una escala de tiempo determinada y estandar de temperatura (T2), precipitaciones y vien-
tos. El clima, por tanto, ha de ser considerado como un cémputo de factores, y no de valores
puntuales. El clima es el resultado de la interaccién de la radiacion solar, la 6rbita terrestre,
la latitud y la altitud geografica, las orientaciones del relieve terrestre respecto al sol, la di-
reccion de los vientos, la composicion atmosférica, las corrientes oceanicas, la capa de hielo
permanente de la superficie terrestre (efecto albedo) y, sin olvidar los efectos antropogénicos
(Fernandez, 2013).

Estos factores y sus variaciones en el tiempo producen cambios en los elementos
constituyentes del clima, como son la T2, presién atmosférica, vientos, humedad y precipita-
ciones.

Teniendo en cuenta que el clima global no existe, siempre se considera el clima desde
el punto de vista zonal o regional o desde el punto de vista local, en la que los factores deter-
minantes del clima se refieren a las condiciones fisicas y geograficas, que son relativamente
constantes en el tiempo y en el espacio y que influyen en el clima en aspectos relacionados
con la transferencia de energia y calor. Los de mayor importancia son la latitud, la elevacion
y la distancia al mar, aunque otros factores también intervienen en las variaciones del clima,
como son las corrientes marinas, la cobertura vegetal, los glaciares, los grandes lagos, los
rios y la actividad humana (IPCC. 2007).

La zona de estudio en la que esta centrada este proyecto de tesis fue la zona oeste
de Espana, en concreto se analizaron muestras de las provincias de Salamanca, Zamora,
Valladolid y Avila, pertenecientes a la comunidad de CyL, asi como algunas muestras de la
provincia de Caceres, en la comunidad de Extremadura. Esta amplia zona se encuentra lo-
calizada dentro de un clima mediterraneo continentalizado y bioclimatolégicamente quedaria
delimitada dentro de un termotipo supramediterraneo inferior con un tipo ombroclimatico seco
(Rivas Martinez, 1987; Gémez & Gutiérrez et al., 1992; Pinto, 2012). Otras definiciones del cli-
ma para el area de estudio lo describen como clima mediterraneo continentalizado, que tiene
como caracteristicas inviernos largos y frios, veranos cortos y calidos y ademas un fuerte con-
traste entre la T2 durante el dia y la noche (Nafria Garcia et al., 2013; Atlas Climatico Ibérico,
2011). Por todo esto, se puede afirmar que tiene cierta continentalidad sin ser un verdadero
clima continental. Pese a estas influencias de clima continental, el clima, en la zona oeste de
CyL, de forma general participa de unas condiciones claramente mediterraneas, es decir, que
coinciden en el verano el periodo de minimas precipitaciones con el de maximas T2. La lluvia
en esta regidon se concentra sobre todo en el invierno, con relativamente poca lluvia en el vera-
no. Respecto a la termometria, la mayor parte de la region registra una media anual que oscila
entre 11-14 °C, a excepcion de las zonas mas calidas de la regién entre las que se encuentra,
“Las Arribes del Duero”, que cuentan con unas T2 medias de 15 °C. El mes mas frio es enero
con una T? media de tan s6lo 3 °C, con una oscilacion inferior a la de otros meses, y una dis-
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tribuciéon muy relacionada con la latitud y altitud. EI mes mas calido es julio, con T2 medias que
superan los 20 °C, pero con una variacion desde el suroeste al nordeste mayor a la del mes
de enero. Segun la clasificacion climatica de Kdppen, la zona de estudio centralizada en el
suroeste de la region de CyL corresponderia con el clima “Csb” (Mediterraneo con influencia
oceanica), debido a su naturaleza y ubicacion entre los climas oceanico y mediterraneo tipico
(Essenwanger, 2001).

Las areas con mayor heterogeneidad ambiental ofrecen mas oportunidades a las es-
pecies para su persistencia a largo plazo (Graae et al., 2018). Esta variedad en el territorio
implica mayor diversidad climatica, floristica o edafica y, en definitiva, mayor probabilidad de
encontrar un nuevo nicho proximo o de sobrevivir. La T2, y las precipitaciones tiene una va-
riabilidad temporal y espacial a lo largo del dia, mes y afo, siendo un elemento climatico muy
importante para ser analizado y espacializado. Un analisis de la distribucidon espacial de las
T2 medias, maximas y minimas mensuales del aire en la escala topoclimatica para los muni-
cipios, relacionandola con los factores topograficos de cada municipio, junto con otros para-
metros topograficos ocasiona una buena fuente de datos para el analisis estadistico mediante
modelos predictivos.

La T?, en particular, ejerce una fuerte influencia en los seres vivos, causando profun-
dos cambios en el comportamiento, la organizacién, el desarrollo, la distribuciéon temporal y
espacial y en la vida util del organismo. En general, los promedios térmicos mas altos de T2
del aire en la superficie ocurren durante el verano, y los mas bajos durante el invierno, incluso
en lugares con latitudes bajas. La T2 es uno de los factores que mas influyen en el desarrollo
del clima. Por otra parte, el clima tiene una importancia fundamental en la evolucién de todos
los organismos (Maclean et al., 2019), determinando, en gran medida, su distribucion espa-
cial. Los cambios climaticos pueden causar el aislamiento y extincidn de especies y habitats
(Niskanen et al., 2017). La intensidad del impacto en las poblaciones depende, en gran me-
dida, de la exposicion de éstas a los cambios climaticos o del sistema en el que se encuentra
a las variaciones espacio-temporales del clima (Sandel et al., 2013; Dobrowski et al., 2009).

Factores geograficos como grandes masas de agua (océanos, lagos o rios), actuan
como un regulador térmico de la T2 del aire, tienden a suavizar las fluctuaciones y reducir la
amplitud anual (Varejao-Silva, 2006).

El aspecto latitudinal es esencial para cambiar el promedio térmico a medida que se
aleja del ecuador y se acerca a los polos. Otro factor clave en la variacion de la T? es la altitud:
a medida que aumenta la altitud en la troposfera, la T2 disminuye.

En respuesta a estos cambios, los ecosistemas pueden aumentar su biodiversidad o su-
frir influencias negativas, es decir, si en nuestro modelo de estudio la presencia de hospedado-
res intermediarios aumenta o disminuye segun las condiciones climaticas del ecosistema o las
épocas del afio (Escobar et al., 1995), la infeccidn por Spirocerca spp se puede ver afectada. La
distribucién espacio-temporal de los organismos se explica principalmente por las interacciones
que se dan entre ellos, por el régimen climatico a través del tiempo y por la disponibilidad de
recursos. La transformacion y/o desapariciéon de los bosques modifica sustancialmente la in-
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fluencia de tales factores, ocasionando pérdida de especies residentes en las comunidades ori-
ginales (Van Velzer, 1991). Ademas, los factores topograficos y las caracteristicas geofisicas del
suelo también han de ser tenidas en cuenta a la hora de valorar la presencia de vida en el eco-
sistema. El suelo es el sitio de nidificacion y cuidado parental de los escarabajos (Hanski et al.,
1991; Halffter et al., 1992). En suelos arenosos se presentan menores valores de abundancia y
de riqueza (Orozco et al., 2008). El tipo de suelo juega un papel importante en la distribucién de
las especies, siendo necesario explorar las condiciones del microclima que pueden influir en la
presencia de las distintas especies de seres vivos, entre ellos los escarabajos.

Sobre la base de esta consideracion se hara un analisis detallado de variables topocli-
maticas y medioambientales para detectar influencias sobre las incidencias en la parasitacion.
Algunos procesos parasitarios requieren de hospedadores intermediarios, como ocurre con
Spirocerca spp., que requiere de escarabajos copréfagos, el ensamblaje de escarabajos en
estos remanentes de bosque estara también influenciado por las variables topoclimaticas y
ambientales. Scholtz et al. (2009) mencionan especies de escarabajos coprofagos de los bos-
ques, que tienen un microhabitat restringido bajo la corteza y hojarasca, sitios donde pueden
estar menos expuestos a variaciones climaticas extremas y a la depredacion. Galante et al.
(1991) mencionan que algunas especies de escarabajos, como Geotrupes mutator, dan una
mayor preferencia por excrementos situadas bajo el encinar, en contraposicién con Lumaret.
(1978), quien indica que esta especie se encuentra preferentemente en praderas hiumedas y
abiertas.

La generacién de modelos predictivos de especies ha tenido un crecimiento exponen-
cial durante las dos ultimas décadas y, en general, han producido resultados alarmantes sobre
la pérdida de biodiversidad (Thuiller et al., 2005; Engler et al., 2011). Se ha puesto de mani-
fiesto mejora predictiva cuando incluyen variables topograficas (Patsiou et al., 2014; Niskanen
etal., 2017).

En este contexto, las Tecnologias de la Informacion Geogréfica (TIG) constituyen un
conjunto de herramientas de gran importancia, ya que posibilitan la obtencién de datos espa-
ciales, como registros climaticos, y el analisis del territorio a partir del procesado de la infor-
macion geoespacial en Sistemas de Informacion Geografica (SIG). La integracion de estas
tecnologias con otras herramientas permite automatizar procesos y analisis espaciales, asi
como el tratamiento de datos de teledeteccion activa y pasiva, facilitando la caracterizacion
de la vegetacion y el estudio de la biodiversidad, especialmente a escala local gracias a su
capacidad de reproducir con gran precision los objetos existentes en la superficie (Vogeler &
Cohen, 2016).

2.1.2.- Cambio climatico

La variabilidad climatica se refiere a las fluctuaciones observadas en el clima, alrede-
dor de una condicién promedio. La variacion observada en el clima durante periodos consecu-
tivos de varias décadas, se llama cambio climatico. Por tanto, el cambio climatico determina
diferencias en los valores medios de un elemento climatico a lo largo del tiempo (IPCC, 2013).

35



Los efectos antropogénicos son responsables de la mayor parte del cambio climatico,
por la rotura de muchos equilibrios biolégicos y energéticos. Las actividades humanas (indus-
tria, generacién de energia con combustibles fosiles, transporte, deforestacion etc.), aumentan
los gases de efecto invernadero, produciendo el calentamiento de la tierra, y la produccion de
sulfatos que, actuando como contrapeso (Ballesteros & Aristizabal, 2007). En Europa ha su-
bido la temperatura una media de 0,8°C en los ultimos 100 afos. Si esta tendencia continta,
es probable que determinadas enfermedades transmitidas por vectores o por hospedadores
invertebrados (mas sensibles a los cambios climaticos), experimenten cambios en su tenden-
cia durante el invierno, y las nuevas areas seran adecuadas para la transmision (AEMA, 2010).

Por su parte, la Peninsula Ibérica (Pl) guarda el patrimonio de aproximadamente un
50% de la biodiversidad europea (Williams et al., 2000). En virtud de las modificaciones en los
habitats naturales observadas en las ultimas décadas y de las alteraciones climaticas proyec-
tadas para el futuro, se estima que una elevada proporcion de la biodiversidad Ibérica puede
encontrarse amenazada (Schroter et al., 2005; Thuiller et al., 2005; Huntley et al., 2008). La
variabilidad térmica es un determinante significativo sobre la biodiversidad de los escarabajos
coprofagos (Nyamukondiwa et al., 2018). Los escarabajos coprofagos, se seleccionan con
frecuencia como un grupo indicador de cambios en el habitat a diferentes escalas, también
son utilizados como bioindicadores (McGeoch et al., 2002), ya que son sensibles a la pertur-
bacion del habitat (Klein, 1989; Halffter et al., 1992; Davis & Scholtz, 2001), y a los cambios
en la estructura del paisaje (Arellano et al., 2008). En estas circunstancias, el trabajo sobre la
espirocercosis que desarrollamos en este estudio y que necesita como HI, a los escarabajos
coprofagos, ha de incidir en la importancia del cambio climatico y de las condiciones climati-
cas y ambientales en la epidemiologia de la parasitacion en el zorro. Se espera que el cambio
climatico y la pérdida de biodiversidad tenga profundos efectos sobre cémo se estructuran las
redes alimentarias y como funcionan los ecosistemas (Hooper et al., 2012). Estas variaciones
en el clima podrian ampliar aun mas los rangos de dispersion de otra de las parasitosis del
estudio como Trichinella spp., debido a la cada vez mas conocida capacidad de algunas de
estas especies para tolerar la congelacion (Pozio et al., 2006), o la supervivencia en el medio
ambiente (Jovic¢ et al., 2001).

La evidencia actual sugiere que la variabilidad climatica interanual e interdécada tiene
una influencia directa en la epidemiologia de las enfermedades transmitidas por fases inter-
medias en otros seres vivos. Esta evidencia ha sido evaluada a nivel continental para deter-
minar las posibles consecuencias del cambio climatico futuro esperado (Githeko et al., 2000).
El cambio climatico crea ganadores y perdedores en las comunidades, de modo que s6lo un
subconjunto de la especie es resistente al estresante climatico (Amundrud et al., 2015; Isbell
et al., 2015), esto lleva a la expectativa de que los efectos de seleccion seran cada vez mas
importantes bajo estrés climatico y los efectos complementarios disminuiran (Steudel et al.,
2012).

Por tanto, cabria esperar que el cambio climatico modifique el ecosistema en cuanto
a vegetacion, y por consiguiente, en cuanto a los seres vivos que en él habitan. Los escara-
bajos son muy sensibles a los cambios de ecosistema, siendo con frecuencia seleccionados
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como un grupo indicador de cambios en el habitat a diferentes escalas, ya que son sensibles
a la perturbacion del habitat (Klein, 1989). Esto podria provocar una alteracién del ciclo de
propagacion de los parasitos que estos escarabajos ahora transmiten (Spirocerca spp.,
Gongylonema spp., etc.). Si el cambio climatico puede ocasionar la pérdida de la biodiver-
sidad, esto también podria provocar nuevos habitos alimentarios en la dieta del zorro, dada
su enorme plasticidad. Quizas en este proceso evolutivo de seleccion sean los propios para-
sitos los que evolucionen y la especificidad parasita—hospedador experimente esos cambios.
Lo que si parece claro es que el cambio en el ecosistema propiciado por un cambio climatico
producira nuevas simbiosis y cambios adaptativos, por lo que en estas circunstancias los es-
tudios con predictores climaticos pueden ser de gran ayuda.

2.1.3.- El ecosistema de la dehesa

La situacién geografica, asi como la alta heterogeneidad espacial y climatica de la cuen-
ca mediterranea, han sido factores determinantes que han favorecido la elevada diversidad
de especies de plantas y animales (Lépez-Lopez et al., 2011). La continuada intervencion del
hombre en el modelado de los ecosistemas mediante practicas tradicionales para la “domes-
ticacion del medio”, ha generado un mosaico de “paisajes culturales” (Vos & Meekes, 1999).
Mediante la apertura del bosque, se permite el paso de la luz solar fomentando asi, una mejora
en la produccién de gramineas (Lopez-Saez et al., 2007). Este manejo en el arbolado realizado
por el hombre a lo largo de la historia fomenta que la extension de la copa sea horizontal, ofre-
ciendo un microclima, permitiendo que el pasto y la vegetacion que se encuentra bajo la copa
se mantengan verde y provechoso por mas tiempo (Gomez-Gutiérrez, 1992; Cabo, 1976). La
apertura del bosque original ha buscado generar una reduccion en la densidad del arbolado
y el matorral para poder someter estas areas a usos agricolas y ganaderos, siendo éstos los
principales agentes en el modelado del paisaje (Blondel, 2006).

Espafa cuenta con el 40% de las areas de matorral, pastizal y bosques abiertos ma-
nejados mediante practicas tradicionales de toda Europa (Montero & Serrada, 2013). Este
ecosistema tradicionalmente manejado es localmente llamado dehesa y cubre un area de 3
a 4.5 millones de hectareas aproximadamente, extendiéndose desde la provincia de Zamora
hasta el sur de Huelva (San Miguel, 1994), incluyendo el Algarve y el Alentejo en Portugal,
donde este mismo ecosistema es llamado “montado” y esta representado en menor cantidad,
cubriendo 0.7 millones de Ha, del territorio portugués (Pereira et al., 2004). La “dehesa” es un
ecosistema agrosilvopastoral ibérico caracterizado por la presencia de ganado y viejos arbo-
les dispersos que se consideran “estructuras clave”, que favorecen la presencia de una amplia
gama de biodiversidad. Se trata de un ecosistema de origen antrépico derivado del proceso
de aclareo del bosque original, manteniendo algunos arboles dispersos, con la principal fina-
lidad de introducir ganado, y aprovechar al maximo los recursos naturales (Garcia-Gonzalez,
1979).

La actividad ganadera de la dehesa proporciona excrementos, estos son un importante
contribuyente a la biodiversidad en muchos ecosistemas, especialmente en agroecosiste-

37



mas, atrayendo un gran numero de especies de insectos, entre las que se incluyen algunos
altamente especializados como los escarabajos coprofagos (Hanski et al., 1991). Los esca-
rabajos coprofagos son un grupo clave asociado con este proceso dinamico, porque juegan
un papel importante en el entierro y la eliminacion de estiércol, drenan los suelos y ayudan en
el reciclaje de materia organica y nutrientes (Martin-Piera & Lobo, 1995; Nichols et al., 2008).

Parece estar claro, por lo tanto, que los efectos del pastoreo y la estructura de la ve-
getacion en estas dehesas influyen de manera positiva en la riqueza y diversidad de especies
de escarabajos coprofagos. Hay estudios que indican que la cria de ganado mantiene estas
dehesas con mayor diversificacién de escarabajos, y estas areas admiten conjuntos de es-
carabajos coprofagos mas diversos que las areas homogéneas de cubierta vegetal cerrada y
arbustiva (Lobo et al., 1990; Lobo et al., 2006). Por lo tanto, la actividad de pastoreo contro-
lado favorece la conservacion de la biodiversidad de los escarabajos copréfagos y mejora el
funcionamiento del ecosistema al mantener las tasas de descomposicién del estiércol (Verdu
et al., 2007). Con frecuencia este grupo de escarabajos copréfagos se seleccionan como mar-
cadores de la disminucién de la explotacion ganadera (Lobo et al., 1990; Verdu et al., 2000;
Roslin et al., 2001; Lobo et al., 2006) o un aumento en el pastoreo (Verdu et al., 2007), por lo
que la dehesa y su actividad ganadera sera fiel reflejo de la abundancia y variedad de estos
coledpteros.

2.1.4.- Interfaz “hombre-animales domésticos-vida silvestre”.

Un aumento de la conciencia y la preocupacion por el cambio climatico en la sociedad
ha llevado a algunas personas a preguntarse como el cambio climatico podria afectar a las en-
fermedades en animales y humanos y reconocer la importancia de esta interfaz en la que con-
vivimos (Zinsstag et al., 2018). Entendiendo el ecosistema como un todo, surge la tendencia
creciente y continua, que incluye un cambio de enfermedades parasitarias o virales a lo largo
del tiempo (Wiethoelter et al., 2015). La interfaz hombre-animales domésticos-vida silvestre
es un término utilizado para describir areas en el que los hombres, sus animales domésticos y
la vida silvestre comparten el mismo rango ecoldgico (Bengis et al., 2002; Miller et al., 2013).
En esta interfaz, la transmision de patégenos, entre los cuales se encuentran los parasitos,
es bidireccional: de la vida silvestre a los animales domeésticos o de los animales domeésticos
a la vida silvestre (Bengis et al., 2002). Del mismo modo, existen evidencias de transmision
de patégenos desde los humanos a animales, lo que se conoce como “zooantroponosis” o
“zoonosis inversa” (Messenger et al., 2014), animales que a su vez actuarian de reservorio
para volver a contagiar al hombre. Algunos de los patdégenos pueden ser transmitidos a tra-
vés de exposicion directa o por aerosol, mientras que otros son transmitidos por vectores o
por los alimentos, pero muchas de estas enfermedades tienen multiples rutas de transmision
(Trilla, 2020). Por ejemplo, la hidatidosis es una enfermedad parasitaria en la que los zorros
pueden actuar como reservorio y también como transmisores de esta parasitosis (Segovia et
al., 2004), mientras que Trichinella spp., puede transmitirse entre jabalis por necrofagia, o al
hombre por consumo de carne de jabali (Pozio et al., 2009b).
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Muchas otras enfermedades pueden transmitirse al ganado o a los animales de com-
pania por la interfaz de vida silvestre, y la mayoria de ellos se producen en paises en de-
sarrollo. Un gran numero de estas enfermedades son ademas de importancia para la salud
publica, porque las personas en esos paises viven en contacto directo con su ganado o con
sus mascotas, en una vida interconexionada con la naturaleza. Por todo esto, se hace impres-
cindible conocer el estatus de hospedador que ocupa cada una de las especies implicadas en
la circulacion de la enfermedad (Caley & Hone, 2004).

En términos fisicos, esta interfaz puede ser lineal, por ejemplo, a lo largo de una
cerca donde la vida silvestre y los animales domésticos pueden entrar en contacto, o puede
ser irregular, con espacios donde la vida silvestre y los animales domésticos tienen mas
probabilidades de interactuar. Puede ser focal, como en los puntos de agua compartidos por
ambos grupos de animales, o difusos, donde se usa el mismo rango y recursos tanto por los
animales de la vida silvestre como por los animales domesticados por el hombre (Bengis,
2002; Gortazar et al., 2007).

Los hombres, con su influencia sobre los animales domésticos, desempenan un papel
importante como puente entre la vida silvestre y animales domesticados. Factores relaciona-
dos con el hombre influyen en la interfaz amplificando la interaccion, haciendo la transmision
de la enfermedad mas frecuente y facilitando el contacto entre la vida silvestre y los animales
domeésticos y, por lo tanto, sus patégenos. Otros factores relacionados con los hospedadores
(HD, HI, HP) y factores ecoldgicos pueden reducir o amplificar el riesgo de transmision.

Las enfermedades afectan no solo a los animales silvestres, sino a los ecosistemas en
su conjunto (Yale et al., 2013). Por ello, el estudio de las enfermedades infectocontagiosas en
fauna silvestre demanda la consideracion de muchos factores bioldgicos, ecoldgicos, politi-
cos y socioecondémicos para poder comprender el impacto que suponen para la conservacion
de la biodiversidad, la sanidad animal, el comercio internacional y la salud publica. Un ejem-
plo en el que intervienen todos estos elementos citados es el SARS-CoV, y el SARS-CoV-2
(COVID-19), los origenes zoondéticos de los coronavirus que se originaron en murciélagos
donde no son patégenos (Ye et al., 2020; Zheng et al., 2020).

En la ultima década toma cada vez mas importancia el concepto de One Health, reco-
nociendo que la salud humana, la salud animal y la salud del ecosistema estan estrechamente
vinculados. One Health busca promover, mejorar y defender la salud y el bienestar de todas
las especies mediante la mejora de la cooperacion y colaboracion entre ecologistas, médicos,
veterinarios, y otros profesionales de la salud cientifica y del medio ambiente, promoviendo
fortalezas en liderazgo y gestion para alcanzar estos objetivos (Gortazar et al., 2007).

Como ya se mencion6 anteriormente, el concepto de interfaz describe la interrelaciéon
entre humanos, ganado doméstico, fauna silvestre y el medioambiente que les rodea. Entre
todos estos componentes se crea, por tanto, una red de conexiones dinamicas que permite
el intercambio de patdégenos en todas las direcciones. Es precisamente en estos escenarios
en los que aumenta la probabilidad de emergencia de nuevos patégenos (Rhyan & Spraker,
2007). La reciente explosiéon del SARS-CoV-2 (COVID-19) es de nuevo el claro ejemplo de la
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bidireccionalidad en la que una especie silvestre, como el pangolin o los murciélagos, parecen
ser resistentes a la enfermedad, pero en cambio son capaces de transmitirla al ser humano
(Zhang et al., 2020). Existen factores de riesgo importantes en la mayoria de las enfermeda-
des que se propagan a través de la interfaz e influenciadas por el reservorio de vida silvestre.
Algunos de estos factores son: la introduccién de enfermedades a través de movimientos o
desplazamientos de animales salvajes o domésticos; las consecuencias de la masificacion de
poblaciones de animales domésticos en el ecosistema o incrementos excesivos de determi-
nadas especies de vida silvestre; los riesgos de la cria de ganado al aire libre; la expansion
de vectores; la colonizacién de nuevos territorios por especies invasoras o introducciéon de
hospedadores para estas enfermedades (Gortazar et al., 2007; Chalkowski et al., 2018).

Los canidos son animales con los que los humanos comparten ecosistemas. En oca-
siones estos canidos son animales domésticos (usados como mascotas) o pueden ser anima-
les para la ayuda en el trabajo en producciones ganaderas, por lo que interaccionan en mayor
medida con el ecosistema que en el caso anterior. Otros canidos son animales de vida silves-
tre. Precisamente el zorro rojo es uno de los canidos salvajes europeos mas extendidos y que,
de manera frecuente, se encuentra en la interfaz con animales domésticos y con el hombre.
Es considera una especie clave en el marco de One Health que actua como un importante
reservorio de nematodos intestinales y extraintestinales transmisibles a otros animales y hu-
manos (Karamon et al., 2018; Battisti et al., 2020).

Tabla 1. Clasificacion de la subespecie de zorro en la
Peninsula Ibérica (Vulpes silacea) (ITIS, 2018).

Reino Animalia

Filo Chordata

Suborden Caniformia (Kretzoi, 1938)
Orden Carnivora (Bowdich, 1821)
Familia Canidae (Fischer, 1817)
Genero Vulpes (Frisch, 1775)
Especie Vulpes (Linnaeus, 1758)
Subespecie Vulpes silacea (Miller 1907)

2.2.- Los hospedadores.
2.2.1.- El hospedador definitivo: el zorro rojo (Vulpes vulpes)

Desde la primera mitad del siglo XX, se han realizado una gran variedad de estudios
ecologicos y bioldgicos sobre esta especie de canidos silvestres, siendo relevante la gran
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cantidad de informacién generada por los estudios de sus comunidades parasitarias durante
este tiempo (King et al., 1984; Davidson et al., 1992a; Davidson et al., 1992b; Harrenstien et
al., 1997; Steelman et al., 1998 y 2000). El zorro ha sido propuesto como especie centinela
para estudios toxicologicos en Espana (Quintana Diez, 2013), asi como para estudios parasi-
toldgicos en otros lugares del mundo (Camacho, 2015). Los zorros habitan una gran variedad
de habitats, intervienen en varios procesos ecoldgicos, como es la dispersion de semillas, la
regulacion de la demografia de especies presa o en la distribucion y abundancia de otros
mesodepredadores, también participan en el ciclo de nutrientes al alimentarse de materia
organica en descomposicion, carrofias y en los ciclos de parasitos de otros animales, inclu-
yendo al ser humano (Morrison et al., 1992; Sunquist et al., 2001; Crooks, 2002; Gehring et al.,
2003; Aguirre, 2009; Prough et al., 2009). Por todo esto, en el presente trabajo se ha utilizado
el zorro rojo (Vulpes vulpes) como especie centinela a monitorear para el seguimiento en el
ciclo de vida silvestre de dos parasitosis, una de ellas de ciclo directo como Trichinella spp., y
la otra de ciclo indirecto como Spirocerca spp.

2.2.1.1.- Encuadre taxonémico y morfoldgico.

La subespecie de zorro que habita la Pl es el zorro rojo (Vulpes vulpes silacea), cuya
clasificacion taxondmica es la siguiente (tabla 1).

El zorro Vulpes vulpes Linnaeus 1758, es el carnivoro de mayor distribucion mundial y
esta presente en la totalidad del continente europeo. Se trata de una especie comun en la Pl
(Gortazar et al., 2007). De las 35 subespecies descritas por Sillero-Zubiri 2004, se ha pasado
con los estudios genéticos a la nomenclatura actual en la que se describen 45 subespecies,
cada una de las cuales presenta una distribucion geografica bien definida. Se cree que esta gran
variedad de subespecies se debe a la introduccion y reintroduccién del zorro en diversas regio-
nes del planeta a lo largo de los siglos, asociada a su alta capacidad adaptativa (ITIS, 2018).

La subespecie Vulpes vulpes presenta una longitud corporal medida desde la cabeza
hasta la insercion de la cola de 455 a 900 mm, mientras que la longitud de la cola es de 300 a
555 mm. Tiene un peso entre los 3 kg y los 14 kg (Lariviere & Pasitschniak-Arts, 1996). Desta-
ca la cola larga (70% de la longitud del cuerpo) y poblada de pelo largo acabada en punta con
un mechdn blanco, uno de los rasgos determinantes que permiten identificar a esta especie.
Tiene pocas glandulas sudoriparas en la piel, por lo que regula el sudor a través de las vias
respiratorias y la lengua.

Su craneo es alargado, hocico muy puntiagudo y las orejas grandes y triangulares. Los
0jos son pequenos y la pupila es vertical. Su pelaje es suave y espeso de color amarillo-rojizo
hasta pardo-rojizo en el lomo (el mas habitual) y blanco en la parte inferior, y lo muda una vez
al afo (de primavera a otofo). Las extremidades son finas y alargadas con respecto al cuerpo,
sus patas son negras y los pies pequefos (Lariviere & Pasitschniak-Arts, 1996).

El macho ladra y la hembra chilla (Lépez-Martin et al., 2007). La férmula dentaria es
3.1.4.2/3.1.4.3 (Cabrera, 1914). Morfolégicamente la variaciéon no solo ocurre entre individuos
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del mismo sexo, sino que también existe variacion morfolégica entre sexos y a lo largo de su
escala de distribucion. En general los valores de tamano corporal estan relacionados con la
latitud (Bergman et al., 2009), sin embargo, la talla se correlaciona negativamente con la lati-
tud en Espana (Yom-Tov et al., 2007).

El zorro posee los sentidos del olfato, oido y vista muy desarrollados, lo que condiciona
sus patrones de comportamiento (Lariviére & Pasitschniak-Arts, 1996). Su actividad es funda-
mentalmente nocturna, con elevados registros de aparicién al amanecer y al atardecer (Palo-
mo et al., 2007), pero también puede mostrar un comportamiento mas diurno en las regiones
donde el hombre no perturba su presencia aquellas zonas donde no es incomodado por la
presencia humana, especialmente en las épocas del afio que las noches son cortas (Rau et
al., 1988; Sillero-Zubiri et al, 2004).

2.2.1.2.- Distribucion, territorio y estructura social del zorro rojo

El zorro rojo tiene en la actualidad el rango mas grande de amplitud geografica de
todas las especies de carnivoros, con una distribucion que cubre la mayoria de las regiones
templadas y subarticas del hemisferio norte (Sillero-Zubiri et al., 2004). Su enorme capacidad
de adaptacion a cualquier ecosistema, incluidos los antropicos le ha llevado a colonizar todos
los continentes y la mayoria de los paises. El zorro es comun en toda la Pl, considerandose
una de las especies de carnivoros mas abundantes en la misma (Blanco, 1988; Palomo et al.,
2007).

El zorro rojo es un generalista oportunista, altamente plastico y resistente al cambio
antropogénico del paisaje (Macdonald & Reynolds, 2008; Diaz—Ruiz et al., 2013). Amplios
movimientos de dispersion de los zorros rojos pueden permitir la dispersion de patégenos a
otras regiones geograficas (Walton et al., 2018).

En cuanto al habitat del zorro, debido a su gran plasticidad ecoldgica, puede ocupar
una gran diversidad de habitats, desde el nivel del mar hasta montanas de 2000 m de altitud,
alcanzando las mayores densidades en medios heterogéneos y en areas que proporcionen
una alimentacién suplementaria antropogénica (Ballesteros, 1998). Se puede encontrar in-
cluso en las ciudades (Gortazar, 1999). Como se ha mencionado, el zorro presenta cierta
predileccion por zonas heterogéneas en las que se alternan matorral, bosque y extensiones
agrarias, aprovechando también las proximidades de asentamientos humanos, areas urba-
nas y periurbanas, haciéndose de este modo antropogénico. La disponibilidad trofica se ha
considerado el factor que mas condiciona la distribucion de esta especie (MacDonald, 1980;
Harris, 1981). Las técnicas actuales de monitorizacion constante por GPS comienzan a ofre-
cer datos acerca de otros posibles factores de dispersiéon y de abundancia de poblaciones
de zorros que no estarian relacionados solamente con la disponibilidad de alimento (Fuglei
& Tarroux, 2019).

La eleccion del habitat por el zorro influira en el estudio de este canido como animal
centinela en el monitoreo de enfermedades infectocontagiosas (entre ellas las parasitarias)
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en las que interviene HD. Los requerimientos ecoldgicos del zorro para adaptarse a cualquier
tipo de habitat son mucho menores que los de sus competidores en la cadena trofica de ali-
mentacion y goza de mucha mayor plasticidad a la hora de adaptarse a cualquier ecosistema.
Generalmente, las estructuras genéticas de las poblaciones en un territorio no estan muy
distanciadas entre si, lo que también sugiere que sus territorios de actuacion no son muy ex-
tensos (Basto et al., 2016).

El territorio de un zorro equivale al espacio defendido por un animal y que utiliza en ex-
clusividad. Los zorros delimitan sus territorios mediante el marcaje olfativo con orina y secre-
ciones de glandulas odoriferas, entre ellas las de las glandulas perianales que impregnan los
excrementos con su caracteristico olor (Blanco, 1990). Los tamafios del territorio varian sus-
tancialmente en funcion de la disponibilidad y la dispersion del alimento (Harris, 1981; Baker
et al., 2000). La dispersién de su principal presa puede condicionar (mas que la composicion
del habitat) el tamafio del territorio del zorro rojo (Dell’arte & Leonardi, 2005).

Macdonald (1981; 1983) sugirié que el tamafo y la configuracién del rango del terri-
torio en el zorro rojo se determinan por la dispersion de parches ricos en alimentos. Existen
multiples evidencias de una fuerte influencia de la riqueza del habitat en el tamafo del area
de distribucion de este animal (Harris, 1981). El zorro es una especie que demuestra una gran
flexibilidad en la distribucion, el comportamiento de alimentacion y la estructura social (Cava-
llini, 1996; Baker et al., 2000).

Pocos estudios han examinado como el tamano de las areas de distribucion del zorro
puede verse influenciado por cambios a lo largo de un gradiente de paisaje (Salek et al., 2015).
Los cambios en el paisaje resultantes de la alteracion humana (agricultura, urbanizacion) y el
cambio climatico (aumento de la estacionalidad) tienen la capacidad de alterar la distribucién
de los recursos, asi como la disponibilidad y previsibilidad de los recursos (Crooks, 2002; Sa-
lek et al., 2015). En paisajes agricolas mas productivos y areas de asentamientos humanos,
las necesidades de recursos a menudo pueden satisfacerse dentro de un area mas pequefa
(Gortazar, 1999; Panzacchi et al., 2010).

El tamario del territorio varia de 10 a mas de 5000 Ha (Macdonald, 1987; Voigt, 1987).
En lineas generales, los tamafios del area de campeo de los zorros son mas pequefios a ma-
yores densidades de poblacion y también las distancias de dispersion (Trewhella et al., 1988).
En la época de apareamientos, asi como en la que ocurren los partos, el tamafio del area de
campeo de las hembras se ve reducido. Se hipotetiza que esto es debido a los cambios de
necesidades energéticas y cambios asociados al comportamiento de la gestacion, la lactacion
y la crianza de los cachorros (Rau, 1988; Travaini et al., 1993).

Para algunas zonas rurales de Francia se tienen datos de 31-311 Ha de zona de cam-
peo o territorio (media=109 ha/zorro) (Henry et al., 2005); en zonas rurales de Australia de
287-3574 Ha (Carter et al., 2012); en Ontario de 52 ha (Adkins & Stott, 1998), mientras que
en zonas urbanas de Zurich se han descrito areas de campeo de 28,8-30,8 Ha (Gloor, 2002).
En habitat mediterraneo, en el parque Natural de la costa central de ltalia, se han registrado
valores medios de area de campeo de 282 Ha (Cavallini & Lovari, 1994).
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En la PI, los datos sobre el tamano del territorio de los zorros son variables. Se ha ob-
servado un tamano medio de 237-1.635 ha/zorro en el Valle del Ebro, donde siendo el indice
de mayor rango el correspondiente a zonas de secano y el menor a zonas de regadio. En
la Sierra de Guadarrama, los valores encontrados oscilan entre 100-650 ha /zorro (Blanco,
1988), siendo los valores medios menores a 100 ha los que correspondian con zonas de
abundante alimento, con habitat forestal fragmentado y zonas residenciales. En Dofana, los
valores obtenidos se situan entre 116-130 ha (Rau, 1988). Tamafios mas pequefios se han
visto en el Parque Natural del Garraf, sierra costera de Barcelona, donde obtienen valores
medios de 41,2 ha /zorro (Peris & Del Amo, 2003).

En cuanto a la densidad de animales, en Francia la densidad de zorros descrita es de
0,91 zorros/km? (Henry et al., 2005); mientras que en el Reino Unido se han descrito densi-
dades de 0,21-2,23 zorros/km? en zonas rurales (Webbon et al., 2004). En Croacia, también
en zonas rurales la densidad estimada fue de 0,7 zorros/km? (Galov et al., 2014), mientras
que en Portugal se han descrito densidades de 0,61 zorros/km? (Sarmento et al., 2009). Las
densidades aumentan por lo general en ambientes antropogénicos y en zonas urbanas, de
tal modo que, en ese tipo de habitats en Zurich, se han descrito 7,4-11,2 zorros/km? (Gloor,
2002), o en Melbourne, con 16,3 zorros/km? (Marks & Bloomfield, 1999). En zonas urbanas
de Reino Unido con mayor abundancia de alimento se han llegado a contar incluso 30 zorros/
km? (Heydon & Bulloch, 1997).

En nuestro pais los datos sobre las densidades de zorro son también variables debido
a la disparidad de los habitats de unas regiones a otras, la disponibilidad de conejos (mayor
en el sur peninsular), o la disponibilidad de roedores (mas abundantes en climas atlanticos),
asi como las influencias estacionales en la disponibilidad de la dieta. En funcion de todo lo
expuesto se han resefiado datos variables que varian entre 0,8 y 20 individuos/km? (Gortazar,
2002). Asi, por ejemplo, en el Valle Medio del Ebro, estimadas mediante batidas de caza, la
densidad es de 1,1 zorros por km? en el area de secano y de 2,5 zorros por km? en el de re-
gadio (Gortazar, 1999). En Andalucia, las densidades de zorro estimadas en Dofiana son de
1,7 individuos/km? (Rau, 1988) mientras que en Granada (en la Sierra de Baza), la densidad
encontrada ha sido de 0,9-1,6 (Palomares & Ruiz-Martinez, 1994). En la provincia de Valencia
se ha descrito una densidad de 0,8 individuos/km? (Urios, 1990); mientras que en el Parque
Natural de “El Hondo” (Alicante), las densidades alcanzan valores medios de 0,55 individuos/
km? (Peir6 et al., 2009). En sierras de la costa catalana, encuentran una densidad maxima
en verano de 7,7 zorros/100 km? y una minima en otofio de 3 zorros/100 km? (Ballesteros et
al.,1998), mientras que otros autores, en esta misma zona observan una densidad de 0,53 zo-
rros/km? (Peris & Del Amo, 2003). En el centro de la Pl se ha estimado una densidad promedio
de 1,567 £ 0,704 zorros/km? (Ramos, 2016).

En general, los zorros son animales habitualmente territoriales. Socialmente pueden
ocupar sus territorios en diferentes grados de relacion mostrando una complejidad en su es-
tructura social, que va desde la vinculacion de parejas hasta grupos familiares con ayudan-
tes (Cavallini, 1996). Una posibilidad es mediante parejas, siendo una de las hipotesis mas
probables para esta estructura social (vivir en parejas), cuando los recursos troficos estan
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distribuidos en el medio de forma regular. No obstante, en funcion del habitat, se han des-
crito grupos de hasta 6 miembros (usualmente un macho y 2-5 hembras) que comparten
el mismo territorio (Macdonald & Reynolds, 2004) y viviran en grupos si los recursos estan
irregularmente distribuidos, bien espacial o temporalmente (McDonald, 1981). De esta forma,
al compartir un territorio, todos los miembros del grupo pueden beneficiarse durante todo el
afno de los alimentos estacionales (Blanco, 1990). Estos grupos pueden observarse en otras
ocasiones formando estructuras matriarcales (Baker et al., 1998). En los grupos matriarcales,
las hembras, probablemente emparentadas, mantienen una relacion jerarquizada, con una
hembra reproductora dominante, en tanto que el resto, de rango inferior, no se reproducen y
actuan como ayudantes, participando en la crianza de los cachorros (Macdonald, 1979, 1981).
También existe una proporcion de zorros solitarios, o nédmadas, sin un territorio definido y que
viven paralelamente a los zorros territoriales (Harris & Baker, 2001; Meia & Weber, 1995). En
cualquier caso, se trata de una estructura social flexible, ya que cuando la comida escasea,
los grupos se rompen y sus miembros se dispersan (Newsome, 1995).

El rango de edad de las poblaciones de zorro ha sido sometido a diferentes estudios.
En uno de ellos se determind el porcentaje de zorros juveniles en dos ecosistemas diferentes:
uno en zona de estepa semiarida intercalado con parches de siembra de cereales y donde la
presioén cinegética sufrida por el zorro fue considerada mucho mayor; y el otro con zonas de
valle de regadio “buen habitat a priori”, con menor presion cinegética y mayor disponibilidad y
variedad de alimentos. Pues bien, se encontré un porcentaje de zorros juveniles para las zo-
nas de estepa del 53% y del 67 % en las zonas de regadio. Se observan tasas mas elevadas
de mortalidad y una mayor tasa reproductiva en poblaciones de zorros que sufren una mayor
presién de caza (Gortazar, 1997).

2.2.1.3.- Dieta

La dieta es uno de los aspectos mas estudiados de la ecologia del zorro rojo. La mayo-
ria de los estudios indican que el zorro rojo es un depredador generalista que usa recursos de
acuerdo a su disponibilidad y, por lo tanto, es oportunista en su comportamiento (Webbon et
al., 2006; Dell’Arte et al., 2007). Como ya hemos mencionado, su gran habilidad para utilizar
los recursos alimenticios existentes les permite colonizar diversos habitats (Guitian & Berme-
jo, 1989; Fedriani, 1996; Gortazar, 1998).

Segun los datos ecolégicos y epidemioldgicos de que se dispone actualmente, se con-
sidera que la helmintofauna del zorro esta relacionada principalmente con la dieta, antes que,
con otros factores intrinsecos, como son la edad y el sexo (Richards et al., 1995; Sanchis
Monsonis, 2015). Por este motivo, hemos querido describir en este apartado, una descripcion
detallada de los grupos de alimentos ingeridos por el zorro, las épocas donde con mayor
propension acostumbra a consumir cada tipo de alimentos, parte de los cuales podrian ser
directamente reservorios y fuentes de Trichinella spp; Spirocerca spp, o de Gongylonema spp,
lo que ayudara a entender mejor la importancia real de la dieta en la transmision en el ciclo
de vida silvestre.
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Para el estudio de la dieta del zorro se ha usado el concepto de “frecuencia de apari-
cion” descrito por Barrull & Mate (2007), observando la aparicién de restos de alimentos en los
excrementos (Rau, 1988; Fedriani, 1996; Dell Arte et al., 2007), o bien a partir de los conte-
nidos estomacales (Urios y Plou, 1986; Gortazar., 1999; Contesse et al., 2004; Kidawa et al.,
2011). Estos trabajos indican que el zorro es un animal omnivoro, pudiéndose alimentar de un
amplio espectro de animales, vegetales, carrofia y basura. Todos estos estudios coinciden en
subrayar su caracter generalista y su comportamiento oportunista.

Su dieta generalista varia mucho de un area a otra, los zorros pueden comer una va-
riedad de alimentos desde frutos a grandes herbivoros (carrofia), incluyendo una amplia va-
riedad de invertebrados, principalmente insectos y lombrices, y algunos mamiferos pequefios
(Artois, 1989). En ocasiones, pueden consumir materia vegetal, asi como también cadaveres
de presas muertas por carnivoros mas grandes (Helldin & Danielsson, 2007; Elbroch et al.,
2017; Sivy et al., 2017), llegando incluso a robar presas a carnivoros como los lobos (Wilmers
et al., 2003; Selva et al., 2005). La basura normalmente constituye un buen elemento de re-
curso en la cadena tréfica para los zorros y, por lo tanto, muchas veces se encuentra cerca
de vertederos o asentamientos humanos. En ambientes humanizados, aproximadamente la
mitad de la dieta esta compuesta por basura y carrofia de animales domésticos (Palomo et
al., 2007).

Algunos autores indican diferencias significativas en la composicion de la dieta del zo-
rro rojo segun sea invierno o verano, variando ademas ampliamente en anos diferentes, sien-
do dependiente de la densidad de su presa favorita, los topillos (Microtus voles) (O’Mahoney
et al., 1999). La gran dependencia de Microtus voles puede ser compensada si esta especie
escasea, con el aumento en consumo de otros roedores como el topillo rojo (Clethrionomys
glareolus), el raton de agua (Arvicola terrestris) y la rata almizclera (Ondatra zibethicus), como
presas alternativas, particularmente durante el invierno (Dell’Arte et al., 2007). Otros datos
aportados por estudios han encontrado diferencias significativas en las dietas del zorro no
solo dependiendo de la época estival del afio, sino también del tipo de habitat, encontrando
diferencias entre estaciones y entre bosques en suelos arcillosos y de buena calidad ecologi-
ca y bosques de coniferas aridos y arenosos. Los resultados sugieren que en este tipo de ha-
bitats (Bielorrusia), los zorros rojos tenian una dieta diversificada, que consistia basicamente
en diferentes combinaciones de roedores, del tipo topillos (Clethrionomys glareolus, Microtus
spp) y carrona de ungulados salvajes. La importancia de la carroia era mucho mayor en in-
vierno, mientras que las proporciones de aves y frutas crecieron durante la estacion calida. En
el bosque ecoldgicamente rico que se asienta en suelos arcillosos, los zorros confiaban mas
en roedores, mientras que la carrofia y los frutos parecian ser alimentos mas importantes del
depredador en los bosques aridos dominados por pinares (Sidorovich et al., 2006). En estos
climas frios, las liebres son presas mas rentables en términos de biomasa que los roedores,
y algunos autores han encontrado que puede compensar la escasez de ratones de Microtus
spp., en inviernos con nieve profunda (Kauhala & Helle, 2000). En contraposicion, otros au-
tores han aportado datos que indican que las liebres fueron cazadas por zorros de manera
similar tanto en invierno como en verano (Dell’Arte et al., 2007). Las aves se vuelven mas ac-
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cesibles en primavera, durante la temporada de cria, y los zorros pueden atrapar aves, espe-
cialmente desde los lugares donde se posan y anidan. Por ello, encontramos una tendencia
mayor a la predacion de aves en primavera y verano que en invierno (Reig & Jedrzejewski,
1988). No se han encontrado diferencias entre el consumo de aves y las densidades de
roedores como Microtus voles, la presa preferida del zorro, lo que para estos autores sugie-
re que pese a ser el zorro un depredador generalista, el zorro caza aves como un ritual de
juego social (Dell’Arte et al., 2007). Plantas e insectos, han sido reportados como alimentos
mas elevados durante el verano, estos alimentos se consumieron tanto a altas como a bajas
densidades de Microtus voles (Dell’Arte et al., 2007).

En el area mediterranea Rau et al. (1987) sostienen que la dieta del zorro es muy ver-
satil y que puede ser debida en parte a las diferencias locales de disponibilidad de presas y al
elevado oportunismo tréfico de estos animales. Por otro lado, variaciones en la distribucion de
posibles especies de presa en las regiones biogeograficas han sido postulados para afectar
los habitos alimenticios de los carnivoros medianos, por ejemplo, la diversidad dietética en
gatos monteses aumenta en latitudes mas bajas (es decir, areas mediterraneas), donde la
rigueza potencial de presas es mayor (Lozano et al., 2006). Un estudio en el Valle del Ebro
encontro diferencias en la dieta del zorro segun el tipo de habitat, en concreto entre zona de
regadio o zona de monte con parches de meseta de cereal (Gortazar, 1999). La misma con-
clusion es encontrada en el parque de Donana por Fedriani (1996).

Los efectos de la latitud, longitud y altitud en la composicién de las dietas de zorro a
mayor escala han permanecido durante muchos afios desconocidos. En este sentido, una
revision bibliografica de 55 estudios previos sobre la dieta del zorro concluyé que habia una
variacion en el consumo de algunas presas preferidas por parte de los zorros, como los lago-
morfos o pequenos mamiferos, segun las diferentes escalas biogeograficas (Diaz-Ruiz et al.,
2013) (tabla 2).

Tabla 2. - Patron ecoldgico de alimentacién del zorro (Diaz-Ruiz et al., 2013)

BIOTOPO TIPO DE ALIMENTOS ‘
Tipo de habitat matorral tipico mediterraneo | Lagomorfos
forestal Pequefios mamiferos
Latitud hacia el norte Pequefios mamiferos y frutas
hacia el sur Lagomorfos e invertebrados
Longitud de este a oeste Pequefios mamiferos
de oeste a este Frutas
Altitud a > altitud Pequefios mamiferos
a < altitud Lagomorfos
Epoca del afo verano Reptiles e invertebrados
otofio Frutos

47



En un estudio al noroeste de Portugal (Carvalho & Gomes, 2004), los roedores fueron la
presa principal del zorro, compartiendo los recursos de alimentacién con otras especies como
el gato montés, la jineta o la marta. En estas circunstancias, el zorro ingiere un importante
numero de roedores en todas las estaciones del afo, pero con un pico mas pronunciado en
la época invernal, mientras que en primavera y verano lo complementa con crias de conejos,
incorporando también insectos y artropodos. Parece que incluso el consumo de estos ultimos
supone un 30% de media en su dieta en primavera-verano-otofo, especialmente en otofo,
en el que se produce un descenso en el aporte a la dieta de roedores debido al incremento
de frutas abundantes en esa estacion. Se observé un aumento considerable en el aporte de
artrépodos en los meses de verano.

Otros datos sobre la alimentacién del zorro en la zona oeste de la Pl ponen también
de manifiesto que el oportunismo del zorro, asi como la disposicion de alimentos dependen
en gran medida del habitat y de la época del afio y de la disponibilidad de alimentos tras com-
partir habitat con otros mesocarnivoros con los cuales tiene un alto grado de superposicion
(> 45%). El patron observado de plasticidad de los nichos de comida es explicado como una
respuesta a las fluctuaciones en la disponibilidad de recursos, caracteristica de los ambientes
mediterraneos (Santos et al., 2007). Las poblaciones mediterraneas se tienen que alimentar
sobre los recursos disponibles y volverse mas omnivoros para subsistir (Santos et al., 2007).

Entre las presas de mayor frecuencia consumidas por los zorros en la Pl, podemos
hacer un resumen bibliografico basado en la tabla 3.

Los componentes de la dieta encontrados y que a continuacién detallaremos se en-
cuentran en mayor medida, los micromamiferos (ratones, topillos, musaranas); los lagomorfos
(conejos de monte y liebres); otros en menor frecuencia como las aves (galliformes, Sturnus
vulgaris, anseriformes, turdidos, coérvidos); los reptiles (culebras, lagartijas, lagartos); peces,
anfibios, cangrejos, invertebrados artrépodos (coledpteros, ortdpteros); y los no artrépodos
(moluscos, anélidos). Otros alimentos circunstanciales o de temporada como carrofias, basu-
ras, o placentas en época de partos, y crias de animales domésticos y frutas de temporada,
siempre enfatizando en los recursos concretos y localizados de cada tipo de habitat (Urios &
Plou, 1986). Esta poca especializacion responde, principalmente, a que el factor dominante
en la dieta del zorro es la disponibilidad espacial y temporal de los recursos alimentarios
(Blanco, 1988). Entre los mamiferos, los que con mayor frecuencia son objetivo para ser
alimento del zorro son especialmente presas como los lagomorfos (Oryctolagus cuniculus) o
conejo de monte y los micromamiferos o topillos (Apodemus spp., y Microtus spp.), predomi-
nando los primeros en los ecosistemas mediterraneos del sur Peninsular y los segundos en
los ecosistemas templados que se encuentran al norte de Espafia.
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Asi, en la PIl, como hemos destacado anteriormente, se diferencian 2 regiones bio-
geograficas: la region atlantica, caracterizada por un mayor consumo de micromamiferos
(Fernandez & Ruiz de Azua, 2005; Carvalho & Gomes, 2004), y la region biogeografica medi-
terranea, con mayor consumo de lagomorfos (Rau et al., 1987; Fedriani, 1996). Se considera
al conejo como la presa ideal para el zorro por su tamafio, su facil captura con respecto a
otras presas y su valor energético (Blanco, 1988).

Barrull & Mate (2007) describieron que, en términos de frecuencia relativa (FR), defi-
nido como el porcentaje de una categoria de alimentos respecto del total numérico, la dieta
principal del zorro en el parque nacional del Montsant de Barcelona esta formada por materia
vegetal (FR = 81,96%) y pequefios invertebrados (FR = 14,77%). Los frutos y las semillas
aportan el 63,36% de la biomasa consumida y los invertebrados le proporcionan el 3,31%.

Entre los aportes de artrépodos e invertebrados que el zorro incorpora a su dieta se en-
cuentran los coledpteros. En un estudio realizado en Donana (Fedriani, 1996), se encontré un
mayor consumo de coledpteros de la familia Scarabaeidae en los zorros situados en la dehe-
sa (parches con arbolado), que en los situados en el monte. Una posible explicacion es por la
presencia de ganado vacuno, y por tanto de su estiércol, unicamente en el area de dehesa. En
general, los artropodos mas consumidos en la Pl (tabla 4) son los ortépteros y los coledpteros,
representados estos ultimos principalmente por los carabidos, escarabeidos y cerambicidos
(Fedriani, 1996; Ballesteros & Degollada, 2002; Fernandez & Ruiz de Azua, 2005; Barrull &
Mate, 2007). Otros datos sobre el aporte de artrépodos a la dieta de los zorros han sido los
aportados por Carvalho & Gomes (2004), que sugieren que la disponibilidad de los artrépodos
esta en funcion de las caracteristicas del suelo, viéndose favorecidos por la sequedad vy la
cubierta de matorral bajo, tan caracteristicos del paisaje mediterraneo y parte de las zonas
adehesadas. Estos mismos autores destacan el aumento de consumo de artropodos del zorro
como complemento a su dieta en los meses de verano, con un mayor consumo que la de sus
competidores directos en el mismo habitat como son el gato montés, la jineta y la gardufia. El
consumo significativo de artrépodos por el zorro también se ha informado en otros habitats
mediterraneos por parte de Amores. (1975). Para este autor los invertebrados son los que
en mayor numero contribuyen a la dieta del zorro en términos de frecuencia de aparicion,
fundamentalmente coledpteros y ortépteros. Mientras que en términos medios de biomasa o
de importancia energética, el aporte de los invertebrados se ve reducido al 0,79% de media
anual, frente al 84,32% que representan las presas de mamiferos. Si se tiene en cuenta los
datos por épocas del afo seria el verano (entre junio y septiembre), donde el porcentaje de
alimentacion en términos de biomasa del zorro aumentaria al 1,11 % (Amores, 1975).
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2.2.1.4.- Determinacion de la edad.

La valoracion aproximada de la edad en el zorro se puede efectuar basandose en
una combinacion de varios criterios. En primer lugar, la edad podria calcularse a partir de su
férmula dentaria, con datos como la temporalidad de erupcién de las piezas dentales (Saenz
de Buruaga et al., 1991), su desgaste, etc. En segundo lugar, mediante la adjudicacion de las
fechas de nacimiento en los meses de primavera estimados para esta especie como fechas
de reproduccion. Se sabe que el zorro es una especie monoéstrica estacional con un uUnico
periodo reproductor al ano (Voigt y McDonald,1984; Harris & Trewhella, 1988), que en el caso
de la Pl se conoce que los apareamientos suelen tener lugar en los meses de enero y febrero
(Zapata et al., 1997). Finalmente, un tercer criterio estaria basado en el aspecto externo del
zorro combinado con la experiencia adquirida por el examinador en la necropsia de zorros.

2.2.2.- El hospedador intermediario: los escarabajos

Los insectos pertenecientes al orden Coledptera conforman un grupo de 360.000 es-
pecies en todo el mundo, distribuidas a su vez, en 160 familias taxonémicas (Gordon, 2002).
Se caracterizan por presentar un primer par de alas muy endurecido denominado élitros, que
protegen el resto del cuerpo, de ahi que el término coledptero provenga del griego coleos=-
duro y pteron=ala. En el sentido estricto, los escarabajos tipicos constituyen la superfamilia
Scarabaeoidea, también llamados lamelicornios, por la presencia de antenas o “cuernos” (cor-
nia, ceras) terminando en varios segmentos comprimidos y alargados en forma de laminilla.
También tienen tarsos en sus patas con cinco segmentos y larvas de tipo escarabeiforme
(Morén, 2003 y Moron, 2004).

Muchos escarabajos copréfagos adultos de la Familia Scarabaeidae o Geotrupidae
son hospedadores intermedios de varios helmintos de animales domésticos y salvajes. Son
insectos detritivoros que se alimentan y se reproducen en la materia fecal de los vertebrados.
Esta dependencia de las heces de los vertebrados implica un contacto frecuente entre los
escarabajos peloteros y los parasitos de los vertebrados (Nichols & Gémez, 2014). Phanaeus
spp., perteneciente a la familia Scarabaeoidea, se ha caracterizado como un importante HI de
los espiruridos de cerdos en el sur de Georgia (Porter, 1939; Stewart & Kent, 1963; Fincher
et al., 1969). Varios autores encontraron que los adultos de Phanaeus estaban asociados con
excrementos de ganado (Cooper, 1938; Ritcher, 1945, 1966; Lindquist, 1933, 1935). El nema-
todo Gongylonema spp., se ha visto que se transmite a través del escarabajo Copris lunaris
(Mowlavi et al., 2009).

Diversos estudios han evaluado la capacidad de los escarabajos copréfagos (Scara-
baeidae) para que actuen como Hl para la transmision de S. lupi. Como ya se ha mencionado,
los escarabajos copréfagos o comunmente llamados estercoleros o peloteros, se encuadran
todos ellos en la Superfamilia Scarabaeidae, siendo las subfamilias mas importantes para la
parasitacion de Spirocerca spp., las pertenecientes a Scarabaeinae, Aphodiinae, Geotrupinae
y Hybosorinae (Bailey et al., 1963b; Chhabra & Singh, 1972; Van der Merwe et al., 2008; ITIS,
2018).
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Se han realizado estudios sobre el estado de infeccion de los escarabajos recolectados
en el campo en ciertos momentos (Du Toit et al., 2008) e infeccidn experimental en laboratorio
de ciertos escarabajos y otros artropodos con S. lupi (Mukaratirwa et al., 2010). La suscepti-
bilidad a la infeccion por S. lupi de las diferentes especies de escarabajos copréfagos se ha
encontrado que es variable (Bailey et al., 1963b). Los huevos de S. lupi consumidos por un
escarabajo se desarrollan desde L1 a L3 dentro del escarabajo (Austin et al., 2013). Cuando
los huevos larvados (contienen L1) de Spirocerca spp, son ingeridos, éstos eclosionan des-
pués de la ingestion y pueden transcurrir hasta 2 meses hasta que estas larvas se desarrollan
a la fase infecciosa (L3). Estas larvas infectantes se enquistan principalmente en los tubulos
traqueales (Mazaki-Tovi et al., 2002). Experimentalmente se ha visto que los huevos eclosio-
nan en el hemocele del escarabajo pasadas 8 h tras la infeccion (Rojas et al., 2017a), por lo
que este tiempo desde la ingestion hasta la eclosion en el escarabajo y paso a L3 es variable
y dependiente de muchos otros factores como Ph (Rojas et al., 2017a), enzimas proteoliticos
como la tripsina, CO,, T2, y humedad relativa (HR). Cuando estos dos ultimos factores son
optimos (una alta T%, combinada con alta HR) se ve favorecido el paso de L1 a L3 (Gottlieb et
al., 2014). El escarabajo coprofago que contiene larvas L3 es ingerido por un HD cerrando el
ciclo, o bien puede ser ingerido por un HP como alternativa que prolonga el tiempo de desarro-
llo del ciclo del parasito hasta la ingestion del HP por parte del HD. Los huevos experimentan
una transicion de pH desde las heces de los perros (pH 7.2 + 0.4) al intestino del escarabajo
(en O. sellatus un pH de 6.0-6.2). Se ha observado que el contenido del intestino medio de
O. sellatus es mas acido que los de otras especies de escarabajos (Rojas et al., 2017a). No
obstante, algunos analisis in vitro matizan que, ademas del pH, hay otros estimulos adicio-
nales que provocan la eclosién del huevo como la T2, la agitacion o la presencia de tripsina.
Los contenidos bacterianos del intestino de los escarabajos pueden modificar el pH intestinal
(Broderick et al., 2004).

Las especies de escarabajos que intervienen como HI de S. lupi son muy conocidas
en algunos lugares endémicos, como ocurre en lsrael, donde el género Onthophagus, es-
pecialmente la especie O. sellatus es el principal HI (Gottlieb et al., 2011). En Sudafrica, se
han caracterizado como HI a las especies Onthophagus pugionatus, Onthophagus ebenus y
Gymnopleurus virenas (Du Toit, et al., 2008). Otros autores encontraron como HI en Sudafrica
a Pachylomerus femoralis, Scarabaeus rugosus, Gymnopleurus humanus, Kheper nigroaeneus
y Anachalcos convexos (Mukaratirwa, et al., 2010). También se ha descrito experimentalmente
la transmision de S. lupi por otras especies de artrépodos, incluidos los milpiés (Daratoagonus
cristulatus) (Mukaratirwa, et al.,2010).

Otros autores han descrito otras especies de invertebrados que actuan de hospedado-
res intermediarios en distintos lugares (ver tabla 5), pero se sabe que la capacidad de trans-
mision de los huevos embrionados de Spirocerca spp., es muy dependiente del tamano del
escarabajo (Mdnnig, 1938; Holter, 2000; Holter et al., 2002; Du Toit et al., 2012). Las piezas
bucales de los escarabajos peloteros restringen la comida, filtrando las particulas mas diminu-
tas comprendidas en un rango de 2-150 um (Holter & Scholtz, 2005). Los huevos embrionados
de S. lupi tienen 30-37 um de largo por 11-15 um de ancho (Du Toit et al., 2012). Como tam-
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bién es conocido, que el tamafno de las particulas que ingiere el escarabajo es dependiente
de su tamafio (Holter, 2000; Holter et al., 2002; Du Toit et al., 2012), el tamano del escarabajo
para la ingestion de particulas de mayor tamano se explica por la necesidad de mas comida
y el proceso evolutivo ha llevado a los escarabajos de mayor tamafno a ser menos selectivos
frente a los escarabajos de menor tamano. Escarabajos de un menor tamafio ven restringida
el acceso a particulas de mayor tamafio por lo que los huevos embrionados no lograran pasar
el aparato bucal y estas especies no podran llegar a ser HI frente a los huevos de Spirocerca
spp. (Du Toit et al., 2012).
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Tabla 5.- Especies de escarabajos coprdfagos y otros insectos que potencialmente pueden actuar como posibles
hospedadores intermediarios de Spirocerca lupi.

Familia

Especie

Tamano

Hospedador intermediario (HI)

Autor

Scarabaeidae Copris C.hispanus Sl Seurat, 1916
Blattidae Periplaneta P.americana 40 mm NO Faust, 1928

(cucaracha ) Mukaratirwa et al., 2010
Blattidae Periplaneta P.australasiae 30 a 35 NO Faust, 1928

mm
Blattidae Blatta B. orientalis 25 mm NO Faust, 1928
Scarabaeidae Gymnopleurus  G.sturni Sl Bailey et al., 1963b
Scarabaeidae Scarabaeus S. variolosus Si Bailey et al., 1963b
Scarabaeidae Scarabaeus S.sacer Sl Bailey et al., 1963b
Geotrupidae Geotrupes G. blackburnii Sl Bailey et al., 1963b
Scarabaeidae Gymnopleurus  G.koenigi Sl Anantaramam et al., 1963
Scarabaeidae Euoniticellus E. pallipes Sl Anantaramam et al., 1963
Geotrupidae Geotrupes Geotrupes sp NO (sin afinidad por Fincher et al.,1970
excrementos de carnivoro)

Scarabaeidae Onthophagus O.pugionatus Sl Du Toit et al., 2008
Scarabaeidae Onthophagus O. ebenus SI Du Toit et al., 2008
Scarabaeidae Onthophagus O. obtusicornis Sl Du Toit et al., 2008
Scarabaeidae Gymnopleurus  G. virens Sl Du Toit et al., 2008
Spirostreptidae  Doratogonus D. cristulatus 80-200mm Hospedador Paraténico Mukaratirwa et al., 2010

(ciempiés)
Spirostreptidae  Orthoporoides  O. pyrhocephalus NO Mukaratirwa et al., 2010
Gryllidae Gryllus G. assimilis 28-32 mm NO Mukaratirwa et al., 2010

(grillo)
Scarabaeidae Pachylomera P. femoralis 50mm SI Mukaratirwa et al., 2010
Scarabaeidae Scarabaeus S.rugosus 45mm Si Mukaratirwa et al., 2010
Scarabaeidae Anachalcos A. convexus 45mm Si Mukaratirwa et al., 2010
Scarabaeidae Gymnopleurus  G. humanus 11mm Si Mukaratirwa et al.,2010
Scarabaeidae Kheper K. nigroaeneus 25-35 mm Sl Mukaratirwa et al.,2010
Scarabaeidae Ontophagus O.sellatus Sl Gottlieb et al., 2011
Scarabaeidae Onthophagus O. fritschi NO Du Toit et al., 2012
Scarabaeidae Onthophagus O.deterrens NO Du Toit et al., 2012
Scarabaeidae Onthophagus O.asperilus Experimentalmente si HI. Du Toit et al., 2012

No serian los mas adaptados
Scarabaeidae Onthophagus O.binodus Experimentalmente si HI. Du Toit et al., 2012
No serian los mas adaptados

Scarabaeidae Sarophorus S. striatus Experimentalmente si HI. Du Toit et al., 2012

No serian los mas adaptados
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Los escarabajos coprofagos encuentran en las heces su alimento, como son los mi-
croorganismos y restos de células epiteliales del intestino de los mamiferos (pequefias parti-
culas) y los componentes de menor valor nutritivo y mayor tamafo como es el alto contenido
en agua y paredes de celulosa y lignina de las plantas (Holter & Scholtz, 2005). EI movimiento
que sufren los huevos con L1 debido a la accién mecanica de las piezas bucales del escara-
bajo, junto con los movimientos en el interior del intestino medio del escarabajo contribuye al
proceso de eclosion de S. lupi de L1 a L3 (Miller et al., 1961; Chhabra & Singh, 1972; Rojas
et al., 2017a). El efecto mecanico de las piezas bucales de los escarabajos fue probado para
huevos de Ascaris lumbricoides en especies de escarabajos peloteros (Miller et al., 1961).
Estos autores dedujeron que las mandibulas de algunas especies de escarabajos coprofagos
tienen el doble propédsito de masticar material fecal para filtrarlo y también destruir o dafiar los
huevos de helmintos por la accion masticadora de sus mandibulas.

Los escarabajos copréfagos muestran preferencias para ciertos tipos de estiércol
(Lumaret et al. 1992). Esto tiene importantes implicaciones en la prevalencia de algunos
parasitos en las poblaciones de escarabajos copréfagos (Bailey, 1972). En Sudafrica todos
los escarabajos coprofagos que estaban infectados con el nematodo Spirocerca spp., inde-
pendientemente de la especie, mostraron una preferencia por estiércol omnivoro (cerdo y
perro) (Du Toit et al., 2008).

Existen también varios factores que controlan y seleccionan las comunidades de esca-
rabajos copréfagos, como son la naturaleza del sustrato del suelo, fauna y flora de la region
especifica, lluvia y T? (Bailey, 1972; Lumaret et al., 1992). Para que exista una determinada
especie de parasito, es indispensable que estén presentes las condiciones ambientales y los
HI especificos, HD o vectores necesarios para que se cumplan las distintas etapas de los
ciclos de vida del parasito, lo que les permite entrar en contacto con los diferentes niveles
troficos y estar presentes en distintos ambientes fisicos del sistema al mismo tiempo (Poulin &
Morand, 2000; Lafferty et al., 2006; Lafferty et al., 2008; Patterson & Piertney, 2011).
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Capitulo 3.- Enfermedades parasitarias.






3.1.-Trichinellosis
3.1.1.- Etiologia.

La trichinellosis es una infeccion zoondsica parasitaria. La infeccion es producida por
nematodos del género Trichinella spp., transmitida a través del consumo de carne cruda o
poco cocinada (Campbell, 1983). Se trata de un nematodo cuyo descubrimiento se remonta a
hace 186 afos en el Reino Unido, durante una autopsia en una mujer de origen italiano, nom-
brandose al parasito como Trichinela spiralis por Owen (1835). Sin embargo, la designacion
de Trichina se habia utilizado anteriormente para un género de Diptera desde 1830 (Gould,
1970), de modo que en 1895 se produce un cambio de nombre del género a Trichinella (Rai-
liet, 1895). En la actualidad se considera al género Trichinella dentro de la Familia Trichinelli-
dae (tabla 6).

Tabla 6.- Clasificacion Taxonémica del género Trichinella

Reino Animalia

Subreino Metazoa
Phylum Nematoda
Clase Clase Enoplea
Subclase Enoplia
Orden Trichurida
Superfamilia Trichinelloidea
Familia Trichinellidae
Género Trichinella

En 1846, Joseph Leidy encontré quistes de Trichinella en los musculos de un cerdo
(Valentin, 1935; Gould et al., 1970). Unos afios mas tarde, aumento su interés por la comu-
nidad cientifica cuando en 1860, el patélogo Zenker demostré patogenicidad para los huma-
nos (Campbell, 1983). A partir de esos momentos fue cuando se le presto la atencién de los
veterinarios, médicos y autoridades de salud publica, advirtiendo sobre el importante papel
de los cerdos en el ciclo natural y la produccion de productos domésticos de carne de cerdo
(Campbell, 1983).

Van Knapen (1998) define para Europa qué animales eran indicadores de la presencia
de Trichinella spp. en el ciclo de vida silvestre, considerando al jabali y al zorro como los mas
importantes. Cuando la prevalencia del parasito en estas especies es = 0,1% se consideran
areas endémicas a T. spiralis y no endémicas si no hay casos ni brotes los 10 afios anteriores.
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En Espafia, la presencia de este parasito en suidos y carnivoros silvestres es endémi-
ca, lo cual es un riesgo para la salud humana, debido al posible consumo de dichos animales.
Es una parasitacion de declaracion obligatoria, ya que tiene una gran importancia sanitaria,
de tal modo, que, ante un caso positivo, se procede al decomiso total del animal infectado
(Navarrete et al., 1991).

Los nematodos del género Trichinella son parasitos zoonadticos con una distribucion
cosmopolita y que infectan a mas de 2.500 personas anualmente (Murrell & Pozio, 2011).
Algunos parasitos zoondticos transmitidos por los alimentos han acompafado a la especie
humana desde su origen y su difusién ha aumentado en muchas ocasiones debido a su com-
portamiento, representando un peligro importante para la salud humana. Estos patdégenos
que incluyen Trichinella spp., debido a que tanto los animales domésticos como los silvestres
juegan un papel importante como reservorios, junto con la influencia humana sobre las bio-
masas, pueden cambiar sus patrones epidemiolédgicos. De ello se deduce que la globalizacion
y el cambio climatico tendran un tremendo impacto sobre estos patégenos modificando sus
patrones epidemioldgicos y ecosistemas debido a los cambios de parametros bidticos y abio-
ticos. Las consecuencias de estos cambios en los parasitos transmitidos por los alimentos no
se pueden prever en su conjunto debido a su complejidad, pero es importante que bidlogos,
epidemiologos, médicos y veterinarios evalien y aborden el problema dentro de un enfoque
de una sola salud (Pozio, 2020).

En 1992, estudios isoenzimaticos permitieron la clasificacion del género en siete ge-
notipos diferenciables (Pozio et al., 1992a; Pozio et al., 1992b). La percepcion de las distintas
especies ha ido variando en el ultimo siglo con la llegada de nuevas técnicas gendémicas y mo-
leculares (Pozio & Zarlenga, 2013). Actualmente, el genotipado e identificacion de Trichinella
se basa en medios moleculares (Pozio & La Rosa, 2003), a través de los cuales, se reconocen
la existencia de 12 especies y genotipos (Krivokapich et al., 2012; Pozio & Zarlenga, 2013;
Korhonen et al., 2016), genética y biolégicamente divididos en dos Clados, que se diferencian
en la presencia o ausencia de la capsula de colageno intramuscular (Murrell et al., 2000; Pozio
& Zarlenga, 2005; Zarlenga et al., 2006; Pozio et al., 2009a; Krivokapich et al., 2012).

Las distintas especies, segun su encapsulacion, estan resumidas en la Tabla 7.
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3.1.2.- Epidemiologia.

Pozio (2001) considera la trichinellosis humana y animal una enfermedad emergente
y ademas reemergente. La reemergencia del ciclo doméstico esta asociada a la quiebra de
los servicios veterinarios en ciertos estados, y a problemas econémicos, asi como a conflictos
militares. Por otro lado, el ciclo silvestre se ve reforzado por el espectacular incremento conti-
nuado de las poblaciones de jabali, generalizado en toda Europa desde el afio 1965, que ha
estado causado por las alteraciones en el paisaje, tales como el incremento de cultivos como
el maiz (Fredriksson-Ahomaa, 2019; Rosell et al., 2001; Rosell et al., 2002; Bieber & Ruf,
2005; Acevedo et al., 2006).

La distribucion global y los variados habitos culturales alimentarios favorecen las infec-
ciones humanas de Trichinella spp. Ha sido documentada en el 27,8% de los paises del mun-
do, aunque en algunos paises, solo afecta a minorias étnicas y turistas, ya que los nativos no
consumen carne no cocida o ciertas especies animales. La infeccién ha sido documentada en
animales domésticos (cerdos, sobre todo) y en animales salvajes, en el 21,9% y en el 33,3%
de paises, respectivamente (Pozio, 2007a; Pozio, 2007b).

Clasicamente se han distinguido 2 ciclos de transmision en Espana que son los ciclos
doméstico y selvatico. Las principales especies circulantes son T. spiralis y T. britovi, que
se encuentran ampliamente distribuidas en nuestro medio (Pozio,1998; Pérez-Martin et al.,
2000), aunque también se dan infestaciones mixtas de ambas especies (Rodriguez et al.,
2008). A las dos especies anteriores hay que anadir T. pseudospiralis (Zamora et al., 2015),
que se detecto, por primera vez en 2014 en un jabali infestado en la provincia de Gerona. La
importancia de la deteccion de esta especie radica en que no forma capsula y que podria no
detectarse por el método triquinoscépico.

La transmision se realiza unicamente por ingestiéon de carne que contenga L1 enquis-
tadas, de modo que el habito depredador, canibal o carrofiero sostiene dicho ciclo. Aun asi,
surge un abanico de posibilidades por la capacidad de adaptacion de Trichinella spp. a hos-
pedadores no carnivoros, como lo demuestra la aparicion de T. spiralis en caballos en Europa
(Pozio et al., 1988; Pozio et al., 1999; Dupouy-Camet et al., 1994; Pozio et al., 1997b; Liciardi
et al., 2009; Pozio, 2015) o en caballos de México (Arriaga et al., 1995). Por su parte, T. murreli
se ha encontrado en caballos en Canada (Scandrett et al., 2018). T. spiralis puede sobrevivir
a la congelacién, durante al menos 4 semanas en tejido de caballo congelado a -5° C, dismi-
nuyendo a esta T2 a partir de las cuatro semanas el nUmero de larvas vivas recuperadas en
ese tejido (Hill et al., 2007). Esta especie no encapsulada, T. pseudospiralis, muestra una dis-
tribuciéon cosmopolita detectada tanto en mamiferos (14 especies) como en aves (13 especies
de aves) (Pozio, 2005).

La epidemiologia de Trichinella spp., va muy ligada al tipo de hospedador, que en defi-
nitiva sera el que conllevara el mayor riesgo de infeccion para el ser humano. De este modo,
en Espafia se ha descrito la trichinellosis en diversos hospedadores. En el norte de Espana
se ha descrito hasta en once especies silvestres infectadas: oso pardo, hurén, garduia, tejon,
gineta, lince, gato montés, zorro, lobo, jabali, rata; ademas de animales domeésticos como
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cerdo, perro y gato (Cordero del Campillo,1974; Pozio et al., 2009b). En la PI, el lobo se en-
cuentra parasitado por T. britovi en un 12,8% (Segovia et al., 2004). Los roedores han sido
también descritos como hospedadores de Trichinella, siendo la rata un animal asociado a la
infeccion (Herrero-Martin & Martin-Calama,1961; Rodriguez-Pérez et al.,1989). Otros estu-
dios han mostrado una prevalencia del 0,14% en rapaces nocturnas y diurnas en Extremadura
(1 positivo en 703 muestras de aves), sin poder determinar especies concretas de Trichinella
en la mayoria de los casos por las bajas cargas parasitarias (Gamito- Santos, 2011).

En la PI, los ciclos epidemiolégicos silvestres (o parantropico), con la fauna salvaje
como reservorio, pasan al ciclo rural y doméstico/urbano (sinantrépico) directamente al hom-
bre, en toda el area de explotacion de razas porcinas ibéricas, pero también, el ciclo puede
ser inverso, en el norte peninsular.

El ciclo silvestre tiene como reservorio principal el jabali, aunque todos los mamiferos
silvestres son susceptibles de ser hospedadores de Trichinella. Pozio et al. (2009b) considera
al jabali como el gran mantenedor de T. spiralis en el ciclo silvestre. Algunos datos aportados
en regiones como Extremadura citan prevalencias de trichinellosis en el jabali del 0,15%,
frente a las prevalencias del cerdo doméstico que la situan en el 0,021%, reduciéndose signi-
ficativamente cuanto mas intensivo sea el sistema de explotacion (Blanco et al., 2009).

La presencia de T. britovi sugiere la existencia de un ecosistema natural no alterado
por el hombre, como es el caso de los parques naturales existentes (Pozio, 1998; Pérez-Mar-
tin et al., 2000). El concepto de que los cerdos y las ratas son los principales huéspedes de T.
spiralis, como todavia se informa en muchos libros, ha sido reevaluado a fondo, y en la actua-
lidad se considera que el foco de la infeccion por Trichinella spp., lo mantienen los animales
de vida silvestre (Pozio, 1998).

En numerosos estudios, se ha destacado como hospedador silvestre de Trichinella al
zorro (Van der Giessen et al., 1998; Criado-Fornelio et al., 2000; Pérez-Martin et al., 2007,
Richomme et al., 2010). El zorro puede mantener el ciclo de Trichinella spp., gracias a su con-
dicién de carrofiero en sus territorios. Es habitual que algun jabali muerto en los lugares mas
inaccesibles como zarzales, barrancos, incluso en cunetas, bien por causas naturales, bien
por estar malherido tras huidas y acaba muriendo, o fruto de atropellos, terminan en todos
los casos por ser carrofia habitual para el zorro. Las carrofias son definidas como reservorios
de Trichinella spp., por diversos autores, ya que puede permanecer infectante en los tejidos
musculares enterrados en el suelo durante, al menos, tres meses (Jovi¢ et al., 2001). El zorro
es propuesto como un buen centinela para la prediccion de la circulacion de Trichinella spp.
(Pozio et al., 1996; Pozio et al., 1998). En el mismo sentido, la EFSA Journal. (2018), consi-
dera al zorro como un animal indicador de la presencia de Trichinella spp. en el ciclo de vida
silvestre a nivel europeo, estableciendo una prevalencia media del 1,2 % entre los afios 2013
y 2017. Anteriormente, entre 2007 y 2009, esas prevalencias medias de Trichinella spp., en el
zorro a nivel europeo eran del 1,9% (EFSA Journal, 2011).

Hay numerosos estudios de la prevalencia de Trichinella spp., en el zorro en Espafia.
Asi, la hallada en Asturias fue del 30% (Cordero del Campillo, 1974); si bien unos afios des-
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pués, en el Norte de Espana se citan prevalencias que varian entre el 6,8% y el 30% (Cordero
del Campillo & Rojo Vazquez, 1999). En Guadalajara se situa en un 8,9% (Criado-Fornelio et
al., 2000). En Catalufa, en un amplio muestreo (1319 zorros), la prevalencia encontrada fue
del 0,3% (Lopez-Olvera et al., 2011); en Zaragoza (Valle del Ebro) del 1,19% (Gortazar et al.,
1998); mientras que en zorros de la Comunidad Valenciana fue del 0,7% (Sanchis-Monsonis,
2015).

Por su parte, en un estudio realizado en Portugal, mediante el método de digestion
enzimatica de 25 g de carne por zorro (n=206 zorros), se observé una prevalencia del 13,3%
en la zona de Beira Interior, remarcando la importancia del zorro en la epidemiologia de la,
trichinellosis en Portugal considerando al jabali como especie con un rol menos importante
(Fazendeiro et al., 2004). La prevalencia informada en zorros de Extremadura en el periodo
comprendido entre los afios 1988-1995 fue del 4,8% (25% T. spiralis-75% T. britovi) (Pozio et
al., 1997a). Pocos anos después, en esta misma comunidad ese porcentaje se situd en el 3%,
con unas cargas parasitarias medias de 30,6 larvas por gramo de carne (LPG) (Pérez-Martin
et al., 2000). En el jabali, la prevalencia encontrada por estos mismos autores y en la misma
zona fue del 0,3%, con una carga parasitaria de 74,8 LPG (Pérez-Martin et al., 2000). La pre-
valencia en Extremadura entre los afios 2003 y 2005 fue del 3,59% en zorros y del 0,17% y
del 0,026% en jabali y cerdo de autoconsumo, respectivamente (Pérez-Martin et al., 2007).

La prevalencia en CyL, en un estudio conjunto con zorros de La Rioja, entre los afos
1999 y 2005, fue del 22,86%, siendo 13 de los zorros positivos pertenecientes a CyL (para-
sitados por T. britovi), mientras que los otros 3 positivos fueron de La Rioja (un positivo a T.
spiralis y dos positivos a T. britovi) (Fonseca-Salamanca et al., 2009).

Pozio (1998) explica la estratificacion altitudinal de los ciclos doméstico y salvaje de
Trichinella spp. En zonas de montafa, el comportamiento carrofiero y de canibalismo de los
zorros, junto con las bajas T?, prolonga la viabilidad de Trichinella spp., en cadaveres y carro-
fa y ayuda a cerrar el ciclo. Advierte que la prevalencia de la infeccién aumenta con la altitud
y con el aislamiento de los habitats: T. spiralis en zonas bajas y T. britovi en zonas altas.

Pozio et al. (2004 ) proporcionan datos de 225 muestras de zorro positivas a Trichinella
spp., pertenecientes a 13 paises europeos (T. spiralis 4%; T. britovi 95,5%; mixtas T. spiralis -
T. britovi 0,5%). Segun este estudio, T. britovi es la especie prevalente en carnivoros, mientras
que T. spiralis lo es en suidos domésticos y salvajes.

Existe una amplia informacion sobre las predilecciones de localizacién de este parasito
en los distintos musculos, asi como para los distintos hospedadores, llegandose a la conclu-
sion de que la intensidad de la infeccion y la distribucion muscular estan determinadas por la
especie parasita y la susceptibilidad del hospedador. Ademas, los factores ambientales e in-
trinsecos de cada animal jugarian también un papel importante (Serrano et al., 1999). Por tan-
to, existen unas distribuciones preferentes para cada especie hospedadora y esta distribucion
se cumple en mayor medida en los casos en los que las cargas parasitarias son altas. Para
infecciones menores, la distribucién observada es mas aleatoria (Gottstein ef al., 2009). Estos
mismos autores han sefalado que los principales musculos de eleccion de Trichinella en el
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zorro diafragma, antebrazo y lengua. Kapel et al. (2005) describieron que para las especies de
Trichinella encapsuladas, el tropismo se centra fundamentalmente en la lengua, seguido de la
musculatura de las extremidades y posteriormente, el diafragma.

El ciclo doméstico en la Pl esta totalmente influenciado por el sistema cultural en torno
al consumo de carne de cerdo y matanzas domiciliarias. Esta dependencia de la carne de cer-
do en la dieta del hombre es el principal factor de transmision de Trichinella. La trichinellosis
provoca brotes familiares por consumo de carnes crudas y/o curadas (crudas, poco cocidas o
embutidos) de cerdos caseros y/o jabalies. Se sugiere que los roedores pueden actuar como
agentes propagadores de este ciclo doméstico (Kozar, 1970; Pozio & Murrell, 2006; Takumi
et al., 2010). En el ciclo doméstico, los restos de carne de cerdos infectados son la fuente de
infeccidon para especies silvestres, como ratas, caballos y gatos callejeros. En Espafia no se
han detectado infestaciones en equinos, pero se ha citado un caso, mal documentado, por
consumo de carne de un novillo en una espicha en Asturias (Fernandez et al., 2005). Con
la llegada de un nuevo siglo, las investigaciones se dirigieron a la busqueda epidemioldgica
mediante otro tipo de métodos. Estudios serolégicos han evidenciado la presencia de anti-
cuerpos frente al parasito en caballos en Espafia (Luzon et al., 2009) y en perros de rehala
(Martinez-Pérez, 2011).

Diversos autores como Gottstein et al. (2009) y Pozio et al. (2010) y Organizacion Mun-
dial de Sanidad Animal (OIE, 2022), y la Oficina Internacional de Epizootias (OIE, 2008) han
estudiado Trichinella spp., desde la perspectiva de la vigilancia y del control oficial/no oficial,
como problema de salud publica, y también de sanidad animal, abarcando todas las especies
animales domésticas y salvajes implicadas.

Por ultimo, como hospedador de Trichinella spp., en Espafia también se encuentra el
hombre. De acuerdo con la informacion de la investigacion de brotes o casos aislados de esta
enfermedad, éstos se producen principalmente por la ingesta de carne de jabali procedente
fundamentalmente de cacerias sin control sanitario, la ingesta de carne de cerdo proceden-
te de matanzas domiciliarias, o la mezcla de ambas carnes en embutidos (Rodriguez et al.,
2008; Granado et al., 2012). Se ha destacado la poca eficacia del hombre como hospedador
en la cadena de transmision del parasito, al no ser ingerido por otros animales (Mantovani et
al., 1990).

Algunos brotes declarados han sido, por ejemplo, en la provincia de Cuenca entre
1992- 1993 (De la Cruz- de Julian et al., 1994); en Jaén, causado por consumo de carne de
jabali (Rodriguez-Osorio et al., 1999); en Granada causado por T. britovi, con 38 personas
afectadas en el afio 2000 (Lépez-Hernandez et al., 2001) o en la comarca extremena de La
Vera en el afo 2002, donde se vieron afectadas 52 personas al consumir carne de cerdo in-
fectada por T. britovi (Herraez-Garcia et al., 2003). Gallardo et al. (2007) publican un brote en
el afno 2007, con 21 casos en Espana (CyL, Pais Vasco y Baleares) y Suecia, por consumo de
chorizo casero de carne de jabali de origen espafiol, provocado por T. britovi, en carne que fue
reconocida por un veterinario local mediante placas triquinoscopicas. Se analizé el chorizo por
digestién artificial en tres laboratorios diferentes, dando una infestacion comprendida entre
1,4-18 LPG. También en el ano 2007, Jiménez-Jorge et al. (2008) analizan un brote humano
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por consumo de longaniza de jabali en la Montafia Alavesa, con 42 casos con clinica compa-
tible y 1 hospitalizado, detectando T. spiralis con una carga parasitaria de 7,6 LPG. Posterior-
mente, en el laboratorio nacional de referencia detectan 2 LPG en longanizay 17 LPG en lomo
congelado de la misma procedencia. La carne de jabali también originé 7 brotes en Aragén
entre los anos 1998-2017, afectando a 103 personas, con 29 hospitalizados y 1 fallecido. De
estos brotes, cinco se originaron tras el consumo de carne de jabali, y los otros dos por el con-
sumo de carne de cerdo, siendo T. spiralis el parasito de cuatro de los brotes (tres en jabali y
uno de cerdo) y T. britovi en otros dos brotes (los dos en jabali), en otro de los brotes causado
por consumo de embutido de cerdo la especie implicada en el brote de trichinellosis no se
pudo determinar (Pérez-Pérez et al., 2020). Segun la Agencia Espafiola de Seguridad Alimen-
taria y Nutricion (AESAN, 2020), el 31 de octubre de 2014 el Centro Nacional de Alimentacion
informo de la presencia de T. pseudospiralis en una muestra de carne de jabali procedente de
Catalufa. Asimismo, también se detecté nuevamente esta especie en una muestra positiva de
carne de jabali procedente de Aragon cazado a finales de 2016 (AESAN, 2020).

3.1.3.- Diagnéstico de la trichinellosis.

El enfoque del diagnéstico de la trichinellosis puede estar basado en pruebas para su
deteccién sobre los productos alimentarios de consumo humano o bien al diagnéstico clini-
co-patolégico de los humanos y/o animales.

Para la primera de las cuestiones, el examen diagnéstico de los productos alimenta-
rios, el unico método aceptado es la digestion enzimatica de tejido muscular, por el método
de referencia que marca la norma ISO 18743:2015 tal como se refleja en el Reglamento
de Ejecuciéon (UE) 2020/1478. Este Reglamento valida también el método descrito en el
Anexo |, Capitulo | (Método de deteccién de Referencia) del Reglamento de Ejecucién (UE)
2015/1375. El método de referencia se describe anexo 1 de esta tesis.

La Comision Internacional sobre trichinellosis no recomienda métodos seroldgicos para
la prueba de canales individuales de animales sacrificados con destino al consumo (Gamble
et al., 2000; Nockler et al., 2000). La legislacion para la inspeccion de carnes y productos car-
nicos para detectar la presencia de Trichinella spp., incluye Unicamente pruebas directas (de-
teccién de las larvas mediante digestién enzimatica), que, si se realizan correctamente, tienen
la sensibilidad y especificidad suficientes para detectar todas las canales con cargas larvarias
mayores de 1 LPG, el nivel minimo de infeccion que se considera ser motivo de preocupacion
para la salud publica. De acuerdo con la legislacion europea, todos los animales susceptibles
a Trichinella spp., para consumo humano en la UE, es decir, cerdos domésticos (tanto de
engorde como de reproduccion), jabalies y solipedos (équidos), deben ser examinados para
detectar la presencia de larvas de parasitos en los musculos, a menos que las canales se
congelen adecuadamente para inactivar el parasito.

En Espafia, todos los anos se actualiza y publica a través de la web de AESAN el Plan
Nacional de Contingencia Frente a Trichinella, en todo lo referente a: Protocolos de actuacion
tras la sospecha y /o identificacion del parasito en animales domésticos y silvestres destina-
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dos al consumo humano o en personas. En este Plan Nacional de Contingencia del ano 2020
se incide en la no validez del método triquinoscépico para el examen de carne procedente de
matanzas domiciliarias para autoconsumo o de la caza de jabalies. En la actualidad, el mé-
todo triquinoscopico no se considera un método valido para el analisis de Trichinella
spp., €n ningun caso.

Al hablar de diagnéstico, también nos hemos referido al diagndstico como patologia en
el ser humano o en animales. Segun se indica en la EFSA (2018), todos los estados miem-
bros de la UE deben monitorear la circulacion de estos nematodos en los principales reservo-
rios naturales (carnivoros y animales omnivoros) para adquirir informacion sobre el riesgo de
transmision a los animales domésticos y a los humanos, asi como obtener informacién sobre
la introduccion de nuevas especies de Trichinella de paises no pertenecientes a la UE. Para
cubrir estas necesidades diagndsticas, es donde entran en juego los métodos seroldgicos. Ya
desde comienzos del siglo XX, se ha intentado también realizar un diagndstico inmunoldgico,
tanto en el hombre como en los animales, debido a que permite realizar un diagndstico in
vivo, bastante sensible, puesto que la respuesta humoral del hospedador es generalmente
marcada.

Los métodos inmunoenzimaticos son considerados como un buen método de vigilan-
cia epidemiologica. Algunos autores, en ensayos experimentales, han sefalado un 100% de
sensibilidad de las pruebas seroldgicas para casos de cerdos positivos por digestion artificial
testados tras 28 dias post-infeccion concluyendo que, mientras con la digestién artificial se
identifican casos que reportarian enfermedad en el hombre, las pruebas seroldgicas iden-
tificarian casos de parasitaciones en piaras de cerdos que en el caso de zonas endémicas
repercutirian en programas sanitarios preventivos (Ribicich et al., 2000).

Las larvas de Trichinella spp., en su migracion a través del hospedador y tras instau-
rarse en la musculatura conforman la estructura de la célula nodriza, mediante la cual sobre-
viven, y a través de la cual tienen una gran interaccion con el hospedador. El parasito segrega
al entorno muscular metabolitos y enzimas, los cuales inducen una respuesta del sistema
inmune del hospedador. La respuesta inmunitaria, se produce tanto por esos residuos del
parasito (ES), como por los antigenos que presenta el nematodo en su superficie e interior
cuando la larva es destruida.

Uno de los antigenos de Trichinella mas estudiados es el Extracto Bruto Larvario
o complejo proteico (EBL), formado por las proteinas cuticulares, asi como por proteinas
estructurales del nematodo. Se ha concluido que el EBL es un antigeno capaz de conseguir la
deteccién de anticuerpos frente a Trichinella en el suero de organismos parasitados (Nockler
et al., 2009). Este EBL producido a partir de larvas de musculo de primera etapa recolecta-
das por digestién artificial, no debe usarse para pruebas seroldgicas de animales 0 humanos
debido a la alta probabilidad de reacciones cruzadas con otros patégenos, como por ejemplo
Trichuris suis (Chan & Ko, 1992; Gémez-Morales et al., 2008). En humanos, utilizando EBL de
T. spiralis se observaron reacciones cruzadas en pacientes afectados por anisakiosis, esquis-
tosomiasis, cisticercosis, fasciolosis, filariosis y toxocariosis (Yera et al., 2003).
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Debido a esto, posteriormente se comienza a estudiar el antigeno excretor-secretor
(ES), obtenido a partir de cultivos in vitro de larvas musculares de Trichinella, observandose
en los primeros estudios mayor especificidad que el anterior (Gamble et al., 1983). La eleccion
de este producto como antigeno es consecuencia de que el numero de proteinas que lo com-
ponen es menor y con mayor proporcion de las especificas que el EBL (Hassan et al., 2010).
Empleando antigeno ES en cerdos infectados con T. spiralis, se ha informado de la presencia
de elevadas tasas de anticuerpos a partir del dia 21 post-infeccion hasta el sacrificio, unos 60
dias post-infeccion (Kofinkova et al., 2008).

El epitopo (determinante antigénico) predominante reconocido por animales y huma-
nos infectados con T. spiralis, o cualquiera de las otras especies, es el llamado grupo TSL-1.
Los antigenos TSL-1 se encuentran en las células de los esticocitos y en la superficie de la
cuticula del parasito, por lo tanto, son secretadas activamente por larvas de primer estadio en
el musculo. Se ha informado que los antigenos TSL-1 son abundantes en los productos de
excrecion y en la superficie de la cuticula del parasito (Ortega-Pierres et al., 1996; Bolas-Fer-
nandez & del Corral Bezara, 2006). Los antigenos de TSL-1 comparten un epitopo antigénico
formado por un carbohidrato inmunodominante (B-tyvelosa), que es unico para Trichinella
(De Mendoza et al., 1999) y provoca la principal respuesta de anticuerpos en la etapa tardia
de la infeccion. La B-tyvelosa sintética se ha evaluado en varios estudios de investigacion,
donde su desempefio se comparo favorablemente con los antigenos ES para realizar prue-
bas en humanos, cerdos y otros animales (Bruschi et al., 2001; Owen et al., 2001; Pozio et
al., 2002a). Este antigeno sintético ofrece las ventajas de estabilidad y estandarizacion y se
ha demostrado que proporciona una mayor especificidad en muchas especies, pero puede
comprometer la sensibilidad. La serologia se ha propuesto como mas adecuada para estudios
epidemioldgicos en la vida silvestre. En estudios de zorros ha sido probados serolégicamen-
te los antigenos excretor/secretor (ES) y el antigeno sintético B-tyvelosa glicano, mediante
pruebas ELISA indirectas, encontrando que tanto el antigeno beta-tyvelosa como el ES son
adecuados para la deteccion de anticuerpos contra Trichinella spp., y T. nativa. Ambos antige-
nos ELISA funcionaron bien, aunque el antigeno ES obtuvo un resultado superior al antigeno
B-tyvelosa (Davidson et al., 2009). Algunos informes de posibles reacciones cruzadas obteni-
das utilizando el antigeno de B-tyvelosa y la evidencia de glicanos que contienen B-tyvelosa
en otros huevos de nematodos han comprometido su especificidad (Dea-Ayuela et al., 2001;
Pozio et al., 2002a). Los antigenos TSL-1 son especificos de la etapa LM y se pierden durante
la muda larvaria acelerada, siendo este el motivo de que solo sirvan como antigenos para la
etapa tardia de la infeccion (Bolas-Fernandez & Del Corral Bezara, 2006). Se ha visto que
los epitopos del antigeno TSL-1 reconocidos por anticuerpos en animales y seres humanos
infectados por Trichinella son comunes a todas las especies encapsuladas y no encapsuladas
(Appleton et al., 1991).

Se han ensayado muchos tipos de antigenos, sin que hasta el momento exista uno es-
tandar. Para algunos autores es mejor emplear antigeno ES que el EBL (Gamble et al., 1983;
Gamble et al.,1997; Forbes et al., 2004). Otros estudios no han encontrado diferencias en el
uso del Ag ES o el Ag EBL, si bien una banda antigénica de 58 kDa seria el punto en comun
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de los dos tipos de antigenos (Hassan et al., 2010). Otros investigadores han llegado a la con-
clusion que el EBL es mas sensible, debido a que con él se obtienen seroconversiones mas
tempranas que con los otros antigenos mas purificados, indicando que con los antigenos ES
se puede reducir la sensibilidad de la técnica, frente a la respuesta mas rapida y persistente
de los antigenos de caracter somatico EBL (Lind et al., 1991; Rodriguez-Osorio et al., 2003).

Estudios en cerdos con Ag ES, establecen una relacién entre el numero de LPG y el
momento de la seroconversion (Nockler et al., 2005; Bien, 2007). También se ha establecido
que cuanto mayor sea el numero de LPG mas precocidad en presentarse los anticuerpos. En
el mismo sentido se ha determinado la influencia del numero de LPG y la especie infectiva
estableciendo en 40 dias el periodo de seroconversion para T. spiralis, frente a los 60 dias
de seroconversién que se necesitarian para T. britovi a igualdad de LPG ingeridas de ambas
especies. Por tanto, la precocidad en la presentacion de anticuerpos es dependiente de la
dosis (Nockler et al., 2005).

Segun Yang et al. (2016), los antigenos de Trichinella se dividirian en:

* Un grupo de respuesta inmunoldgica rapida, compuestos principalmente por antigenos
somaticos (EBL) y se detectan después de dos semanas de infecciéon. Los antigenos so-
maticos son menos especificos y pueden dar reacciones cruzadas con anticuerpos de
otros parasitos. Esta reaccién cruzada se debe a la presencia de fosforilcolina dentro de
los antigenos somaticos.

» Un grupo de respuesta inmunolégica lenta, que se componen principalmente de antigenos
que se encuentran en la cuticula y excretores / secretores (ES) de las larvas musculares
(LM) y se detectan después de 4-5 semanas de infeccién. Los antigenos cuticulares de
las L1 o LRN son cuatro, mientras que en la LM se han descrito tres antigenos (Cui et al.,
2013). Los antigenos ES de las LM por su parte se clasificarian en ocho grupos (TSL-1 a
TSL-8) en funcion de su reconocimiento por diferentes anticuerpos monoclonales.

En la ultima década, se identific6 GalNAcb1-4 (Fuca1-3), GlcNAc-R (LDNF) como
un antigeno de glucano potencial para el diagnoéstico de trichinellosis humana, a través de la
técnica de microarrays de glucanos. Los ELISA basados en cinco moléculas de glucano LDNF
mostraron una alta sensibilidad (Aranzamendi et al., 2011.)

Los enfoques protedmicos (ADN cromosomico) deben ser considerados como nuevos
componentes antigénicos (Liu et al., 2007; Wang et al., 2014)

El suero es la muestra preferida para realizar pruebas seroldgicas para Trichinella.
Otras muestras que se han utilizado incluyen plasma, sangre total y fluidos tisulares (Gamble
& Patrascu, 1996). El exudado muscular puede ser una buena alternativa, especialmente para
analizar muestras de animales salvajes. En estos casos se debe tener en consideracion que
la concentracion de anticuerpos es aproximadamente 10 veces menor (Mgller et al., 2005).
Este mismo autor evalud una técnica de ELISA indirecta tanto en sueros como en fluidos mus-
culares de zorros, cerdos y jabalies infectados experimentalmente utilizando antigenos ES y
un antigeno glicano sintético (la B-tyvelosa), detectando anticuerpos IgG especificos contra
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Trichinella en ambas muestras. Con los dos tipos de antigenos se obtuvieron buenos resulta-
dos pese a que B-tyvelosa, parece ser menos sensible que los antigenos ES.

Parece que la seroconversion y permanencia de inmunoglobulinas en un hospedador
de la familia canidae (perros), mediante ELISA indirecto se ha descrito como de gran preco-
cidad, manteniéndose los titulos positivos durante mas de seis meses tras la infeccion con T.
spiralis en perros (Reina et al., 1987).

Los estudios experimentales en zorros mostraron que el uso de un antigeno ES en un
ELISA es un método adecuado para la deteccidn serologica de la infeccion por Trichinella en
esta especie (Kapel, 2000). Se detectaron anticuerpos especificos en todos los zorros infecta-
dos con 500 o 2000 larvas entre dos y seis semanas despueés de la infeccion, y estos anticuer-
pos persistieron durante todo el experimento (30 y 76 semanas después de la infeccién) con
una tasa media de recuperacion larvaria post mortem de 4,3 a 11,3 larvas por gramo de tejido
(Nockler & Voigt, 1998). Los resultados de los estudios de campo demostraron una seropre-
valencia de Trichinella 100 veces mayor en la poblacion de zorros rojos (7,7%) en compara-
cion con una prevalencia del 0,07% en los zorros examinados por digestion artificial (Wacker
et al., 1999). Al igual que en los jabalies, la enorme diferencia entre la seroprevalencia y la
deteccion real de parasitos puede deberse, en parte, a la mayor sensibilidad de ELISA (0,01
larvas por g) y la capacidad limitada para detectar larvas de musculo en pequefias muestras
de tejido muscular digeridas. Se debe considerar que la tasa de recuperacion de larvas en la
mayoria de los zorros puede ser muy baja, es decir, alrededor o menos de 0,1 larvas por g de
musculatura mediante digestion enzimatica, segun lo publicado por Enemark et al. (2000) y
Van der Giessen et al. (2001). La seroconversion en zorros ha sido establecida a partir de las
5 semanas post-infeccién, siendo en este hospedador el descenso de anticuerpos sobre las
10 semanas post-infeccion. Sobre las 32-43 semanas post-infeccion la respuesta humoral es
inapreciable (Davidson et al., 2009).

3.1.4.- Legislacion.
A nivel nacional:

El Real Decreto 2210/1995, de 4 de julio, por el que se crea la Red Nacional de Vigi-
lancia Epidemioldgica.

Real Decreto 1940/2004, de 27 de septiembre, sobre la vigilancia de las zoonosis y los
agentes zoonoticos.

Orden SS1/445/2015, de 9 de marzo, por la que se modifican los anexos |, 1l y Il del
Real Decreto 2210/1995, de 28 de diciembre, por el que se crea la Red Nacional de Vigilancia
Epidemioldgica, relativos a la lista de enfermedades de declaracion obligatoria, modalidades
de declaracién y enfermedades endémicas de ambito regional.

Real Decreto 1086/2020 por el que se regulan y flexibilizan determinadas condiciones
de aplicacion de las disposiciones de la Unién Europea en materia de higiene de la produccion
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y comercializacion de los productos alimenticios y se regulan actividades excluidas de su am-

bito de aplicacion. Se regula el sacrificio de ungulados domésticos para consumo doméstico

privado, debido al riesgo que supone la trichinellosis, en el caso de especies sensibles a la

triquina, incluidas las de caza destinadas al autoconsumo, se deberan someter a un analisis
de deteccion de triquina.

A nivel europeo:

Directiva 2003/99 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 17 de noviembre de 2003,
sobre la vigilancia de las zoonosis y los agentes zoondéticos.

El Reglamento de Ejecucién (UE) 1375/2015 de la Comision de 10 de agosto de 2015 por
el que se establecen normas especificas para los controles oficiales de la presencia de
triquinas en la carne establece requisitos concretos para prevenir la enfermedad humana
provocada por el consumo de carne infectada por triquinas (DOUE n°® 212-2015).

Reglamento (UE) 2017/625 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 15 de marzo de
2017, relativo a los controles y otras actividades oficiales realizados para garantizar la apli-
cacion de la legislacion sobre alimentos y piensos, y de las normas sobre salud y bienestar
de los animales, sanidad vegetal y productos fitosanitarios. Este Reglamento establece
excepciones a la condicion de acreditacién obligatoria para determinados laboratorios ofi-
ciales, estableciendo como validos a los laboratorios: cuya unica actividad consista en la
deteccidn de triquinas en la carne (articulo 40 del Reglamento (UE) 2017/625).

«  Que solo utilicen para la deteccion de triquinas los métodos a que se refiere el articulo
6 del Reglamento de Ejecucion (UE) 2015/1375.

«  Que efectuen la deteccion de triquinas bajo la supervisién de las autoridades compe-
tentes o de un laboratorio oficial designado de conformidad con el articulo 37, apartado
1, y acreditado de acuerdo con la norma EN ISO/IEC 17025.

« Que participen regularmente y con resultados satisfactorios en los ensayos interla-
boratorios comparados o en los ensayos de aptitud organizados por los laboratorios
nacionales de referencia para los métodos que los laboratorios oficiales utilicen para
la deteccién de triquinas.

El Reglamento de Ejecucién (UE) 2020/1478 de la Comision de 14 de octubre de 2020 por
el que se modifica el Reglamento de Ejecuciéon (UE) 2015/1375 en lo relativo al muestreo,
y al método de referencia para la deteccion y las condiciones de importacion respecto al
control de las triquinas ha sido publicado en el DOUE n° 338-2020).

ISO 18743: 2015 especifica un método de deteccion de larvas de Trichinella spp., en

estadio muscular en la carne de canales individuales de animales destinadas al consumo hu-
mano (AENOR, 2016), (adjuntamos resumen de la norma ISO 18743: 2015 como anexo 2 de
esta tesis). Es aplicable al examen de carnes de especies animales domeésticas y silvestres,
que puedan estar infectadas por nematodos del género Trichinella. La ISO 18743:2015 es la
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primera norma internacional sobre parasitos en microbiologia alimentaria, y podria conside-
rarse como un documento de impacto para la industria alimentaria, debido a su coherencia
con la Comision Europea (en el bloque de anexos adjuntamos las principales diferencias entre
el método de referencia para deteccién de triquinas recogido en el anexo 1 del Reglamento de
Ejecuciéon (UE) 2015/1375 y la sustitucidn por el nuevo método para la deteccion de triquinas
mediante la norma ISO 18743:2015, establecido con la entrada en vigor del nuevo Reglamen-
to (Reglamento (UE) 2020/1478).

3.2.-Spirocerca spp.
3.2.1 Etiologia.

Hasta 2018 el nematodo S. /lupi, un parasito que afectaba a perros y otros canidos
silvestres, era considerado el unico agente causal de la espirocercosis (Bailey, 1972). Sin
embargo, en este mismo afio 2018 se propuso una nueva subespecie Spirocerca vulpis sp.
nov., (Rojas et al., 2018a), la cual hasta la fecha solo se ha descrito en el el zorro rojo (Vulpes
vulpes) (Sanchis-Monsonis et al., 2019; Martin-Pérez et al., 2020). Algunas incégnitas deben
aun ser resueltas respecto a esta nueva subespecie, como es el abanico de especies a las
que parasita, hospedadores intermediarios, localizacion organica, patogenia, etc.

El ciclo biolégico de Spirocerca spp., es indirecto, involucrando a escarabajos coproéfa-
gos como hospedadores intermediarios (Bailey., 1972; Du Toit et al., 2008), si bien puede ha-
ber HP, como pequeios pajaros, reptiles y roedores (Chhabra & Singh,1972; Fox et al.,1988).
Los HD serian animales de la familia Canidae, como el perro doméstico (Canis lupus fami-
liaris) (Bailey et al., 1963a; Dvir et al., 2001; Lobetti, 2000; Mazaki-Tovi et al., 2002), canidos
silvestres (Bailey, 1972; Pence et al., 1978), lobo ibérico (Dominguez & de la Torre, 2002), e
incluso infecciones atipicas, como en el gato (Mense et al., 1992) (tabla 8).

Tabla 8.- Hospedadores silvestres de Spirocerca spp.

Localizacion anatomica Referencia del autor

Especie carnivoro

Vulpes vulpes Antigua Checoslovaquia - Prokopic, 1960
Vulpes vulpes Antigua Yugoslavia Necropsia Pavlovic et al., 1997
Vulpes vulpes Iran Necropsia Meshgi et al., 2009
Vulpes vulpes Azerbaiyan - Fataliev, 2011
Vulpes vulpes Bulgaria Necropsia Kirkova et al., 2011
Vulpes vulpes Grecia Necropsia (Estomago) Diakou et al., 2012
Vulpes vulpes Italia Necropsia (Estomago) Leoni et al., 1985
Vulpes vulpes Italia Necropsia (Estomago) Ferrantelli etal., 2010
Vulpes vulpes ltalia Necropsia (Estomago) Guardone, 2013
Vulpes vulpes Italia Estomago; aneurisma adrtico Morandi et al., 2014
Vulpes vulpes Italia Necropsia (Estomago) Magi et al., 2015
Vulpes vulpes Espana -— Martinez et al., 1978
Vulpes vulpes Espanfia Ganglios linfaticos Reina et al., 1994
Vulpes vulpes Espaiia Necropsia Gortazar et al., 1998
Vulpes vulpes Espania ( CyL) Necropsia (Estomago) Gonzalez et al., 2009

72




Especie carnivoro

Localizacion anatomica

Referencia del autor

Mesenterio ; Pericardio

Vulpes vulpes Espana Necropsia (Estomago) Calero-Bernal et al., 2011
Linfonodos epigastricos
Vulpes vulpes Espania Estomago; Omento mayor ; Sanchis-Monsonis, 2015

Vulpes vulpes

Espafia ( Ciudad Real)

Necropsia (Estomago)

Valcarcel et al., 2018

Vulpes vulpes

Peninsula Iberica

Necropsia (Estomago)

Segovia et al., 2004

Vulpes vulpes Portugal Necropsia Segovia et al., 2001

Vulpes vulpes Portugal Necropsia Eira et al., 2006

Vulpes vulpes Dinamarca (Necropsia) Estomago y omento Al-Sabi et al., 2014

Vulpes vulpes Ucrania (Necropsia) Estomago y estfago Varodi et al., 2017

Vulpes vulpes Finlandia Necropsia (Estomago) Isomursu et al., 2010

Zorro colorado Peru Esdfago y aorta Gomez-Puerta et al,, 2018

(Lycalopex culpaeus)

Zorro gris EE.UU. ( West Texas) Aorta Pence & Stone., 1978

(Urocyon cinereoargenteus)

Perro venadero Argentina Aorta Rinas et al., 2009

(Speothos venaticus)

Chacal (Canis aureus) Iran Necropsia Meshgi et al., 2009

Chacal (Canis mesomelas) Sudafrica lesiones aorticas ; nédulo Bumby et al., 2017
ocasional esofagico

Chacal (Canis mesomelas) Sudafrica Aorta Rothmann & de Waal, 2017

Coyote (Canis latrans) Utah (EE.UU.) Higado Conder & Loveless, 1978

Coyote (Canis latrans)

EE.UU. ( Arizona , Colorado ,
Kansas , Nuevo México)

Aorta y ocasional Esofago

Morrison & Gier, 1979

Coyote (Canis latrans) Texas ( EE.UU. ) Necropsia Henke et al., 2002

Coyote (Canis latrans) EE.UU. Eséfago y aorta Pence & Meinzer, 1979
Coyote (Canis latrans) México Intestino Grueso Estrada et al., 2017

Lobo (Canis lupus signatus) Espafia Cordero del Campillo et al., 1994
Lobo (Canis lupus signatus) Espana Carpologia Dominguez & De la Torre, 2002
Lobo (Canis lupus) Bielorrusia Necropsia Shimalov & ShiMalov, 2000
Lobo (Canis lupus) Polonia Coprologia Szczesna & Popiotek, 2007
Lobo de crin Brasil Lobulos pulmonares Blume et al., 2014
(Chrysocyon brachyurus)

Felinos Salvajes (Familia Felidae) fFuUvu. Bowman & Lynn, 1999
Felinos Salvajes (Familia Felidae) EE.UU. - Anderson, 2000

Felinos Salvajes (Familia Felidae)  Peninsula Iberica Necropsia Segovia et al., 2004

Gato montes (Felis silvestris) Bulgaria Necropsia Kirkova et al., 2011

Guepardo (Acinonyx jubatus) Kenia Aorta Murray et al., 1964

Lince Americano (Felis Rufus) EE.UU Aorta Pence & Stone., 1978

Gato domestico Estudios experimentales Gundtach & Sadzikowski, 2004
(Felis silvestris catus)

Gato domestico Inglaterra Coprologia Wright et al., 2016

(Felis silvestris catus)

Mustélidos (Familia Mustelidae) Bielorrusia Necropsia Shimalov & ShiMalov, 2002
Viverridae (Familia Viverridae) Espana -— Cordero del Campillo et al., 1994
Viverridae (Familia Viverridae) Espafia @~ 0 - Simon Vicente, 1975.

Lemur (Lemur catta) Magadascar - Blancou & Albignac, 1976
Lemur (Lemur catta) Magadascar Carpologia Alexander et al., 2016
Mapache boreal (Procyon lotor) Polonia Carpologia Popiotek et al ., 2011

Conejos (Familia Leporidae ) Inda Chowdhury & Pande,1969
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3.2.2.- Taxonomia de Spirocerca.

La espirocercosis es una enfermedad parasitaria que afecta a canidos domésticos cau-
sada por el nematodo Spirocerca Ilupi (Rudolphi, 1819), Spirurida Spirocercidae (Anderson,
2000; Van der Merwe et al., 2008; Elias et al., 2016). La clasificacion taxonémica es la siguien-
te (tabla 9).

Tabla 9.- Clasificacion Taxondmica de la especie Spirocerca lupi.

Reino Animalia

Filo Nematoda
Clase Secernentea
Orden Spirurida
Familia Spirocercidae
Género Spirocerca
Especie Spirocerca lupi

Aunque este nematodo puede ser cosmopolita, se suele encontrar en regiones tropi-
cales y subtropicales con climas calidos (Bailey, 1972). Los parasitos adultos son de color
rojo y de 30 a 80 mm de largo, enrollado en forma de espiral que producen nédulos con
cavidades llenas de liquido lechoso en los cuales viven las larvas adultas del parasito (Ne-
veu-Lemaire, 1936). La especie S. lupi parasita principalmente a perros domésticos (Bailey
et al., 1963a), aunque también infecta a otros miembros de la familia Canidae (Bailey et al.,
1972; Mazaki-Tovi et al.,2002). Se han reportado infecciones naturales en otros miembros
de la familia Canidae como coyotes, lobos, zorros y chacales, que sirven como importantes
reservorios (Bailey, 1972; Pence & Stone, 1978; Dominguez & de la Torre, 2002; Bumby et
al., 2017).

Se han postulado dos haplotipos (genotipos), encontrados mediante el estudio del gen
mitocondrial que codifica la subunidad 1 del citocromo c oxidasa (cox1) de S. lupi: haplotipo 1,
especimenes de Europa (ltalia y Austria) y haplotipo 2, especimenes de Asia (Israel e Iran) y
Sudafrica (Traversa et al., 2007).

Por otra parte, la teoria de que especies parasitas distintas (o subespecies) afecten
a las distintas especies hospedadoras de canidos fue sugerida por Al-Sabi et al. (2014), en-
contrando un aislado genéticamente distinto de S. lupi en el zorro rojo en Dinamarca, a los
publicados anteriormente en la base de datos de Gen-Bank procedentes de perros.
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Como ya se comentd, diferencias morfolégicas por microscopia electronica (SEM), en-
tre muestras de Spirocerca encontradas en zorros en Espafa, Bosnia y Herzegovina e Italia
frente a las encontradas en perros domésticos de Israel, India y Surafrica, junto con una
combinacion de los analisis genéticos utilizando el gen ITS1 y la subunidad 1 del citocromo c
oxidasa han revelaron una nueva subespecie de Spirocerca, descrita en zorros en Europa y
denominada S. vulpis sp. nov. (Rojas et al., 2018a). Las diferencias entre las 2 subespecies
son:

- Diferencias genéticas en las secuencias de ADN de los loci cox1 e ITS-1 entre S. lupi
y S. vulpis, variaciones del 6.8% y 6.1%, respectivamente.

- Diferencias morfolégicas, que ayudan en la diferenciacion entre S. lupi y S. vulpis
como es la presencia de estructuras similares a dientes que emergen de la capsula
bucal en S. vulpis y su ausencia en S. lupi. (Tabla 10) (imagenes de microscopia de la
1ala9”®)

- S. vulpis se encuentra predominantemente en la mucosa gastrica, mientras que los

adultos de S. lupi se encuentran principalmente en nddulos esofagicos (imagenes 10,
11)

Imagen 10 y 11.- Localizacion principal de Spirocerca vulpis sp. nov., en zorro rojo.
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Tabla 10. - Diferencias morfolégicas encontradas por microscopia electrénica y de barrido entre Spirocerca lupi
y Spirocerca vulpis sp. nov (Rojas et al., 2018a; Rojas et al., 2019).

Localizacion nédulo parasitario

Spirocerca lupi

Localizacion principal en nédulos
esofagicos

Spirocerca vulpis sp. nov.

Localizacion principal en nédulos
pared gastrica

Estructuras comunes en extremo
anterior a Spirocerca spp

Capsula bucal altamente
esclerotizado con papilas cefalicas
con un par de anfidios

Capsula bucal altamente
esclerotizado con papilas
cefalicas con un par de anfidios

Estructuras de la capsula bucal

Ausentes

presencia de seis estructuras de
capsulas bucales similares a
dientes triangulares

Gusanos hembra la distancia de la
abertura de la vulva al extremo anterior

Son mayores (P <0.006).

Gusanos hembra la relacion de las
longitudes del es6fago glandular a
muscular

Son mayores (P <0.006).

En los machos

Las longitudes de todo el es6fago y la
parte glandular fueron menores en
S. lupi (P <0.044 )

En los machos

La relacion entre el eséfago glandular
y muscular fueron menores en S. lupi
(P <0.044 )

En los machos

La comparacién del eséfago con la
longitud total del cuerpo fue menores
en S. lupi (P <0.044)

Foto: (A. Rojas et al., 2019)

Imagen 1.- Morfologia de la cdpsula bucal hexagonal de larvas adultas de Spirocerca lupi mediante
microscopia dptica de luz y microscopia electrénica de barrido, con un par de anfidios y dos pares de papilas
cefalicas son evidentes en (A) y (B). ‘
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Imagen 2.- Imagenes de microscopia dptica de Spirocerca vulpis sp. nov. (C) Parte anterior del
cuerpo de una hembra que muestra las papilas cefdlicas, (estrella negra); eséfago muscular
(tridngulo negro) y porcién anterior del eséfago glandular (tridangulo rojo). (D) estructuras
triangulares similares a dientes (triangulos negros) que emergen de la capsula bucal a la abertura
ofal.

Foto: (A. Rojas et al., 2018a).

Imagen 3.- Microscopia electrénica de barrido, especimenes de Spirocerca vulpis sp. nov. (E)
Extremo anterior que muestra cuatro papilas cefdlicas, ( === ) abertura oral y estructuras en
forma de dientes saliendo de la capsula bucal. (F) Primer plano de la abertura oral que muestra
seis dientes ( ==} ,y un par de anfidios colocados ventral y dorsalmente ( ).

Foto: (A. Rojas et al., 2018a).
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Imagen 4.- El extremo posterior de las hembras de Spirocerca lupi mediante microscopia
Optica de luz (A) y microscopia electrénica de barrido (B). Se caracteriza por el extremo
romo (’ ) y ano terminal (‘) donde se deposita el tubo digestivo.

Foto: (A. Rojas et al., 2019).

Imagen 5.- Imagenes de microscopia dptica de Spirocerca vulpis sp. nov. (C) Abertura anal
(triangulo negro) observada en el extremo posterior de una hembra. (D) Apertura de vulva
(tridngulo negro) observado en una hembra.

Foto: (A. Rojas et al., 2018a).
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Imagen 6.- Extremo posterior de las hembras de Spirocerca vulpis sp. nov. Mediante
microscopia electrénica de barrido. (E) Extremo posterior de un Hembra mostrando
apertura anal. (F) Extremo con papilas terminales.

Foto: (A. Rojas et al., 2018a).

Imagen 7.- Imagenes de microscopia 6ptica de luz de Spirocerca vulpis sp. nov. (A) Extremo
posterior de un macho que muestra papilas preanales (triangulos negros) y postanales
(triangulos rojos), espicula menor (flecha negra) y gubernamentaculum (estrella negra). (B)
Primer plano del gubernaculum de forma irregular en el extremo posterior de un macho.

Foto: (A. Rojas et al., 2018a).
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Imagen 8.- Extremos posteriores de los adultos de Spirocerca lupi, mediante microscopia dptica
de luz (C) vy electrdnica de barrido (D), permite el sexado de los gusanos. (C) muestra la espicula
menor de un macho ( ) . (D) describe mas detalles del extremo posterior de un macho con
espiculas menores, estriacion paralela de la cuticula, cuatro pares de papilas preanales
equidistantes ( -) y gubernaculum ( ’ ).

Foto: (A. Rojas et al., 2019).

Imagen 9.- Microscopia electronica de barrido del extremo posterior de un macho de
Spirocerca vulpis sp. nov. (E) Parte posterior de un macho que muestra espicula menor, papilas
preanales ( ™ )y posanal ( ™= ). (F) Primer plano de papilas preanales y estrias
longitudinales paralelas cortas.

Foto: (A. Rojas et al., 2018a).
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Sin embargo, aun quedan algunas incognitas por aclarar en cuanto a S. vulpis, como
los hospedadores o el origen geografico y evolutivo de este parasito, ya que, por ejemplo,
vermes reportados del zorro andino Lycalopex calpaeus en Peru, estan genéticamente rela-
cionados con S. lupi de Israel y también su localizacion son los nédulos esofagicos (Rojas et
al., 2018b).

Estudios mas pormenorizados genética y morfolégicamente deben ser llevados a cabo
cuando se detecten infecciones producidas por Spirocerca spp., en animales de vida silvestre.
La evidencia genética sugiere que S. lupi podria ser un complejo de especies, compuesto por
varios genotipos y especies cripticas, y que existe diferencias determinantes entre Spirocerca
spp., que parasitan canidos salvajes, respecto a Spirocerca spp., de canidos domésticos.

3.2.3.- Ciclo biologico de Spirocerca lupiy Spirocerca spp.

Como ya se ha mencionado, el ciclo de vida de S. lupi involucra canidos como HD,
(Bailey et al., 1963a), y escarabajos copréfagos como HI (Bailey, 1972; Du Toit et al., 2008;
Gottlieb et al., 2011) (figura 2).

La localizacion definitiva tipica del parasito en el perro doméstico es el eséfago en la for-
ma adulta (Bailey et al., 1963a). Se observan también migraciones de larvas de tercer estadio
(L3) que dafian la aorta toracica (Kirberger et al., 2013). Los huevos larvados con L1 de S. lupi
son eliminados por los adultos desde el nddulo hacia el lumen del eséfago (en el caso del zo-
rro, los nédulos son gastricos y los huevos se eliminan directamente hacia la luz gastrica). De
una u otra forma, los huevos son dispersados posteriormente en las heces del HD (Chhabra &
Singh, 1972; Rojas et al., 2017a), y a veces también en el vomito, (Van der Merwe et al., 2008),
permaneciendo sin eclosionar hasta no ser ingeridos por el HI (Rojas et al., 2017a).

Como HI actuan escarabajos coprofagos, aunque segun la susceptibilidad a la infec-
cion por S. lupi puede ser variable segun la especie (Bailey et al., 1963b). En algunos lugares
endémicos, como Israel, ha sido bien descrita la especie de escarabajo que actua como HI,
que es Ontophagus sellatus (Gottlieb et al., 2011). En Sudafrica se han caracterizado como
HI a Onthophagus pugionatus, Onthophagus ebenus y Gymnopleurus virenas (Du Toit et al.,
2008). Otros autores encontraron como HI en Sudafrica a Pachylomerus femoralis, Scara-
baeus rugosus, Gymnopleurus humanus, Kheper nigroaeneus y Anachalcos convexos (Muka-
ratirwa et al., 2010). También se han descrito experimentalmente otras especies de artropo-
dos, incluidos los milpiés (Daratoagonus cristulatus), los cuales pueden desarrollar las etapas
de L3 después de la alimentacion de huevos de S. lupiy ser posibles HI (Mukaratirwa et al.,
2010). Las L3 se pueden observar en los escarabajos tras su diseccion, en agua destilada y
examen a la luz bajo una lupa estereoscopica, observando su presencia, técnica descrita por
Monnig en 1938.

En el ciclo parasitario, los huevos que contiene la L1 son ingeridos por el HI. Las
larvas mudan de L1 a L2 y L3 en el hemocele del escarabajo (Chhabra & Singh, 1972;
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Van der Merwe et al., 2008, Austin et al., 2013), enquistandose principalmente en los tu-
bos traqueales (Mazaki-Tovi et al., 2002).

Se ha visto que la ingestion de los huevos por el escarabajo es dependiente del tamafo
del mismo (Du Toit et al., 2012), dependencia que afectaria también a la mayor progresion
para el desarrollo de la L1 a L3 en el interior del escarabajo (Mukaratirwa et al., 2010). Las
piezas bucales de los escarabajos de la familia Scarabaeidae permiten el paso de particulas
de alimentos en el rango de 2—-150 um, y por lo tanto, son compatibles con la ingestion de
huevos embrionados de S. lupi que tienen 30-37 um de largo y 11-15 ym de ancho (Du Toit
et al., 2012). Los huevos eclosionan en la cavidad bucal del escarabajo y el intestino medio
aproximadamente 8 h después de la infeccion. Este proceso se ve facilitado por la fuerza
mecanica inducida por las piezas bucales del escarabajo, aunque también por un cambio
en las condiciones encontradas dentro del HI, asi como por el pH, la T2, la concentracion de
CO, y enzimas proteoliticas (Rojas et al., 2017a). Diversas especies de aves domésticas y
silvestres, pequenos mamiferos, anfibios y reptiles, incluso otros artropodos, pueden actuar
como hospedadores de transporte u HP (Chowdhury & Pande, 1969; Chhabra & Singh, 1972;
Fox et al., 1988; Van der Merwe et al., 2008; Ravindran et al., 2014; Aroch et al., 2017). Si el
escarabajo infectado es ingerido por un HP, las L3 se enquistan nuevamente en el es6fago,
mesenterio u otros érganos de este HP, pudiendo ser transferida de un HP a otro. EI HD fi-
nal puede infestarse por ingestion directa del escarabajo infectado (HI) o ingestion de otros
animales con formas quisticas de L3 (HP). Esta documentado que las larvas enquistadas en
las visceras de pollos pueden ser de especial importancia en la transmision de la infestacion
a perros a los que se alimente con visceras de desecho (Soulsby, 1987; Flynn, 1973). Se ha
visto que los perros también se infectan por coprofagia de sus propias heces o de otros perros
(Du Toit et al., 2008; Yogeshpriya, 2016).

Una vez que la L3 es ingerida por el HD, es liberada en el estdmago, permaneciendo
en el estobmago del perro 2 dias (Nazaroa, 1963), para posteriormente penetrar en la pared in-
testinal y pared gastrica y comenzar a migrar a traveés de las paredes de las arterias gastricas
(de la gastroepiplonica a la celiaca), que potencialmente pueden causar irritacion y vomitos
(Bailey, 1972; Lavy et al., 2003). La migracién de las L3 desde el estdmago comienza por tanto
entre 24-28 horas post-infeccion (Beugnet et al., 2016). Aproximadamente entre el dia 10 des-
pués de la infeccidon y el dia 21, se pueden encontrar vermes en la pared de la aorta toracica
caudal hasta 100 dias aproximadamente, a partir de entonces migraran cranealmente a tra-
vés de la pared del vaso (Van der Merwe et al., 2008). En este periodo la L3 muda a la etapa
preadulta L4 (Sen & Anantaraman, 1971; Soulsby, 1987). Una vez que se ha desarrollado la
L3 a L4 preadulta de S. lupi, el parasito migra hacia su localizacion final a través de la pared
intima de la aorta y no alcanzan la luz adrtica donde enfrentarian un fuerte flujo sanguineo que
le impediria avanzar (Sen & Anantaraman, 1971). Entre el dia 93-100 después de la infeccion,
la mayoria de las larvas de S. lupi alcanza el es6fago en una posicion donde esta adyacente
a la aorta en el mediastino y madura en la submucosa esofagica, induciendo la formacion de
un nédulo comunicado con el lumen esofagico a través de un opérculo o fistula permanente
(Van der Merwe et al., 2008). Macho y hembra adultos completan su desarrollo. Los érganos
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estan completamente maduros aproximadamente entre el dia 140-161 después de la infec-
cion (Rojas et al., 2019). La maxima produccién de huevos se alcanza entre 140 y 205 dias
después de la infeccién (Van der Merwe et al., 2008; Beugnet et al., 2016). La localizacién
final mas habitual de los adultos de S. lupi en el perro doméstico es el eséfago (Bailey, 1972),
aunque se han visto migraciones aberrantes en la cavidad toracica y vertebras (Bailey et al.,
1963 Harrus et al., 1996; Dvir et al., 2001; Mazaki-Tovi et al., 2002), sistema nervioso (Chai et
al., 2018), asi como tejido subcutaneo o el tracto urinario (Singh et al., 1999).

El periodo de prepatencia de la infeccion del perro es de 121-180 dias (Bailey et al.,
1963b; Chhabraand & Singh, 1977), y el adulto S. lupi puede sobrevivir en el perro durante
2 afnos o mas diseminando huevos (Bailey, 1972). Debido a la duracién del ciclo de vida del
nematodo, los perros menores de 6 meses de edad, aunque infectados, aun no han desarro-
llado enfermedad esofagica y tampoco presentan los signos clinicos clasicos (Fox et al., 1988;
Wandera,1976), siendo, por tanto, mayor la frecuencia de aparicion de la infeccion en perros
de edad mas avanzada (Aroch et al., 2015a).
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3.2.4.- Epidemiologia

La enfermedad tiene una ocurrencia cosmopolita, con mayor prevalencia en paises tro-
picales y subtropicales (Bailey, 1972; Van der Merwe et al., 2008), afectando a los miembros
de la Familia Canidae (Bailey, 1972; Dvir et al., 2001). La literatura también describe la espiro-
cercosis afectando al hombre, y seguramente esto pueda ser asi cuando los habitos alimen-
tarios lleven al hombre al consumo de sus HI, HP con L3 viables (Biocca, 1959; Yogeshpriya,
2016). La enfermedad es endémica en algunos lugares del mundo como en Sudafrica y en
Israel (Lobetti., 2000; Mazaki-Tovi et al., 2002), y se descrito su presencia en numerosos pai-
ses como Turquia o India (Ramachandran et al., 1984), Pakistan (Anantaraman & Sen,1966),
el sur de los Estados Unidos (Dixon & McCue., 1967), Brasil (Oliviera-Sequeira et al., 2002),
Kenia (Brodey et al., 1977) o en Espafa (Cordero del Campillo et al., 1994), algunos datos
sobre prevalencia de S. lupi en perros pueden verse en tabla 11.

También se ha informado de determinadas caracteristicas epidemiologicas en algunos
lugares del mundo. En Israel, la mayoria de las infecciones (62%) son diagnosticadas en in-
vierno (Mazaki-Tovi et al., 2002), y en algunos lugares del pais, como Tel Aviv, la enfermedad
es mas frecuente en areas urbanas, en contraste con la informacion de los Estados Unidos,
donde la enfermedad es mas comun en areas rurales (Dixon & McCue, 1967). En Sudafrica,
en cambio, no se encontrd estacionalidad de la infeccion (Lobetti, 2000). En Grecia se ha
encontrado mas prevalencia en perros de caza (Mylonakis et al., 2001), mientras que en las
Antillas del Caribe la prevalencia es mayor en perros callejeros (Chikweto et al., 2012), (ver
tabla 11 y tabla 12).

85



Tabla 11.- Prevalencias de Spirocerca lupi en algunos lugares del mundo

Pais Prevalencia (%) Autor
Sur Tunez 100 Neveu-Lemaire, 1936
Japon 10 Neveu-Lemaire, 1936
India 42 Neveu-Lemaire, 1936
Argelia 70-90 Neveu-Lemaire, 1936
Indonesia 40-50 Kraneveld & Djaenoedin, 1952
Sudafrica 20 Kaschula & Malherbe, 1954

Tel Aviv (Israel)

74 (Diagnostico combinado)

Mazaki-Tovi et al., 2002

Grecia

10 (Coprologia)

Mylonakis et al., 2001

Brasil

1,9 ( Coprologia)

Oliveira-Sequeira et al., 2002

Sierra Leona

57 ( Coprologia )

Kamara, 1964

Kenia 56 (Coprologia ) Brodey et al., 1977
India 23 ( Coprologia) Chandrasekharon et al., 1958
Sur EE.UU 33,5-47 (Coprologia) Dixon & McCue, 1967
Isla Reunién 5 ( Coprologia ) Prunaux & Guignard, 1991
Malaui 100 Perros nativos (Necropsia) Fitzsimmons, 1960
India 23,5 (Necropsia) Ramachandran et al., 1984
Marruecos 54,5 (Necropsia) Pandey et al., 1987
Kenia 3-78 (Necropsia) Minnaar et al., 2002
Sudafrica 13-14 (Necropsia) Minnaar et al., 2002; Minnaar & Krecek, 2001

Isla de Grenada

8,8 Perros de la propiedad (Necropsia)

Chikweto et al., 2012

Isla de Grenada

14,2 Perros callejeros (Necropsia)

Chikweto et al., 2012
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La epidemiologia de la espirocercosis en el zorro se describe en la tabla 13. Se senala
por los autores como S. lupi, pero hay una alta probabilidad de que se trate de S. vulpis, gra-
cias a lo que se conoce por los estudios recientemente publicados que atribuyen a la subes-
pecie S. vulpis sp. nov. como la que afecta al zorro (Rojas et al., 2018a) y ademas debido a
la falta de estudios moleculares y de SEM en el momento de los estudios publicados por los
autores (tabla 13).

La espirocercosis es una enfermedad emergente y los factores mas importantes que
afectan la prevalencia son la proximidad a HI y HP, o de transporte y la densidad poblacional
de HD y HI infectados (Lobetti., 2000; Mazaki-Tovi et al., 2002). Los huevos consumidos por
un escarabajo pelotero se desarrollan de L1 a L3 en el escarabajo (Austin et al., 2013). Solo
un pequeno porcentaje de escarabajos expuestos a heces contaminadas con huevos de Spi-
rocerca sp que ingieren estos huevos desarrollaran el proceso infeccioso del paso de L1 a
L3 (Gottlieb et al., 2011). Ademas, los huevos pueden requerir largos tiempos de exposicion
dentro del artrépodo, si bien en 6ptimas condiciones este paso va a ser mas corto. El periodo
de desarrollo de L1 a L3, en condiciones de T? de 29.4 — 37.7 -C fue descrito como de 8 dias
(Chhabra & Singh, 1972). La capacidad de los vectores artropodos para actuar de manera
mas activa o pasivamente dependeria por lo tanto de varias causas, entre las que incluyen
condiciones climaticas favorables al HI, a la supervivencia y al desarrollo de patégenos dentro
del hospedador vector (Reisen, 2009). Algunos de estos factores climaticos serian la Tempe-
ratura ambiente (TA) y la HR. Un aumento en la TA puede promover una mayor probabilidad
de que el HI se infecte con nematodos (Genchi et al., 2009; Laaksonenet et al., 2010). Algunos
autores, como Gottlieb et al. (2011), han llegado a la conclusidon que tras la exposicién experi-
mental de los escarabajos (Onthophagus sellatus) a 27 ° C y 60% de HR los excrementos de
canidos infectados por Spirocerca spp., se detectan las larvas L1 desde el dia 4 después de
la alimentacion con heces infectadas. La etapa infectiva de S. lupi, 1a L3, ha sido detectada en
un periodo de 7 dias después de la alimentacion de las heces infectadas. La HR y la TA a las
que se expone previamente el escarabajo O. sellatus, influyen en la capacidad de S. lupi para
desarrollarse y sobrevivir en el HI, y puede usarse para predecir el riesgo de infeccion por S.
lupi en perros en Israel (Gottlieb, 2014). En otras ocasiones, como ya se ha mencionado, pue-
den transcurrir hasta 2 meses después de la ingestion hasta que los huevos eclosionan y se
desarrollan a la fase infecciosa (L3). En estos casos, las larvas infectantes se enquistan prin-
cipalmente en los tubulos traqueales (Mazaki-Tovi et al., 2002). Cuando los escarabajos estan
expuestos a condiciones desfavorables, es probable que estos periodos sean mas largos, y
los escarabajos pueden ser incapaces de soportar un periodo de desarrollo mas largo que las
larvas de S. lupi. También se sabe que la respuesta inmune en los artropodos es dependiente
de la T? frente a las infecciones bacterianas (Murdock et al., 2012). El impacto de la TAy la HR
también es probable que sea critico para la supervivencia de los huevos de S. lupi antes de
su adquisicion por el HI Scarabaeidae (Gottlieb et al., 2014). En conclusion, las fluctuaciones
anuales y mensuales en las prevalencias parasitarias de las larvas de S. lupi en O. sellatus
se ha visto que pueden reflejar cambios en la capacidad del escarabajo para sostener el de-
sarrollo de larvas de S. lupi debido a cambios climaticos, por lo que se podria concluir que los
cambios en TAy HR también pueden explicar los cambios estacionales en la probabilidad de
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las prevalencias parasitarias en los HD (Gottlieb et al., 2011). En determinados microambien-
tes hay mayor conversion de L1 a L3 dentro del mismo HI. En un estudio en Israel entre dos
zonas proéximas, en el que no variaban las condiciones climaticas entre ellas, se encontré ma-
yor proporcion de L3 en los escarabajos (O. sellatus) en la zona arbolada y de riego respecto
a la zona mas seca y sin cobertura herbacea y menos sombreada, concluyendo qué el % de
humedad de las heces las mantenia durante mas tiempo en mejores condiciones deT?, lo que
favoreceria la actividad del escarabajo y mejor evolucién de las larvas (Gottlieb et al., 2011).
También se ha sugerido que, dado el periodo prepatente en el ciclo de vida del nematodo en el
perro, la mayoria de los perros diagnosticados con espirocercosis durante el invierno han sido
infectados al menos 3—6 meses antes, probablemente durante la estacion calida (Mazaki-Tovi
et al., 2002), pero teniendo en cuenta que un microambiente de desecacion rapida podria re-
ducir la probabilidad de ingerir L3 escarabajos infectados (Gottlieb et al., 2011).

El efecto de diferentes factores quimicos en el embrionamiento y la eclosién de los
huevos de S. lupi también ha sido estudiado, ya que puede determinar la progresién en el de-
sarrollo temprano de este parasito. Entre estos factores se encuentran el pH y la T2. Rojas et
al. (2017a) sugiere que el cambio de pH que sufre el huevo embrionado con L1 de Spirocerca
spp, desde las heces del perro pH 7.2 £ 0.4 en comparacion con del intestino del escarabajo
O. Sellatus que es 6.0-6.2, puede inducir la eclosion en el escarabajo. El contenido del intes-
tino medio de O. Sellatus es mas acido que los de otras especies de escarabajos. Distintas
pruebas in vitro matizan que el pH no seria la Unica causa de la eclosién de los huevos larva-
dos en el interior de los escarabajos copréfagos, sino que habria otros factores adicionales,
como la T2, la agitacion intestinal o el paso por las mandibulas del escarabajo, asi como la
presencia de tripsina (Rojas et al., 2017a).

La incidencia de espirocercosis fue significativamente mayor entre los perros grandes
de raza pura en comparacion con razas mas pequefas. Esto se ha visto en Sudafrica, donde
en un estudio de 39 perros se observd que el 85% de los perros infectados eran de razas
grandes (Dvir et al., 2001). Muy probablemente, las razas de perros de gran tamafio son mas
propensas a ser infectadas por S. lupi porque pasan mas tiempo al aire libre (Mazaki-Tovi, et
al., 2002).

Sin embargo, los datos epidemioldgicos y las prevalencias deben interpretarse con re-
ferencia a la especie de HI, o con los datos del HD muestreado. En el caso de que el HD sean
perros, se ha de tener en cuenta si son animales callejeros versus mascotas, la region del pais
de muestreo, zona urbana versus rural y el método de diagndstico (necropsia versus flotacion
fecal, versus endoscopia o radiografia) tabla 11. En el caso de que el HD se trate de un canido
silvestre sera mucho mas determinante el habitat en el que se desarrolle este tipo de canido.

En relacién con la epidemiologia de Spirocerca spp, en hospedadores silvestres, se
puede decir que es mucho mas dependiente de la interaccién con el medio ambiente y las
condiciones climaticas y ambientales de una determinada zona y de los distintos hospedado-
res. Asi, los habitos alimenticios de cada especie, la disponibilidad de recursos alimentarios
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en funcion de las épocas del afo o la mayor o menor abundancia de los tipos de hospedado-
res en cada momento puede influir en la presién de infeccion. Algunos estudios de prevalencia
en el zorro rojo se muestran en la tabla 13.

3.2.5.- Patogenia

La espirocercosis es la consecuencia de una serie de patologias Unicas con las que
se asocia esta parasitosis. La patogenia y las lesiones han sido estudiadas mayoritariamen-
te en el perro doméstico atribuidas todas ellas a S. lupi, y varian en severidad dependiendo
de la localizacion definitiva del parasito, migracién aberrante de las larvas, localizaciéon en
los distintos érganos, del tipo de nodulo, del grado de malignidad, etc. Las lesiones cuando
acontecen en la localizacion preferente, como es a la altura del es6fago, conllevan desde la
regurgitacion de alimento no digerido por bloqueo parcial del es6fago por nédulos inflamato-
rios que contienen gusanos, hasta la disfagia esofagica, que es una manifestacién comun en
perros infectados (Dvir et al., 2001 ; Mazaki-Tovi et al., 2002; Van der Merwe, et al.,2008), o
incluso a la progresion de los nédulos esofagicos a un sarcoma maligno descrito en el 25% de
las ocasiones (Dvir et al., 2008). Los nodulos esofagicos en perro han sido clasificados como
neoplasicos o no neoplasicos. Los no neoplasicos a su vez son clasificados como: nédulos
con inflamacion temprana (caracterizada por fibrocitos y colageno abundante) y nédulos en
etapa pre-neoplasica, (caracterizada por fibroblastos activados y colageno reducido) (Dvir et
al., 2010). El predominio de las células de la serie mieloide (precursoras de células granulo-
citicas (eosindfilos, basdfilos y neutrdfilos), en bolsas alrededor de los tractos migratorios de
los gusanos y en areas necro-ulcerosas se ha destacado en nédulos de caracter neoplasico
(Dvir et al., 2010). Las células T presentes hasta en el 23% de las ocasiones, no han mostrado
predileccién por el tipo de nodulo indistintamente de su caracter neoplasico o no neoplasico.
Tampoco se observé evidencia de una acumulacion local de células FoxP3 (marcador de
células reguladoras T) en ninguno de los dos tipos de nédulos (Dvir et al., 2010, 2011). La
reaccion inflamatoria se describié como un infiltrado linfoplasmocitico con una tendencia hacia
un patrén de distribucién focal — multifuncional, localizados periféricamente dentro de los n6-
dulos en la mayoria de los casos no neoplasicos. En los casos neoplasicos predominaron los
neutrdéfilos (Dvir et al., 2011). La superficie de L2 y L3 es rica en moléculas de carbohidratos
y su composicion varia entre las dos etapas larvarias, como lo demuestra la unién de varios
tipos de lectina a las larvas (Aroch et al., 2017).

Otras veces las lesiones son consecuencia de cicatrizacion aértica con formacion de
aneurisma (Gal et al., 2005; Kirberger et al., 2013), espondilitis vertebral toracica (Mylonakis
et al., 2006 ; Dvir et al., 2008) u otras localizaciones aberrantes como estdmago, mediastino
e intestino ( Dvir et al., 2001) diafragma (Harrus et al., 1996), corazén (Garg et al., 1989), pul-
mon (Stephens et al., 1983; Singh et al., 1999), rindn (Thanikachalam et al., 1984; Singh et al.,
1999) y mucosa anal y recto (Borah et al., 2015; Georgi et al.,1980).

La investigacion sustancial en la ultima década ha mejorado la comprension de la
genética y la patologia asociado con S. lupi y ha ayudado a mejorar el diagnéstico y el tra-
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tamiento de esta infeccion. Ademas, los estudios informando de la infeccion por S. lupi en
especies de canidos domésticos y salvajes han destacado el papel de reservorios potenciales
de este parasito en la vida silvestre. Simultaneamente se han ido descifrando las relaciones
filogenéticas de Spirocerca spp, de diferentes regiones geograficas y hospedadores (Rojas
et al., 2018b), revelando la diversidad de especies y haplotipos dentro del género Spirocerca
(Traversa et al., 2007; De Waal et al., 2012; Rothmann & De Waal, 2017; Rojas et al., 2018a).
Los analisis genéticos de 3 poblacionales distintas que distaban las unas de las otras mas de
600 km en un estudio sobre S. lupi en Sudafrica, mostraron que las poblaciones no son muy
distintas, que los nematodos dentro de los perros son mas similares entre si que los parasitos
aleatorios de cada poblacién, y que el apareamiento de los nematodos es aleatorio dentro de
los perros. La conclusién fue que el parasito se transportaba con frecuencia a grandes distan-
cias (Greeff et al., 2018).

Por otro lado, la patogenia y las lesiones producidas por Spirocerca spp, y S. vulpis en
los hospedadores silvestres y en los zorros solo ha podido ser estudiada tras la necropsia de
este tipo de animales muertos fruto de un atropello o cazados por un control cinegético, con lo
que en el momento del examen post-morten hay lesiones dificiles de discernir por los dafios
primarios causados en el origen de esas muertes. Han sido descritos aneurismas en la aorta
en el perro venadero argentino (Speothos venaticus) (Rinas et al., 2009); nédulos pulmona-
res en el lobo de crin brasilefio (Chrysocyon brachyurus) (Blume et al., 2014); o por ejemplo
lesiones a nivel esofagico similares a la del perro, pero sin nematodos y aneurismas aorticos
en el chacal de lomo negro (Canis mesomelas) (Bumby et al., 2017). En el zorro, las lesiones
principalmente se han descrito a nivel gastrico por diversos autores (tabla 13). Todas estas
descripciones en canidos silvestres se han reportado con anterioridad al descubrimiento de
la nueva subespecie S. vulpis en 2018 (Rojas et al., 2018a). Con el reciente descubrimiento
se plantean ahora varias hipoétesis; que todas las descripciones en estos otros canidos silves-
tres se corresponderian con S. vulpis, aunque se describiesen en su dia como S. lupi; otra
hipdtesis seria el de la ubicacion principal de las lesiones, que podria deberse a una afinidad
diferente por otros érganos diana de la subespecie de S. vulpis respecto a S. lupi. También
se plantea ahora la hipétesis referida al ciclo biolégico, el cual no llegaria a terminarse con
éxito, y la consecuencia seria una ubicacién diferente de la localizacion definitiva del parasi-
to, o una posible variacién en el ciclo bioldgico descrito para el perro con S. lupi. Es decir, es
posible que el ciclo de S. vulpis se vea simplificado y la fase de migracion a través de la capa
muscular de la aorta toracica no se produzca, sino que la migracioén sea directamente desde
el estbmago a la mucosa gastrica o al omento.

3.2.6.- Sintomatologia y lesiones de Spirocerca spp.

S. lupi es un nematodo que se ha encontrado en muchas especies, pero afecta princi-
palmente a los carnivoros, especialmente a la Familia canidae (Dvir et al., 2001; Lobetti, 2000;
Mazaki-Tovi et al., 2002). Como ya se ha mencionado, la espirocercosis en el perro doméstico
se ha observado principalmente en nédulos esofagicos, aunque tiene una variedad de pre-
sentaciones clinicas (Dvir et al., 2001; Lobetti, 2000; Mazaki-Tovi et al., 2002). En regiones
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geograficas consideradas libres de espirocercosis, las neoplasias malignas del es6fago son
raras en perros y generalmente se clasifican como carcinomas. Por lo tanto, la espirocercosis
se considera una causa importante de malignidad neoplasica esofagica en caninos domésti-
cos (Meléndez & Suarez-Pellin, 2001; Dvir et al., 2008). Los signos clinicos mas habituales se
asocian a las localizaciones del parasito, incluyendo regurgitacion, vémitos y disfagia debido
a los granulomas esofagicos (Van der Merwe., 2008). Cuando la localizacion no es el esofago,
los signos clinicos se deben principalmente a la migracion y persistencia de las larvas dentro
del huésped y a las infecciones bacterianas. Los principales signos clinicos y lesiones de S.
lupi segun algunos autores se muestran en la tabla 14.

Los nodulos esofagicos tienden a tener macréfagos de manera dispersa, aunque sin
ser predominantes, por lo que han sido denominados como granulomas de manera incorrecta
en el pasado, pues la caracteristica del granuloma es el predominio de los macréfagos (Dvir
et al., 2008, 2011). El analisis histolégico muestra estos nédulos como sarcomas esofagicos.
Los sarcomas malignos en la espirocercosis muestran abundantes células fusiformes y un
alto indice mitético y puede distinguirse claramente de los ndédulos no neoplasicos.
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Se han descrito cuatro tipos de sarcomas malignos en la espirocercosis (Ranen et al.,
2004; Dvir et al., 2010; Wijekoon et al., 2018):

e Osteosarcoma, los cuales presentan focos de osteoblastos poligonales, niumeros va-
riables de osteoclastos multinucleados y presencia de matriz osteoide, con o sin focos
de diferenciacion condroide (Dvir et al., 2010)

e Fibrosarcoma, caracterizados por colageno matriz intercelular, haces de células pleo-
morficas que varian en su apariencia de matriz, y un alto indice mitético (Seibold et
al.,1955)

e Sarcoma indiferenciado, caracterizado por la presencia de células fusiformes malignas
sin la presencia de abundante matriz intercelular (Dvir et al., 2010)

e Condrosarcoma, los cuales contienen condroblastos atipicos proliferativos dentro de
una matriz cartilaginosa (Wijekoon et al., 2018).

Cuando el HD no es el perro doméstico, y la parasitacion se ha encontrado en zorro
rojo, la mayoria de las lesiones de espirocercosis se han notificado localizadas exclusiva-
mente en nodulos gastricos (ver tabla 13), localizadas en su mayoria en la pared gastrica y
algunas a nivel del omento (Al-Sabi et al., 2014; Sanchis-Monsonis, 2015). Se ha informado
de lesiones en la aorta toracica en un solo zorro gris (Urocyon cinereoargenteus) en América
del Norte (Pence & Stone, 1978). En el lobo de crin (Chrysocyon brachyurus) la localizacion
parasitaria ha sido en forma de nédulos encapsulados en pulmén (Blume et al., 2014). En el
chacal de lomo negro (Canis mesomelas) se ha encontrado de manera muy puntual nédulos
a nivel esofagico (en 1 de 93 chacales analizados) (Bumby et al., 2017).

3.2.7.- Diagnostico de Spirocerca lupi.

El diagndstico mediante coprologia representa un método sencillo, que bien gestiona-
do podria ser util en algunas ocasiones, como ocurre en medios rurales con menos medios
técnicos o en determinados hospedadores, donde monitorear estos procesos con otros méto-
dos resulta de una enorme complejidad. La identificacion de los huevos de S. lupi en las heces
permite un diagndstico definitivo de espirocercosis, pero es poco confiable para proporcionar
un diagndstico definitivo en caso de resultar negativo (Euzéby, 1961; Evans, 1983; Fox et al.,
1988), ya que carece de baja sensibilidad (por debajo del 3% en ocasiones) y debe combinar-
se con otros métodos complementarios. Los huevos de S. lupi no se recuperan facilmente de
muestras fecales, y se han implementado varios métodos microscépicos con niveles variables
de recuperacion que varian de 6.4% (Dvir et al., 2001) a 70.3% (Perera et al., 2013). No obs-
tante, los métodos copromicroscopicos a veces son Utiles como métodos no invasivos para la
deteccion y el seguimiento de infecciones por S. lupi, especialmente en los hospedadores de
vida silvestre (Szczesna & Popiolek, 2007). El tamafio relativamente pequefo y la alta densi-
dad de los huevos limitan la utilidad de tales métodos (Chhabra & Singh, 1972; Markovics &
Medinski, 1996). Es necesario realizar un diagnéstico diferencial con huevos de otros parasi-
tos que afectan a los canidos con los que pudieran llegar a confundirse como por ejemplo Phy-
saloptera spp. Por lo tanto, el diagndstico por microscopia para ganar en efectividad deberia
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ser realizado sobre heces de varios dias y por técnicos bien experimentados (Fox et al., 1988;
Markovics & Medinski, 1996; Dvir et al., 2001; Mazaki-Tovi et al., 2002).

Los resultados del andlisis fecal pueden verse afectados por varios factores. En primer
lugar, el paso de los huevos a las heces ocurre durante un periodo impredecible y relativa-
mente corto de la vida de las hembras adultas (Fox et al., 1988), por lo que si el HD solo se
encuentra parasitado por nematodos machos o en un periodo de no ovoposicion no habra
huevos en las heces (Rojas et al., 2017b). Y en segundo lugar, los huevos se encontraran
solo en las heces cuando el adulto hembra se encuentra en un ndédulo con comunicacion
directa hacia el tracto gastrointestinal y esto no sucede ni en las primeras etapas de la infec-
cion, cuando los nematodos aun no son adultos (L4), ni en casos de migracion aberrante de
gusanos sin comunicacion directa con el tracto gastrointestinal ni en los casos donde el né-
dulo esofagico evoluciona hacia sarcoma neoplasico, ya que los nematodos estan ausentes
(Traversa et al., 2008).

Los huevos son relativamente pesados pese a su tamano y requieren técnicas espe-
ciales y soluciones, como la solucién de nitrato de sodio (gravedad especifica 1.36), soluciéon
de sulfato de zinc al 33% y solucion sobresaturada de azucar (Markovics & Medinski, 1996).
La técnica para el analisis coproldgico ideada por Markovics & Medinski (1996) es una flota-
cion que se ha denominado como la técnica MM. La técnica MM estimo6 un % de diagndéstico
superior al 60% en un muestreo superior a 200 heces recogidas en parques publicos.

Otros autores, como Lobetti et al. (2000), encontraron una sensibilidad diagnostica
por examen coprologico del 14%, mientras que Mazaki-Tovi et al. (2002) alcanzé el 80. Para
Aroch et al. (2015a), la sensibilidad encontrada mediante examen fecal fue del 55%. Traversa
et al. (2008) también evalué los métodos coprolégicos como herramienta diagnéstica, encon-
trando una baja sensibilidad y alta variabilidad, lo que demuestra la falta de fiabilidad de los
métodos convencionales para detectar huevos de S. lupi. Este autor mejora las expectativas
diagnéstico de los métodos convencionales mediante la técnica copromicroscépica del FLO-
TAC, obteniendo un mayor numero de positivos y un numero significativamente mayor de
huevos de S. lupi por campo microscopico en comparacion con los otros métodos copromi-
croscopicos habituales. Pese a todo el técnico FLOTAC solo fue efectiva en el diagnostico en
el 32% de los casos.

Christie et al. (2011) también ensayaron distintas técnicas coproldgicas usando dis-
tintos medios de flotacion, alcanzando una sensibilidad que varié entre el 42% y el 67%. La
solucion de NaNO, mostro la sensibilidad mas alta de todas las soluciones. Estos mismos
autores aumentan la sensibilidad de la técnica afiadiendo a la flotacion simple con NaNO,
una centrifugacion. EI método fecal de flotacion centrifuga modificada utilizando esta solucion
tiene el recuento de huevos mas alto que cualquiera de las otras 4 combinaciones. El estudio
también encontrd que los perros con nodulos neoplasicos emiten significativamente menos
huevos que los perros con nédulos no neoplasicos.

Se ha utilizado también en el diagndstico en heces un protocolo de PCR semianidado
especifico para una regioén interna al gen de la subunidad 1 del citocromo ¢ oxidasa mitocon-
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drial de S. lupi. Con 0,5 g de material fecal se extrajo el ADN gendmico de S. lupi, incremen-
tando hasta en un 45 % la sensibilidad diagndstica de los falsos negativos obtenidos por las
técnicas tradicionales de coprologia mediante flotacion modificada con solucién de azucar y
hasta en un 38,2 % la sensibilidad diagndstica de los falsos negativos de la técnica FLOTAC
(Traversa et al., 2008). Otros tres ensayos de PCR cuantitativa de fusion de alta resolucion
(HRM gPCR) dirigidos a fragmentos de los loci ITS1; loci 18S; loci cytb de S. lupi han sido
evaluados como método diagndstico. Estos tres métodos de PCR cuantitativa se sometieron
a un desafio frente al método de PCR semianidado de la subunidad 1 del citocromo oxidasa
y frente al diagndstico por flotacién fecal, obteniendo como resultado que la de HRM gPCR
para ITS1 y 18S pudieron detectar una concentracion minima de 0.2 huevos de S. lupi por
gramo heces (hpg), mientras que la gq°PCR de HRM para el cytb y la PCR semianidada para
la cox1 detectaron 6 hpg y 526 hpg, respectivamente. Estos métodos diagndsticos mediante
HRM gPCR también han sido utiles para identificar S. lupi en liquido cefalorraquideo (LCR)
extraido por puncién de perros sospechosos de migracién aberrante a médula espinal (Chai
et al., 2018).

El diagndstico temprano de espirocercosis resulta aun hoy un desafio, especialmente
en las primeras etapas de la enfermedad, cuando los gusanos adultos y signos clinicos es-
tan ausentes. Por lo tanto, se necesitan enfoques alternativos para promover el diagnostico
precoz. Mediante el uso de métodos moleculares basados en ADNr 16S, se ha encontrado
ADN en huevos, larvas y estadios adultos de S. /upi de un nuevo simbionte bacteriano que
esta estrechamente relacionado con las especies Comamonas. La PCR especifica permitio
la deteccién de ADN de esta especie simbionte en sangre obtenida de perros diagnosticados
con espirocercosis, lo cual invita a abrir enfoques innovadores para el diagndstico y control de
espirocercosis en perros (Gottlieb et al., 2012).

La presencia de S. lupi ha sido asociada por algunos autores al estilo de vida de los
perros (Mylonakis et al., 2001; Mylonakis et al., 2006; Chikweto et al., 2012). Otros autores
han destacado que los animales jovenes arrojan con mayor frecuencia huevos de nematodos
en las heces que los animales adultos (Oliveira-Sequeira et al., 2002).

En hospedadores silvestres, como el zorro, se vio que el examen parasitolégico por
tres métodos copromicroscoépicos (sedimentacion, flotacion con solucion saturada de azucar
y sal, y posterior tamizado) no detectd huevos de Spirocerca spp., en las heces recogidas del
colon de un zorro con nddulos conteniendo adultos de Spirocerca spp., en la pared gastrica
(Al-Sabi et al., 2014). A estos datos hay que afiadir, en cambio, que en la fauna silvestre la
espirocercosis es complicada de monitorear por otros métodos distintos de los coprolégicos
y practicamente la alternativa consiste en realizar necropsias. No obstante, también se ha de
considerar que monitorear una especie silvestre en su conjunto no es lo mismo que el diag-
nostico certero de una patologia concreta de un perro que acude a una consulta veterinaria.
En el caso de los canidos silvestres, la coprologia parasitaria puede proporcionar una infor-
macion bastante fidedigna sobre el tipo de helmintofauna que realmente soporta una determi-
nada poblacion hospedadora, las prevalencias observadas por coprologia son casi siempre
estadisticamente inferiores a las reales (obtenidas por necropsia) (Torres et al., 2001).
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Para el diagndstico de las infecciones causadas por S. lupi en perros en zonas endémicas
deben utilizarse métodos diagndsticos complementarios basados en imagenes (radiografia,
tomografia computarizada y endoscopia).

La sensibilidad de la radiografia como método diagndstico en los casos de espiro-
cercosis en perros causada por S. lupi se ha establecido sobre el 86% cuando se analizan
radiografias Dorso ventrales (DV) y ventro dorsales (VD), mientras que en las vistas con
radiografias laterales (lateral izquierdo reclinado (LLR) y radiografias toracicas reclinadas la-
terales derechas (RLR)), solo se identifico el 50% de las masas. Se recomiendan, por tanto,
vistas de DV y RLR, ya que también permiten una mejor visualizacion de aneurismas en la
aorta descendente y para evitar interpretar el eséfago normalmente visible en LLR en perros
grandes como una masa (Kirberger et al., 2009). La sensibilidad del estudio radiografico se
ve disminuida en los perros que contienen los nddulos esofagicos pequenos localizados en
puntos de localizacion atipica (Dvir et al., 2001). Por ultimo, muchos de los animales han de
ser sometidos a tranquilizacion o sedacion, lo que afiade un punto mas de complejidad.

La tomografia computarizada (T.C) también se ha mostrado recientemente como un
método valioso en el diagndstico de lesiones pequefias o para la planificaciéon del tratamiento
(Dvir et al., 2001).

La endoscopia esofagica se destaca como el método diagndstico que tiene una mayor
sensibilidad diagndstica, superando a la radiografia, variando entre el 87.1% (Aroch et al.,
2015a) al 100% (Mazaki-Tovi et al., 2002). Las tomas de las biopsias endoscépicas en una
sola ocasioén no son sensibles para la deteccion de la transformacion neoplasica y serian ne-
cesarias multiples biopsias espaciadas en el tiempo. (Dvir et al., 2001; Van der Merwe et al.,
2008). La endoscopia se ha utilizado a menudo en estudios para determinar la eficacia de los
procedimientos terapéuticos en el tratamiento de la espirocercosis progresiva (Berry, 2000;
Lavy et al., 2003; Kelly et al., 2008; Le Sueur et al., 2010; Lobetti, 2012; Austin et al., 2013).
No obstante, existen algunas desventajas como su moderado-alto coste, requieren personal
muy especializado y la necesidad de una sedacién en el perro, pero es sin duda la mejor he-
rramienta diagndstica a nivel individual.

El diagndstico basado en el andlisis de los parametros sanguineos no es muy eficaz,
ya que no se ha visto correlacién entre las células y el recuento de la serie blanca con la
existencia de Spirocerca que difiera de cualquier otro proceso inflamatorio asociado (Maza-
ki-Tovi et al., 2002). No hay cambios bioquimicos tipicos reportados en perros con enferme-
dad temprana que no sea una creatina quinasa ligeramente elevada en el 54% de los perros
(Mazaki-Tovi et al., 2002). Otros autores no reportaron diferencias quimicas o diferencias
hematoldgicas en sangre de perros de Kenia con espirocercosis y sin ella (Ranen et al., 2004;
Brodey et al., 1977).

En cuanto al diagndstico serolégico se ha observado que los sueros obtenidos de
perros infectados con S. lupi pueden reaccionar de forma cruzada con test comerciales y
ensayos serolégicos que detectan antigenos circulantes de Dirofilaria immitis, por lo que el
diagnéstico diferencial con otras enfermedades se veria interferido (Aroch et al., 2015b).
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3.3.- Gongylonema spp.
3.3.1 Etiologia.

El gusano del eséfago, Gongylonema pulchrum (Molin, 1857), se distribuye amplia-
mente en el mundo. Toma un amplio espectro de mamiferos como HD, tales como bovinos,
cebues, bufalos, ovejas, cabras, venados, camellos, cerdos, jabalies, caballos, burros, osos,
roedores, monos y seres humanos (Sato, 2009; Mowlavi et al., 2009; Kinsella et al., 2016; Cor-
deiro et al., 2018). La posibilidad de infeccién humana existe, incluso en ausencia de factores
de riesgo obvios para la adquisicion de parasitos (Halajian et al., 2010).

Aproximadamente 50 especies de insectos actuan como huéspedes intermediarios, los
escarabajos peloteros y cucarachas desempefian uno de los papeles principales como hospe-
dadores intermedios (Lichtenfels, 1971; Kirkpatrick et al., 1986; Anderson, 2000; Haruki et al.,
2005; Sato ,2009; Mowlavi et al., 2009; Mukaratirwa et al., 2010; Setsuda et al., 2016; Kinsella
et al., 2016). Pero no debemos de olvidar que, sin embargo, la escasez de observaciones
disponibles impide estimar la red de relaciones entre estos parasitos y escarabajos peloteros
para determinar con mayor amplitud los posibles hospedadores intermediarios de cada una
de las especies parasitarias (Nichols et al., 2017).

La infeccion por Gongylonema spp, en humanos no debe caer en el olvido, siendo re-
portada en varios paises, y es causada principalmente por el consumo de agua contaminada,
alimentos crudos o la ingestidn accidental del HI (Xiaodan et al., 2018). Ademas, el cambio
climatico, el aumento de la poblacion mundial, sumado a la globalizacién cultural, suponen un
incremento en la demanda de alimentos, lo que podria derivar en un incremento en el con-
sumo de artropodos en el futuro, consumo que actualmente se estima que produce para un
tercio de la poblacién mundial (Van Huis et al., 2013).

Gongylonema pulchrum es la especie que se cree que es responsable de la mayoria
de las infecciones humanas (Molavi et al., 2006).

Tabla 15.- Clasificacion Taxondmica del género Gongylonema.

Reino Animalia

Filo Nematoda

Clase Secernentea
Orden Spirurida
Superfamilia Spiruroidea
Familia Gongylonematidae
Género Gongylonema

Se reconocen alrededor de 48 especies como pertenecientes a este género, 10 de las
cuales parasitan aves y 38 mamiferos (incluidos los humanos) (Kinsella et al., 2016). El géne-
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ro ha promovido discrepancias y confusiones a lo largo de los afios en cuanto a la clasificacion
debido a la variabilidad existente entre las diferentes especies a nivel larvario y también a una
gran variabilidad morfoldgica intraespecifica a nivel de adulto (Quentin & Seureau, 1978) (ta-
bla 15). Los miembros del género Gongylonema se reconocen porque su cuticula esta cubier-
ta por grandes engrosamientos verruciformes, especialmente prominentes en la parte anterior
del cuerpo (Quentin & Seureau, 1978). A continuacion, describimos las principales especies
de Gongylonema que son conocidas:

Una de las especies tipo del género fue considerada como Gongylonema minima (Mo-
lin 1857), especie sindnima de Gongylonema musculi (Rudolphi, 1819). Las descripciones
que hacen referencia a la morfologia de G. minima han sido mas bien escasas. En la revision
realizada por Skrjabin et al. (1971) la descripcion que se hizo de la especie tipo carecia de las
medidas morfoldgicas mas significativas. En cambio, en el mismo trabajo, G. brevispiculum se
describe con mucho mayor detalle. De esta forma, las dos Unicas caracteristicas que permiten
comparar G. minima 'y G. brevispiculum son, por un lado, el nUmero de papilas presentes en
los machos (14 preanales y 4 postanales en G. minima, y de 4 a 6 pares de papilas preana-
les y 4 postanales en G. brevispiculum), y por el otro, las dimensiones de los huevos en las
hembras (0,045 x 0,022-0,023 mm) en G minima, y (0,042 x 0,025 mm) en G. brevispiculum.
Por lo tanto, se ha sugerido la sinonimia de G brevispiculum con G. musculi como una unica
especie que parasita Mus musculus (raton comun) (Desportes et al., 1949; Bernard, 1963).
Sin embargo, debido a las variaciones de los caracteres fenotipicos cripticos, la identificacion
morfologica es dificil y es posible que se haya subestimado el niumero real de especies (Set-
suda et al., 2018). La problematica del género Gongylonema esta aun por resolver. Asi en la
mucosa gastrica de ejemplares de Rattus rattus y Rattus norvegicus de las Islas Canarias
se encontraron nematodos que inicialmente se asociaron morfolégicamente a Gongylonema
brevispiculum (Bernard, 1963; Skrjabin et al., 1971), pero que podrian ser de G. neoplasticum
como asi se ha quedado atribuido para estos hallazgos descritos en las Islas Canarias (San-
chez Vicente, 2013).

G. neoplasticum es la Unica especie de Gongylonema que ha sido hallada parasitando
a micromamiferos, como asi se ha documentado en el ratén comin en Granada por Gonza-
lez-Castro (1944) y también en rata gris por Lopez-Neyra (1947). Pero no esta completamente
aclarado si esa descripcion se corresponderia a G. neoplasticum o al binomio G. brevispicu-
lum | G. musculi descrito para el ratbn comun por otros autores Milazzo et al (2003), quienes
citan G. musculi encontrado como hospedador a ratén comun en Sicilia. Las citas en Espafa,
como venimos diciendo, son confusas. Feliu et al. (1983) hallaron dos ejemplares de Gongylo-
nema en el ratdén procedentes del Delta del Ebro, que tan solo pudieron ser identificadas como
Gongylonema spp., debido al mal estado que presentaban, sospechando de G. musculi como
causante de la parasitacion.

Otra de las especies tipo es Gongylonema pulchrum, asociado comunmente en ru-
miantes, pero también en mamiferos de todo el mundo, incluido el ser humano. Se localiza
en la mucosa y submucosa del eso6fago de rumiantes, y en ocasiones del rumen (Reina et
al.,1991), aunque también ha sido descrita en roedores (Tung et al., 2009), osos (Crum et al.,
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1978), primates no humanos (Ryan et al., 2012) y cerdos (Zinter et al., 1970). En Espana, se
ha descrito en ciervos (Cervus elaphus) en Castilla la Mancha (Garcia-Romero et al., 2000),
en Los Yébenes, (Toledo) (San Miguel et al., 2001) y en Extremadura (Habela et al., 2006).
También ha sido descrita la presencia de G. pulchrum en Espafia en jabali (Hofle et al., 2004).
Hay varios informes de infecciones humanas por G. pulchrum en varias areas del mundo,
incluyendo Francia (Pesson et al., 2013; Battistelli, 2013) y otros paises de Europa, Asia y los
Estados Unidos, causando afecciones en el fondo de la cavidad bucal y eséfago (Jelinek &
Loscher., 1994; Eberhard & Busillo, 1999; Wilson et al., 2001; Urch et al., 2005; Molavi et al.,
2006; Allen & Esquela-Kerscher, 2013; Huang et al., 2016; Xiaodan et al., 2018). Los signos
clinicos en los humanos incluyen irritaciéon local de la mucosa oral, asi como expectoracion
de sangre ocasional, heces alquitranadas, entumecimiento de la lengua, dolor en el pecho
y el abdomen, vomitos, distension abdominal, faringitis y estomatitis (Cappucci et al., 1982).
El diagndstico diferencial se ha de realizar frente a candidiasis oral y los posibles problemas
psicéticos deben ser tenidos en cuenta (Molavi et al., 2006; Ayala et al., 2012). El estudio del
genoma mitocondrial (gmt) completo de G. pulchrum mediante PCR, ha dado como resultado
las primeras secuencias del gmt para la familia Gongylonematidae, lo que en la ultima déca-
da esta dando la oportunidad de desarrollar nuevos marcadores genéticos para estudios de
epidemiologia, genética poblacional y sistematica de este nematodo de importancia para la
salud humana y animal (Liu et al., 2015). Un estudio en Japdn para dilucidar la dindmica de
transmision de G. pulchrum sobre los analisis del gen del ARN ribosémico (ADNr), 18S al
28S , principalmente las regiones de los espaciadores transcritos internos (ITS) 1y 2, y una
region de la subunidad | (COIl) de la citocromo c oxidasa del ADN mitocondrial de G. pulchrum
utilizando parasitos tanto de huéspedes de vida silvestre (ciervos y jabalies, macacos) como
de mamiferos domésticos y animales de zooldgico, demostran que los genotipos de ADNE,
asi como los haplotipos de ADNmt de COIl de G. pulchrum prevalentes en animales salvajes
y mamiferos domésticos se dividen en dos grupos de haplotipos, es decir, los de la mayoria
de animales silvestres y los de ganado y animales de zooldgico, se diferenciaron claramente.
Este hallazgo indica que G. pulchrum tiene multiples origenes y su ciclo de transmision es
diferente entre animales salvajes y domésticos. Estos hallazgos indican que en Japon estan
presentes los dos ciclos de transmision de G. pulchrum, tanto el doméstico como el selvatico
(Makouloutou et al., 2013).

Gongylonema neoplasticum (Fibiger et Ditlevsen, 1914) (Gongylonematidae) se en-
cuentra principalmente en los roedores, los cuales actuarian como reservorios para la trans-
mision al hombre y, por lo tanto, con un caracter marcadamente zoonético (Parshad, 1999;
Stojcevic et al., 2004; Abad et al., 2016). La distribucién de G. neoplasticum esta muy ligada
a la de sus dos hospedadores habituales, rata comun (Rattus rattus) y rata parda (Rattus nor-
vegicus). La especie ha sido citada en Argelia (Seurat, 1916), Tunez (Bernard, 1963), Brasil
(Chieffi et al., 1980), Taiwan (Hasegawa et al., 1994), Vietnam (Pham et al., 2001) y Malasia
(Zain et al., 2012). En Espafa, los trabajos sobre la rata parda, cuyo habitat esta siempre
muy ligado al ser humano, la describen como portadora de G. neoplasticum (Galan-Pucha-
des et al., 2018). G. neoplasticum ha sido descrito en Espafia también en raton moruno (Mus
spretus) (Lataste, 1883) en un estudio en el Parque Nacional de Dofana (Torres et al., 2003).
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Este nematodo también ha sido descrito para el conejo Oryctolagus cuniculus (Lagomorpha,
Leporidae) en Portugal (Eira et al., 2006a) y en Espafa (Galvez-Bravo, 2017).

En otro estudio para tratar de analizar las diversidades genéticas de tres especies de
Gongylonema (G. pulchrum, de ganado vacuno y caprino en Mongolia y China; G. aegypti,
en ratones de Egipto; G. neoplasticum, en rata negra de Japén) y su posible variacion ge-
nética interespecifica basada en estudios de las secuencias de nucleédtidos del gen del ARN
ribosémico (ADNTr) y la region de la subunidad | (COI) de la citocromo c oxidasa del ADN mito-
condrial de multiples aislados de diferentes origenes, permitio resolver la posicion taxonémica
de Gongylonema spp., que mostraban pocas o nulas diferencias morfologicas (Setsuda et al.,
2016).

Gongylonema nepaleses toma varias especies de rumiantes como HD y tiene una cier-
ta distribucion geografica en Europa (Varcasia et al., 2017).

Gongylonema ingluvicola afecta a ciertas aves (Permin et al., 2002; Mukaratirwa et al.,
2010), pero hasta el momento su presencia no ha sido confirmada en la PI.

3.3.2.- Especies de Gongylonema descritas en Espana

En Espana se han reportado siete especies del género Gongylonema (Cordero del
campillo et al., 1994; Fernandez de Mera et al., 2003; Cordeiro et al., 2018). Ademas de las
especies descritas anteriormente (G. pulchrum'y G. neoplasticum) y la mas que probable pre-
sencia de G. musculi, hay que ahadir la descripcion de Gongylonema pacoi (Progongylonema)
un subgénero de Gongylonema (Hernandez-Rodriguez & Gutiérrez-Palomino, 1992). Para el
género Gongylonema se habian propuesto ya dos subgéneros: Gongylonema y Gongylone-
moides (Skrjabin, 1971; Chabaud, 1975), caracterizados por la usencia de papilas cuticulares.

El subgénero Gongylonema (Molin, 1857), presenta numerosas protuberancias cuticu-
lares, muy desiguales, con un gubernaculum. Son parasitos de los mamiferos y pajaros.

El subgénero Gongylonemoides (Cuaresma y Freitas, 1937) presenta parches cuticu-
lares raros, espiculas sublinguales, con ausencia de gubernaculum. Son parasitos de marsu-
piales.

La especie Gongylonema pacoi (Progongylonema) se caracteriza por la ausencia de
protuberancias cuticulares, pero con presencia de papilas y alas laterales. Los machos tienen
espiculas muy desiguales, gubernaculum presente y cloaca prominente con un borde festo-
neado. G. pacoi fue descrito por primera vez en 1992 parasitando la mucosa debajo de la len-
gua de corvidos (Orden Paseriformes: Familia Corvidae) del norte de la provincia de Cérdoba
(Hernandez-Rodriguez & Gutiérrez-Palomino, 1992).

La quinta especie de Gongylonema que se ha detectado en aves en Espafa se ha
encontrado en Madrid, en varios ejemplares de autillo europeo (Ofus scops) (Esperén et al.,
2013). El proceso cursaba con una enfermedad oro faringea necrotica basada en lesiones
macroscopicas. Se identificaron vermes, mediante citologia, que presentaban rasgos morfo-
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I6gicos similares a larvas de tercer estadio de un nematodo Spiruridae, sin poderse concretar
la especie de Gongylonema, aunque mostrando mayor afinidad por G. pulchrum (97,8%).
El estudio sirvid para considerar las larvas dentro del género Gongylonema. Dado que no
se encontré evidencia de la presencia de parasitos adultos, los autores sugieren que estos
buhos se consideren huéspedes accidentales de Gongylonema spp. Recientemente se ha
descubierto que son las cucarachas los hospedadores intermediarios de esta especie de Gon-
gylonema, que, como hemos mencionado, afecta exclusivamente a autillos de la comunidad
de Madrid (Lopes et al., 2022).

Gongylonema soricis (Fain, 1955) se ha visto parasitando musarafias de Zaire, Togo,
Ruanda y Burundi (Mas-Coma, 1977). Su larva infecciosa se ha obtenido experimentalmente
de Periplaneta orientalis como HIl. Se caracteriza por su tamafio, de 1545 ym-1580 um, y su
ornamentacion caudal, en la que se visualiza un mechon de digitaciones cuticulares (Quentin
& Gunn, 1981). G. soricis solo se ha descrito ocasionalmente en Espafia en la comunidad
Valenciana en 1996, parasitando la musarafa gris (Crocidura russula) (Portoles et al., 1996).
Teniendo en cuenta que la musarana gris esta ampliamente distribuida por la Pl, es de esperar
que estas descripciones no sean mas numerosas por la falta de estudios en esta direccion.

Siguiendo con las especies de Gongylonema descritas en Espana, Gongylonema pi-
thyusensis (Gongylonematidae) fue descrita por primera vez en 1977 parasitando la mucosa
del eséfago del liron (Eliomys quercinus) (Mas-Coma., 1977) en las Islas Baleares. El macho
de G. pithyusensis se caracteriz6 por el tamafo de sus espiculas y un gubernaculum; la hem-
bra por la morfologia de la cola, la situacion posterior de la vulva y las dimensiones de los hue-
vos. Una nueva deteccion de G. pithyusensis fue realizada en Murcia (Esteban et al., 2004).

La ultima de las especies de Gongylonema entre las descritas en Espana es Gon-
gylonema mucronatum, que ha sido descrita parasitando el erizo del norte de Africa (Atelerix
algirus) y también en la sierra Calderona de la Comunidad Valenciana (Ferrer et al., 2000). La
distribucion de este erizo se limita al este de la PI.

3.3.3.- Ciclo de vida de Gongylonema spp.

El ciclo vital del género Gongylonema es indirecto, con coledpteros copréfagos como
HI (Anderson, 2000) (figura 3). Los adultos ponen huevos embrionados y de cubierta gruesa
que se excretan con las heces y eclosionan una vez son ingeridos por hospedadores interme-
diarios. Dentro del hemocele de los artrépodos se desarrolla a larvas infectivas en aproxima-
damente 4 semanas (L3). El ganado, o el HD (pequefios micromamiferos o humanos), ingiere
los coledpteros al pastar, o accidentalmente con su forraje u otro tipo de alimentos (Kudo et
al., 1996; Taylor et al., 2007). Las larvas se liberan en el cuajar, desde donde emigran a lo lar-
go de la pared del estémago hacia la submucosa del es6fago superior y la cavidad oral, donde
se fijan y completan el desarrollo a adultos. Las hembras adultas depositan sus huevos en
estos lugares y, a medida que el epitelio se descama, los huevos viajan a través del sistema
digestivo y se excretan con las heces. Los seres humanos también se infectan por ingestion
accidental del insecto huésped o por beber agua contaminada (Wilson et al., 2001).
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Gongylonema spp., apenas causa dafos al ganado, caballos o mascotas, salvo una
ligera inflamacion de la mucosa del eséfago o del rumen. Pero los érganos que podrian utili-
zarse en charcuteria resultan decomisados en matadero. Es muy raro que las infecciones de
Gongylonema produzcan sintomas clinicos. El diagndstico suele ser casual tras necropsia.

Como ya se ha comentado, los coledpteros copréfagos son los hospedadores inter-
mediarios, aunque se ha descrito un caso humano en EE. UU sin que se tenga constancia de
factores de riesgo obvios para la adquisicion de este parasito. El paciente no habia viajado
fuera del pais durante muchos afos y no habia consumido a sabiendas o intencionalmente
ningun insecto. El paciente habia consumido agua de un pozo rural en los meses anteriores a
la deteccion. Pese a todo, se sospechd que la posible fuente de infeccion se debid a alimen-
tos contaminados con restos de algun insecto (Wilson et al., 2001; Allen & Esquela-Kerscher,
2013).
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3.3.4.- Hospedadores intermediarios de Gongylonema spp.

Sobre la base de la aparente baja especificidad del huésped de G. pulchrum, es ra-
zonable especular que el ciclo de transmision de G. pulchrum puede ser compartido por ma-
miferos domésticos y salvajes a través de la ingestién accidental de escarabajos peloteros
infectados que sirven como HI. Otros datos han postulado, en cambio, que G. pulchrum tiene
multiples origenes y su ciclo de transmision es diferente entre animales salvajes y domésticos.
Esto es apoyado por datos en Japdn donde parecen circular los dos ciclos de transmisién de
G. pulchrum, tanto el doméstico como el silvestre (Makouloutou et al., 2013), por lo que cabe
plantearse la posibilidad de que pudiera deberse a distintos HI involucrados.

Algunos de los HI descritos para Gongylonema spp., son escarabajos de géneros co-
nocidos. Asi, han sido sefalados como hospedadores intermediarios: Amphimallon, Apho-
dius, Blaps, Chironitis, Copris, Dermestes, Geotrupes, Gymnopleurus, Onoticella, Onitis, On-
thophagus, Pentodon, Scarabeus y Sisyphus (Anderson, 2000). Otros autores también han
descrito algunas especies de escarabajos como hospedadores intermediarios, tales como
Copris minutus y Phanaeus vindex, y la cucaracha Blatella germanica (Soulsby, 1965). Por
su parte, en pastizales de ganado al noroeste de Iran, se ha visto que el escarabajo peloteros
Copiris lunaris fue el unico naturalmente infectado con los estadios larvales de Gongylonema
spp., (Mowlavi et al., 2009). La especie de escarabajo Gymnopleurus humanus ha sido des-
crita en estudios experimentales como HI de G. ingluvicola (Mukaratirwa et al., 2010). En la
isla de El Hierro, como hospedadores intermediarios de G. neoplasticum, se han descrito dos
especies de escarabajos tenebrionidos endémicas de esta isla como son Pimelia laevigata
costipennis, y Hegeter amaroides (Montoliu et al., 2013). En Tenerife y Gran Canaria, donde
también se ha encontrado este nematodo, otras especies de coledpteros o blatidos podrian
albergar la larva infectante de G. neoplasticum.
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Capitulo 4.- Inmunidad por parasitos.






4.1.- Inmunidad.

Los parasitos han coevolucionado con el sistema inmune de los vertebrados, lo que
ha llevado a desarrollar sofisticadas estrategias que permiten una mayor supervivencia de los
nematodos en el hospedador infectado (Van Die & Cummings, 2010). Este tipo de infecciones
por parasitos representan un gran desafio para los sistemas inmunes, tanto por el tamafio del
organismo patégeno como por su capacidad de producir moléculas inmunomoduladoras, que
le permiten evadir el ataque por parte del hospedador (Finlay et al., 2014). En general, los hel-
mintos desarrollan infecciones crénicas en el hospedador mamifero. Las caracteristicas tan
particulares de estos organismos y su multicelularidad explican porqué los helmintos inducen
una respuesta inmune muy diferente a la generada por otros microorganismos patégenos. En
mamiferos, la respuesta inmune dominante es de tipo Il, o0 Th2 e involucra tanto a células del
sistema inmune innato y adaptativo, como a células no hematopoyéticas (células epiteliales y
musculares) (Allen & Maizels, 2011). Esta respuesta de tipo Th2 es modificada, pudiendo su-
primir respuestas inflamatorias, ocasionando que el hospedador posea mayor susceptibilidad
a infecciones secundarias que requieren una inmunidad Th1 (Hewitson et al., 2009).

4.1.1.- Tipos de inmunidad.

El hospedador puede emplear dos mecanismos de respuesta inmune. En primer lugar,
la inmunidad innata de respuesta rapida, siendo la primera linea de defensa ante la invasion
de un parasito. El principal mecanismo de respuesta innata rapida es la inflamacién aguda;
Y en segundo lugar esta la inmunidad adquirida, que queda representada por la inmunidad
humoral y por la inmunidad celular. Desde el punto de vista conceptual y didactico, los tipos de
respuesta inmune se pueden clasificar segun la tabla 16, pero debemos tener en cuenta que
ambos sistemas se encuentran estrechamente enlazados.

Es probable que la inmunidad innata frente a parasitos sea mucho mas especifica de
especie que la inmunidad innata que se encuentra frente a virus y bacterias. Una diferencia
clave entre la inmunidad innata y la adquirida reside en el uso de los receptores para recono-
cer a los microorganismos invasores (Tizard, 2009).
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4.1.1.1.- Inmunidad innata.

La inmunidad innata carece de memoria inmunolégica, es menos especifica que la
adquirida, pero esto esta compensado por la rapidez de la misma, ya que se produce en ho-
ras, y ademas, su intensidad no esta ligada a un contacto previo con el agente extrano. Su
actuacion es fundamental para el desarrollo posterior de la defensa inmune adquirida, a la que
ha de exponerse el agente una vez superadas estas barreras. La respuesta innata requiere la
actuacién de varios mecanismos:

1. Barreras fisicas, quimicas y bioldgicas: tales como la piel y las mucosas, diferentes

enzimas de secreciones corporales (lisozima, lactoperoxidasa, etc) (Smith, 2010) y la micro-
biota autéctona (intestinal, vaginal, etc) (O’Hara & Shanahan, 2006). Ejemplos de inmunidad
innata abarcan, por ejemplo; el reflejo de la tos; el moco, que atrapa bacterias y particulas
pequeias; o el acido gastrico.

2. Factores quimicos solubles: cuyos principales componentes son el complemento,

las proteinas de inflamacion y las citoquinas e interleucina 1 (que causa la fiebre) (Murphy et
al., 2009).

3. Respuesta innata producida por células: incluyendo, las células fagociticas, tanto

polimorfonucleares (neutrofilos), como mononucleares (macréfagos y células dendriticas), y
células asesinas: K (killer), NK (natural killer) y LAK (lymphokine activated killer) (Whiteside,
1996; 2000).

Los parasitos han desarrollado mecanismos de evasion de la inmunidad innata pu-
diendo inhabilitar por diversas vias el sistema del complemento. Un ejemplo de evasion lo
representa el parasito T. spiralis, que forma un complejo larva-célula nodriza (“célula nodriza”),
estructura funcional diferente de cualquier otra célula de mamiferos, la cual pierde sus carac-
teristicas de célula muscular estriada, adquiere una capsula de colageno, evidenciando un
alto grado de angiogénesis. El complejo se constituye por una membrana interna procedente
de la fibra muscular invadida y una membrana externa homogénea y hialina, derivada del
sarcolema, y sobre la superficie se desarrolla una red capilar que completa el enquistamiento
de las larvas (Ramirez Valenzuela, 1981). Este complejo célula nodriza, modula de alguna
manera la respuesta inmune del hospedador y puede permanecer viable durante anos.

4.1.1.2.- Inmunidad adquirida.

Posiblemente la inmunidad adquirida o adaptativa surgié evolutivamente mucho des-
pués que la innata, y por esta circunstancia se encuentra muy subordinada a ésta, aunque son
muchas las formas en las que la inmunidad innata y adquirida colaboran (Beutler, 2004). La res-
puesta adaptativa antihelmintica se caracteriza por la diferenciacién de los linfocitos T (CD4+),
hacia un perfil Th2; la secrecion de las citoquinas IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13; el cambio de
linfocitos B a IgE y también 1gG1; o la expansion de poblaciones celulares como eosindfilos,
basdfilos y mastocitos, entre otras. Mediante la secrecion de dicho perfil de citoquinas se supri-
me la diferenciacion hacia perfiles mas inflamatorios como Th1y Th17 (Allen & Maizels, 2011).
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La inmunidad adquirida se inicia con una serie de fases en cascada como son:

- Presentacion del antigeno: los neutréfilos captan y destruyen a los agentes patége-

nos, pero los macrofagos, junto con las células dendriticas, ademas de destruirlo, lo procesan
y lo presentan combinado con moléculas especiales, denominadas del complejo mayor de
histocompatibilidad o CMH, a una subpoblacion especializada de linfocitos T, los linfocitos Th
(“helper”, que son CD4+). Las células T no pueden identificar por si solos un patégeno, solo
cuando una de las células mencionadas presenta antigenos tiene lugar el siguiente proceso.
Sin la funcion vital de presentacion de antigeno y sin la produccion de citoquinas activantes
originadas por células de la inmunidad innata (tales como IL-12, IL-1, los interferones de tipo
| o el TNF), las respuestas inmunes adquiridas no se producen (Gémez-Lucia et al., 2007).

- Activacion de las células T y la producciéon masiva de interleuguinas. Una vez que ha

reconocido al antigeno en el contexto del CMH, los linfocitos Th activan a dos subpoblaciones
de células de la inmunidad adquirida:

* Los linfocitos T citotoxicos (Tc), que destruiran células infectadas o alteradas.

* Los linfocitos B, que maduraran hacia células plasmaticas que secretan anticuerpos (IgE,
IgG1) y citoquinas.

Son estos anticuerpos, al reaccionar con los patégenos, los que van a contribuir a que
la inmunidad innata mejore sustancialmente. Por su parte, los complejos patégeno-anticuerpo
van a adherirse a las células que poseen un receptor para la fraccion constante de las inmuno-
globulinas, tales como los macréfagos o los neutrdfilos, y asi seran fagocitados mas facilmen-
te. Estos complejos van a activar al complemento, una molécula tipica de la inmunidad innata.

Las respuestas Th2 estan claramente implicadas en la inmunopatologia durante las in-
fecciones por helmintos (Cheever et al., 2000; Marquet et al., 1996). En el caso de la infeccion
cronica, se ha sugerido que el mismo helminto participa en la secrecion de factores inhibidores
de la migracion y reclutamiento de macréfagos y pudiera desviar esta respuesta de predomi-
nantemente Th2 a una respuesta con predominio de células T reguladoras, inmunosupresion
y cambio hacia respuesta de los linfocitos B y a la produccion de 1gG4, si bien se sugiere un
delicado equilibrio entre la respuesta Th1, Th2 y por células T reguladoras (Yazdanbakhsh et
al., 2001). En humanos, se ha visto que los pacientes con una respuesta predominante por
células T reguladoras con cantidades marcadas de 1gG4, tienen mayor susceptibilidad para el
desarrollo de nematodos adultos activos metabdlicamente en tejidos periféricos; los pacientes
con respuesta predominantemente Th1, son identificados con enfermedad clinica clasica; y fi-
nalmente, los individuos con equilibrio en las respuestas por Th1, Th2 y células T reguladoras
son resistentes a la infeccion (Hernandez et al., 2006).

En algunas infecciones parasitarias cronicas, como las producidas por filaridos o Schis-
tosoma, la inmunoregulacion que caracteriza la infeccion inicial es la marcada capacidad de
respuesta de las células T, respuesta inmune que se ve amortiguada a medida que la infec-
cion se vuelve cronica. La produccién de citocinas, por parte de los linfocitos de tipo Th1 y
Th2 estan regulados negativamente durante la infeccidn cronica. El tratamiento farmacolégico
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restablece la capacidad de respuesta en ambas enfermedades, lo que indica un vinculo entre
la infeccion y la supresion inmune. Curiosamente, las respuestas inmunolégicas en sujetos
portadores de infecciones recientes se caracterizan por una fuerte proliferacién del antigeno
parasito y la produccion de IFN-y, que es un tipo de citocina producida por los linfocitos TCRaf3
(linfocitos Th helper vy linfocitos reguladores, todos ellos CD4+) y también producida por las
células natural killer (NK) (Maizels & Yazdanbakhsh, 2003). La funcién mas importante de esta
citocina IFN-y es la activacion de los macréfagos, con aumento en la capacidad fagocitaria.

En el caso de T. spiralis los mecanismos inmunoldgicos de proteccion del huésped
contra el nematodo estan dirigidos contra los vermes adultos y contra las larvas recién naci-
das o migrantes. El ataque inmunoldgico contra el verme adulto se manifiesta por un rechazo
acelerado en el intestino, mediado por linfocitos T y mastocitos. Este fendmeno coincide con la
maxima respuesta inflamatoria intestinal caracterizada por citocinas proinflamatorias, aumen-
to en el recambio de enterocitos, aumento de células caliciformes, incremento de eosindfilos
y de células epiteliales situadas en las criptas de la pared del intestino delgado (Venturiello &
Gentilini, 2011). Después de tal ingestidn, las larvas del parasito se liberan tras la digestion
gastrica en el nuevo huésped, y se incrustan en la mucosa intestinal, sufriendo varias mudas
hasta el estado adulto. De 5 a 7 dias tras la infeccién, las hembras comienzan a dar a luz
nuevas generaciones de larvas recién nacidas, lo que origina que tras varias semanas, se
establezca una respuesta del hospedador mediada por la inmunidad intestinal, produciéndose
una diferenciacion e infiltracion de células que conduce a la secrecion de mediadores inespe-
cificos de inflamacion (leucotrienos, histamina, serotonina, prostaglandinas) y aumento de en-
zimas lisosomales leucocitarias que cambian el flujo a través de la membrana y aumentan el
peristaltismo, siendo los mastocitos esenciales para el rechazo de estas etapas larvales de L1
infectiva y L4 reproductiva (Gottstein et al., 2009). Conjuntamente, la IL-25, una citocina deri-
vada de células epiteliales, regula las respuestas inmunitarias de tipo Th2 y Th9, estimulando
la diferenciacion de linfocitos Th2 y Th9 al promover el complejo mayor de histocompatibilidad
tipo 2 (CMH-II). Estos procesos ayudan a la expulsion de L4 de Trichinella por el intestino (An-
gkasekwinai et al., 2017). Estos mecanismos efectores inmunitarios afectan la viabilidad de
los parasitos hembras, lo que da como resultado una expulsién continua de gusanos adultos
por incremento peristaltico (Pozio, 2007a). Las modificaciones de las diferentes poblaciones
celulares sanguineas vy tisulares del hospedador en las infecciones por T. spiralis generan
consecutivamente anticuerpos especificos, como la IgE e IgG para las diferentes etapas lar-
varias del parasito, evidenciandose la importancia de eosindéfilos, macrofagos y neutrofilos
como células efectoras y de anticuerpos especificos dirigidos contra la superficie de la larva
recién nacida (L1) (Wang & Bell, 1988).

Una vez se forma el complejo larva muscular-célula nodriza, un grupo de glicopro-
teinas muy inmunogénicas denominadas TSL-1 estimulan la respuesta celular y humoral y
confieren proteccién ante una reinfeccion, induciendo produccién de anticuerpos especificos
que se utilizan para el diagnostico (Sofronic-Milosavljevic et al., 2015; Cvetkovic et al., 2016).

En el caso de la infeccién por el nematodo S. /upi, tanto en el proceso inflamatorio como
en la respuesta inmune que desencadena en el HD, hay que tener en cuenta los cambios de
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estadio larvario que transcurren en el ciclo de vida del parasito en el interior del hospedador.
Tales cambios pueden desempenar un importante papel en las interacciones del nematodo
con los tejidos de los HI y HD, y en su capacidad para evadir la respuesta inmune, su larga
supervivencia dentro del hospedador e incluso inducir la transformacion neoplasica. En el lar-
go periodo de prepatencia, ya se han desencadenado los procesos de inmunidad y el sistema
inmune ya ha iniciado respuestas reconociendo como extrafios los antigenos de las L3 en su
muda a la pared de los vasos sanguineos, asi como en el encapsulamiento que sufre en ellos
hasta que pasa L4. El mecanismo de defensa del parasito logra burlar o ralentizar la respuesta
del hospedador (Aroch et al., 2017). Entre las lesiones originadas por S. lupi en el hospedador
se han encontrado los nédulos parasitarios en el eséfago, bien sean de caracter no neoplasi-
€0 0 bien con evolucion neoplasica a sarcoma esofagico. Segun el conocimiento de algunos
autores de los nédulos no neoplasicos, se diferenciarian dos etapas en su desarrollo: una
primera etapa de inflamacién temprana, donde se observa un severo infiltrado inflamatorio
con focos de neutrdfilos, infiltracion linfoplasmatica, fibrocitos inactivos y colageno abundante.
En algunos de estos casos, la inflamacion se caracterizé por un predominio de eosindfilos, si
bien estos casos particulares pueden representar todavia Infeccién mas temprana, o pueden
ser representativas de nédulos que contiene parasitos muertos. Posteriormente, se produciria
una segunda etapa, denominada como pre-neoplasica, donde el ndédulo se caracteriza por la
presencia de fibroblastos activados y colageno reducido, asi como inflamacién linfoplasmo-
citica. Posteriormente, el nddulo evolucionaria ya a un estado neoplasico (sarcoma) (Dvir et
al., 2010). Un estudio inmunohistoquimico de los nédulos esofagicos de caracter neoplasico
producidos por S. lupi reveld que la serie mieloide era la predominante (la serie mieloide ori-
gina eritrocitos, monocitos y granulocitos) y, especialmente con presencia de neutrofilos, que
jugarian un papel importante en la respuesta inflamatoria local innata en el nédulo inducido
por S. lupi (Dvir et al., 2011). En ninguna etapa de la génesis del nédulo hay un predominio de
los macréfagos, que es el sello distintivo de inflamacion granulomatosa (Dvir et al., 2008; Van
der Merwe et al., 2008). El mecanismo por el cual Spirocerca spp. logra evadir parcialmente el
sistema inmune del hospedador y continuar su ciclo originando nédulos de distinto grado de
evolucion no esta del todo aclarado. Sin embargo, se han argumentado varios aspectos que
ayudan a la comprension de la evasion de esta respuesta inmune por parte del parasito. Por
un lado, las células mieloides pueden tener un papel importante en la induccion del cancer al
generar proteasas radicales libres causando dafo por oxidacion al ADN (Vennervald & Pol-
man, 2009). Las células mieloides también pueden jugar un papel crucial en el establecimiento
de rechazo de tumor inducido por citoquinas, y también juegan un papel importante en la me-
diacién endotelial de linfocitos y presentacion de antigenos. Los leucocitos polimorfonucleares
(granulocitos) han mostrado pro y anti-actividades inflamatorias. Podran participar en el cam-
bio a la supresion inmune por Th2 y Tregs mediante regulacion ascendente de IL-10 (Di Carlo
et al., 2001). Ademas, los neutréfilos han demostrado que desempenan un papel fundamental
en la regulacion de la respuesta inflamatoria contra el cancer (Mattarollo & Smyth, 2010). Las
células del sistema inmune tanto innato como adquirido pueden prevenir el desarrollo de neo-
plasias en un proceso denominado inmunovigilancia, asi los neutréfilos cuando son inducidos
por el amiloide sérico A 1 (SAA-1) para segregar interleucina IL-10 (antiinflamatorios), inducen
a la supresion de la inmunovigilancia. (De Santo et al., 2010).
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4.2.-Marcadores inmunohistoquimicos.
4.2.1.- Origen de los marcadores.

Los linfocitos tienen receptores de antigeno en su superficie por los que pueden reco-
nocer y responder a los antigenos para realizar su principal funcién, que es la de ser los encar-
gados de la produccién de anticuerpos y de la respuesta inmune mediada por células. Estos
receptores de antigeno se conocen como TCR (receptor de antigeno del linfocito T), o como
BCR (receptor de antigeno del linfocito B). Las células NK no tienen estos receptores de anti-
geno como los linfocitos T y B, pero poseen receptores de superficie que solo se encuentran
entre los componentes moleculares de las células sanas, por lo que reconocen a las mismas,
pero no a las células enfermas o andmalas. Las células NK eliminan a todas las células que
no expresan dichas moléculas de superficie (Martin et al., 2013).

Se han caracterizado muchas moléculas (receptores de antigeno, TCR, BCR) de su-
perficie de los linfocitos (especialmente en seres humanos o ratones), asignando a cada mo-
Iécula un nombre quimico, funcional, o con la designacion del marcador CD (del inglés claster
of differentiation). Como norma general, el sistema de designacion CD proporciona numeros
secuenciales de cada molécula (CD3, CD4, y asi sucesivamente hasta CD350).

CD3 es el nombre con el que se denomina a un conjunto de proteinas de los TCR que
participa en la activaciéon de la sefal. Estos CD3 estan presentes en todos los linfocitos T,
(Th1, Th2, Th17), sirviendo de marcador, por lo tanto, a células T CD4 + reguladoras produc-
toras de TGF-B, y células TCRy® (Belghith et al., 2003; Garcia-Jiménez et al., 2012; Martin et
al., 2013), tabla 17.

Tabla 17.- Principales marcadores inmunohistoquimicos de las células sanguineas (Tizard, 2009).

Clasificacién Divisién Marcador Caracteristicas
B1-b CD45RA+; CD79+; CD20 CD79 +
Neoplasias de células B CD79+
Helper CD4+
Linfocitos (TCRap) Reguladores CD4+CD25+
Principal marcador CD3 CD2 +
Citotoxicos CD8+ CD3 +
Linfocitos (TCRyd) CD4- CD8-
Célula Dendritica Activada CD4+; CD31+; CD123
Folicular CD21+; CD33+; CD35+
Célula madre Mieloide CD34+; CD38
Hematopoyética CD34+ CD34
Monocitos CD68+
Macroéfagos CD11c+; CD14; CD163+ CD68+ cDos +
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CD79 forma parte de una glicoproteina de la membrana de las células B y esta aso-
ciado a las Ig de superficie de las mismas, constituyendo el receptor de las células B (BCR)
(Mason et al., 1995). Se expresa casi exclusivamente en células B y neoplasias de células B,
y se constituye de componentes CD79a y CD79b. La expresion de CD79a y CD79b precede
a la reordenacién del gen de la cadena pesada de Ig y a la expresién de CD20 durante la
ontogenia de células B, y desaparece mas tarde que CD20 en la etapa tardia (células plas-
maticas) de diferenciacion de células B. Por lo tanto, los anticuerpos contra CD79a y CD79b
son utiles en el diagndstico diferencial de las neoplasias de células B, de las neoplasias de
células T o las neoplasias mieloides, o el linfoma de Hodgkin, con predominio de linfocitos L
y H del linfoma de Hodgkin clasico, tabla 17 (Chu & Arber, 2001; Gémez-Laguna et al., 2010;
Arroyo, 2017).

CD68 es un marcador de monocitos/macrofagos en el analisis de tejidos inflamados y
tejidos tumorales (Arroyo, 2017; Chistiakov et al., 2017). Es de uso frecuente como marcador
para los macréfagos asociados a tumores (TAM). Los TAM son macréfagos activados alter-
nativamente que mejoran la progresién tumoral al promover la invasion, migracién y angio-
génesis de las células tumorales. El marcador CD68 reconoce macrofagos M1 tumoricidas
y antiinflamatorios M2 (Bingle et al., 2002). La funcion de CD68 parece ser la captacion de
lipoproteinas de baja densidad.

Estudios sobre S. lupi en perros han determinado algunos aspectos quimicos que ayu-
dan a clasificar las lesiones nodulares en neoplasicas y no neoplasicas, segun figura en la
tabla 18. Estas moléculas podrian ayudar en el diagnostico inmunolégico en muestras de
suero y, por lo tanto, servir como elementos de deteccion temprana o de conformacion donde
los métodos de diagndstico por imagen no sean concluyentes.
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Capitulo 5.- Resultados






A lo largo de este capitulo se presentaran los resultados obtenidos durante la realiza-
cion de esta tesis doctoral. Este capitulo esta estructurado en dos apartados, un primer apar-
tado, en el que se describen los resultados publicados a través de tres articulos cientificos y
una comunicacion a Congreso. La relacion de estas publicaciones es:

e Occurrence, prevalence, and explanatory environmental variables of Spirocerca vul-
pis infestation in the foxes of western Spain.

e Characterization of lesions induced by Spirocerca vulpis (Spiruridae: spirocercidae) in
red foxes (Vulpes vulpes).

e First detection of Gongylonema species in Geotrupes mutator in Europe.

e Survey of Trichinella spp. in wild mesocarnivores from Castilla y Ledn, Spain.

A continuacion de estos resultados ya publicados, hemos creido conveniente afadir
un nuevo apartado en este capitulo sobre los resultados del estudio dedicado a Trichinella
spp en el zorro, que aun no han sido publicados, pero que estimamos son de una importancia
suficiente como para ser mostrado dentro de este mismo capitulo. Estos resultados se han
plasmado en el siguiente articulo:

e Presencia y distribucion de Trichinella spp. en zorros y otros mesocarnivoros en Cas-
tillay Ledn (Espana).
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Capitulo 5.1.- Resultados publicados

5.1.1.- Occurrence, prevalence, and explanatory environmental variables of Spirocerca
vulpis infestation in the foxes of western Spain
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Parasitology Research 2019. 119(3), 973-983.
DOI: https://doi.org/10.1007/s00436-019-06590-6
Factor de impacto (2019-2020) 1.641

Articulo publicado on-line en acceso abierto

Resumen.

Spirocerca Ilupi (Rudolphi 1809) es un parasito helminto asociado principalmente al
perro doméstico (Canis lupus familiaris). Una de las principales consecuencias de la infeccion
es la aparicion de nédulos esofagicos que pueden transformarse en osteosarcomas y fibrosar-
comas u otro tipo de neoplasias.

El objetivo principal de este estudio fue, no solo establecer la prevalencia del parasito
Spirocerca vulpis recientemente descrito en el ciclo de vida silvestre de los carnivoros en el
oeste de Espafia, sino también elaborar un modelo para explicar el riesgo de infestacion ba-
sado en 16 variables topoclimaticas y de habitat. Durante el periodo comprendido entre junio
de 2016 y noviembre de 2017, se analizaron 1644 cadaveres de zorros rojos (Vulpes vulpes)
y otros 105 mamiferos silvestres, legalmente cazados o muertos en accidentes automovilisti-
cos. Se encontraron nddulos con parasitos que se correspondian con Spirocerca en el 6% de
los zorros, y los analisis moleculares establecieron una homologia que oscil6 entre 98 y 100%
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con la especie S. vulpis. No hubo diferencias en la ocurrencia de la infestacion entre sexos,
pero hubo diferencias en términos de edad, de modo que la infestacion fue proporcionalmen-
te mas frecuente entre los individuos jévenes. En términos de temporalidad, se observé un
mayor porcentaje de casos positivos durante los meses de finales de otofio e invierno, espe-
cialmente entre diciembre y febrero. Este estudio proporciona nuevos datos sobre los factores
que predisponen a la infeccidn por S. vulpis en el zorro rojo. Los resultados del modelo indican
que existe un patron espacial en la ocurrencia y prevalencia de esta especie en el area estu-
diada, siendo mayores hacia el oeste, y que este patron parece estar asociado principalmente
con variables topoclimaticas. Las zonas adehesadas de arbolado y con cargas ganaderas que
predisponen la presencia de abundante materia organica, la altitud, o las temperaturas mini-
mas mensuales mas altas serian los principales factores ambientales que causarian mayores
porcentajes de prevalencia y ocurrencia.
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Abstract

The main aim of this study was to not only establish the prevalence of the recently described Spirocerca vulpis parasite in the
wild-life cycle of carnivores in western Spain but to also elaborate a model to explain the risk of infestation based on 16 topo-
climatic and habitat variables. During the period from June 2016 to November 2017, 1644 carcasses of red foxes (Vulpes vulpes)
and another 105 wild mammals, legally hunted or killed in car accidents, were analyzed. Parasitic nodules of Spirocerca were
found in 6% of the foxes, and the molecular analyses established a homology of our samples with the species S. vulpis. There
were no differences in the occurrence of the infestation between sexes, but there were differences in terms of age, such that
infestation was proportionally more frequent among young individuals. In terms of temporality, a higher percentage of positive
cases was observed during the late-autumn and winter months, especially between December and February. This study provides
new data on the factors that predispose S. vulpis infection in the red fox. Model results indicate that a spatial pattern exists in the
occurrence and prevalence of this species in the studied area (higher probabilities to the west), and that this pattern seems to
mainly be associated with topo-climatic variables.

Keywords Spirocerca vulpis - Red fox - Explanatory factors - Dung beetles - Topo-climatic factors - Habitat factors

Introduction

Spirocerca lupi (Rudolphi 1809) is a nematode that affects
animals of the Canidae family (Bailey et al. 1963; Lobetti
2000). Most research on this parasitosis has focused on the
dog as the definitive host. However, there is a great lack of
information on the epidemiology and pathogenicity of S. /upi
in wild hosts, specifically in foxes. Recently, a new species,
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Spirocerca vulpis (Rojas et al. 2018a), was described from red
foxes in Europe, which is morphologically and genetically
different from S. /upi and produces stomach nodules in these
hosts (Rojas et al. 2018a). Adults of Spirocerca are usually
located in nodules in the thoracic wall of the esophagus. The
females expel embryonated eggs that leave with the feces into
the environment. These eggs are then ingested by dung beetles
(Coleoptera Scarabaeidae and Geotrupidae), where they de-
velop into infectious third-stage larvae (L3) until they are
ingested by the definitive host (Bailey et al. 1963;
Mukaratirwa et al. 2010). Other transport or paratenic hosts
sometimes participate in the cycle (Chhabra and Singh, 1972).

Cases of infestation by Spirocerca have been reported
worldwide (Bailey 1972; Van der Merwe et al. 2008;
Dantas-Torres and Otranto 2014; Ferrantelli et al. 2010;
Szafranska et al. 2007; Popiotek et al. 2011). In Spain, previ-
ous studies have shown that Spirocerca is present in foxes and
dogs with prevalence of up to 22.5% depending on the prov-
ince (Criado-Fornelio et al. 2000; Martinez-Carrasco et al.
2007; Sanchis-Monsonis et al. 2019). In general, a greater
incidence has been described in warm climates, leading us to
suspect that certain topo-climatic and habitat factors may pre-
dispose hosts to these parasites. We examined a large number
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of fox carcasses from western-central Spain. The objective
was to describe the occurrence and prevalence of spirocercosis
in this area, to discriminate the species responsible, as well as
to estimate climatic and habitat-associated variables to deter-
mine the most likely factors conditioning the progress of this
parasitism in Iberian wild foxes.

Materials and methods
Study area

The study was conducted in 202 municipalities in five prov-
inces of western Spain (Caceres, Salamanca, Zamora, Avila,
and Valladolid). The total area covered by these municipalities
is about 19,851 km?, ranging geographically from 49.336 and
39.945 in latitude to — 8.842 and — 4.891 in longitude (Fig. 1).

Animal collection

From June 2016 to November 2017, a total of 1644 carcasses
of red foxes (Vulpes vulpes) were subjected to necropsies
where they were collected or, alternatively, at the parasitology
laboratories of the Faculty of Veterinary Medicine at the
University of Extremadura. The sampled foxes came from
government-authorized hunting within legal guidelines and
for recreational or commercial purposes or from deaths in
traffic accidents. Of the 1644 analyzed foxes, 52.2% were
males (n=859), 47.4% were females (n=779) and 6 could
not be sexed. The approximate age of each of the foxes was
determined according to the analysis of the dental formula
(Séenz de Buruaga et al. 2001), differences in the collection

Fig. 1 Variation in the prevalence of Spirocerca vulpis derived from the
foxes examined in 202 municipalities (green polygons) of peninsular
Spain. Prevalence values varied from 0 (small yellow circles) to 1 (big
red circles). The lower right map indicates the location of the Spanish
provinces of Zamora (Z), Valladolid (V), Salamanca (S), Avila (A), and
Caceres (C)

@ Springer

date of the corpse from the most probable date of birth taking
into account that foxes in Spain have a unique breeding season
during the spring (Voigt and MacDonald 1984; Zapata et al.
1997), and the external appearance of the fox based on re-
searcher experience.

The corpses (n=105) of nine additional mammal species
killed in traffic accidents were also examined (see Table 1).

Determining Spirocerca infestation

The presence of parasitic nodules in the gastric wall or other
locations during necropsy was considered the parameter of
positivity of infection. No other parameter was considered to
establish positivity, considering that coprological methods
have not been highly effective (Al-Sabi et al. 2014).

The molecular study was carried out from a group of rep-
resentative samples from the different geographical areas.
DNA was extracted from individual specimens of worms cor-
responding to 31 Spirocerca spp.-positive red foxes using the
kit Exgene Tissue SV (GeneAll, Seoul, Korea) following the
manufacturer’s instructions. PCR amplification was carried
out as described previously for Spirurida (Casiraghi et al.
2001), where a 689 bp-long region of the cox/ gene was
amplified using the primer set NTF (5'-TGAT
TGGTGGTTTTGGTAA-3") and NTR (5'-ATAA
GTACGAGTATCAATATC-3'). All the amplicons were se-
quenced by Macrogen Sequencing Service (https://dna.
macrogen.com), where for automated directing sequencing,
the PCR products were amplified using the internal forward
and reverse primer. Direct PCR sequencing reaction was
performed using a PRISM BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit. The DNA samples containing the extension
products were added to Hi-Di formamide (Applied
Biosystems, Foster City, CA). The mixture was incubated at
95 °C for 5 min, followed by 5 min on ice and then analyzed

Table 1 Number and taxonomic identity of the studied animals
No. of animals
of sampling

Negative red foxes sampled (Vulpes vulpes) 1544

Positive Spirocerca vulpis red foxes (Vulpes vulpes) 100

Genet (Genetta genetta) 9

European badger (Meles meles) 22

Marten (Martes foina) 29

Wild cat (Felis silvestris silvestris) 11

European polecat (Mustela putorius) 9

Hedgehog (Erinaceus europaeus) 4

Egyptian mongoose (Herpestes ichneumon) 7

Eurasian otter (Lutra lutra) 3

Wild boar (Sus scrofa) 11

Total 1749
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by ABI Prism 3730XL DNA analyzer (Applied Biosystems,
Foster City, CA). Sequences were edited in Chromas Lite 2.1.
1 (Technelysium Pty Ltd) and consensus sequences for each
forward/reverse pair were created in BioEdit (Hall 1999). The
identity at the species level was assessed based on the analysis
of the generated sequences, taking into consideration the
higher results of homology searches using the sequences de-
posited at GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

Origin of environmental data

Two types of environmental data, topo-climatic and habitat
variables, were used, and their predictive capacity accounting
for the occurrence and prevalence of S. vulpis infestations in
the studied municipalities was assessed. In total, 11 topo-
climatic variables were considered to measure the probable
environmental degree of association of S. vulpis with climatic
and topographic characteristics. Data on current climate came
from the University of Extremadura (see methodology in
Felicisimo et al. 2011), which include average figures about
temperature and precipitation during the period from 1950 to
2007 for the complete Iberian Peninsula (see, http://ide.unex.
es/conocimiento/). Using this primary source of climatic
information at a resolution of 1 km* UTM grid cells and the
formulas of Valencia-Barrera et al. (2002) and Lopez-
Fernéndez and Lopez (2008), nine bioclimatic variables were
built: mean monthly precipitation, minimum monthly precip-
itation, maximum monthly precipitation, total annual precipi-
tation, minimum monthly temperature, maximum monthly
temperature, mean monthly temperature, continentality, and
aridity. Topographic data came from a digital elevation model
of the Iberian Peninsula at a resolution of 90 m downloaded
from the same Web page of the University of Extremadura.
This topographic information was used to derive two vari-
ables: mean elevation and elevation range (difference between
the minimum and maximum elevation in each municipality).

Habitat variables come from the CORINE Land
Cover project for the year 2011 (www.eea.europa.eu)
at a resolution of 100 m?, using three of the five
recognized land uses of level 1: natural (forest and
semi-natural areas), cultivated (agricultural areas), and
urban areas (artificial surfaces). Human population den-
sity of each municipality was also included as a habitat
variable according to the data provided by the Instituto
Nacional de Estadistica (http://www.ine.es/). All of these
four habitat variables were included in order to account
for the possible effect of anthropic alterations in
promoting or supressing this disease.

The obtained digital cartography was overlapped with the
polygons of the 202 considered municipalities downloaded
from the Instituto Geografico Nacional (http://
centrodedescargas.cnig.es). Average values of each of the 15
formerly mentioned variables were obtained for each

municipality using GIS software (TerrSet 18.21; Clark Labs,
Clark University).

Statistical analyses

The 1644 cases of foxes were first analyzed to examine if sex
and age factors are associated with the occurrence of S. vulpis.
A Chi-square test was used to estimate the association be-
tween the two binary variables (male/female sex and
positive/negative infestation). In the case of age, 1-year clas-
ses were established, and the Wald-Wolfowitz non-parametric
test (WW test) was calculated to compare the distribution of
the number of observations in these age classes among fox
specimens with and without S. vulpis infestation. The WW-
test was used because it is not only based on the comparison of
mean values, but also on the shape of the complete distribution
of these values (Sprent and Smeeton 2007).

Subsequently, all the available data were used to determine
the presence-absence of S. vulpis in each of the 202 munici-
palities as well as the prevalence of the infestation in each
municipality (the number of positive cases on the total number
of carcasses). These two dependent variables were regressed
against the selected topo-climatic and habitat variables.
Generalized Linear Models (GLMs) were used to quantify
the relevance of each variable individually on either (i) the
presence-absence of S. vulpis or (ii) the continuous variation
in prevalence values. Thus, separate models were run to com-
pare the effect of the predictors in delimiting the occurrence of
the infestation (presence-absence data) as well as the frequen-
cy of the infestation in those municipalities with positive
cases. For the first case, we used a binomial error distribution
linked to the set of predictor variables via a logit link function.
In the second case, a Poisson distribution was assumed and a
logarithmic link function was used. The Wald statistic was
used as a test of the significance of the regression coefficient,
based on maximum likelihood estimates. In these analyses,
land use frequencies were submitted to a logit transformation
to fulfill linear modeling assumptions (Warton and Hui 2011),
while the remaining predictors were standardized to eliminate
the effect of measurement scale differences (to a mean of zero
and standard deviation of one). Our aim with these models was
simply to estimate the individual explanatory capacity of each
variable, and this variability is measured as their change in
deviance from a null model (Dobson and Barnett 2018).

The complete variability explained by each of the two types
of predictors (topo-climatic (TC) and habitat variables (H))
was estimated submitting the data to a saturated model in
which all the variables of each type were included together.
The number of collected foxes in each municipality may in-
fluence the obtained prevalence values because the smaller the
number of foxes, the greater the probability of obtaining neg-
ative cases, and thus low prevalence values. Consequently, the
number of collected foxes in each municipality is also
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considered a third type of variable reflecting possible “sam-
pling bias” (SB, hereafter). The comparative influence of TC,
H, and SB variables in the occurrence or prevalence of
S. vulpis infestations was estimated by a variation partitioning
method or partial regression analysis (Legendre and Legendre
2012), where the complete explained variability is divided
into eight different pure and combined components: three pure
effects for each type of predictor, three combined variations
between pairs of predictor types, one variation due to the
combined effect of the three types of predictors and, finally,
the variation not explained by the predictor variables included
in the analysis. This analysis aims to discriminate the genuine
relevance of each of the three types of variables, as well as
their combined explanatory capacity as a consequence of the
correlation between them (variability that can be indifferently
attributed to one or the other set of predictors).

The variation of S. vulpis prevalence values between mu-
nicipalities seems to show a clear spatially structured pattern
(Fig.1). The weight of this spatial pattern was measured
regressing prevalence values against the nine terms of a third
degree polynomial equation of the central latitude and longi-
tude of each municipality (trend surface analysis or TSA;
Legendre and Legendre 2012). Similarly, after making a com-
plete saturated model including all the TC, H and SB vari-
ables, the residuals (the variability unexplained by these pre-
dictors) were also submitted to a TSA to assess whether one or
several important spatially structured explanatory variables
could be left out (Legendre and Legendre 2012) or, on the
contrary, whether the variables used represent this spatially
structured pattern.

All statistics were performed using StatSoft’s
STATISTICA v10.0 (StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma, USA).

Results

The molecular analysis with BLASTn of 31 individual spec-
imens of Spirocerca worms, always revealed homologies that
oscillated between 99 and 100% with the cox1 sequences of
Spirocerca sp. (examples of accession numbers: KJ605489.1
and KJ605487.1) and between 98 and 100% with S. vulpis
(examples: MH634016.1 and MH633993.1), being the ho-
mologies always below 93% with respect to the sequences
of S. lupi. Therefore, BLAST could allow a preliminary iden-
tification of our sequences with S. vulpis, recently described
by Rojas et al. (2018a) for red fox, even though different
phylogenetic and morphometric studies are necessary for
greater robustness (work in progress).

The number of analyzed foxes throughout the year varied
due to differences in the periods in which hunting is allowed in
the study area (Table 2). The number of positive animals, as
well as the percentage of positive cases, was higher during the
winter months, especially between December and February
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(Table 2). The infestation of S. vulpis was observed in 100
red foxes with a general prevalence of 6.09%, which seems
to vary spatially (Fig. 1). In terms of the provinces, Salamanca
showed a prevalence value in foxes of 6.95%, while Avila and
Valladolid did not have any positive animals (Fig. 1). Only
one fox was analized in the province of Caceres and was
positive, while a prevalence of 4.11% was obtained for the
province of Zamora. The remaining mammal species were
negative for the presence of Spirocerca spp. infestation.

The prevalence by sex reached 5.3% in males and 6.9% in
females, but no significant association was observed (Chi-
square=1.77; df=1; p =0.18), such that the degree of infes-
tation would be similar between males and females.

The number of analyzed foxes in which the age could be
determined was 1637. Animals older than 1 year (n=1247)
had a prevalence of 5.8%, while young animals under 1 year
(n=390) reached a prevalence of 7.2%. In terms of age
ranges, the highest number of positive cases was found in
animals between 1 and 2 years old (Fig. 2). The frequency
distribution of positive and negative cases of S. vulpis infes-
tation differed significantly among the different age classes
(WW-test=17.99; p<0.001; n1 =1537; n2=100), mainly
as a consequence of the proportionally lower number of pos-
itive cases in the older age classes (Fig. 2). Thus, infection was
proportionally more frequent in young individuals.

Eight predictors were able to explain more than 10% of
total variability in the occurrence of S. vulpis in municipalities
(Table 3), highlighting among them topo-climatic variables
such as mean elevation, minimum monthly temperature, and
mean monthly temperature. In general, S. vulpis is more likely
to be found in foxes when elevation is lower and minimum
monthly temperatures are higher (Fig. 3). Considering habitat
variables, the probability of finding S. vulpis is also higher in
areas of natural land use (Fig. 3; Table 3). All topo-climatic
predictors are able to account for 48.5% of total variability
when considered together, while habitat variables taken to-
gether explain 15.6%. However, the occurrence of S. vulpis
is also importantly accounted for by the number of collected
foxes (SB variable; Table 3). Thus, S. vulpis is more likely to
be found when the number of studied foxes is higher. A com-
plete saturated model including all TC, H, and SB variables
accounted for 59.8% of total variability. Partial regression
analysis (Fig. 4) indicated that TC variables have the highest
explanatory capacity independently of the other predictors
(pure variability; 28.9%), and also that the pure effect of SB
is not negligible (8.1%). A good part of the explained variabil-
ity cannot be ascribed to any of the three types of predictors
(11.3; i.e., combined effect of the three types of predictors).
Finally, TSA analysis showed that the occurrence of S. vulpis
is structured spatially; spatial variables explained 44.6% of
total variability (F=17.14; df=9, 192; p<0.0001).
However, this spatial structure seems to be completely ex-
plained by the selected TC, H and SB predictors because the
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Table 2

Number of collected foxes (V), number of foxes with positive infestation (Npos) of Spirocerca vulpis, and percentage of infested foxes in the

different seasons and months (winter (Win); spring (Spr); summer (Sum); autumn (Aut)) and months of the year from January (J) to December (D)

Seasons Win Win Win/Spr Spr Spr Spr/Sum Sum Sum Sum/Aut Aut Aut Aut/Win
Months J F M A M J J A S (@) N D

N 170 65 21 - 1 4 13 198 240 309 397 223
Nros 16 13 0 - 0 0 0 6 9 8 26 22

% 94 20.0 0 - 0 0 0 3.0 3.8 2.6 6.5 9.9

residuals of the complete saturated model cannot be explained
by a TSA (F=0.71; df=9192; p =0.70).

Six predictors accounted for more than 10% of total vari-
ability of prevalence values between municipalities (Table 3).
In this case, maximum monthly temperature, mean elevation
and, especially, the number of collected foxes (=46%) were
the most relevant variables. Thus, as in the case of presence-
absence data (occurrences), the prevalence of S. vulpis is
higher at lower elevations and higher temperatures (Fig. 5).
However, in the municipalities with positive cases, the preva-
lence of infection was higher when the number of collected
foxes was lower (Fig. 5). In total, topo-climatic variables ac-
count for almost 64% of total variability in S. vulpis preva-
lence. However, habitat predictors only explain 6.8% when
they are considered together. The number of collected foxes
is in this case a very relevant predictor capable of accounting
for almost 46% of total variability (Table 3). Thus, the higher
prevalence of S. vulpis appears when the number of foxes in
low (Fig. 5). A complete saturated model including all TC, H,
and SB variables accounted for 86.2% of total variability.
Partial regression analysis (Fig. 4) indicated that TC variables
have the highest pure explanatory capacity (35.8%), and that
the combined and inseparable effect of TC and SB variables is
also high (32.7%); i.e., topo-climatic variables and the number
of collected foxes covary in a way that makes it impossible to
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Fig. 2 Frequency distribution of the number of positive (in red) and
negative (in blue) observations of Spirocerca vulpis infestation in foxes
among different age classes. Lines represent the lognormal adjustment of
the data

ascertain the explanatory capacity of each type of predictor.
Interestingly, some of the combined effects are negative (Fig.
4), probably because the two types of variables together are
able to explain the prevalence of S. vulpis better than the sum
of their individual effects (Legendre and Legendre, 2012; a
synergic effect). TSA analysis showed that the prevalence of
S. vulpis is also structured spatially since spatial variables
accounted for a large portion of total variability (62.4%; F =

591df=9,32; p<0.0001). Again, this spatial structure seems
to be completely explained by the selected predictors; the
residuals of the complete saturated model cannot be explained
by a TSA (F=0.20; df=9, 32; p=0.99).

Discussion

Our study, which included 1644 foxes from different areas of
western Spain, showed that S. vulpis has a prevalence of
6.09% in this region. The molecular analyses revealed a high
homology of our sequences with the new species Spirocerca
vulpis, described by Rojas et al. 2018a for red fox, confirming
an apparent host preference to red foxes.

Therefore, this is the first study of variables and risk factors
for the occurrence of S. vulpis in the west of Spain, thus get-
ting better our understanding of their epidemiology and distri-
bution in the Iberian Peninsula, although further phylogenetic
and morphometric studies must be carried out to expand the
knowledge about the evolution and phylogenetic variability
within the genre, in the line with those presented by Rojas
et al., 2018b and Sanchis-Monsonis et al. 2019.

Previous studies carried out in Spain indicate that the prev-
alence of up to 2.5% in the northeastern Iberian Peninsula
(Gortazar 1997 and Segovia et al. 2004). In the Valencia
Autonomous Community (eastern Spain), a study involving
286 foxes showed, however, a prevalence of 22% (Sanchis-
Monsonis 2015; Sanchis-Monsonis et al. 2019). However, in
the central part of the Iberian Peninsula the prevalence found
reached 18.03% (for 67 foxes studied in the province of
Guadalajara; see Criado-Fornelio et al. 2000) while any pos-
itive fox appears in other cases (for 61 foxes studied in the
provinve of Ciudad Real; Valcarcel et al. 2018). In wolf pop-
ulations of the Iberian northern plateau, S. /upi may have a
prevalence of around 16% (Dominguez and de la Torre 2002).
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Table 3 Deviance (Dev), percentage of explained deviance (%
ExpDev), values of the Wald statistic measuring the statistical
significance of the regression coefficient and associated probability of
each of the considered predictors in accounting for the presence-

absence of Spirocerca vulpis infestation (occurrence), and on the preva-
lence of Spirocerca vulpis infestation in foxes of the 202 studied
municipalities

Occurrence Prevalence

Dev % ExpDev Wald stat pr Dev % ExpDev Wald stat )4
Mean monthly precipitation 194.19 6.0 12.38 0.0004 0.38 ns
Minimum monthly precipitation 191.12 7.5 13.73 0.0002 0.28 ns
Maximum monthly precipitation 196.35 49 10.36 0.001 0.00 ns
Total annual precipitation 194.19 6.0 12.38 0.0004 0.38 ns
Minimum monthly temperature 139.05 32.7 51.65 <0.0001 3.45 ns
Maximum monthly temperature 180.55 12.6 22.36 <0.0001 5.89 27.6 13.49 0.0002
Mean monthly temperature 152.33 26.2 40.33 <0.0001 7.05 134 5.22 0.02
Continentality 183.53 11.1 14.87 <0.0001 7.08 13.0 491 0.03
Aridity 199.92 3.2 6.90 0.009 0.00 ns
Mean elevation 135.37 34.5 34.63 <0.0001 6.14 24.6 14.29 0.0002
Elevation range 1.36 ns 7.15 12.2 5.06 0.02
Urban land use 201.85 2.3 4.57 0.03 0.04 ns
Cultivated land use 179.65 13.0 23.80 <0.0001 0.24 ns
Natural land use 176.19 14.7 25.12 <0.0001 0.01 ns
Population density 1.44 ns 0.48 ns
Number of collected foxes 165.10 20.1 27.79 <0.0001 441 45.8 17.55 <0.0001

In other southern European areas with similar climates, the
prevalence found in foxes ranged from 9.16% to 23.5% in
Italy (Ferrantelli et al. 2010; Magi et al. 2014) and 12.9% in
Portugal (Eira et al. 2006). Taking into account all of these
data, it is evident that the prevalence of Spirocerca spp. differs
widely between Euromediterranean localities despite similar
climates between zones and regions. This suggests that the
influence of undetermined risk factors at the local level (local
vegetatiton, water concentration, animal presence, kind of
soil, human density population, etc.) may play a decisive role
in the prevalence of this parasitosis.

In general, according to other authors, it seems clear that
the factors that most affect the prevalence of Spirocerca spp.
may be the presence of intermediate and paratenic hosts in the
environment, as well as the density of definitive hosts infected
in specific areas (Urquhart et al. 1996; Du Toit et al. 2008). In
fact, in our study, despite having sampled areas with relatively
similar global climatic characteristics, we found municipali-
ties with prevalence values above 20% and others with no
positive infestations. The density of intermediate hosts, such
as dung beetles, in a given area may influence the variation in
infestation prevalence, also considering that this density is
related to other factors like soil substrate, climatic conditions,
livestock density, and/or farming methods (Bailey 1972;
Lumaret et al. 1992; Gottlieb et al. 2014). In fact, the higher
prevalence values of S. vulpis were found in the dehesa areas
with a high cattle density and also with high density of Iberian
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pig which eat acorns during autumn and winter (provinces of
Salamanca and Zamora; see Fig. 1). In these areas, there is a
greater availability of food sources for dung beetles, which
would mean a greater density of these intermediate hosts,
and in turn a greater probability of fox infections. This is in
accordance with results provided by Frediani (1996), who
found a greater percentage of dung beetles in the feces of foxes
inhabiting pastures when compared with those inhabiting for-
est, which may be explained by the presence of a higher den-
sity of cattle in these pasturelands. The role of the dung beetle
species colonizing livestock feces as intermediate hosts of
S. lupi can be understood by considering that most part of
Western Palearctic dung beetles are attracted to many different
dung types (Martin-Piera and Lobo 1996; Frank et al. 2018).
Thus, those natural areas with a high livestock density have a
higher species richness, abundance and biomass of dung bee-
tles (Lumaret et al. 1992; Galante et al. 1995; Lobo et al.
2006), and therefore, a greater probability of infection by
Spirocerca spp. The results suggest that both the occurrence
of S. vulpis infestations and the prevalence in the municipali-
ties with positive cases seem to be spatially structured. Higher
prevalence values and a high likelihood of obtaining positive
fox infections occurred in the western zone of the studied
territory on the border with Portugal. However, this spatial
pattern disappears when climatic and habitat variables are
considered, suggesting that an environmental component is
at play in the infestation of S. vulpis. Some authors consider
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Fig.3 Relationship between the negative (0) or positive (1) occurrence of
Spirocerca vulpis in foxes and elevation, minimum monthly temperature,
or percentage of natural land cover in the studied municipalities. The size
of the dots indicates the number of observations. Broken line represents
the adjustment of the data according to a distance-weighted least squares
procedure

that climatic variables, such as ambient temperature and hu-
midity, may explain the rate of infection in the intermediate
host. In previous studies with filarioid nematodes (Genchi
et al. 2009; Laaksonen et al. 2010), high temperatures aggra-
vated the infection of intermediate hosts. However, under
more arid conditions, the risk of infection of S. lupi seems to
be higher in irrigated and shady environments during summer
(Gottlieb et al. 2011) and a decrease in humidity and an in-
crease in maximum temperature seem to diminish the risk of
S. lupi infections (Gottlieb et al. 2014). Our results indicate
that climate variables have a greater explanatory power than
habitat variables such that the occurrence, but mainly the prev-
alence of S. vulpis, is higher in lowlands and warmer regions.
In our case, these lowlands are interspersed with trees and
have the highest mean minimum and maximum temperatures.
As with temperature, the decrease in humidity seems to cause
a decrease in the infection rates of dung beetles (Gottlieb et al.
2014), coinciding with the conclusions drawn by Rojas et al.
(2017). Interestingly, our results suggest that the role of the
environment is greater in explaining the relative proportion of
positive cases in the infected municipalities (= 64%), than in
accounting for the presence-absence of S. vulpis (=~ 48%). This
would suggest that the infestation of a region may depend on
idiosyncratic local factors, but when a territory has been
infested, the prevalence would be conditioned by environmen-
tal factors.

Our study also shows that the highest percentage of
infection in foxes is found during winter months. These
data are coincident with recent studies in the Iberian
Peninsula, in a mediterranean climate area, where the
highest probability of finding S. vulpis was at

7.2%

SB

U (40.2%)

SB

U (13.8%)

Fig. 4 Results of a partial regression analysis showing the pure and
combined percentages of variability accounted for by topo-climatic
(TC), habitat (H), and sampling bias (SB) variables on Spirocerca vulpis
occurrence (upper diagram) and prevalence (lower diagram). U, unex-
plained variability. SB is the number of collected foxes in each
municipality

temperatures of 4 °C, decreasing well above 21 °C or
below —2 °C (Sanchis-Monsonis et al. 2019). In agree-
ment with the results of previous studies carried out on
dogs (Mazaki-Tovi et al. 2002; JyothiSree and Hafeez
2013), the seasonality of the occurrence of spirocercosis
in the definitive host can be explained by the seasonal-
ity of the dung beetles themselves. According to the life
cycle of the parasite, the highest incidence in foxes
would occur between 3 and 6 months after the period
of maximum activity of dung beetles (Van der Merwe
et al. 2008). In our study area, it has been shown that
the activity of dung beetles has two clear annual max-
imums as typical in Mediterranean regions: late spring
and early autumn (Cabrero-Saiiudo et al. 2008). This
would imply that foxes become infected more frequently
due to the ingestion of infected beetles occurring in the
autumn season. This may occur for a variety of reasons,
including an increased consumption of fruits and cole-
optera by opportunistic foxes during early autumn
(Carvalho and Gomes 2004; Santos et al. 2007; Diaz-
Ruiz et al. 2011). This could also be due to the in-
creased consumption of certain species of dung beetles
depending on the season of the year. Assuming that
some dung beetle species are more likely to act as in-
termediate hosts, additional decisive factors may also be
the size of the beetle and the size of the particles they
may consume (Serafini and Lovari 1993; Du Toit et al.
2012). More studies would be necessary to determine
whether this is the case.
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Fig. 5 Relationship between the prevalence of Spirocerca vulpis in the
municipalities with positive cases and elevation, maximum monthly
temperature, and number of collected foxes. The size of the dots
depends of the number of observations. Solid lines represent the linear
adjustment of the data and broken lines the 95% confidence interval

According to our results, there were no statistically
significant differences in the occurrence of spirocercosis
between males and females, as previously noted by oth-
er authors for foxes (Sanchis-Monsonis et al. 2019) and
dogs (Wandera 1976; Mylonakis et al. 2006; Chikweto
et al. 2012; Lobetti, 2014). Our results also show that
fox age is relevant in explaining the presence of
spirocercosis. The highest proportion of positive cases
occurred in young foxes between 1 and 2 years old.
At these ages, animals need a high protein intake and
are more likely to actively look for insects such as dung
beetles and other intermediate hosts of Spirocerca spp.
(NRC 1982). Additionally, it is also likely that older
animals have developed some degree of immunity due
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to repeated exposure to the parasite, as is the case in
the infection of foxes by Angyostrongylus vasorum
(Webster et al. 2017). Due to the absence of studies
about the immune response of foxes to infection by
Spirocerca spp., future work would be necessary to con-
firm this latter hypothesis. Sanchis-Monsonis et al.
(2019) observed that the prevalence of spirocercosis in
foxes was greater in animals older than 6 months than
in offspring, a fact explained by the long life cycle of
the worm. It is difficult to establish a clear comparison
of this work with our results, since they considered
animal adults from 6 months and we have established
adulthood after the year of life, finding the highest rates
of infection in animals between 1 and 2 years old.

In dogs, Lobetti (2000, 2014) did not identify a specific age
group at risk for S. /upi infection; however, it has been report-
ed that dogs between 1 and 4 years old are the most commonly
affected (Chhabra and Singh 1972; Dixon and McCue 1967).
Other studies carried out in dogs (Mazaki-Tovi et al. 2002;
Aroch et al. 2015) found that animals 1-year old or younger
had the lowest risk of spirocercosis infection. In this same
species, the highest probability of infection occurs in animals
of 5 or more years (Mazaki-Tovi et al. 2002; Sasani et al.
2012). When compared with our results, all of these studies
seem to confirm that the age with the greatest likelihood of
infection varies between regions and species.

In addition to the fox, our study about the prevalence of
spirocercosis in western Spain included nine other wild mam-
mals (see Table 1) in which the infection has not been detected
in the performed necropsies. S. /upi is a nematode parasite of
carnivores mainly found in Canidae, especially domestic dogs
(Canis familiaris), although it has also been described in many
domestic animals such as goats, ponies, donkeys, domestic
cats, etc. (Ndiritu and Al-Sadi 1976; Mense et al. 1992).
Similarly, in addition to the red fox, (Martinez et al. 1978;
Diakou et al. 2012), spirocercosis has been reported in a wide
variety of wild carnivores, including the coyote (Canis
latrans), the gray fox (Urocyon cinereoargenteus), the bobcat
(Felis rufus), the wolf (Canis lupus), the Neotropical bush dog
(Speothos venaticus), the black-backed jackal (Canis
mesomelas), the cheetah (Acinonyx jubatus), and lemurs
(Lemur fulvus, Lemur macaco, Lemur cattaurs) (Murray
et al. 1964; Blancou et al. 1976; Pence and Stone 1978;
Dominguez and de la Torre 2002; Szczgsna and Popiotek
2007; Rinas et al. 2009; Bumby et al. 2017). We do not rule
out the possiblity that a larger sample of these other wild
mammals would yield positive cases of spirocercosis in the
studied area.

Our results also provide some methodological impli-
cations associated with the role of the number of stud-
ied foxes in each municipality in explaining the occur-
rence and prevalence of spirocercosis. Because there
was a greater likelihood of identifying positive cases
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of infestation when more foxes were tested, detecting
infestation should require extensive sampling.
Consequently, concluding that a municipality is clear
of infection is risky due to the low infection prevalence
(6%). Furthermore, when only the data from those mu-
nicipalities with positive cases are considered, the prev-
alence is higher if the number of foxes collected is low.
This result may also be a consequence of sampling
biases. However, if the number of foxes captured in
each municipality is positively related to their popula-
tion size, this result may suggest that spirocercsis could
be the one of the culprits behind the decrease in the
number of foxes in the infected municipalities, but it
cannot be ruled out the influence of other possible path-
ogens (viruses, other parasites, etc.).

We have not included domestic dogs in our study althought
the risk of transmission of S. vulpis from foxes to domestic dogs
should be viewed as high. However, Spanish legislation obligates
to carry out deworming programs in dogs every 3—6 months thus
hindering the spread of a disease requiring such a long time to
complete its epidemiological cycle. Despite this, possible chang-
es in this legislation, the gradual rapprochement of foxes to
anthropized areas, together with the increasing of dog popula-
tions should be considered risk factors specific requiring moni-
toring programms in order to prevent the transmission of
S. vulpis to dogs.

In conclusion, Spirocercosis is an important parasitosis in the
red foxes of Western Spain, being the subspecies S. vulpis the
main cause of this infection. The occurrence and prevalence of
the infection seem to be determined by multifactorial causes,
including the season of year, the age of the foxes, and especially,
topo-climatic and habitat factors.
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Resumen.

La infeccion por Spirocerca lupi en perros (Canis domesticus) se asocia con lesiones
esofagicas que pueden evolucionar a un estadio neoplasico en forma de sarcoma esofagico.
En el presente estudio, se analizaron un total de 163 zorros positivos a Spirocerca, observan-
do que el 100% de los vermes analizados pertenecieron a la subespecie Spirocerca vulpis. La
mayoria de los zorros positivos (96,9 %) presentaban nodulos de S. vulpis localizados en la
zona gastrica (pared y/o epiplén), y solamente el 3,1% tenian nédulos en el intestino delgado,
no encontrandose en otras localizaciones. A diferencia de lo que ocurre en el perro, en el zorro
no se han informado formas neoplasicas. Las lesiones inducidas por S. vulpis se caracteri-
zaron en un total de 71 animales que presentaron un éptimo estado de conservacion de los
nodulos gastricos para su estudio histopatolégico e inmunohistoquimico (IHC). Se establecié
una clasificacién de las lesiones en tres grupos: parcheado, difuso y mixto, en funcion de la
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distribucion de las células en dichas lesiones. La mayor parte de los nddulos tenian distribu-
cion difusa (76,1%), mientras que el 21,1% presento distribucion parcheada. El grupo de las
lesiones mixtas solo aparecié en un 2,8% de los nodulos. El analisis inmunohistoquimico se
realizé en diez muestras de lesiones parcheadas y en 10 difusas utilizando el marcador CD68
para macrofagos, el CD3 para linfocitos T y el CD79 para linfocitos B. Ademas, las muestras
también se tifieron mediante la tincion Hemotoxilina-Eosina con el fin de evaluar neutrdfilos y
eosindfilos. La intensidad de la necrosis, las hemorragias y la presencia de colageno fueron
otros parametros que también se analizaron en el presente estudio.

Un punto en comun de todas las muestras fue la presencia de un infiltrado linfoplas-
mocitario de moderado a severo. Tanto las lesiones parcheadas como las difusas presentaron
escasa cantidad de linfocitos B y también una leve infiltracidon de eosindfilos.

En cuanto a los neutrdfilos, las lesiones parcheadas presentaron una cantidad signifi-
cativamente mayor que las difusas. Ademas, en las parcheadas también se aprecié un predo-
minio mayor de fibras colagenas maduras que en las difusas. Tanto la presencia de linfocitos B
como de linfocitos T fue mayor en las parcheadas que en las difusas, siendo estadisticamente
significativa esta diferencia en el caso del marcador CD79 (linfocitos B). La presencia de ma-
crofagos fue levemente mayor (aunque no significativo) en lesiones de tipo parcheado que en
las de tipo difuso.

Estos hallazgos sugieren que la forma difusa es una etapa temprana de la lesién en la
espirocercosis del zorro, y que eventualmente evolucionaria a lesiones mas irregulares (tipo
parcheado). Una de las conclusiones mas importantes de este estudio es que ninguna de las
71 muestras analizadas evidencio lesiones de tipo neoplasico, a diferencia de los procesos
descritos en perros doméstico por Spirocerca lupi.
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ABSTRACT:  Spirocerca lupi infection in dogs (Canis domesticus) is associated with esophageal lesions
that may evolve to a neoplastic stage in the form of esophageal sarcoma. In the red fox (Vulpes vulpes)
infected with the closely related Spirocerca vulpis, similar lesions may occur in the stomach, but
neoplastic forms have not been reported. We characterize Spirocerca vulpis—induced lesions in the
fox, using pathology and immunohistochemical (IHC) techniques. Seventy-one out of 163 Spirocerca
vulpis—positive red foxes were selected and subjected to histopathological study. Lesions were
classified as patchy or diffuse. Ten patchy and 10 diffuse lesion samples were studied using three THC
markers (CD68, CD3, and CD79a for macrophages, T lymphocytes, and B lymphocytes, respectively)
and H&E stain for neutrophils and eosinophils. Intensity of necrosis, hemorrhages, and the presence
of collagen was also analyzed. Of the S. vulpis—positive red foxes, 96.9% had S. vulpis nodules
localized in the gastric area (wall and/or omentum), and 3.1% had nodules in the small intestine. All
the samples had a moderate to severe lymphoplasmacytic infiltrate. Mild eosinophil infiltration was
observed in both types of lesions, while neutrophil infiltration was significatively higher in the patchy
than in the diffuse lesions. Fibrosis with mature collagen fibers was also predominant in the patchy
lesions along with the presence of T lymphocytes and macrophages. Both the patchy and diffuse
patterns had very few B lymphocytes. These findings suggest that the diffuse form is an earlier stage
of the lesion, which eventually evolves into patchy forms. Neoplastic forms were not seen. Although
more studies are necessary, this study describes the lesions, characterizes the inflammatory infiltrates,
and establishes a possible evolution of the different pathological forms of S. vulpis infection in the red
fox.
Key words:  Spirocerca vulpis, lesion, nodules, red fox, immunohistochemistry

INTRODUCTION ans, and small mammals as paratenic hosts,
and the definitive hosts (DHs) are carnivores
such as domestic dogs (Canis lupus famil-
iaris; Bailey 1972) and possibly the red fox
(Vulpes vulpes L.), the Iberian lynx (Lynx

Spirocerca lupi (Rudolphi 1809) is a
parasitic helminth mainly associated with
the domestic dog (Canis lupus familiaris). 1t
induces the formation of esophageal nodules
that can transform into osteosarcoma and

fibrosarcoma in chronic infections (Lobetti . . .
2000: Ranen et al. 2004, 2008; van der €t al. 2018). A DH is typically infected by

Merwe et al. 2008). Up to 25% of these ngestingan intermediate host or a paratenic
nodules may undergo neoplastic transforma- host containing infective larvae (L3). Once in
tion (Dvir et al. 2001). The parasite has an the DH’s stomach, the L3 hatch and
indirect life cycle involving several hosts, penetrate the gastric wall, reaching the aorta
including coprophagous beetles as the inter- approximately 3 wk after ingestion, then
mediate host, with birds, reptiles, amphibi- requiring a further 10-12 wk for maturation.

pardinus L.), and the Iberian wolf (Canis
lupus signatus; Rojas et al. 2018a; Valcarcel
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Mature nematodes then leave the aorta and
migrate to the esophagus (Lora-Michiels et
al. 2003; van der Merwe et al. 2008).

In dogs, Spirocerca-induced lesions in
natural infestations have been analyzed (Dvir
et al. 2001, 2010). According to the degree of
pathogensis, two stages were established in
nonneoplastic lesions (Dvir et al. 2010): early
inflammation characterized by fibrocytes and
abundant collagen, and a preneoplastic stage
characterized by activated fibroblasts and
reduced collagen. The nodule ultimately
evolves into a malignant sarcoma (Dvir et al.
2011).

The red fox is one of the most widespread
European wild canids and is considered a
key species under the One Health frame-
work, acting as a major reservoir for
extraintestinal nematodes transmissible to
other animals and to humans. Recent
studies (e.g., Rojas et al. 2018b; Martin-
Pérez et al., 2020) indicate that infection in
the red fox is due to a newly described
species of Spirocerca (S. vulpis). Reanalysis
of S. lupi-like organisms obtained from red
foxes in previous reports may reveal they are
S. vulpis, as Rojas et al. (2020) confirmed in
nematodes from Switzerland identified after
being stored for more than 20 years. In
western Spain, our group observed that 6%
of the red foxes analyzed had S. vulpis, using
molecular and morphological analysis, and
no S. lupi was found (Martin-Pérez et al.
2020).

In red foxes, Spirocerca-associated lesions
typically occur as gastric wall nodules (Se-
govia et al. 2001; Ferrantelli et al. 2010;
Diakou et al. 2012; Al-Sabi et al. 2014). The
histopathological lesion is characterized by
granulomatous cellular infiltrates surround-
ing nematodes. The parasites are found in a
central cavitary space surrounded by an
eosinophilic and granular exudate (Rojas et
al. 2018b). Neoplastic forms have not yet
been described in foxes, and there is a lack of
studies regarding the evolution of Spirocer-
ca-associated lesions. Our study aimed to
determine the nature of the lesions induced
by S. vulpis in red foxes from Spain.

MATERIAL AND METHODS

Study area and sample collection

The study was carried out in five provinces
(Salamanca, Avila, Zamora, Valladolid, and
Céceres) in western Spain (41°13'46"N,
5°29'48"W). Red foxes are hunted for pred-
ator population control under licenses autho-
rized by the regional governments of the
autonomous communities of Castile and Le6n
and of Extremadura (Law 9/2019, of 28
March, amending Law 4/1996, of 12 July, on
Hunting in the Autonomous Community of
Castile and Ledn; Law 14/2010, of 9 Decem-
ber, on Hunting in Extremadura). A total of
1936 legally hunted or road-killed red foxes
were harvested from 2016 to 2018. Thus, the
animals were not euthanized specifically for
this study, and no ethics committee approval
was necessary. The approximate age of the
individuals was determined by analysis of the
dental formula (Saenz de Buruaga et al. 1991),
differences in harvest date from the most
probable date of birth (foxes in the Mediter-
ranean area produce cubs during the spring;
Voigt and Macdonald 1984; Zapata et al
1997), and the external appearance of the fox
based on researcher experience. Animals were
classified as young (under 1 yr old), subadults
(between 1 and 2 yr old), and adults (more
than 2 yr old).

Foxes were necropsied in the field and
systematically examined to assess visible
lesions of Spirocerca spp. in gastric walls and
abdominal and thoracic organs. A total of 163
had Spirocerca spp.—like compatible lesions.
Of these, 71 animals without autolysis were
selected, with one nodule being examined per
fox.

Nodules (n=71) were measured with a
caliper to determine their macroscopic size.
For a good understanding and statistical
evaluation, three ranges were established for
nodule sizes: <1.2 cm, >1.2 and <3 cm, and
>3 cm.

Spirocerca species identity

Genomic DNA from individual specimens
was isolated using an NZY tissue gDNA kit
(NZYTech, Lisbon, Portugal). Amplification
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of DNA was performed as described for
Spirurida spp. (Casiraghi et al. 2001). From
each sample, PCR products amplified were
purified and sequenced by STABvida (Monte
da Caparica, Portugal) in forward and reverse
senses, using the same primers as for the
PCR. Sequences were edited in Chromas Lite
2.1.1 (Technelysium, Queensland, Australia),
and consensus sequences for each forward-
reverse pair were created in BioEdit, using
CLUSTAL-W version 2.0 (University College
Dublin, Dublin, Ireland). Obtained sequences
with more than 600 bp (n=20) were subjected
to Basic Local Alignment Search Tool nucle-
otide (BLASTn) analyses (National Center for
Biotechnology Information 2020). The identi-
ty at the species level was based on sequence
homology both taking into consideration the
higher similarity in the BOLD Systems
identification tool (BOLD Systems 2020) and
with the BLASTn tool of the sequences
deposited in GenBank (Benson et al. 2005).

Histopathology

Nodules (n=71) were fixed in neutral
buffered formalin (3.5%, 0.1 M, and pH
7.2), routinely processed, and embedded in
paraffin wax. Five-micron sections were
stained with H&E to assess the microscopic
changes (necrosis, hemorrhages, and collagen)
and to count eosinophils and neutrophils.
Microphotographs were taken using a micro-
scope (Eclipse 80i, Nikon, Tokyo, Japan) with
a digital camera (DXMI200F, Nikon).

Samples were analyzed by two different
pathologists using a light microscope (20X
magnification). Lesion classification was per-
formed according to cell distribution. Lesions
were classified as diffuse when a widespread
pattern was observed. Lesions were classified
as patchy if the cell distribution was focal or
multifocal. When both patterns (patchy and
diffuse) were observed in the same sample, it
was classified as a mixed lesion.

Immunohistochemistry

Ten samples of each type of lesion (patchy
and diffuse) were selected for immunohisto-
chemical analysis as well as 10 control samples

taken from the gastric walls of noninfected
foxes. Only two samples had mixed lesions;
these were not analyzed by IHC, due to
extensive autolysis.

Avidin-biotin complex (ABC Vector Elite,
Vector Laboratories, Burlingame, USA) was
used for immunolabeling. All samples were
dewaxed in an oven, rehydrated, and then
treated in 3% hydrogen peroxide in methanol
for 15 min to quench the peroxidase activity.
Samples were washed with tris-buffered saline
(TBS) 0.01 M and pH 7.2. Antigen retrieval
methods included enzymatic digestion with
trypsin/alpha-chymotrypsin (0.5% trypsin and
0.5% alpha-chymotrypsin, Sigma-Aldrich, Gil-
lingham, Dorset, UK) at 37 C for 10 min or
heat-treated by microwave using tris-ethyl-
enediaminetetraacetic acid (EDTA) pH 9.0;
20 min, and 700 W. Samples were then
mounted on a Sequenza immunostaining
center (Shandon Scientific, Runcorn, UK).
Primary antibody cross-reactivity with tissue
constituents was prevented by using 1.5%
normal serum block, which matched the host
species of the link antibody that was applied to
the sections for 20 min. Details of the primary
antibodies used, their specificity, concentra-
tion, and incubation time are summarized in
Table 1. Sections were washed in TBS and
then incubated for 30 min with the appropri-
ate biotinylated secondary link antibody (Vec-
tor Laboratories), previously washed twice in
TBS. After 30 min of incubation at room
temperature with avidin-biotin complex (Vec-
tor Elite Kit, Vector Laboratories), the signal
was detected using 3.30-diaminobenzidine
tetrahydrochloride (DAB, Sigma-Aldrich)
and lightly counterstained with Mayer’s he-
matoxylin (Surgipath, Peterborough, UK) for
5 min.

Scoring and data analysis

To establish a semiquantitative score, mi-
crophotographs were taken in 20 nonoverlap-
ping, randomly selected fields. Necrosis,
hemorrhages, and collagen in the fields were
scored from 0 to 3 (O=absent; 1=<33%
presence; 2=33-66% presence; 3=>66% pres-
ence). The number of neutrophils and eosin-
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TasBLE 1. Primary antibodies, antigen retrieval, concentration, and incubation time used for the immunohis-
tochemistry technique in Spirocerca-positive nodules of red foxes (Vulpes vulpes) naturally infected with

Spirocerca sp.

Target Specificity Antigen retrieval Dilution Incubation

Human CD3 T-cell marker (polyclonal rabbit Trypsin/a-chymotrypsin 1/500 Overnight
antihuman)*

Human CD79a B-cell marker (clone HM57; Microwave buffer 1/100 1 h at room
monoclonal mouse tris-EDTAP temperature
antihuman)?

Human CD68 Macrophages and monocytes Microwave buffer 1/100 1 h at room
(clone 514H12; monoclonal tris-EDTA temperature

mouse antihuman)®

* Source: DAKO (Glostrup, Denmark).
" EDTA = tris-ethylenediaminetetraacetic acid.
¢ Source: Bio-Rad AbD Serotec (Puchheim, Germany).

ophils (by H&E) was scored from 0 to 3
(O=absent; l=minimal number of cells
[<33%]: 2=moderate number of cells [be-
tween 33% and 66%]; 3=high number of cells
[>66%]). Finally, the infiltrate intensity of
immunolabeled cells (T and B lymphocytes
and macrophages or monocytes) was scored
according to Dvir et al. (2011): O=scant or
absent; 1=positive cells evident but not in all
fields; 2=positive cells present in all fields but
markedly fewer in number than other cells;
3=positive cells in all fields and more pre-
dominant than other cells.

Differences in prevalence and distribution
of the cell types was tested using the chi-
square test. The differences between the
scores of the different types of infiltrate were
analyzed using a Kruskal-Wallis test. P values
<0.05 were considered significant.

RESULTS

In the 163 Spirocerca-positive red foxes, the
main location for grossly visible nodules was
the stomach (96.9%; Fig. 1A). Gastric wall
nodules were present in 118 foxes (72.4%).
Nodules in both the gastric wall and gastric
omentum were found in 40 animals (24.5%),
while five foxes had nodules only in the small
intestine wall (3.1%). No other location was
noted. Nematode larvae were present in
96.3% of the nodules. Spirocerca-positive
nodules were significantly more abundant in

young animals (50.3%) than in subadults
(34.4%) or adults (15.3%; P<0.05).

Following PCR, using BLAST analysis,
identity with S. vulpis oscillated between
99.5% and 100% with the coxI sequences of
Spirocerca sp. from a naturally infected red
fox in 2014 (e.g., GenBank accession numbers
KJ605489.1 and K]605487.1) and between
99.3% and 100% with the newly described
species of S. vulpis in 2018 (e.g., GenBank
nos. MH634016.1 and MH633993.1). The
identities with the reference sequence for S.
lupi (GenBank no. MF403001.1) were always
below 93%. When submitted to the BOLD
System identification tool, all sequences pre-
sented more than 99% similarity with S. vulpis
sequences. Thus, all our samples are consid-
ered S. vulpis.

The mean size of the nodules was 2.21 cm.
The percentiles of the data collected were as
follows: 25% 1.19 c¢cm, 50% 2.56 cm, and 75%
3.24 cm; 29.7% of nodules had a diameter less
than 1.2 cm, 26.1% were between 1.2 and 3
cm, and 44.2% were larger than 3 cm. A ¢-test
for paired samples was conducted to compare
nodule size and the observed number of adult
worms. More nematodes were seen in the
largest nodules compared to the smaller ones
(P<0.05).

Mitosis was insignificant in all observed
fields; similarly, giant cells were very rare.
Overall, 21.1% of the nodules had patchy
distribution (Fig. 1B), 76.1% had diffuse
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distribution (Fig. 1C), and 2.8% had mixed
forms. Significant differences were not found
between the size of the nodule and the type of
lesion (P=0.57).

A lymphoplasmacytic cell infiltrate oc-
curred in diffuse lesions. Hemorrhages were
scarce (score of 0 in 54% of fields), and no
significant differences were found in diffuse
lesions versus patchy lesions (Table 2). In
diffuse lesions, the presence of collagen was
low (score of 0—1 in 71% of fields), and
necrosis was observed in a low-moderate

Spirocercosis-induced lesions in naturally infected red foxes (Vulpes vulpes) from western Spain.
(A) Macroscopic findings of two nodules in gastric wall (arrowheads). (B) Microscopic diffuse lesions (10X). (C)
Microscopic patchy lesions (10X).

proportion (score of 1-2 in >61% of fields;
Table 2). Neutrophils were evident (score of 1
in 80% of fields) in diffuse lesions but
significantly fewer than in the patchy lesions
(P=0.017). Eosinophils were present in low-
moderate numbers and few macrophages
were present (Table 3).

Patches lesions were characterized by a
focal or multifocal presentation of lympho-
plasmacytic cell infiltrate. An infiltrate of
neutrophils (score of 2-3 in 80% of fields)
and macrophages was observed, mostly

141

1202 JequianoN zz uo suinog eigaq Aq ypd z9100-02-P-PMIT 6852 0L/51L81962/29100-02-A-AMI/68G 2 0L/10p/Pd-3j01E/PMI/LID’ ssa1dus|ie uelpliawy/:d)y woly papeojumoq



6  JOURNAL OF WILDLIFE DISEASES, VOL. 58, NO. 1, JANUARY 2022

TaBLE 2. Number and frequency scores for histologic
variables in diffuse (n=54) and patchy (n=15) Spiro-
cerca-associated gastric lesions in red foxes (Vulpes
vulpes). Score ranged from 0 to 3 (0: Absent; 1:
present in <33% of fields; 2: present in 33-66% of
fields; 3: present in >66% of fields); 20 microscope
fields examined per lesion.

Score, n (%)

Variable® 0 1 2 3 Pvalue®
Necrosis >0.05
D 20 (37) 26 (48) 7 (13) 1(2)
P 9(60) 5(33) 1(7) 0(0)
Hemorrhages >0.05
D 29 (54) 21 (39) 4 (7) 0 (0)
p 12 (80) 3(20) 0 (0) 0 (0)
Collagen <0.05
D 10 (19) 28 (52) 15 (28) 1 (2)
P 1(7) 4(26) 1(7) 9 (60)

* D = diffuse lesion ; P = patchy lesion.
b Differences were considered significant when P<0.05.

around the nematodes. Eosinophils were
present in moderate number (score 2 in 70%
of fields) in the patchy lesions; this was not
significantly different from diffuse lesions
(Table 3). Collagen and fibrocytes occurred
in many samples (score of 3 in 60% of fields)
with significant differences in collagen versus
diffuse lesions (P<<0.05). No active or binu-
cleated fibroblasts were noted. Binucleate
cells were seen, most of which were lympho-
cytes (Fig. 2A) but also macrophages (Fig.
2B). In addition, the presence of necrosis was
found in a low proportion of lesions (score of
0-1 in 93% of fields), located around the
parasite. Hemorrhages were very rare (score
of 0 in 80% of fields; Table 2).

With respect to the CD34 marker, signif-
icant differences could be appreciated be-
tween the types of lesions (P<0.05). In the
patchy group, this marker was reported as the
predominant positive cell type (score of 3 in
50% of fields). However, its presence was
minimal and not predominant in the diffuse
lesions (Table 3 and Fig. 3A).

Positive CD79a cells (B lymphocytes) were
present but not in all fields. A significant
difference (P=0.028) was observed in the
number of CD79 alpha cells between groups,

TaBLE 3. Frequency scores for the CD3 marker (T
cells), CD79a marker (B cells), and CD68 marker
(macrophagues and monocytes) and for eosinophils
and neutrophils in patchy (n=10) and diffuse (n=10)
lesions in gastric nodules with Spirocerca vulpis
infection in red foxes (Vulpes vulpes).

Score (%)

Marker
and cells® 0 1 2 3 P value®
CD3¢ <0.05
D 0 60 40 0
P 0 10 40 50
CD79a <0.05
D 70 30 0 0
P 20 80 0 0
CD68° >0.05
D 10 60 30 0
P 20 30 50 0
Eosinophilsd >0.05
D 20 30 30 20
P 0 20 70 10
Neutrophils® <0.05
D 0 80 10 10
P 0 20 50 30

* D = diffuse lesion ; P = patchy lesion.

" The significance value was set at P<0.05.

¢ Immunohistochemical score: O=scant or absent; I=positive cells
evident but not in all fields; 2=positive cells present in all fields
but markedly fewer in number than other cells; 3=positive cells
in all fields and more predominant than other cells.

4 Histologic score: 0O=absent; l=minimal number of cells;
2=moderate number of cells; 3=high number of cells.

being more numerous in the patchy lesions
(score of 1in 80% of fields) than in the diffuse
lesions (70%, score of 0; Table 3 and Fig. 3B).

The CD68 macrophage marker represented
the lowest percentage of stained cells in all
samples. No significant differences were
recorded for the CD68 macrophage marker
between the two types of lesions, but it was
more evident in the patchy group (score of 2
in 50% of fields; Table 3 and Fig. 3C).

DISCUSSION

Nodules of S. vulpis were primarily found
in the gastric area in the red fox, differing
from the main tropism of S. lupi in dogs, with
adults found in nodules in the esophageal wall
(Mazaki-Tovi et al. 2002). Our results are
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Ficure 2. Spirocercosis-induced lesions in naturally infected red foxes (Vulpes vulpes) from western Spain.
(A) A cell in mitosis (arrowhead) and binucleated lymphocyte (arrow) are visible; (b) a binucleated macrophage
(arrow) is visible. H&E stain.

partially consistent with other studies (e.g.,
Ferrantelli et al. 2010; Al-Sabi et al. 2014;
Rojas et al. 2018b; Valcarcel et al. 2018).
Previous studies did not find nodules in the
gastric omentum or in the intestinal wall;
however, we did not find lesions in the
pericardium, aorta (Morandi et al. 2014; Rojas
et al. 2018b), or lymph nodes (Reina et al.
1994). In jackals (Canis mesomelas), nodules
were also found in the thoracic aorta, while
gastric wall lesions were uncommon (Bumby
et al. 2017). In dogs, aberrant migrations of S.
lupi L3 occur through the mesenteric arteries,
leading to small or large intestinal infarction
(Brenner et al. 2020), and aberrant larval
migration towards the central nervous system
may cause serious neurological manifestation
(Rojas et al. 2019). Spirocerca vulpis L3 also
follow the route of the mesenteric arteries,
modifying the typical life cycle, until reaching
locations in the omentum, intestine, or gastric
wall. In our study, we did not observe
mesenteric multifocal necrotizing eosinophilic
arteritis in these places. We found the greatest
number of S. vulpis worms in the gastric wall,
forming a nodule communicating with the
gastric lumen through an operculum, unlike

aberrant migration to the intestine (Brenner
et al. 2020).

Al-Sabi et al. (2014) hypothesized that the
atypical locations could relate to genetic
differences between several haplotypes of S.
lupi. The species S. vulpis seems better
adapted to the red fox, resulting in develop-
ment of nodules located in the gastric wall
(Rojas et al. 2018b). However, additional
studies are needed to understand the rela-
tionship between different Spirocerca spp.
subspecies and the lesions found in foxes.

The size of the nodules found in our studies
is similar to those described previously
(Sanchis-Monsonis et al. 2019; Rojas et al.
2018b; Valcarcel et al. 2018) and is associated
with the number of confined adults.

Recent studies described the presence of S.
lupi (Brenner et al. 2020) in dogs from the age
of 6 mo. We observed S. vulpis infestation in
different ages of foxes, but the highest
incidence occurred in young animals, despite
the 140—161 day cycle after infection.

In the absence of mitosis and giant cells, all
the lesions were classified as nonneoplastic,
unlike those in spirocercosis in dogs (van der
Merwe et al. 2008; Dvir et al. 2011).
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Ficure 3. Immunohistochemistry findings of the different cell populations within spirocercosis-induced
lesions in red foxes (Vulpes vulpes) from western Spain. (A) CD3 marker (T cells) in a diffuse lesion (10X); T cell
labeled (arrow) at higher resolution (100X) around a Spirocerca vulpis parasite (asterisk). (B) CD79a marker (B
cells) in a diffuse group (10X); B cell labeled (arrow) at higher magnification (100X) located in foci in diffuse
lesions. (C) CD68 marker (macrophagues and monocytes) in a patchy lesion (10X); monocyte (arrow) at higher
resolution (100X): although not predominant in this field, they prevail over other types of cells.

Preneoplastic lesions in dogs had moderate to
severe lymphoplasmacytic infiltrate and colla-
gen (Dvir et al. 2010); Rojas et al. (2019)
suggest that the nodule progresses from an
inflammatory fibrocytic lesion to a preneo-
plastic nodule characterized by the presence

of active fibroblasts that may eventually
undergo neoplastic transformation to sarcoma.

In our study, the predominant cells were
lymphocytes, neutrophils, and, to a lesser
extent, plasma cells and macrophages. Studies

in dogs have highlighted the presence of
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leukocytosis as a significant finding (Mylonakis
et al. 2001), and a severe infiltrate of
eosinophils has been reported (Brenner et
al. 2020). In diffuse lesions, other cell types
prevailed over eosinophils. The presence of
eosinophils is associated with parasitic reac-
tions, along with the capacity or capability for
vasopermeability, facilitating the arrival of
other cells to the inflammation foci.

We found a high presence of neutrophils in
the nodules. Dvir et al. (2010) found that in
40% of nonneoplastic cases the inflammatory
infiltrate was predominantly lymphoplasma-
cytic, in 24% of cases lymphocytes and
neutrophils were mixed, and in 21% of cases
neutrophils predominated, compared to 25%,
5%, and T0%, respectively, in the neoplastic
cases. Myeloid cells and especially neutrophils
play a major role in the innate local inflam-
matory response in the spirocercosis-induced
nodule in dogs (Dvir el al. 2010). Neutrophils
mediate tissue damage through the release of
cytokines, proteases, and other factors con-
tained in their cytoplasmic granules and by
regulating the activity of the adaptive immune
response, including both T- and B-cell activa-
tion (Appelberg 2007; Kobayashi 2008; de
Oliveira et al. 2016).

Necrosis was present in a low to moderate
proportion in the diffuse lesions and a smaller
presence in the patchy forms. The destruction
of tissue that occurs in the invasive phase of
large parasites, as described by Jubb et al.
(2015), could be associated with necrosis in
the initial lesions during invasion of S. vulpis
in the red fox. In the diffuse lesions, the
hemorrhages occur in the esophagus of dogs
due to the rupture of blood vessels (Head et
al. 2002). Both necrosis and hemorrhages are
slightly more evident in diffuse lesions than in
patchy lesions in foxes, but no significant
differences were found in the statistical
analysis.

Spirocerca lesions had not previously been
characterized using immunolabeling in foxes.
We observed an increase in the number of T
cells over B cells. However, it was not possible
to differentiate between CD4 and CDS8 T
cells, as this requires frozen samples, which
we could not obtain. Immunolabeled T cells

in the patchy group demonstrated their
important role in the development of more
homogeneous lesions associated with a coor-
dinated immune response between different
cell populations (Ulrichs et al. 2004; Garcia-
Jiménez et al. 2013). More studies are
necessary to determine the implications of
the regulatory T lymphocytes in the develop-
ment of the lesion in foxes, as in dogs (Dvir et
al. 2010). Such cells, along with their media-
tors, could play an important role in the
development of the Spirocerca-associated
lesions (Dvir et al. 2010).

The low presence of B lymphocytes in both
patchy and diffuse lesions indicate early stages
of lesion development. These cells are re-
quired for the development of chronic stages,
including the possible induction of carcino-
genesis (Cain et al. 2009).

The importance of inflammation of macro-
phages in the development of S. lupi lesions
was described by Dvir et al. (2011). We
observed these cells in patchy lesions but not
in all fields. Macrophages may take part in the
remodeling of the lesion. Lower numbers of
these cells is associated with a greater
presence of collagen. The CD68 marker was
used as a macrophage marker, although a
specific marker such as MAC387 could have
been contrasted. For economic reasons, only
the CD6S was used since, in our group’s
experience, we have found a high similarity
with MAC387 and with other macrophage
markers.

Neoplastic lesions have been seen in dogs
(Dvir et al. 2010, 2011) and in mice (xenograft
model; Stettner et al. 2005). However, we did
not observe these. These foxes are subjected
to high hunting pressure, thus it is possible
that these animals are harvested before tumor
development.

Similar studies (Dvir et al. 2011) indicated
the need for molecular research (e.g., inter-
leukins and chemokines) to analyze the
development and evolution of the lesion
caused by this parasite in foxes. Experimental
studies are needed to categorize the possible
evolution (or nonevolution) toward the typical
tumoral forms induced in various anatomical
regions. The lesional pattern based on implied
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cells points to an initial stage with a diffuse
disposition and a later patchy evolution, which
may help the animal control the inflammatory
process.

In summary, the pathology of S. vulpis
differs from that observed in S. lupi-infected
dogs. It appears, based on changes in
inflammatory cells and the presence of
collagen, that S. vulpis lesions in the red fox
progress from a diffuse to a patchy distribu-
tion, possibly through the control of the
parasite infestation by the host.

This research was partially supported by
grant GR18148 funded by the Regional
Ministry of Economy and Infrastructure,
Extremadura Government, and the European
Regional Development Fund “A way to make
Europe” and by the grant “Ayudas a grupos
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Resumen.

La deteccion de tres larvas infectantes de Gongylonema sp., en dos especimenes del
escarabajo Geotrupes mutator (Marsham, 1802), capturados en una zona del oeste espanol,
se describe aqui por primera vez en Europa. La técnica de microscopia electronica de barrido
confirmé que los especimenes analizados pertenecieron al género Gongylonema, pero no fue
posible determinar la identidad de la especie concreta, debido a la falta de informacién mor-
fologica en la literatura respecto a este género y porque muchos de las caracteristicas fenoti-
picas aun no se habian desarrollado completamente al ser larvas juveniles. Sin embargo, un
analisis filogenético usando secuencias de nuclettidos amplificadas de la region cox 1, reveld
que las larvas estudiadas podrian ser claramente discriminadas (< 89% de identidad) de todas
las demas secuencias de cox1 de Gongylonema disponibles en bases de datos genéticas pu-
blicas. Mientras que nuestros resultados estan limitados por la escasez de informacion genéti-
ca disponible para este género, la posibilidad de que los especimenes analizados se pudieran
corresponder a una nueva especie no debe descartarse, por lo que serian necesarios mas
estudios para confirmar esta hipotesis. Los resultados proporcionados en esta investigacion
indican que G. mutator esta involucrado en el ciclo de transmisién de Gongylonema spp. en
Europa.
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Abstract

The detection of three Gongylonema sp. infective larvae in two
specimens of the dung beetle Geotrupes mutator (Marsham,
1802) from western Spain is reported here for the first time
in Europe. Scanning electron microscopy confirmed that the
analyzed specimens belong to the genus Gongylonema, but it
was not possible to determine the species identity by the lack of
morphological information in the literature and because many of the
phenotypic characteristics had not yet fully developed at this juvenile
stage. Nevertheless, a phylogenetic analysis using amplified cox7
nucleotide sequences has revealed that the studied larvae could be
clearly discriminated (<89% identity) from all the other Gongylonema
cox] sequences available in public genetic databases. While our
results are limited by the scarcity of genetic information available
for this genus, the possibility that the analyzed specimens might
correspond to a new species should not be ruled out, and more
studies are needed. The results provided in this report indicate that
G. mutator is involved in the transmission cycle of Gongylonema sp.
to vertebrates in Europe.

Keywords
Beetles, Geotrupes, Gongylonema, Host-parasitic relationship,
Molecular biology, Nematodes, Spain.

Under the functional name of “dung beetles”, approxi-
mately 9,500 worldwide species have been grouped
into the Aphodiinae, Scarabaeinae, and Geotrupinae
subfamilies of the superfamily Scarabaeoidea (L&bl
and Smetana, 2016). Dung beetles are considered
the most important agents promoting the recycling
of mammal faeces in terrestrial ecosystems. They
contribute to the nitrification and aeration of the
soil, seed dispersal, and the control of fly and cattle
parasites (Nichols et al., 2008). However, as dung
beetle species are in close contact with animal and
human faeces, they may also act as hosts for a

wide variety of pathogenic bacteria and/or viruses,
as well as eukaryotic parasites favouring their
dispersion and transmission (Nichols et al., 2017).
This is particularly true for different platyhelminthes
(flatworms) and nematode (roundworms) belonging
to the genera Gongylonema, Spirocerca, Ascarops,
Acanthocephalus, Macracanthorynchus, or Physo-
cephalus (Poinar, 1975). These parasites use dung
beetles as intermediate, incidental, or paratenic
hosts (Mowlavi et al., 2009; Mukaratirwa et al., 2010;
Nichols and Gémez, 2014) affecting numerous spe-
cies of birds, other domestic or wild mammals, as

© 2021 Authors. This is an Open Access article licensed under the Creative 1
Commons CC BY 4.0 license, https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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well as humans (Kinsella et al., 2016; Mukaratirwa
et al., 2010; Nichols and Gémez, 2014).

Gongylonema Molin, 1857 (Spirurida: Gongylo-
nematidae) is a genus that includes approximately
50 species, which are known parasites of birds and
mammals, including humans (Cordeiro et al., 2018;
Kinsella et al., 2016). However, due to variations
of critical phenotypic characters, morphological
identification of these species is difficult and their
number may have been underestimated (Setsuda
et al., 2018). Gongylonema infection is a neglected
zoonotic parasitic disease, reported in several
countries, that is mainly caused by consumption of
contaminated water, raw food, or accidental ingestion
of host insects (Xiaodan et al., 2018). Gongylonema
species follow a terrestrial indirect life cycle involving
approximately 50 species of insects as intermediate
hosts, such as dung beetles and cockroaches
(Mowlavi et al., 2009; Mukaratirwa et al., 2010). How-
ever, the paucity of available observations prevents
estimating the network of relationships between
these parasites and dung beetles (Nichols et al.,
2017). In the present study, we aim to improve the
knowledge about these relationships by describing,
for the first time, a Gongylonema species hosted by a
European Geotrupinae species, and also comparing
the genetic relationships of the specimens found with
other nematode taxa by analyzing the mitochondrial
cox1 genetic sequences.

Materials and methods

In October 2017, a sampling of beetles captured
by 27 pitfall traps was carried out according to a
standardized sampling procedure (Lobo et al., 1988).
The collections were carried out in three localities of
western Spain, in the provinces of Salamanca and
Zamora. Three types of excrements (pig, bovine,
canine) were used as bait or attractant at each
location. The captures of each trap were collected
65-80h after trap placements and immediately
deposited in 10x 10x 10cm plastic containers con-
taining soil and stored at 15°C during transport to
the laboratory. The collected adult specimens with
infective larvae were identified using morphological
identification keys provided by Martin-Piera and
Lépez-Colén (2000). The beetles were dissected
under a stereoscope for the detection of nematode
larvae. In case of infection, larvae were placed in
70% ethanol until molecular analyses could be
performed, with the exception of one worm selected
for optical (x 100-200; Nikon eclipse 80i and digital
photomicrography system, DXM1200F) and scanning
electron (SEM) microscopy. For SEM, specimens
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were dehydrated through a graded series of etha-
nol from 70 to 100%, freeze-dried with liquid CO,
according to the critical point method, and mounted
onto stubs. Mounting of the sample on the sample
holder was done using double-sided carbon adhesive
tape. Mounted specimens were then sputter-coated
with a gold layer (20nm+5%) and observed with an
FE-SEM Hitachi S-4800 (FE by Field Emission, with
Field Emission Electron Gun).

Genomic DNA (gDNA) was extracted from indivi-
dual worms found in beetles using an NZY tissue gDNA
kit (NZY Tech) following the manufacturer’s instructions.
The cox1 genes were partially amplified using the
primer set NTF and NTR following a PCR protocol
previously described for the analysis of Spirurida
(Casiraghi et al., 2001), and the product was sent for
sequencing to STABvida (https:/www.stabvida.com/
es). Sequences were edited in Chromas Lite 2.1.1
(Technelysium Pty Ltd) and consensus sequences
for each forward/reverse pair were created in BioEdit
Sequence Alignment Editor (version 7.2.5, Carlsbad,
CA. USA). Finally, the nucleotide sequences obtained
(>652pb in length) were deposited at the DNA Data
Bank of Japan (DDBJ: accession numbers LC577505
and LC612845). In addition to the specimens collected
in the course of this study, a DNA extract prepared
using a formerly unidentified Gongylonema specimen,
obtained from Otus scops, Spain, and analyzed in a
previous study (Esperdn et al., 2013), was provided
by its authors in order to obtain its corresponding
sequence for the cox? barcode section (DDBJ:
accession numbers LC620542).

Phylogenetic analyses were carried out based on
the construction of multiple alignments of nucleo-
tide (nt) sequences either comprising a wide range
of nematodes (including Cylicospirura, Dirofilaria,
Gongylonema, Mastophorus, Onchocerca, Physalo-
ptera, Setaria, Spirocerca, and Thelazia;, n=31) or
restricted to the Gongylonema genus (n=18). These
were constructed using the iterative G-INS-I method
as implemented in MAFFT vs. 7 (https:/mafft.cbrc.
jp/alignment/server/) followed by their edition using
GBlocks  (http://molevol.cmima.csic.es/castresana/
Gblocks_server.html). Phylogenetic trees were built
using the Maximum Likelihood (ML) optimization
criterium and the Mega X software (Kumar et al.,
2018), and their topological stability was assessed by
bootstrapping with 1,000 re-samplings of the aligned
sequence data. Alternatively, a Bayesian approach
was also used for phylogenetic reconstruction, taking
advantage of the BEASTv1.10.4 software (Suchard
et al., 2018). For both situations, the best-fitting evolu-
tionary model used was GTR +I'+I. Bayesian analyses
included two independent Markov chain Monte-Carlo



(MCMC) runs carried out assuming a lognormal-
relaxed molecular clock (as suggested by Mega X
Molecular Clock test), and a constant population
coalescent prior. These runs were executed until
1x10® states were sampled (10% of which were
discarded as burn-in), and the final tree sample was
summarized as a maximum clade credibility (MCC)
tree.

Intra- and inter-group genetic distances were
calculated using the Tamura/Nei model with gamma-
distributed rates (@=0.65), as suggested by Mega X.
Sequence similarity searches were carried out using
BLASTN (MegaBlast option; https:/blast.ncbi.nim.nih.
gov/Blast.cgi) and Barcode of Life Data Sytems-v4
(http://www.boldsystems.org/). Finally, a principal
coordinate analysis was carried out using PCOORD
(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/PCOORD/
PCOORD.html)to visualize the genetic relationships
between the cox? sequences of the different
Gongylonema species.

Results and discussion

A total of 551 dung beetle specimens were analyzed
and three nematode infective larvae were detected
in two specimens of Geotrupes mutator (Marsham,
1802), indicating a prevalence of 0.36% over the
total of beetle specimens sampled. One of the
beetles hosted a single larva, the other dung beetle
specimen hosted two Gongylonema larvae. They
were captured in Campillo de Azaba (Salamanca
province; Lat: 40.510, Long: —6.689), in a valley area
and a contiguous holm oak forest area, respectively.
Both specimens were collected in pitfall traps baited
with pig dung.

Members of the genus Gongylonema are easily
recognized because their cuticle is covered by large
verruciform thickenings, especially prominent on the
anterior part of the body. By optical microscope,
the morphological features of one specimen clearly
indicated the presence of a third larval stage of
Gongylonema. The total length of the specimen
was 1.55mm, width at mid-body of 0.075mm, and
a distance from the anus to the posterior end of the
body of 0.085mm (Fig. 1.1). The cephalic structure
showed the typical mouthparts of this genus (Fig. 1.2).

The detailed observation by SEM showed the
classic elevation peri buccal collar present in its
internal face (Fig. 1.4), as well as an inner circle of
labial papillae constituted by six well-developed
labial papillae arranged in two groups of three
papillae located laterally. In the external face of the
peri buccal collar, there was an outer circle of labial
papillae formed by four small papillae (Fig. 1.4). More

externally, a circle of cephalic papillae constituted by
four large papillae could also be observed (Fig. 1.5).
Two large amphids were located lateral to the mouth
and two lateral depressions. Two lateral alae extend
throughout the body length (Fig. 1.6). Finally, the
caudal region of the worm was adorned with a tuft of
a dozen cuticular fingerings (Fig. 1.7).

Regarding molecular analyses, two partials
nematode cox1 sequences were obtained (accession
numbers LC577505 and LC612845) from specimens
collected in the course of this study. The data coming
from an additional specimen previously described
from Madrid (Esperén et al., 2013) (accession numbers
LCB20542) was also included in the genetic ana-
lyses performed in this study. A search for similar
sequences using Blastn unambiguously identified
(E values=0) several cox? homologues among
Gongylonema nematodes, indicating high similarity
with G. nepalensis and G. pulchrum. However, while
the matches covered >97% of our sequences, the
identity percentage for the best-fit ones averaged
only 88%. On the other hand, a Blast-2seq analysis
revealed that the cox? LC620542 sequence (from
Madrid) shared <87% identity with both LC577505
and LC612845. Moreover, an attempted automatic
molecular identification of the Spanish sequences
in question using the BOLDSYSTEMS cox7-based
molecular identification engine failed to produce any
best match.

The Bayesian phylogenetic tree including many
genera of nematodes (Cylicospirura, Dirofilaria, Gon-
gylonema, Mastophorus, Onchocerca, Physaloptera,
Setaria, Spirocerca, and Thelazia) (Fig. 2a) indicated
that the cox1 sequences of the collected specimens
were associated with those corresponding with to
the Gongylonema genus. Furthermore, the collected
specimens unambiguously segregated away from all
the monophyletic clusters that defined the different
species in the Gongylonema radiation (G. aegypti,
G. neoplasticum, G. nepalensis, and G. pulchrum)
(Fig. 2a). Interestingly, the two specimens hosted by
G. mutator are grouped together, but the third one
obtained from Otus scops in Madrid was segregated
in a sister branch, suggesting that we could be
dealing with two different Gongylonema species.

The analysis of the genetic distances supported
the suggestion that the three considered specimens
belong to 2 different Gongylomena species since the
genetic distances between them are similar to those
shared by the other reference species (G. aegypti,
G. neoplasticum, G. nepalensis, and G. pulchrum)
(Fig. 2b). This separation was further confirmed by the
Principal Coordinate Analysis (PCOORD) (Fig. S1A).
Finally, as expected, when a phylogenetic tree only
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10.0um

Figure 1: Scanning electron microscopy (SEM) of Gongylonema sp. (1) Anterior portion of a
specimen L3 without cuticular bosses and highlighting the lateral ala (La). (2) Central view of the
cephalic end, highlighting the amphids (Am), 4 cervical papillae (Cp), 4 internal papillae (Ip), 6
inner lateral papilla (ILp), peribuccal collar (Pc) and cuticular plates on the margins of the buccal
opening. (3) Detail of lateral alae (La) and excretory pore (Ep). (4) Details of excretory pore (Ep).
(5) Posterior portion of a specimen L3 with a view of the cloacal opening (C) and details of caudal
end (Tp). (6) Details of Cloaca (C).
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Figure 2: (A) Phylogenetic analysis (MCC tree obtained using a Bayesian approach) of cox1
sequences (n=47) from 10 different genera of nematodes. At specific branches, the values
indicate the topological branch-support, as revealed by posterior probability values >0.80. The
branch defining the Gongylonema genus is indicated. The size bar indicates the number of
nucleotide substitutions per site. The cox7 sequences obtained in the course of this study are
highlighted in bold case. (B) Estimates of evolutionary divergence of cox7 over sequence pairs
between groups. The analysis involved 16 Gongylonema sp. sequences.

including Gongylomena cox1 sequences was obtained
(Fig. S1B), the sequences here reported branched
away from all the other species-defining branches.
Although we cannot confirm the specific taxonomic
status of the collected Gongylonema specimens, the
analysis of the obtained cox? sequences improve our
understanding of the interspecific genetic divergences
of this little-studied genus.

In Spain, seven species of genus Gongylonema
have been reported (Cordero et al., 1994; Fernandez-
De-Mera et al, 2003; da Costa Cordeiro et al.,
2018). Although we have not been able to find out
which specie is our specimens, must a priori rule out
G. pulchrum and G. neoplasticum present in Spain
based on genetic analysis. Knowing that adults of
Gongylonema (Progongylonema) are distinguished
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mainly from those of the subgenera Gongylonema
(Gongylonema) and Gongylonema (Gongylonemoides)
by the absence of cuticular bosses, their inclusion in
this subgenus would be probable since this morpho-
logical character has not been observed in the
specimen here analyzed. However, it is possible that
our specimen may not yet have all the developed
characteristics, as other authors observed for the
different stages in other species (Alicata, 1935). The
only known member of this subgenus in Spain is
G. (Progongylonema) pacoi which was described for
the first time in 1992 parasitizing the mucosa under
the tongue of Corvids from the north of Cordoba
province (Southern Spain) (Hernandez-Rodriguez and
Gutiérrez-Palomino, 1992). Another Gongylonema
that was detected in birds in Spain, was found in
Madrid in various specimens of Otus scops (Esperdn
et al.,, 2013). Although the taxonomic identity of this
species could not be established initially, our results
have suggested the do not correspond to any of
the Gongylonema species with available public
genetic data. This would support the existence of a
higher diversity of this genus in Spain. On the other
hand, the infesting larva of G. soricis is similar to our
nematode due to its close size (1545 pm-1580 pm)
and its caudal ornamentation adorned with a tuft
of cuticular fingerings (Quentin and Gunn, 1981).
G. soricis has been rarely collected in Spain, except
for records in Valencia in 1996 (Portoles et al., 1996).
Taking into account these data and that its definitive
host is grey shrew (Crocidura russula) which are
highly distributed in Spain, G. soricis could be a good
candidate for the identity of our specimen analysed
in this study. Other potential candidate species in-
clude G. (Gongylonematidae) pithyusensis n. sp. and
G. mucronatum. The first was described for the first
time in 1977 parasitizing the oesophagus mucosa
of the dormouse Eliomys quercinus (Mas Coma,
1977) in the Balearic Islands, Spain. Since then, it
has only been detected once in Murcia (southeast)
(Esteban et al., 2004), while the second was reported
from Atelerix algirus (North African hedgehog) in
North Africa and Spain (on the Balearic islands and
Valencia: see Ferrer Marius Vicent et al. (2000).
However, as the distribution of A. algirus is limited to
the east of the lberian Peninsula, it is unlikely that our
specimens belong to this species. The last species
of Gongylonema inhabiting the Iberian peninsula is
G. musculi, which had been recorded occasionally on
several Mediterranean islands (Milazzo et al., 2003).
The limited information about the morphology of the
infecting larvae of this species prevent us from making
any comparison. Therefore, the lack of morphological
and genetic information on Iberian Gongylonema
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species momentarily makes a more specific definitive
determination impossible.

While knowledge on the presence of nematodes
in beetles from Spain could be regarded as helpful,
it is either still scarce, or in the case of Gongylone-
ma, non-existent. Although species of the genera
Ascarops, Diplocapter, Diplogaster, Eudiplogaster,
Holodiplogaster, Physocephalus, Pelodera, Par-
oigolaimella, Rhabditis, and Spirocerca have been
detected in G. mutator, only G. pulchrum had been
reported (Poinar, 1975). Therefore, this is the first re-
port of other Gongylonema sp. in G. mutator nat-
urally infected, at least in Europe. G. mutator is a
widely distributed species in Europe from the south
of Sweden to the Caucasus and the Iberian Pen-
insula, that also inhabit some Asian regions of Iran
Kazakhstan, and Turkey (Lobl and Smetana, 2016).
In the Iberian Peninsula this dung beetle species is
frequent in the northern half part (Martin-Piera and
Lépez-Coldn, 2000).

The only infected beetles with the analysed larvae
were collected in traps baited with pig excrements.
In general, Geotrupinae species are frequently asso-
ciated with dung of mammalian herbivores (Martin-
Piera and Lépez-Colén, 2000). G. mutator digs
several tunnels immediately below, or to the side,
of the cow and horse dung pats (Teichert, 1955),
using them for feeding or nesting. Cows and horses
are thus the most probable candidates to host this
parasite, although the general low trophic specificity
of dung beetles (Martin-Piera and Lobo, 1996) has
not yet made this point any clearer.

According to the morphologic and genetic analysis
on the taxonomic identity of the Gongylonema spe-
cies from G. mutator, there are the following possible
interpretations:

¢ The lack of genetic data of other Gongylonema
species makes it impossible to relate this
Gongylonema species with another already
described only using morphological characters
of adult specimens. However, based on the
data of a comparative morphological and
morphometric study, it makes us think that it
could be preliminarily identified as G. soricis.

e The genetic analysis of the larvae indicates
that they could not be assigned to any of the
different species for which data are available in
the genetic database. The possibility that they
could be a new species must be considered,
so future exhaustive studies are necessary to
analyses the morphological variability of adults,
the morphology of the evolutionary stages, and
the complete life cycles (hosts).



Much remains to be learned about the systematics
of Gongylonema. Different studies (Makouloutou et al.,
2013a, 2013b; Setsuda et al., 2016, 2018; Varcasia
et al, 2017) have provided molecular data about
Gongylonema genus, in line with our work. However,
our data together with those of Esperdn et al. (2013)
indicate a possible greater diversity of Gongylonema
species in Spain, and an evident scarcity of genetic
information to support their genetic analyses. Future
molecular analyses are needed for better under-
standing the ecobiology of Gongylonema in other
regions and careful searching for more specimens in a
European framework.
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Figure S1: Supplementary document: (A) Multivariate principal coordinate analysis (PCOORD)
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157



5.1.4.- Survey of Trichinella spp. in wild mesocarnivores from Castilla y Leén, Spain.

Rafael Calero-Bernal*, Manuel Martin-Pérez*, Daniel Bravo-Barriga, Juan Blanco-Ciudad,
Eva Frontera, Francisco Javier Serrano-Aguilera, Juan Enrique Pérez-Martin, David Reina.

Seccién de Parasitologia, Facultad de Veterinaria, Universidad de Extremadura, Caceres, Es-
pafa.

* Ambos autores contribuyeron por igual.

XX Congreso SOCEPA
Celebrado entre los dias 19 y 21 de julio de 2017

San Cristébal de la Laguna (Tenerife)

Resumen.

El presente estudio tiene como objetivo estimar la prevalencia de Trichinella spp., en
carnivoros silvestres de Castilla y Ledn (Espafia), donde hay escasos estudios en este sentido.
Este estudio epidemiolégico también contribuye a determinar el riesgo de circulacion de parasi-
tos desde el ciclo de vida silvestre al doméstico. La trichinellosis es una parasitosis que puede
causar una enfermedad de consecuencias muy graves para la salud humana. Es considerada
una de las zoonosis mas importantes transmitidas al hombre por el consumo de carnes infec-
tadas, por tanto, su presencia debe ser vigilada, tanto en animales domésticos como silvestres.

En este trabajo se ha utilizado el zorro rojo como especie centinela o marcador de la
incidencia y la distribucion de la parasitacion en el ecosistema silvestre. También se mues-
trearon, en menor numero, otros mesocarnivoros, que fueron analizados gracias a ser reco-
gidos tras muertes accidentales. Las muestras fueron tomadas desde junio de 2016 a mayo
de 2017, siendo un total de 736 muestras, 712 de las cuales correspondieron a zorros y 24 a
otros mesocarnivoros silvestres.

En el momento de la necropsia del animal, se procedio a identificar cada muestra de for-
ma individual y se analizaron mediante la técnica propuesta en el Reglamento UE 1375/2005,
con las particularidades que se plantean para carnes de otras especies silvestres, con una
cantidad a digerir de al menos 30 gr para zorros y 50 para los otros mesocarnivoros.

Los resultados mostraron que el parasito Trichinella esta presente en la vida silvestre
en la zona de estudio. Estos resultados también indican que las cargas parasitarias son muy
variables, y que, en ocasiones, es necesario realizar un examen minucioso para la deteccion
de las larvas. Estos datos pueden ayudar a que se tomen medidas preventivas mas intensas
en determinadas zonas, donde la infeccidn parece que esta asentada en el entorno silvestre.
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INTRODUCTION

Trichinellosis constitutes a historically important zoonosis; its inspection in meats
from susceptible animals to human consumption (pork, horsemeat, and reptiles)
is mandatory following European Regulations (former 2075/2005; currently,
2015/1375). Another aspect of official measures on Trichinella spp. control aims
to carry out epidemiological surveys on wild reservoirs to determine the risk of
circulation of parasites from wild to domestic life cycles.

Present study aims to estimate the prevalence of Trichinella spp. infecting wild
carnivore hosts from Castilla y Le6n region of Spain where studies in this sense are
scarce.

Figure 1. Several specimens (a, red foxes; b, stone marten; c, age estimation) collected.

MATERIAL AND METHODS

735 wild carnivore carcasses were sampled in four provinces within Castilla y Le6n region of West-Central Spain (Figure 1; Table 1). And average of 25 g of red foxes muscle tissue from forearm,
and 40 g of other species, were subjected to acid-pepsin artificial digestion as described elsewhere (C issi ing ion 2015/1375).

Parasite burden (Larvae per gram of tissue, LPG) was estimated by using McMaster chambers, correcting the values by a constant of 6.66 (conditioned by the chamber volume) and the total
volume of larvae final elution.

Individual-larvae identification to species/genotype level was carried out using the methodology of Zarlenga et al. (1999, 2001) in collaboration with the European Reference Laboratory for
Parasites (Rome, Italy).

Table 1. Results of Trichinella infection in wild carnivores sampled in Castilla y Ledn, Spain.

Province
Host
Salamanca Zamora Valladolid Avila Total
Sampled: N 478 165 37 32 712
Red fox (Vulpes vulpes)
Positive: N (%) 5(1.05) 1(0.61) - - 6(0.84)
European badger (Meles meles) - 10 1 - - 11
Stone marten (Martes foina) - 7 4 - - 11
Genet (Genetta genetta) - - 1 - - 1
Otter (Lutra lutra) - 1 - - - 1
Total - 496 171 37 32 736

211 additional wild boar samples were collected in the same areas where Trichinella-positive red foxes from Salamanca and Zamora were sampled; all tested negative.

RESULTS AND DISCUSSION

Six Trichinella-infected red foxes (Vulpes vulpes) were detected (prevalence: 0.84%; n=712) (Table 1); parasitic burden were: 1.2, 4.3, 7.9, 24.0, 36.6, and 8.3 LPG (average: 13.2). Other carnivore
host species investigated, like European badger (n=11), stone marten (n=11), genet (n=1), and Eurasian otter (n=1), resulted negative for Trichinella infection (Table 1). After parasite species
determination (Table 2), a dominance of T. britovi over T. spiralis can be observed. Trichinella-positive cases in red fox are geographically located in Zamora and Salamanca provinces (Figure 2).
Prevalence value in red foxes detected in this study is similar to the situation found in Catalufia by Lopez-Olvera et al. in 2011 (0.30%), but largely disagree with much higher rates found in other
Spanish territories like Extremadura (2.64% and 3.59%; Pérez-Martin et al., 2000, 2007), Guadalajara (8,95%; Criado-Fornelio et al., 2000) and Soria (15.5%; Lledd et al., 2015). Absence of
infections in other host animals studied might be due to the low number of samples analyzed; further effort should be focused on sampling more mesocarnivore carcasses. In addition, average
parasite burden found in the 6 isolates is lower than that previously found in foxes from Extremadura (30.6 LPG; Pérez-Martin et al., 2000). Maybe differences are due to environmental factors like
average altitude level or vegetation dominance; higher prevalence values historically were associated to 500 m above sea level and reduced when other resources (crops, fruit-trees and
abundance of livestock like poultry and sheep) are available for foxes, providing them supplementary diet distinct from Trichinella-associated sources (wild boar and carnivore carcasses) (Pozio,
1998). It is still possible to discern a dominance of T. britovi over T. spiralis in wild life cycles in Central Spain (Blanco-Ciudad, 2012) (including mixed infections T. britovi + T. spiralis), this involves
the circulation of such species towards wild boars that constitutes the main source of Trichinella for human outbreaks. Present results identified 2 previously unknown foci of Trichinella in the
wild, so we should highlight that surveillance of feral carnivores might constitute an efficient measure for risk estimation in areas with free-ranging livestock industry.

Table 2. Epidemiological information of Trichinella spp. isolated in red foxes (Vulpes vulpes) from
Castilla y Ledn, Spain.

Sample (ID) Age Location Municipality Parasite Trichinella s
i ichi .
P (Gender) (Province) burden PP
5- 41219'41,08"N Villar del Bt
71 (15081611) v /| VilardelBuey | 33106 | 7 britovi
(female) | 6211'14,79" W (zamora)
5-yr 40249'17"N / 52 Valdemierque L
22 (17091604) 7.86 LPG T. britovi
(female) 35'00" W (Salamanca)
7- 40249'17"N /52 Valdemi 24.00
23 (18091607) me / acemierque 1. britovi

(male) 35'00" W (Salamanca) LPG

Mi I
40229'3" N /50 randa de 36.63

/z % Valladol
74 (15011704) | 2-yr (male) . Castafar T. britovi el S
59'50" W LPG
(salamanca) Salamanca . Villar del Buey (Zamora)
40237' 52" N / 62 | Gallegos de Argafian T. britovi + T. - @ Gallegos de Argafian
75 (22031702 2+ I 1.18LPG
( ) yr (male) 42'17"W (Salamanca) spiralis (Salamanca)

40229'3" N/ 5¢ Miranda del @ Valdemierque (Salamanca)

76(01051701) | 1-yr (male) 59'50" W Castafiar 8.33LPG T. spiralis @ Miranda del Castafiar

(Salamanca)

(Salamanca)

Figure 2. ical location of Trichil positive red foxes in Castilla

BIBLIOGRAPHY y Leén.

Blanco-Ciudad, 2012. Trabajo de grado. Universidad de Extremadura.
Criado-Fornelio et al., 2000. Vet Parasitol. 92: 245-251.

Commission Regulation (EC) No 2075/2005.

P e . "

(EV) 2015/1375. ACKNOWLEDGEMENTS

Lledo et al., 2015. Vector Borne Zoonotic Dis. 15: 743-749.
UNION EUROPEA
Fondo Europeo de Desarrollo Regional TA DE EXTREM

Lopez-Olvera et al., 2011. Parasitol Res. 108: 1589-1591.
Consejeria de Economia e Infraestructuras

Pérez-Martin et al., 2000. J Wildl Dis. 36: 531-534.

Pérez-Martin et al., 2007. Actas del X Congreso Ibérico de Parasitologia (CIP 10), Madrid, 101.
Pozio, E. 1998. Parasitol Today. 14: 35-38.

Zarlenga et al., 2001. Parasite 8(2 Suppl): $24-26.

Zarlenga et al., 1999. Int. J. Parasitol. 29: 1859-1867.

Una manera de hacer Europa

159



5.2.- Otros resultados:

5.2.1.- Presencia y distribucién de Trichinella spp. en zorros y otros mesocarnivoros en
Castilla y Leén (Espana).

Resumen

Este trabajo, aun no publicado, muestra los resultados ampliados sobre la distribucion
de Trichinella spp., en zorros y otros mesocarnivoros en distintas provincias de Castilla y
Ledn. Por tanto, se presentan diferentes mapas epidemioldgicos de la presencia de Trichinella
Spp por provincias y municipios, asi como la estimacién de la prevalencia calculada, también
segun los distintos municipios analizados. En el trabajo ya publicado sobre Trichinella spp,
mediante una comunicacién a un congreso internacional, se incluyeron 736 muestras (712
de zorros y 24 de otros mesocarnivoros silvestres). Sin embargo, los estudios sobre Trichi-
nella fueron ampliados y se siguieron tomando entre junio de 2017 y diciembre de 2018. Se
analizaron un mayor numero de ejemplares de algunas especies, incorporando ademas un
pequeno numero de jabalies, abatidos en las proximidades de las ubicaciones geograficas
donde se habia detectado anteriormente algun caso positivo frente a esta zoonosis. Se afia-
dieron 174 muestras adicionales, que, sumadas a las anteriores, hicieron un balance global
de 910 muestras de fauna silvestre analizadas frente a Trichinella spp. (tabla 19). Todas estas
muestras fueron sometidas a un proceso de digestiéon enzimatica, por el método de referencia
propuesto en el Reglamento UE 1375/2005, y que se adjunta como documento (anexo 1) a
esta tesis. Este aumento de recogida de muestras se realizé en la misma area geografica que
el estudio inicial, concretamente en diferentes municipios de 4 provincias de Castilla y Ledn
(Avila, Salamanca, Zamora, Valladolid).

Hemos creido conveniente presentar este trabajo complementario con el fin de mostrar
visualmente, a través de mapas, la localizacion de los principales focos de la enfermedad en
la vida silvestre, lo cual ayuda a localizar las areas de mayor riesgo y donde las medidas de
prevencion deberian ser mucho mas exhaustivas para evitar la transmision al hombre. Esta
zoonosis, lejos de ser residual, cada vez esta aumentando mas su presencia en los animales
de vida silvestre, a tenor de las continuas notificaciones desde las areas de salud que efec-
tuan las respectivas Comunidades Autébnomas.

En los mapas de las figuras 4, 5, 6, 7, se representan los municipios muestreados de
cada provincia, con el nimero de mesocarnivoros (tanto zorros como otros mesocarnivoros)
analizados en cada uno de ellos.
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Tabla 19.- Total de muestras analizadas en la presente Tesis doctoral procedentes de
distintas especies animales en busca de Trichinella spp. en 4 provincias de Castilla y Ledn

(Avila, Salamanca, Zamora y Valladolid).

Especie hospedadora N° muestras analizadas frente a Trichinella spp.

Zorro ( Vulpes vulpes) 805
Erizo (Erinaceus europaeus) 4
Garduia (Martes foina) 27
Gato cimarrén (Felis silvestris catus) 1
Gato montés (Felis silvestris) 1
Jabali (Sus scrofa) 13
Jineta (Genetta genetta) 10
Meloncillo (Herpestes ichneumon) 8
Nutria (Lutra lutra) 4
Perro (Canis lupus familiaris) 1
Tejon (Meles meles) 27
Turon (Mustela putorius) 8
TOTAL 910
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Figura 4.- NUmero de muestras de zorro y otros mesocarnivoros analizados por cada municipio de la provincia
de Avila en busqueda de Trichinella spp.
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Figura 7.- NUmero de muestras de zorro y otros mesocarnivoros analizados por cada municipio de la provincia
de Valladolid en busqueda de Trichinella spp

Resultados

El andlisis de las muestras permitié detectar la presencia de zorros positivos en las
provincias de Salamanca y de Zamora, si bien también se evidencidé positividad en otros
mesocarnivoros, hecho este ultimo que no ocurrid en el primer trabajo presentado y publicado
mediante comunicacion a un congreso. Por tanto, la ampliacion del muestreo permitio la de-
teccion de 2 mesocarnivoros positivos (jineta y gardufia). En la tabla 20 se detallan todos los
casos confirmados positivos a Trichinella spp. encontrados gracias a este trabajo experimen-
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tal. En alguno de los casos no fue posible determinar la carga parasitaria (nUmero de larvas
por gramo de carne o LPG) debido a problemas logisticos (congelacion de las muestras), falta
de muestra suficiente, etc.

Sobre el total del muestreo efectuado (n= 910), la prevalencia encontrada (zorros +
mesocarnivoros) de Trichinella spp, fue del 1,098 %, ya que se encontraron un total de 10
animales positivos. Si tenemos en cuenta solamente el analisis en zorros (n=805), la preva-
lencia fue del 0,99, hallandose 8 animales positivos. Finalmente, respecto a otros pequefios
mesocarnivoros, se detectaron 2 animales positivos entre 105 analizados, lo que equivale a
una prevalencia del 1,904 %.

Por provincias, solamente en Salamanca y en Zamora se encontraron animales po-
sitivos. En Salamanca, se observé una prevalencia del 1,346% sobre el total de animales
muestreados (n=594; 8 positivos) y del 1,353% si se analizan solamente los zorros (n=517;
7 positivos). Por su parte, en Zamora la prevalencia global de Trichinella spp fue del 0, 813%
(n= 246; 2 positivos), mientras que alcanzo6 el 0,456% entre los zorros analizados (n=219; 1
positivos)

La prevalencia de la Trichinella por municipios es variable, si bien es importante men-
cionar que el numero de animales analizados varié de forma considerable entre ellos. Se de-
tectd algun animal positivo en 6 municipios de Castilla y Ledn (4 en Salamanca y 2 en Zamo-
ra), figura 8, 9 (anexo 3 de esta tesis). En Luelmo (Zamora), se detecté un animal positivo de
34 muestras totales, por lo que la prevalencia en este municipio fue del 2,94%. Sin embargo,
lleg6 al 23,52% en Valdemierque (Salamanca), ya que se observaron 4 casos positivos de un
total de 17 analizados. En otros municipios, como Miranda del Castafiar (Salamanca), aunque
el muestreo no fue representativo la presentacion de Trichinella spp, encontrada revelo que
todos los animales analizados fueron positivos (2 de 2), lo que podria indicar que en esa zona
se da una alta prevalencia de Trichinella spp, en los animales de vida silvestre.

La imagen global de estos mapas epidemioldgicos evidencia varias zonas de especial
riesgo de presencia de Trichinella spp en animales silvestres. Concretamente, se establecen
tres areas en la provincia de Salamanca y una mas en la de Zamora (figura 8, 9).

Respecto de las especies de Trichinella encontradas, se puede observar que en la
zona de estudio se dan tres posibilidades: infecciones por T. britovi, que parece ser la es-
pecie mas frecuentemente asociada a ciclos de vida silvestres; infecciones por T. spiralis,
especie normalmente mas relacionada, segun la bibliografia, a los ciclos de vida domésticos;
e infecciones conjuntas de las dos especies. En el municipio de Gallegos de Argafan (Sa-
lamanca), se detectd una infeccion mixta T. britovi 'y T. spiralis en un zorro. Es de resefar
igualmente lo que se encontrd en los 2 Unicos zorros que se muestrearon en Miranda del
Castanar (Salamanca), en los que resultaron ambos positivos, si bien uno estaba infectado
por T. britovi y el otro por T. spiralis, 1o cual implicaria una fuente de infeccion distinta para
cada uno de ellos.
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Figura 8.- Municipios muestreados en la provincia de Salamanca (coloreados). Representacion de la prevalencia
t

Trichinella spp (en rojo), en el total de hospedadores silvestres
de Trichinella spp (B).
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Capitulo 6.- Discusién general






En cuanto al zorro como especie centinela.

El zorro ha demostrado ser una buena especie centinela para la vigilancia pasiva de Tri-
chinella spp y Spirocerca vulpis, ya que es un animal que resulta facil de monitorizar, gracias a
la gestion cinegética que se realiza sobre €l para su control poblacional, siendo ademas una es-
pecie abundante en los ecosistemas de dehesa, que permite tener una amplia representatividad
y extrapolacion de los resultados obtenidos en el amplio numero de animales muestreados. En
cuanto al analisis de las enfermedades parasitarias objeto de este estudio, que se han definido
por sus ciclos de transmision (directo e indirecto), el zorro ha permitido monitorear ambos tipos
de ciclos, como ya describiesen con anterioridad otros autores (Serrano, 2004; Rodriguez, 2015).

En cuanto a la zoonosis causada por Trichinella spp.

El zorro es un depredador generalista, que usa recursos naturales en funcion de su dis-
ponibilidad y, por lo tanto, es un animal oportunista en su comportamiento (Webbon et al., 2006;
Dell’Arte et al., 2007). Su gran habilidad para utilizar los recursos alimenticios existentes, le per-
mite colonizar diversos habitats (Fedriani, 1996; Gortazar, 1998). En ambientes antroponizados,
aproximadamente la mitad de la dieta del zorro esta compuesta por basura y carrofia de anima-
les domésticos (Palomo et al., 2007), por lo que su proximidad al hombre, lo convierten en un
buen candidato para su eleccidon como centinela en el monitoreo de Trichinella spp (Balestrieri
et al., 2007; Rodriguez, 2015). Nuestros datos de muestreo indican que, en una escala espacial
mas reducida, como puede ser el municipio, esta especie centinela se encuentra parasitada por
varias especies de Trichinella, como ocurrié en el municipio de Miranda del Castafiar (Salaman-
ca), donde se encontré un zorro parasitado por T. spiralis y otro parasitado por T. britovi.

Los casos positivos a Trichinella en zorro se localizan geograficamente en las provin-
cias de Salamanca y Zamora, lugares donde se explota el cerdo ibérico en régimen extensivo
para el aprovechamiento de los recursos naturales de la dehesa, circunstancia ya descrita por
otros autores (Pérez-Martin et al., 2007). No se debe subestimar la presencia de Trichinella
spp. en el medio silvestre, por pequefia que parezca la prevalencia, con cifras que, como aqui
describimos, oscilan entre el 1% y el 2%, puesto que una sola carrofia infectiva traslada ex-
ponencialmente la dispersion a multiples mesocarnivoros, los cuales mantendran el ciclo y lo
dispersaran. Debido al pequefio tamafio corporal de los mesocarnivoros silvestres estudiados,
la capacidad de ingestion de carne de estas carrofias, que sera proporcional a su tamafo,
supone poca cantidad en masa ingerida, por lo que una gran masa de carrofia de jabali daria
para alimentar a varios mesocarnivoros que podran dispersar la infeccion posteriormente a
otras areas y otros hospedadores. Diversos autores, como Gottstein et al. (2009) y Pozio et
al. (2010) y organismos como la European Commission (2001), y la OIE (2018) han estudiado
Trichinella spp. desde la perspectiva de la vigilancia y del control oficial/no oficial, como pro-
blema de salud publica, y también de sanidad animal, abarcando todas las especies animales
domésticas y salvajes implicadas. Se ratifica el método de digestion de referencia que plantea
el Reglamento de Ejecucion (UE) 2015/1375, asi como el método propuesto por la norma ISO
18743:2015 en el Reglamento de Ejecucion (UE) 2020/1478, como métodos validos para la
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deteccién de pequefas cargas parasitarias en fauna silvestre, siempre teniendo en cuenta las
peculiaridades de estas carnes en los procesos de digestion, como son completar adecuada-
mente los tiempos de digestion establecidos, los tiempos de decantacion, posibles aclarados
del sedimento o filtrados exhaustivos por los tamices.

Nuestro estudio epidemioldgico sobre Trichinella spp. en el zorro rojo arrojé una preva-
lencia total del 0,99%, en un total de 805 animales analizados. Estudios en Catalufia muestran
prevalencias inferiores a la encontrada en este trabajo, alcanzando el 0,30% (Lépez-Olvera
et al., 2011). Sin embargo, nuestro estudio difiere de otros con tasas mucho mas altas, como
el 8,95% de prevalencia en zorros analizados en Guadalajara (Criado-Fornelio et al., 2000),
o el 15,5% en Soria (Lledo et al., 2015). En una zona proxima a la de este estudio, dentro del
territorio portugués, se encontrd una prevalencia del 13,3% en zorros (n=206), en la zona de
Beira interior. Esto remarca la importancia del zorro en la epidemiologia de la trichinellosis en
Portugal (Fazendeiro et al., 2004). En otras Comunidades auténomas limitrofes a CyL, como
Extremadura, la prevalencia informada en zorros en el periodo comprendido entre los afios
1988-1995 fue del 4,8% (Pozio et al., 1997a). Estudios posteriores en Extremadura describen
la prevalencia para el zorro en el 3%, con unas cargas parasitarias medias encontradas por
digestion enzimatica de 30,6 larvas por gramo de carne (LPG). La evolucion de los casos en
esta misma region extremefia entre 2003 y 2005, evidencian una subida hasta el 3,59% en
zorros, siendo mucho mayor que la obtenida para el jabali, que fue del 0,17% (Pérez-Martin
et al., 2007). Como puede comprobarse, los datos obtenidos en el desarrollo de esta Tesis
se encuentran por debajo de esas cifras, pero hemos de tener en cuenta que han trascurrido
casi dos décadas, y, sin embargo, se comprueba que la infeccion en el ciclo de vida silves-
tre continua en la actualidad. Todo ello, pese a llevar también varias décadas aplicando una
estricta legislacion comunitaria en el control de la trichinellosis en el ambito doméstico, pero
que no ha logrado erradicar esta parasitosis en el medio silvestre. Actualmente la infeccion
aun esta activa en una pequefa parte de las producciones porcinas domésticas, y mayor
aun si hablamos de carnes de jabali. Si relativizamos los datos a comarcas o municipios mas
concretos, las cifras de prevalencia ascienden rapidamente, llegando a encontrar municipios
donde las prevalencias son del 23,52% sobre un total de 17 muestras examinadas para ese
municipio (Valdemierque), lo que convierte esos ecosistemas en lugares de alto riesgo. De
los resultados que aqui informamos se puede concluir que, mientras en el ecosistema exista
un reservorio silvestre de esta parasitosis y en la medida que el ecosistema esta influenciado
por el hombre y el cambio climatico, seguira existiendo un riesgo potencial para la salud hu-
mana, por lo que nada nos indica que podamos relajar las medidas de vigilancia y prevencion
frente a esta zoonosis parasitaria. Estos datos estan en concordancia con lo publicado por
Pozio (2020), quien argumenta que la globalizacién y el cambio climatico tendran un tremendo
impacto sobre estos parasitos trasmitidos por los alimentos. Se producira una modificacion
de los patrones epidemioldgicos de estas enfermedades debido a los complejos cambios de
parametros bibticos y abidticos en el ecosistema, por lo que sera muy dificil prever las conse-
cuencias de esas modificaciones. Es importante que bidlogos, epidemidlogos, médicos, ve-
terinarios y otros profesionales aborden el problema conjuntamente dentro de un enfoque de
una sola salud. Por todo ello, estudios de este tipo en la fauna silvestre se hacen necesarios.
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Las cargas parasitarias resultaron ser variables, con un promedio de 13,2 LPG, siendo
inferior a las cargas encontradas previamente en zorros extremefios (30,6 LPG) (Pérez-Martin
et al., 2000). Tal vez las diferencias se deban a factores ambientales, como el nivel de altitud
promedio o la dominancia de la vegetacion. Historicamente, los valores de prevalencia mas
altos se asociaron a 500 m sobre el nivel del mar y se redujeron cuando otros recursos (cul-
tivos, arboles frutales y abundancia de ganado como aves y ovejas) estan disponibles para
los zorros, proporcionandoles una dieta suplementaria distinta de las fuentes asociadas a
Trichinella spp., en carrofias (jabalies) a estos carnivoros en su alimentacion (Pozio, 1998).

En el hombre esta descrito que la ingestién de mas de 10 larvas por gramo entrafia un
alto riesgo para la salud (Teunis et al., 2012). La guia de la FAO (2007) sobre triquinellosis cita,
acerca de la dosis infectiva, que carnes con 1 LPG cuando se toman como ingesta habitual,
llegando a unos 150 g de carne (unas 150 larvas), son suficientes para provocar triquinellosis
clinica. En resumen, segun la guia FAO, en el caso de T. spiralis, la dosis infectiva minima en
el hombre es de 100-300 larvas. Por su parte, una ingesta de 1.000-3.000 larvas puede provo-
car una trichinellosis grave. En este estudio, se han encontrado bajas cargas parasitarias en el
zorro o en otros mesocarnivoros, pero se ha de tener en cuenta que la capacidad de ingesta
del ser humano de carne de suidos (tanto silvestres como domeésticos) es muy superior a la
de estos mesocarnivoros.

Aunque en la fase inicial del estudio epidemioldgico sobre Trichinella spp., en animales
silvestres solo arroj6 al zorro como animal infectado, la continuacion del estudio confirmo que
otros pequefos carnivoros también pueden ser reservorios de esta parasitosis. No obstante,
mas alla de esa cuestion, también se confirmé que cuando la infeccion se encuentra en un
determinado ecosistema, puede implicar a todas las especies potencialmente carnivoras y
omnivoras, en concordancia con lo descrito anteriormente por Dick & Pozio (2001). La esca-
sez de infecciones en mesocarnivoros como hospedadores podria deberse al bajo numero
de muestras analizadas en el presente trabajo, ya que solamente estaban disponibles las
encontradas fruto de atropellos o los cadaveres facilitados por agentes medioambientales. Es
muy probable que un aumento del numero de animales analizados conllevara probablemente
un mayor numero de animales positivos.

Finalmente, se ha observado una dominancia de T. britovi sobre T. spiralis en los ani-
males positivos, hecho que también concuerda con otros trabajos realizados anteriormente en
animales silvestres (Pozio et al., 2004; Fonseca-Salamanca et al., 2009; Pozio et al., 2009b).

En cuanto a la transmisién de parasitosis de ciclo indirecto: Spirocerca vulpis.

Nuestro estudio sobre Spirocerca en zorros en diferentes provincias del oeste de Espa-
Aa confirmd, mediante analisis moleculares, una alta homologia de nuestras secuencias con
la nueva subespecie S. vulpis descrita por Rojas et al. (2018a). Por tanto, en esta zona del
oeste espanol, se confirma la preferencia de esta subespecie por el zorro como HD. De he-
cho, como ya fue descrito en los resultados, la totalidad de los zorros encontrados positivos, lo
fueron a la nueva subespecie descrita S. vulpis. La variabilidad filogenética dentro del género
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concuerda con los recientes descubrimientos presentados por algunos autores (Rojas et al.,
2018b y Sanchis-Monsonis et al., 2019).

Este es uno de los primeros estudios de variables y factores de riesgo respecto a la
presencia de S. vulpis, el primero en el oeste de Espafa, mejorando asi nuestra comprension
de su epidemiologia y distribucién en la Pl. Nuestro estudio aporta un modelo predictivo, en el
que las variables numero de zorros muestreados en cada municipio, la época del afio, edad
de los animales y sobre todo las variables topoclimaticas, que a su vez condicionan también
el numero y caracteristicas de los HI, son los parametros que determinan la ocurrencia y la
prevalencia de S. vulpis.

Mediante el trabajo presentado en esta Tesis, publicado en 2020 (Martin-Pérez et al.,
2020), se ha logrado establecer la prevalencia de la espirocercosis en el zorro en el 6.09%
en esta zona del oeste de Espafa. Dada la gran cantidad de animales analizados (n=1644) y
la amplia zona de muestreo chequeada, los resultados son bastante consistentes, pudiendo
confirmar de forma fehaciente las zonas de distribucion de esta parasitacion. Estudios previos
realizados en Espafia, indican una prevalencia inferior a la encontrada en el presente trabajo,
ya que solo se encontro la presencia de Spirocerca en menos del 2,5% de los animales ana-
lizados del noreste de la Pl (Gortazar, 1997; Segovia et al., 2004). Sin embargo, en la Comu-
nidad Autbnoma valenciana (este de Espafa), un estudio sobre 286 zorros en una zona no
muy amplia evidencié una prevalencia del 22% (Sanchis-Monsonis, 2015; Sanchis-Monsonis
et al., 2019). Por su parte, en la parte central de la PI, concretamente en la provincia de Ciu-
dad Real, un estudio de Valcarcel et al., en 2018, establecié la prevalencia para S. lupi en el
18.03%. No obstante, el estudio de Valcarcel et al. (2018), esta basado en un nimero muy re-
ducido de zorros (n=61), por lo que, si comparamos esos datos con determinados municipios
de nuestra zona de muestreo, se obtienen unas cifras de prevalencia equivalentes, incluso en
algunas zonas analizadas en nuestros estudios se llegaron a alcanzar cifras por encima del
33% de prevalencia.

Nuestros resultados también proporcionan datos sobre la importancia que tiene la me-
todologia del muestreo cuando se trata de establecer un modelo predictivo. Asi el numero
de zorros estudiados en cada municipio (SB) ayuda a explicar la aparicién y prevalencia de
la espirocercosis. Debido a que habia una mayor probabilidad de identificar casos positivos
de infeccion cuando se examinaban mas zorros, la deteccidon de infeccion deberia requerir
un muestreo extenso. En consecuencia, concluir que un municipio esta libre de infeccion es
arriesgado, debido a la baja prevalencia de infeccion en el oeste de Espafia (6%) y, sobre
todo, si el muestreo incluye un bajo niumero de zorros analizados. Cuando solo se consideran
los datos de aquellos municipios con casos positivos, la prevalencia es mayor si el numero de
zorros recolectados es bajo. Este resultado también puede ser consecuencia de sesgos de
muestreo.

En otras areas del sur de Europa con climas similares, la prevalencia encontrada en
zorros varié del 9.16% al 23.5% en Italia (Ferrantelli et al., 2010; Magi et al., 2015) y el 12.9%
en Portugal (Eira et al., 2006b). La prevalencia de Spirocerca spp., difiere ampliamente entre
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localidades, a pesar de climas similares entre zonas y regiones. Esto sugiere que la influen-
cia de factores de riesgo a nivel local (vegetacion local, concentracion de agua, presencia y
concentracion de hospedadores, tipo de suelo, densidad humana, etc.) puede desempefiar
un papel decisivo en la prevalencia de esta parasitosis. En general, parece claro que los fac-
tores que mas afectan a la prevalencia de Spirocerca spp., son la presencia de Hl y HP en el
ambiente, asi como la densidad de HD infectados en areas especificas (Urquhart et al., 1996;
Du Toit et al., 2008).

En nuestro estudio, el mayor porcentaje de infeccién en zorros se encuentra durante los
meses de invierno, datos que coinciden con estudios recientes en la Pl, en un area de clima
mediterraneo, donde la mayor probabilidad de encontrar S. vulpis fue a temperaturas de 4°C,
disminuyendo muy por encima de 21°C o por debajo de 2°C (Sanchis-Monsonis et al., 2019).
De acuerdo con los resultados de estudios previos realizados en perros, la estacionalidad en
la aparicion de espirocercosis en el HD puede explicarse por la estacionalidad del HI (Maza-
ki-Tovi et al., 2002; JyothiSree & Hafeez, 2013). Segun el ciclo de vida del parasito, la mayor
incidencia en zorros ocurriria entre los 3 y 6 meses después del periodo de maxima actividad
de los escarabajos copréfagos (Van der Merwe et al., 2008). En nuestra area de estudio, se ha
demostrado que la actividad de estos escarabajos tiene dos maximos anuales claros, como
es tipico en las regiones mediterraneas: finales de primavera y principios de otofio (Cabre-
ro-Safiudo et al., 2008). Esto implicaria que los zorros se infectan con mayor frecuencia en la
temporada de otono, debido a la ingestion de escarabajos infectados. Estas circunstancias
podrian ser debidas a multiples razones, incluido un mayor consumo de frutas y coledpteros
por parte de zorros oportunistas a finales de verano y principios de otofio (Carvalho & Gomes,
2004; Santos et al., 2007; Diaz-Ruiz et al., 2013). Esto también podria deberse al aumento
del consumo de ciertas especies de escarabajos estercoleros, dependiendo de la estacion del
ano, cuando el zorro tiene que diversificar su dieta para sobrevivir. Rau et al. (1987) sostienen
que la dieta del zorro en el area mediterranea es muy versatil y que puede ser debida, en
parte, a las diferencias locales de disponibilidad de presas y al elevado oportunismo tréfico de
estos animales. Por su parte, también, Dell’Arte et al. (2007) comprobaron que los zorros rea-
lizan un mayor consumo de plantas e insectos durante el verano, posiblemente por carencia
de otras fuentes alimenticias.

Nuestros resultados también muestran que la edad del zorro es relevante para explicar
la presencia de espirocercosis. La mayor proporcion de casos positivos ocurrié en zorros jo-
venes, entre 1y 2 afnos. A estas edades, los animales necesitan un alto consumo de proteinas
y es mas probable que busquen activamente insectos, como los escarabajos coprofagos y
otros posibles hospedadores intermediarios o paraténicos de Spirocerca spp. (NRC, 1982).
Sanchis-Monsonis et al. (2019) observaron que la prevalencia de la espirocercosis en los
Zorros era mayor en animales mayores de 6 meses que en la descendencia, un hecho expli-
cado por el largo ciclo de vida del nematodo. Es dificil establecer una comparacién clara de
este ultimo trabajo con nuestros resultados, ya que consideraron animales adultos a partir de
los 6 meses y nuestro criterio de clasificacidn establecié la edad adulta después del ano de
vida, encontrando las tasas mas altas de infeccion en animales entre 1y 2 afnos. En perros,
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Lobetti (2000, 2014) no identificdé un grupo de edad especifico en riesgo de infeccién por S.
lupi. Sin embargo, algunos estudios han informado que los perros de entre 1 y 4 afos son los
mas comunmente afectados (Chhabra & Singh, 1972; Dixon & McCue, 1967). Otros estudios
realizados en perros encontraron que los animales de 1 aflo o menos tenian el menor riesgo
de infeccion por espirocercosis y la mayor probabilidad de infeccién ocurriria en animales de
5 0 mas anos (Mazaki-Tovi et al., 2002; Sasani et al., 2012; Aroch et al., 2015a). Estudios
recientes describen la presencia de S. lupi en perros desde la edad de 6 meses en adelante
(Brenner et al., 2020), lo cual aproxima bastante la edad de presentacion a lo encontrado en
este trabajo, en el que observamos infeccion de S. vulpis en diferentes edades de zorros,
pero la incidencia mas alta se produjo en animales jovenes, a pesar del ciclo de 140-161 dias
después de la infeccion.

La densidad de los HI (escarabajos copréfagos) en un area determinada puede influir
en la variacion en la prevalencia de la infeccidn, teniendo en cuenta, ademas, que esta den-
sidad esta relacionada con otros factores, como el sustrato del suelo, las condiciones clima-
ticas, la densidad del ganado y/o los métodos agricolas de cultivo (Bailey, 1972; Lumaret et
al., 1992; Gottlieb et al., 2014). De hecho, los valores de prevalencia mas altos de S. vulpis
se encontraron en las areas de dehesa con una alta densidad de ganado y especialmente
con alta densidad de cerdo ibérico, que come bellotas durante el otofio y el invierno (provin-
cias de Salamanca y Zamora). En estas areas, hay una mayor disponibilidad de fuentes de
alimentos para los escarabajos copréfagos, lo que significaria una mayor densidad de estos
HI, y a su vez, una mayor probabilidad de infeccion por parte de los zorros. Estos resultados
son concordantes con los obtenidos por Frediani (1996) en el coto de Dofiana, quién encontrd
un mayor porcentaje de escarabajos copréfagos en las heces de zorros que habitan sobre
pastos, en comparacion con los que habitan en el bosque, lo que podria explicarse por la
presencia de una mayor densidad de ganado en estos pastizales. El papel de las especies
de escarabajos coprofagos como HI de S. lupi, puede entenderse considerando que la mayor
parte de estos escarabajos del paleartico occidental se sienten atraidos por diferentes tipos
de estiércol (Martin-Piera & Lobo, 1996; Frank et al., 2018). Aquellas areas naturales con una
alta densidad de ganado tienen una mayor riqueza de especies, abundancia y biomasa de
escarabajos copréfagos, por consiguiente, son areas donde existe una mayor probabilidad
de infeccion por Spirocerca spp. a los canidos silvestres (Lumaret et al., 1992; Galante et al.,
1995; Lobo et al., 2006).

Los resultados sugieren que, tanto la aparicion de infecciones por S. vulpis, como la
prevalencia en los municipios con casos positivos, parecen estar estructuradas espacialmen-
te. Los valores de prevalencia mas altos y con una mayor probabilidad de contraer infeccio-
nes por Spirocerca ocurrieron en la zona occidental del territorio estudiado, la situada en la
frontera con Portugal. Sin embargo, este patrén espacial desaparece cuando se consideran
las variables climaticas y de habitat, lo que sugiere que un componente ambiental esta en
juego en la infeccién por S. vulpis. Algunos autores consideran que las variables climaticas,
como la temperatura ambiente y la humedad, pueden explicar la tasa de infeccion en el HI. En
estudios previos con nematodos filaroides, las altas temperaturas agravaron la infeccion de
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los HI (Genchi et al., 2009; Laaksonen et al., 2010). Sin embargo, en condiciones mas aridas,
el riesgo de infeccion por S. lupi parece ser mayor en entornos combinados con riego y som-
bra durante el verano, mientras que una disminucion de la humedad y un aumento de la tem-
peratura provocarian también una disminucion del riesgo de infecciones por S. lupi (Gottlieb
et al., 2011; 2014). Nuestros resultados indican que las variables climaticas tienen un mayor
efecto en la presencia del parasito que las variables de habitat, de modo que la ocurrencia,
pero principalmente la prevalencia de S. vulpis, es mayor en las tierras bajas y las regiones
mas calidas. En el area de estudio, estas tierras bajas estan intercaladas con arboles y tienen
las temperaturas minimas y maximas medias mas altas. Al igual que con la temperatura, la
disminucién de la humedad parece causar una disminucion en las tasas de infeccion de los
escarabajos copréfagos (Gottlieb et al., 2014), coincidiendo con las conclusiones publicadas
por Rojas et al. (2017a). En nuestro estudio explicamos que el papel del medio ambiente es
mas importante para explicar la proporcién relativa de casos positivos en los municipios in-
fectados (= 64%) que para tener en cuenta la presencia-ausencia de S. vulpis (= 48%). Esto
sugeriria que la infecciéon en una zona puede depender de factores locales idiosincraticos,
pero cuando un territorio ha sido infectado, la prevalencia estara condicionada por factores
ambientales.

Solamente el zorro resultd ser hospedador de S. vulpis, ya que no se encontré ninguna
otra especie de mesocarnivoro infectado con Spirocerca en la region de estudio. Aunque en
el estudio se incluyeron otros nueve mamiferos silvestres, ademas del zorro, en su mayoria
pequefios mesocarnivoros, no se puede descartar su presencia en estos carnivoros ibéricos,
ya que el numero de muestras analizadas en estas otras especies no fue muy elevado. Nu-
merosos autores han descrito S. lupi en miembros de la familia Canidae, especialmente en
perros domésticos (Canis familiaris). En las poblaciones de lobos de la meseta ibérica del
norte, se ha comprobado que S. /upi aparecio en el 16% de los animales (Dominguez & de la
Torre, 2002). También se ha descrito S. /upi en muchos animales domésticos, como cabras,
ponis, burros, gatos domésticos, etc. (Ndiritu & Al-Sadi, 1976; Mense et al., 1992). Del mis-
mo modo, ademas del zorro rojo (Martinez et al., 1978; Diakou et al., 2012), otros autores
han informado de espirocercosis en una amplia variedad de carnivoros salvajes, incluido el
coyote (Canis latrans), el zorro gris (Urocyon cinereoargenteus), el lince (Felis rufus), el lobo
(Canis lupus signatus), el perro arbusto neotropical (Speothos venaticus), el chacal de lomo
negro (Canis mesomelas), el guepardo (Acinonyx jubatus) y los lémures (Lemur fulvus, Lemur
macaco, Lemur cattaurs) (Murray et al., 1964; Blancou et al., 1976; Pence & Stone, 1978;
Dominguez & de la Torre, 2002; Szczesna & Popiotek, 2007; Rinas et al., 2009; Bumby et al.,
2017). Mas estudios, aumentando el numero de ejemplares analizados, serian necesarios en
esa busqueda de posibles HD en el area de muestreo.

Segun nuestros resultados, no hubo diferencias estadisticamente significativas en la
aparicion de espirocercosis segun el sexo de los animales, como sefalaron previamente otros
autores también en zorros (Sanchis-Monsonis et al., 2019) y en perros (Wandera, 1976; Mylo-
nakis et al., 2006; Chikweto et al., 2012; Lobetti, 2014).

179



En cuanto al tipo y evolucion de las lesiones ocasionados por Spirocerca vulpis.

La patogenia y la localizacion de las lesiones causadas por S. vulpis observadas en
nuestros estudios, se describen como nédulos con una localizacién a nivel gastrico principal-
mente. Estos resultados son similares a los hallados por Rojas et al. (2018b), y muy probable-
mente también con otros autores como Ferrantelli et al. (2010); Al-Sabi et al. (2014) o Valcarcel
et al. (2018), que refieren lesiones en zorro a nivel gastrico atribuyéndoselas a S. lupi, si bien
aun no se habia descrito la nueva subespecie S. vulpis. Por lo tanto, se confirma que la locali-
zacion de las lesiones en zorro difiere de las presentadas en el perro, en los que los parasitos
adultos se hallan sobre todo en nédulos en la pared esofagica (Mazaki-Tovi et al., 2002). En pe-
rros, las migraciones aberrantes de L3 de S. lupi ocurren a través de las arterias mesentéricas,
que llevan a un infarto del intestino delgado o grueso (Brenner et al., 2020), y larvas aberrantes
con migracion hacia el sistema nervioso central, que pueden causar manifestaciones neurologi-
cas graves (Rojas et al., 2019). Estudios previos no encontraron nédulos en el epiplon gastrico
0 en la pared intestinal en el zorro, si bien en el presente trabajo si se encontré un pequefo
porcentaje de zorros con nédulos en esas localizaciones. Como ya hemos mencionado, la ma-
yoria de los casos positivos (un 96,9%) presentaban nddulos de S. vulpis localizados en la zona
gastrica (pared y/o epiplon), y solamente el 3,1% tenian nddulos en el intestino delgado. Sin
embargo, en nuestro estudio no se encontraron nédulos en el pericardio o en la aorta, que si re-
fieren otros autores (Morandi et al., 2014; Rojas et al., 2018b), ni tampoco en ganglios linfaticos,
que si fue descrita como una localizacion de Spirocerca por parte de Reina et al. (1994). Por el
momento se desconoce la especificidad de especie en el género Spirocerca, pero las lesiones
en zorro también difieren de las encontradas en otros canidos silvestres, como los chacales
(Canis mesomelas), donde los nédulos también se encontraron en la aorta toracica, pero muy
poco frecuentemente en la pared gastrica (Bumby et al., 2017). Al-Sabi et al. (2014) planteé la
hipotesis de que las ubicaciones atipicas podrian relacionarse con diferencias genéticas entre
varios haplotipos de S. lupi. Los resultados de nuestro trabajo apoyan esta hipétesis, ya que la
especie S. vulpis parece mejor adaptada al zorro al no encontrar la especie S. lupi en ninguno
de los animales positivos. No obstante, creemos necesarios estudios complementarios que
determinen molecularmente las especies que parasiten a otros hospedadores silvestres, asi
como estudiar las lesiones que producen en los distintos hospedadores.

En cuanto a la estructura e implantacion del nédulo en las mucosas, uno de los arti-
culos derivados de nuestros estudios (Martin-Pérez et al., 2022), describe como el nédulo se
comunica con la luz gastrica a través de un opérculo, a diferencia de migraciones aberrantes
descritas para el perro a nivel del intestino, sin que se produzca esa comunicacion del nédulo
con la pared intestinal (Brenner et al., 2020).

El tamafio de los nddulos encontrados en este estudio es similar a los descritos ante-
riormente y esta correlacionado con el numero de nematodos presentes en el interior de dicho
nodulo, como también especificaban otros autores (Sanchis-Monsonis et al., 2019; Rojas et
al., 2018b; Valcarcel et al., 2018).

En ausencia de mitosis y células gigantes, todas las lesiones analizadas en este traba-
jo se clasificaron como no neoplasicas, a diferencia de las descritas en la espirocercosis en
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perros que si pueden llegar a desarrollar lesiones de caracter neoplasico (Van der Merwe et
al., 2008; Dvir et al., 2010; Dvir et al., 2011). Esta caracteristica de la espirocercosis en zorros
es uno de los hallazgos mas importantes de este estudio.

Un punto en comun a todas las muestras analizadas de los zorros positivos era la pre-
sencia de un infiltrado linfoplasmocitario de moderado a severo, como ya se observo en es-
tudios precedentes analizando perros infectados por S. /upi. Las lesiones preneoplasicas en
perros tenian de moderado a severo infiltrado linfoplasmocitario e infiltrado de colageno (Dvir
et al., 2010). Rojas et al. (2019) sugirieron que el nddulo en perros progresa desde una lesion
fibrocitica inflamatoria a un nédulo preneoplasico, caracterizado por la presencia de fibroblas-
tos activos que eventualmente pueden sufrir transformacion neoplasica hacia sarcoma. Por lo
tanto, al no encontrar en el zorro transformacion neoplasica no se ha visto la evolucién de las
lesiones a osteosarcoma o fibrosarcoma, como se describe en perro (Dvir et al., 2010; Dvir et
al., 2011), o evoluciones provocadas experimentalmente en un modelo murino de xenoinjerto
de sarcoma asociado a S. lupi (Stettner et al., 2005).

En nuestro estudio, las células predominantes fueron linfocitos, neutréfilos y, en menor
medida, células plasmaticas y macroéfagos. Estudios en perros han destacado la presencia de
leucocitosis como hallazgo significativo (Mylonakis et al., 2001), ademas de un infiltrado seve-
ro de eosindfilos (Brenner et al., 2020). En aquellas lesiones catalogadas como difusas en el
presente estudio, otros tipos de células prevalecieron sobre los eosindfilos. La presencia de
eosinofilos se ha asociado siempre con reacciones parasitarias, junto con una mayor capaci-
dad de vasopermeabilizacion, facilitando la llegada de otras células a los focos de inflamacion
(Rothenberg et al., 2006; Ortigoza et al., 2009).

En este trabajo también se describe una alta presencia de neutrofilos en los nddulos,
destacando significativamente los encontrados en las lesiones de tipo parcheadas sobre las
de caracter difuso. En otros trabajos, como el realizado en perros Dvir et al. (2010), se encon-
tré que en el 40% de las lesiones no neoplasicas, el infiltrado inflamatorio predominantemente
fue de tipo linfoplasmocitario, en el 24%, el infiltrado fue mixto de linfocitos y neutrdéfilos, y en
el 21% de las lesiones no neoplasicas predominaron los neutréfilos. En cambio, en el caso
de las lesiones de caracter neoplasico, en el 25% de ellas el infiltrado fue de tipo linfoplas-
mocitario, en el 5% se observo un infiltrado de tipo mixto (linfocitos y neutréfilos), y en el 70%
de los casos predominaban los neutréfilos. En las lesiones neoplasicas por Spirocerca en
perros, las células mieloides y especialmente neutrdfilos, juegan un papel importante en la
inflamacion local innata en respuesta a la infeccidn por el parasito (Dvir et al., 2010). Entre las
propiedades que clasicamente se les han atribuido a las poblaciones de neutrdfilos estan las
de mediar en el dafno tisular a través de la liberacion de citocinas, proteasas y otros factores
contenidos en sus granulos citoplasmaticos y, por lo tanto, regulando la respuesta adaptativa
de la inmunidad, incluida la activacién de células T y células B (Appelberg, 2007; Kobayashi,
2008; De Oliveira et al., 2016).

En los nddulos analizados en nuestro estudio, la necrosis estaba presente en una baja
a moderada proporcién en las lesiones de tipo difuso y una menor presencia en las lesiones
parcheadas. La destruccion de tejido que se produce en la fase invasiva de grandes parasitos,
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como se describe por Jubb et al. (2015), podria estar asociado con necrosis en las lesiones
iniciales durante la invasion de S. vulpis en el zorro.

Las lesiones de Spirocerca no habian sido previamente caracterizadas mediante inmu-
nomarcaje en zorros. Observamos un aumento en el numero de células T sobre células B. Sin
embargo, no fue posible diferenciar entre las diferentes poblaciones de células T, con marca-
dores tipo CD4 y CD8, ya que esto requiere muestras congeladas, que no pudimos obtener
en nuestro estudio. En otros estudios, sobre lesiones de tipo parcheado, el uso de células T
inmunomarcadas demostré un papel importante en el desarrollo de las lesiones homogéneas
asociadas a una respuesta inmune coordinada entre diferentes poblaciones celulares (Ulrichs
et al., 2004; Garcia- Jiménez et al., 2013). Algunos autores atribuyen un papel importante de
los linfocitos T, junto con sus mediadores, al desarrollo de las lesiones asociadas a S. lupi
(Dvir et al., 2010). Se necesitan mas estudios en zorros para determinar las implicaciones de
los linfocitos T reguladores en el desarrollo de la lesion, como ha ocurrido con el conocimiento
que se tiene sobre las lesiones en el perro.

La baja presencia de linfocitos B en ambos tipos de lesiones (parcheadas y difusas)
indican etapas tempranas del desarrollo de la lesion. Segun otros autores, estas células son
necesarias y se observan en etapas crénicas, incluyendo la posible induccién de carcinogé-
nesis (Cain et al., 2009).

La importancia de los macréfagos en el desarrollo de lesiones por S. lupi fue descrito
por Dvir et al. (2011). Estos autores describen los macrofagos en lesiones parcheadas, e
indican que pueden participar en la remodelacion de la lesidon. Numeros mas bajos de estas
células se asocia con una mayor presencia de colageno. El marcador CD68 fue utilizado como
un marcador de macrofagos ya que, segun la experiencia de nuestro grupo de investigacion,
hay una gran similitud con otros marcadores de macrofagos.

El area de estudio donde se han recogido la mayor parte de los animales de este
trabajo esta sometida a una alta presion de caza, por lo que es posible que estos animales
hayan sido cazados antes del posible desarrollo del nédulo hacia una forma tumoral. Estudios
similares (Dvir et al., 2011) indicaron la necesidad de investigacion molecular (interleucinas y
quimiocinas) para analizar la desarrollo y evolucion de la lesién causada por este parasito en
los zorros.

Como hemos descrito anteriormente, los casos positivos fueron especialmente en-
contrados entre los animales jovenes, siendo probable que los animales mayores hubieran
desarrollado cierto grado de inmunidad, debido a la exposicion repetida al parasito, como es
el caso de la infeccidn en zorros por Angyostrongylus vasorum (Webster et al., 2017). Este
posible contacto previo podria provocar una resistencia adquirida a la infeccién tras haberla
pasado, o estar expuestos de manera continuada. Esta hipétesis se ve reforzada al observar
nodulos diminutos calcificados en las paredes gastricas de los zorros de edades avanzadas.
Debido a la ausencia de estudios sobre inmunidad frente a la espirocercosis en zorros, anali-
sis futuros en este sentido serian necesarios para confirmar estas hipotesis.
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En cuanto al estudio de los hospedadores intermediarios y hallazgos de Gongylonema
spp.

Segun la bibliografia consultada, aproximadamente 50 especies de insectos actuan
como HI de Spirocerca, siendo los escarabajos copréfagos y cucarachas las que desempenan
uno de los papeles principales (Lichtenfels, 1971; Kirkpatrick et al., 1986; Anderson, 2000;
Haruki et al., 2005; Sato, 2009; Mowlavi et al., 2009; Mukaratirwa et al., 2010; Setsuda et al.,
2016; Kinsella et al., 2016).

La investigacion cientifica en la busqueda de las especies de escarabajos que pudie-
ran actuar como HlI frente a S. vulpis en el area de estudio, no evidencio ningun ejemplar posi-
tivo a este parasito. Seguramente esto fue debido, tanto a las bajas prevalencias parasitarias,
como a la época de muestreo, que fue en periodo otofal. Acorde a nuestros resultados, las
mayores prevalencias de S. vulpis en zorros se observaron a finales de otofo y los meses de
invierno. Ademas, habria que tener en cuenta el periodo de prepatencia del ciclo bioldgico de
Spirocerca, que es entorno a los 140 dias (Rojas et al., 2019), pudiendo incluso ser menor
en S. vulpis, ya que parece que las larvas no emigran hasta la localizacion definitiva a través
de la aorta, si no por migracién directa desde el estbmago a la pared gastrica. Todos estos
conocimientos nos inducen a pensar que, probablemente, las especies de escarabajos trans-
misoras de la espirocercosis en el zorro sean las que tienen desarrollo primaveral, cuando el
zorro se alimente de dichas especies en los meses finales de la primavera y primeros meses
de verano, entre mayo y julio.

En uno de los trabajos publicados presentados en esta tesis (Bravo-Barriga et al., 2021),
se explica la presencia de Gongylonema spp. en una de las especies de escarabajos coproéfa-
gos que se capturaron con el objetivo inicial de encontrar HI de S. vulpis en el area de estudio.
De hecho, se analizaron un total de 551 especimenes de escarabajos copréfagos y se detec-
taron tres larvas infecciosas de nematodos en dos especimenes de Geotrupes mutator, lo que
indica una prevalencia del 0,36% sobre el total de especimenes de escarabajo muestreados.

Hasta la fecha de este estudio, en Espana, el conocimiento sobre la presencia de ne-
matodos en el escarabajo G. mutator era inexistente. En otros paises, si han sido descritos
varios géneros de estos vermes en este escarabajo, como Ascarops, Diplocapter, Diplogaster,
Eudiplogaster, Holodiplogaster, Physocephalus, Pelodera, Paroigolaimella, Rhabditis, Spiro-
cerca y Gongylonema. En el caso de este ultimo género, solamente la especie Gongylonema
pulchrum ha sido descrita en G. mutator (Poinar, 1975). Por tanto, gracias al trabajo desarro-
llado por nuestro equipo de investigacion, este seria el primer informe de otras especies de
Gongylonema (distintas a G. pulchrum) encontradas en el escarabajo G. mutator, al menos
en Europa. G. mutador es una especie ampliamente distribuidas en Europa, desde el sur de
Suecia al Caucaso y la PI, habitando también en algunas regiones asiaticas de Iran, Kazajs-
tan y Turquia (L6bl & Smetana, 2016). En la Pl esta especie de escarabajo es frecuente en la
mitad norte (Martin-Piera & Lopez-Colon, 2000).

En el estudio realizado sobre los HlI, los Unicos escarabajos infectados con larvas de
Gongylonema se recolectaron en trampas cebadas con excrementos de cerdo. En general,
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las especies pertenecientes a la subfamilia Geotrupinae se asocian frecuentemente con es-
tiercol de mamiferos herbivoros, si bien no existe una alta especificidad trofica (Martin-Piera
& Lopez-Coldn, 2000). G. mutator normalmente excava galerias inmediatamente debajo
o al lado de las heces de vaca y caballo, usando estas bofiigas para alimentarse o anidar
(Teichert, 1955). Siguiendo el rastro de los excrementos, vacas y caballos serian, por tanto,
los candidatos mas probables para albergar este parasito como HD. Sin embargo, como ya
hemos comentado, la baja especificidad tréfica de los escarabajos copréfagos (Martin-Piera
& Lobo, 1996), posibilitd que, en nuestras trampas de captura, cebadas con excremento
de cerdo, pudieran recolectarse los especimenes de G. mutator que resultaron positivos,
por lo que no podria descartarse que los porcinos también pudieran ser HD de este género
parasitario.

Los miembros del género Gongylonema, en su estado adulto, son facilmente reconoci-
dos gracias a su visualizacion en microscopio, especialmente por microscopia electronica de
barrido (SEM), porque su cuticula esta cubierta por grandes engrosamientos verruciformes,
especialmente prominentes en el parte anterior del cuerpo. En nuestro estudio, mediante esta
técnica, claramente se identificaron los vermes como formas juveniles, pero no pudieron ser
identificados a nivel de especie, dado que no se encontré una descripcién exhaustiva en la
literatura de estas formas juveniles y, ademas, porque estas larvas aun no han adquirido todas
las caracteristicas morfolégicas de las formas adultas.

Por su parte, el analisis genético de estas larvas, a través del estudio de su arbol
filogenético bayesiano, también mostrd que las secuencias cox1 se asociaron con los corres-
pondientes al género Gongylonema. Sin embargo, la homologia con algunas de las especies
conocidas y con secuencias en las bases de datos fue solamente del 88%. Asi pues, los
escasos datos en bancos genéticos sobre secuencias de Gongylonema spp., imposibilitaron
la clasificacion a nivel de especie de las larvas de Gongylonema encontradas, si bien se han
logrado describir nuestras secuencias del cox 1 y se han publicado en bases genéticas in-
formatizadas con nimeros de referencia LC577505 y LC612845 para comparar con estudios
futuros. Asi pues, se demuestran las divergencias genéticas interespecificas de este género
poco estudiado, y nuestras secuencias serviran como aportacion cientifica en el futuro.

Como ya hemos comentado, la escasez de datos sobre las secuencias genéticas de
las distintas especies de Gongylonema encontradas en Espafia, incluso en otras partes del
mundo, no nos permitieron clasificar nuestros hallazgos en una especie determinada, plan-
teando, por tanto, diferentes hipétesis con los escasos datos genéticos disponibles, junto con
los detalles que hemos observado en el examen de las L3 por SEM. De las siete especies
del género Gongylonema descritas en Espana (Cordero del Campillo et al., 1994; Fernandez-
De-Mera et al., 2003; Da Costa Cordeiro et al., 2018), se podrian descartar, gracias al analisis
genético, a las especies G. pulchrumy G. neoplasticum.

En el trabajo de Esperdn et al. (2013), se documenté la presencia del género Gongylo-
nema spp., en autillos europeos en la comunidad de Madrid, sin poder llegar a determinar la
especie concreta por analisis moleculares. Gracias a una estrecha colaboracién entre nuestro
grupo de investigacidon con el equipo de trabajo que detectd dicho parasito en los autillos, se
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pudieron comparar las larvas encontradas en los escarabajos de nuestro estudio con las for-
mas de Gongylonema en estas aves, determinando que correspondian a especies diferentes.
Sin embargo, el analisis filogenético de las 3 larvas encontradas en nuestro estudio incluso
nos hace pensar en que se trate de especies diferentes entre ellas, al encontrarse una de
ellas con una homologia mayor con las aparecidas en los autillos que con las otras 2 larvas de
nuestros escarabajos. De hecho, la distancia genética de una de nuestras larvas respecto a
las otras 2 larvas es similar a la que también se observa con otras especies de referencia (G.
aegypti, G. neoplasticum, G. nepalensis 'y G. pulchrum). Esto apoya el hecho de la existencia
de una gran diversidad de este género en Espania.

Como ya se comento con anterioridad, mediante SEM, nuestras muestras podrian co-
rresponderse a larvas del género Gongylonema, concretamente al subgénero Progongylone-
ma, debido a la ausencia de protuberancias cuticulares que caracterizan a Progongylonema
(Hernandez-Rodriguez & Gutiérrez-Palomino, 1992). Sin embargo, dado que nuestras larvas
pertenecen a fases juveniles (L3), sin que hayan desarrollado todas las caracteristicas del
nematodo en estado adulto, cabe también la posibilidad que nuestras larvas sean de las
especies que si desarrollan dichas protuberancias en su fase adulta, como apuntan algunos
autores que sucede con la evolucion de las larvas L3 al estado adulto (Alicata, 1935).

La larva infectante de G. soricis, en los detalles observados mediante SEM, es similar
a nuestro nematodo, debido a su tamafio similar (1545 um-1580 uym) y a su ornamentacion
caudal adornada con un mechén de digitaciones cuticulares (Quentin & Gunn, 1981). No
obstante, el nematodo G. soricis se ha recolectado raramente en Espafa, teniendo registros
solamente en Valencia en 1996 (Portoles et al., 1996). El HD de esta especie es la musarafia
gris (Crocidura russula), ampliamente distribuida en Espafa, con lo que esta es una de las po-
sibles especies que barajamos como candidatas en la identidad de los ejemplares analizados
en nuestro estudio, pero la falta de datos genéticos sobre G. sociris no nos permite confirmar
esta hipotesis.

Otras especies encontradas en Espafia incluyen a G. pithyusensis n. sp., (Gongylo-
nematidae), descrita por primera vez en 1977 parasitando la mucosa del eséfago del lirén
(Eliomys quercinus) en las Islas Baleares, Espana (Mas-Coma, 1977). Desde entonces, solo
se ha detectado otra vez en Murcia (sureste) (Esteban et al., 2004). La falta de descripciones
morfologicas exhaustivas para esta especie y de datos genéticos de la misma, hacen que no
podamos descartar esta especie como una candidata comparada con la de nuestro estudio.
Sin embargo, teniendo en cuenta la distribucién del liron en nuestro pais, el cual es poco
probable encontrarlo en las dehesas del oeste de Espafia, hace que las posibilidades de que
nuestro hallazgo se corresponda con G. pithyusensis sean realmente escasas.

G. mucronatum ha sido descrito parasitando al erizo (Atelerix algirus) como HD en el
norte de Africa y también en Espafia (en las islas Baleares y Valencia) (Ferrer Marius Vicent et
al., 2000). Al igual que ocurria con la especie anterior, a pesar de la escasez de descripciones
morfologicas y estudios genéticos, seria poco probable que se tratara de esta especie, si se
tiene en cuenta la distribucion de A. algirus, que se limita al este de la PI.
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Otra especie de Gongylonema que habita la Pl es G. musculi, concretamente se ha
descrito en varias islas del Mediterraneo (Milazzo et al., 2003), pero se dispone de limitada
informacion sobre datos genéticos y la morfologia de las larvas de esta especie, lo que impide
hacer cualquier comparacion.

Asi pues, dado que las homologias de las secuencias de nuestras larvas no han podido
asociarse con ninguna de las descritas en las bases de datos genéticos, nuestros hallazgos
podian corresponderse con larvas de alguna especie de Gongylonema ya descrita en nuestro
pais, pero sin que se haya secuenciado previamente, o bien podria tratarse de una nueva es-
pecie no encontrada anteriormente a nivel mundial. Estas hipétesis quizas sean resueltas en
el futuro, gracias a otros estudios que permitan comparar nuevas secuencias incorporadas a
las bases de datos genéticas y pudieran tener una alta homologia con las de nuestro trabajo.
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Capitulo 7.- Conclusiones.
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12.

La prevalencia de Trichinella spp. en el zorro en el oeste espafol alcanza el 0,993 %,
mientras que en otros mesocarnivoros es del 1,098 %. Considerando la abundancia del
zorro, y las posibilidades de controles poblacionales de esta especie, se destaca al mis-
mo como una posible especie centinela en la deteccidn de este parasito.

Se evidencian 4 zonas de especial riesgo para la presencia de Trichinella spp. en zonas
del oeste espafiol. En Salamanca, se corresponderia con el area entre los municipios de
Gallegos de Argafnan y Fuenteguinaldo (comarca de Ciudad Rodrigo) junto con otras dos
zonas en los municipios de Miranda del Castafiar y Valdemierque. En Zamora, el area en-
tre Luelmo y Villar del Buey (en la comarca de Sayago) se estableceria como de alto riesgo,
por lo que se deberian tomar medidas especiales de prevencion en todas estas areas.

La prevalencia de Spirocerca vulpis en el zorro en el oeste espafiol alcanza el 6,09 %,
mientras que en otros mesocarnivoros no se encontro este proceso parasitario.

La ocurrencia (presencia o ausencia) y la prevalencia de Spirocerca vulpis estarian de-
terminadas por causas multifactoriales, incluida la estacién del afio (mayor porcentaje de
casos positivos a finales de otofo e invierno, especialmente entre diciembre y febrero),
la edad de los zorros (proporcionalmente mas frecuente entre los individuos jévenes) vy,
especialmente, factores topoclimaticos y del habitat.

Los factores topoclimaticos que mayormente incrementan la ocurrencia y prevalencia de Spi-
rocerca vulpis son las mayores temperaturas minimas mensuales, y las zonas de menor
altitud. Entre los factores de habitat, las mayores prevalencias de Spirocerca vulpis se en-
cuentran en las areas con un uso natural de la tierra (dehesas). Finalmente, el modelo pre-
dictivo sobre la ocurrencia y prevalencia también destaca la existencia de un patrén espacial,
dandose las mayores probabilidades de infeccidon hacia zonas del oeste en el area de estudio.

La localizacion de los nédulos parasitarios por Spirocerca vulpis en el zorro difiere de la
encontrada por Spirocerca Ilupi en el perro, de tal forma que, en el zorro, los nddulos se
localizan mayoritariamente en la pared gastrica, con algunas presentaciones minoritarias
a nivel intestinal.

El patrén lesional analizado en los nédulos parasitarios por Spirocerca vulpis evidencia
una progresion de la distribucién de las células desde una forma difusa inicial a una dis-
tribucion irregular (parcheada) posterior, posiblemente a través del control de la infeccion
de los parasitos por parte del hospedador. En ninguno de los nédulos se observé evolu-
cion de las lesiones hacia formas neoplasicas.

El escarabajo Geotrupes mutator, perteneciente a la Familia Geotrupidae, interviene en
el ciclo de vida de transmision de las infecciones producidas por Gongylonema spp. en
el continente europeo.

La imposibilidad de identificacion de la especie de Gongylonema encontrada en Geotru-
pes mutator, ni por métodos moleculares ni por identificacion morfoldgica, evidencian una
carencia de conocimiento de este género a nivel mundial, por lo que son necesarios mas
estudios para conocer la diversidad de dicho género.
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Abreviaturas

AECOSAN. Agencia Espafiola de Consumo, Seguridad Alimentaria y Nutricién.
ADNTr. ADN ribosémico.

AEMA. Agencia Europea de Medio Ambiente.

AESAN. Agencia Espariola de Seguridad Alimentaria y Nutricion.
Ag EBL. Extracto bruto larvario, antigeno de Trichinella spp.

Ag ES. Antigeno excretor-secretor de Trichinella spp.

ArrSA. Arribes del Duero de la provincia de Salamanca.

ArrZA. Arribes del Duero de la provincia de Zamora.

BCR. Receptor de membrana especifico de los linfocitos B.

CD. moléculas receptoras de antigeno de superficie de los linfocitos
CD20+. Marcador de linfocitos de linaje B.

CD25+. Marcador del receptor a de la IL-2, presente en linfocitos T y B activados, algunos
timocito, células precursoras mieloides y oligodendrocitos.

CD3. Conjunto de proteinas de membrana que reconoce los linfocitos T. Su marcador se re-
presenta como CD3.

CD4+. Marcador de células T colaboradoras.

CD68. Molécula que forma parte de la glicoproteina de membrana de los monocitos y macré-
fagos (marcador CD68+).

CD79. Molécula que forma parte de la glicoproteina de membrana de los linfocitos B (marca-
dor CD79+)

cm,. Centimetro cuadrado.
CMH. Complejo mayor de histocompatibilidad.
CMH-II. Complejo mayor de histocompatibilidad tipo 1.

CO,. Dioxido de carbono.
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COl. Gen citocromo oxidasa I.

Csb. Clima mediterraneo con influencia oceanica (clasificacion climatica de Képpen).
CyL. Castilla y Ledn

DOUE. Diario Oficial de la Unién Europea

DV. Dorso-ventral.

EBL. Extracto bruto larvario, antigeno de Trichinella spp.

EFSA. Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria.

ELISA. Ensayo por inmunoadsorcién ligado a enzimas (Enzyme-Linked ImmunoSorbent As-
say).

ES. Antigeno excretor - secretor de Trichinella spp.

FAO. Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion.
WHO. Organizacién mundial de la Salud.

OIE. Organizacién Mundial de Sanidad Animal.

FLOTAC. Técnica de diagndstico copromicroscopica.

Foxp3+. Marcador de célula T especifico de las células T-reguladoras naturales.
FA. Frecuencia de aparicion

FR. Frecuencia relativa.

GalNAcb1-4 (Fuca1-3). Antigeno de glucano de Trichinella spp.

GlIcNAc-R (LDNF). Antigeno de glucano de Trichinella spp.

gr. Gramos.

H. Variables de habitat.

Ha. Hectarea.

HD. Hospedador definitivo.

H&E. Tincion de hematoxilina y eosina
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HI. Hospedador intermediario.

HP. Hospedador paraténico.

hpg. Huevos por gramo de heces.

HR. Humedad Relativa.

HRM Qpcr. Un tipo de PCR cuantitativa de alta resolucion.
ICH. Marcadores inmunohistoquimicos

IFN-y. Interferbn gamma.

IgA. Inmunoglobulina A.

IgE. Inmunoglobulina E.

IgG. Inmunoglobulina G.

IL-1. Interleuquina 1.

IL-2. Interleuquina 2.

IL-3. Interleuquina 3.

IL-5. Interleuquina 5.

IL-8. Interleuquina 8.

IL-13. Interleuquina 13.

IL-23. Interleuquina 23.

IL-25. Interleuquina 25.

ISO. Organizacion Internacional de Normalizacion.
ITIS. Sistema Integrado de Informacion Taxondmica.
IUCN. Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza.
K. Células Killer.

KDa. kilodalton.

Km. Kildmetros.
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Km?Z. Kildmetros cuadrados.

L1. Larva 1.

L3. Larva 3.

L4. Larva 4.

LAK. Células NK activadas (lymphokine-activated killer cells).

LCR. Liquido cefalorraquideo.

LDNF. Glicano antigénico

LLR. Radiografia reclinada lateral izquierda.
LPG. Larvas por gramo.

LRN. Larva recién nacida.

m. Metro.

MM. Técnica diagndstica de Markovics & Medinski.
Ml. Microlitro

Mm. Micrometro.

mm. Milimetros.

NK. Células Natural Killer.

PCR. Reaccién en Cadena de la Polimerasa.

pH. Medida del grado de acidez o alcalinidad de una sustancia o solucion.

Pl. Peninsula Ibérica.

RLR. Radiografia reclinada lateral derecha.

SARS-CoV. Especie de coronavirus respiratorio surgido en 2003.

SARS-CoV-2 = COVID-19. Coronavirus de tipo 2 surgido en 2019.

SB. Numero de zorros recolectados en cada localidad.

SEM. Microscopia electrénica
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SG. Gravedad especifica.

SIG. Sistema de Informacion Geografica.

SOCEPA. Sociedad Espanola de Parasitologia.

T6. Trichinella T6.

T8. Trichinella T8.

T9. Trichinella T9.

TA. Temperatura ambiente.

T2. Temperatura.

TAM. Macrofagos activados alternativamente y asociados a tumores.
T.C. Tomografia Computarizada.

TC. Variables topoclimaticas.

TCR. Receptor de membrana especifico de los linfocitos T.

TCRap. Un tipo de linfocitos

TCRy&. Un tipo de linfocito T, de abundancia en la mucosa intestinal.
Th1. Uno de los tres tipos de linfocito (linfocito T helper).

Th17. Uno de los tres tipos de linfocito (linfocito T helper).

Th2. Uno de los tres tipos de linfocito (linfocito T helper).

Th9. Tipo de linfocito proinflamatorias, y anticancerigenas.

TIG. Tecnologias de la Informacién Geogréfica.

TNF-a. Factor de necrosis tumoral alfa.

TSL-1. Antigeno de la superficie de la cuticula y de los esticocitos de las larvas musculares
de Trichinella spp.

UE. Unién Europea.
VD. Ventro dorsal.

VEGF. Factor de crecimiento vascular endotelial.
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indice de imagenes.

Imagen 1: A, morfologia de la capsula bucal hexagonal de larvas adultas de
Spirocerca lupi, mediante microscopia optica de luz. B, morfologia de la capsula

bucal hexagonal de larvas adultas de Spirocerca lupi, mediante microscopia
electronica de barrido ...

Imagen 2: C, imagenes de microscopia optica de Spirocerca vulpis sp. nov. Parte
anterior del cuerpo de una hembra que muestra las papilas cefalicas, eséfago
muscular y porcién anterior del eséfago glandular. D, imagenes de microscopia

Optica de Spirocerca vulpis sp. nov. Estructuras triangulares similares a dientes, que
emergen de la capsula bucal a la abertura oral ..o

Imagen 3: E, microscopia electronica de barrido, especimenes de Spirocerca vulpis
sp. nov. Extremo anterior que muestra cuatro papilas cefalicas, abertura oral y
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Anexo 1.

Resumen método de referencia digestion enzimatica
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RESUMEN DEL METODO DE REFERENCIA DESCRITO EN EL ANEXO | CAPITULO I DEL
REGLAMENTO UE 1375/2015 (DOUE n° 212-2015)

l. Grupos completos de muestras (100 g de muestras a la vez)

a) Afnadir 16 £ 0,5 ml de acido clorhidrico a un vaso de precipitados de 3 | que contenga 2 |
de agua del grifo, se coloca en una placa calefactora con funcion de agitacion, y se lleva a
una temperatura de 46 a 48 °C; se afiade un agitador en el vaso, se comienza a agitar.

b) Anadir 10 £ 0,2 g de pepsina o 30 + 0,5 ml de pepsina liquida.

¢) Triturar con una picadora / batidora o mezclador los 100 g de tejido muscular de las mues-
tras a examinar.

d) Llevar la carne picada al vaso de precipitados de 3 | que contenga el agua, la pepsina y el
acido clorhidrico y que se mantiene sobre la placa calefactora & agitadora

e) Introducir varias veces el dispositivo de triturado del mezclador en el liquido de digestiéon
del vaso de precipitados y enjuagar el vaso del mezclador/ batidora con una pequefa can-
tidad de liquido de digestion (*), para quitar la carne que aun esté adherida.

f) Cubrir el vaso de precipitados con una hoja de aluminio, y mantenerlo encima de la placa
calefactora & agitadora a temperatura constante (44-46 °C)

g) Deberé regularse el agitador magnético de tal forma que durante su funcionamiento man-
tenga una temperatura constante de 44 a 46 °C. Durante la agitacién, el liquido de diges-
tion debera girar a una velocidad suficiente para que se forme un remolino profundo sin
salpicaduras.

h) Agitar el liquido de digestion hasta que desaparezcan las particulas de carne (durante 30
minutos aproximadamente). Pueden ser necesarios periodos mas largos de digestion (que
no superen los 60 minutos) para determinados tipos de carne (lengua, carne de caza, etc.).

Detener el mezclador una vez se observen todas las particulas digeridas y verter el li-
quido de digestion a través del tamiz (con una malla de 180 micras), en el embudo de
separacion.

i) Se considera satisfactorio el proceso de digestidon si no permanece mas del 5 % del peso
de la muestra inicial en el tamiz.

j) Dejar el liquido de digestion en el embudo de vidrio de decantacién (de una capacidad de
2 | como minimo, preferiblemente provistos de llaves de seguridad de teflén, durante 30
minutos.

k) Después de 30 minutos, traspasar rapidamente una muestra de 40 ml del liquido de diges-
tion a la probeta graduada o al tubo de centrifugacion.

I) Mantener los liquidos de digestion y otros residuos liquidos en un vaso de precipitados
hasta que se haya completado la lectura de los resultados.
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m) Dejar reposar la muestra de 40 ml durante 10 minutos. Luego, aspirar con cuidado de no
generar turbulencias 30 ml de liquido sobrenadante para retirar las capas superiores y de-
jar un volumen que no supere 10 ml.

n) La muestra de 10 ml del sedimento restante se vertera en una cubeta para el computo de
larvas o en una placa de petri (*).

o) Enjuagar la probeta graduada o el tubo de centrifugacion con 10 ml como maximo de agua
del grifo, que se agregara a la muestra en la cubeta de computo de larvas o en la placa de
petri.

Luego, proceder a la observacion en el triquinoscopio o al examen en el estereomicrosco-
pio con un aumento de 15 a 20 veces. Se permite la visualizacion utilizando otras técnicas
cuando se haya comprobado que el examen de las muestras de control positivas da un
resultado igual o mejor que los métodos tradicionales de visualizacion. Siempre que se
observen zonas sospechosas o formas similares a parasitos, deberan aplicarse aumentos
superiores, de entre 60 y 100 veces.

p) Los liquidos de digestidon se examinaran desde el momento en que estén dispuestos. En
ningun caso se podra posponer el examen al dia siguiente.

Cuando los liquidos de digestién no se examinen en los 30 minutos siguientes a su prepa-
racion, se deberan clarificar de la siguiente manera:

- Verter la muestra final de unos 40 ml en una probeta graduada.

- Dejar reposar durante 10 minutos.

- Luego, retirar 30 ml del liquido sobrenadante, dejando un volumen de 10 ml. Dicho
volumen se llevara a 40 ml con agua del grifo.

- Después de un nuevo periodo de reposo de 10 minutos

- Aspirar 30 ml del liquido sobrenadante para obtener un volumen maximo de 10 ml que
se examinara en una placa de petri o en una cubeta para cémputo de larvas.

- Lavar la probeta graduada con 10 ml como maximo de agua del grifo y agregar el liqui-
do obtenido a la muestra en la placa de petri o en la cubeta para el computo de larvas,
para su examen a la observacion en el triquinoscopio.

* Para facilitar la homogeneizacién, una pequefia cantidad de liquido que formara parte de la digestion
una vez atemperado a 46 + 2 °C (agua con la pepsina ya afiadida y el acido clorhidrico) se agrega a
la carne en la batidora, que ha de ser estanca, siendo esta cuestién una modificacién del método de
referencia recogido en la ISO 18743:2015, donde se destaca la importancia de la secuencia correcta
de mezcla del liquido de digestion.

() Si el examen revela que el sedimento no es transparente, verter la muestra en una probeta gradua-
da, llevar su volumen a 40 ml con agua de grifo y seguir el procedimiento descrito en la presente sec-
cién. Este procedimiento podra repetirse de 2 a 4 veces (**), hasta que el liquido sea lo suficientemente
claro para una lectura fiable.

** Cuestion que modifica el método de referencia recogido en la ISO 18743:2015 donde se indica un
solo procedimiento de aclaracion.
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Il. Grupos de menos de 100 g.

Cuando sea necesario, una cantidad que no supere los 15 g podra afiadirse a un gru-
po completo de 100 g y examinarse conjuntamente con arreglo al procedimiento (I) descrito
anteriormente.

Las cantidades superiores a 15 g se deberan examinar como grupos completos. En el
caso de grupos de hasta 50 g, los liquidos de digestidn y los ingredientes podran reducirse a
1 1de agua, 8 ml de acido clorhidrico y 5 g de pepsina.

Procedimiento de limpieza y descontaminacion tras un resultado positivo o dudoso.

Cuando el examen de una muestra colectiva o individual dé un resultado positivo o du-
doso, se descontaminara cuidadosamente todo el material que haya entrado en contacto con
la carne (la taza y la cuchilla del mezclador, el vaso de precipitados, el agitador, el sensor de
temperatura, el embudo de separacion conico, el tamiz y el férceps) dejandolo durante unos
segundos en agua caliente (entre 65 °C y 90 °C). Se recomienda enjuagar a fondo cada pieza
para eliminar el detergente que haya podido utilizarse en el lavado.
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Resumen NORMA ISO 18743:2015

Microbiologia de la cadena alimentaria deteccion de Trichinella larvae en carne método
fisico por digestion artificial (AENOR. 2016).

Introduccion

Trichinella spp., es el agente causante de la triquinosis humana, una enfermedad que
supone un peligro para la salud publica. Los métodos de digestion para la deteccion de larvas
de Trichinella en carnes de cerdos y de otras especies de animales susceptibles (caballos,
jabalis, zorros) resultan efectivos para la prevencion de la triquinosis clinica en humanos, pero
se plantea el problema de detectar las bajas cargas parasitarias (LPG), lo cual puede dar in-
fecciones subclinicas en humanos o riesgos asociados en el consumo de carnes de animales
de abasto por falta de deteccion de estos casos de baja carga parasitaria.

Aplicacion.

Su utilidad se destina al examen de carne procedente de animales domésticos y sil-
vestres que puedan haber sido infectados por nematodos del género Trichinella. Otras herra-
mientas como los métodos moleculares seran los encargados de determinar la especie de
Trichinella o el genotipo implicado en la parasitacion.

El método de digestion artificial/con agitador magnético se considera un método nor-
malizado porque se ha demostrado que proporciona los resultados de mayor confianza en los
estudios de validacion. Ademas de este método debe ser utilizado junto con las directrices del
Manual of Diagnostic Tests and Vaccines de la OIE (OIE, 2018), de la International Comission
on Trichinellosis (ICT, 2012) para el ensayo de Trichinella spp., y de la inspeccién de canales
destinados al consumo humano descrita en la ISO 7218:2007. Este método podra no ser de
necesidad, siempre que se haya demostrado de alguna otra manera que el animal no estaba
en riesgo de exposicidon a Trichinella.

Otros métodos si documentan su equivalencia podran ser considerados métodos al-
ternativos.

Definiciones.

e Larvas musculares de Trichinella (LM), son el primer estadio larvario (L1) de nemato-
dos (dimensiones de 0,7 mm a 1,1 mm de longitud y 0,03 mm de ancho), que pertene-
cen al género Trichinella, que se localizan en el musculo estriado de animales de todo
el mundo y que pueden infectar a los humanos.

e Ladigestion, es el método para detectar larvas de Trichinella en tejido muscular, en él
se diferenciaran 4 etapas: una etapa de digestién enzimatica realizada que liberara las
larvas de los tejidos musculares; una etapa siguiente consistente en la filtracion; una
etapa de sedimentacion; finalmente una etapa de microscopia para la deteccion de las
larvas recuperadas.

e LPG: Numero de larvas de Trichinella encontradas bien por conteo directo o bien por
estimacion en conteos sucesivos en un gramo de tejido muscular.
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Material.

El equipamiento habitual de un laboratorio de microbiologia (véase la Norma ISO 7218)
y, en patrticular, lo siguiente.

- Bolsas de plastico o bandejas, para las muestras, identificadas para no perder la tra-
zabilidad de la muestra.

- Cuchillas, tijeras y pinzas, para cortar las muestras y retirar el tejido no digerible.

- Balanza calibrada, para pesar las muestras o la pepsina (de una precision de +0,1 g).

- Triturador, de vidrio, plastico o acero, con palas afiladas (inspeccionadas o reemplaza-
das periddicamente), batidora, picadora, o similar, de modo que facilite la eficacia de

la digestion.

- Agitador magnético, con una placa calefactora regulable, o bien un agitador magnético
introducido en un incubador.

- Termdémetro (de una precisién de como minimo +0,5 °C, para un rango de temperatu-

ras de como minimo 20 °C a 70 °C).
- Barrita magnética (de 5 cm de longitud como minimo).
- Vasos de precipitados de vidrio (de 3 | de capacidad como minimo).
- Decantadores conicos de vidrio (de una capacidad minima de 2,5 |, otros para la se-

gunda decantacion de una capacidad minima de 60 ml), con llaves de paso preferible-
mente de politetrafluoroetileno (PTFE). (de un diametro minimo de aproximadamente
15 cm).

No deberia utilizarse material de plastico o de tefléon en los vasos de precipitados o
los decantadores (salvo las llaves de paso) ya que las superficies rugosas y las cargas elec-
trostaticas pueden favorecer que las larvas queden adheridas a las superficies internas del
equipamiento. Debe asegurarse antes del inicio del proceso que el material esta libre de con-
taminacion de digestiones anteriores (lavados con aguas a T2 superior a 70°C y enjuagados
arrastrando los posibles restos de material, o bien desinfeccion por medios quimicos.

- Papel de aluminio, o tapas, para cubrir la boca del vaso de precipitados.
- Tamiz, fabricado de latén o acero inoxidable, de un tamafio de malla especifico com-

prendido entre 180 mm y 200 mm (de un didmetro de aproximadamente 10 cm, o
superior).

- Tubos o probetas (de 50 ml o de 100 ml de capacidad, de vidrio).

- Placas de Petri (de un diametro de aproximadamente 90 mm), divididas en cuadrados

de aproximadamente 1 cm? para facilitar los conteos, o bien un equipamiento equiva-
lente para el recuento de larvas.

- Estéreo-microscopio, con una fuente de luz transmitida regulable situada por debajo
de la platina, o bien un triquinoscopio con una superficie horizontal. Se recomienda
que posea capacidad de captura y almacenamiento de imagenes (una camara) pero
no es obligatorio para documentar los resultados dudosos.

- Pipetas, de una capacidad de 1 ml, 10 ml y 25 ml.
- Viales pequenos, para recoger las larvas recuperadas.
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Fundamento.

El método de digestion artificial, aceptado como método de referencia internacional en
este caso es el propuesto por OIE, 2012 (véase Manual OIE, 2012. Manual of diagnostica test
and vaccines, for terrestrial animals. 7th ed. 2012.Volume 1. 305-313)

Esta norma es de ambito internacional a diferencia del Reglamento UE 1375/2015
cuyo ambito es el europeo.

Uno de los puntos criticos es el tamafio de la muestra (las muestras de 1 g van a per-
mitir una deteccion fiable de > 3 LPG mientras que las muestras de 3 g a 5 g van a permitir
una deteccion fiable de > 1 LPG). Otros aspectos criticos vendran determinados por el tipo de
musculo escogido, por el método empleado (en caso de la eleccidon de uno alternativo), y por
la destreza del analista que realiza el ensayo.

Muestras

La toma de muestras, la identificacion y el transporte no forman parte del método des-
crito en esta norma internacional, aunque esta norma resume algunos aspectos en la tabla
1 que veremos a continuacion. Se debe alcanzar una sensibilidad de al menos una a tres
larvas por gramo (1-3 LPG), para asegurar la proteccién de la salud humana, lo cual implica
que debe recogerse una cantidad adecuada de muestra muscular, y esta muestra ha de ser
tomada del musculo preferente del animal sometido a estudio.

El tipo de muestra de canales o cadaveres individuales con destino a consumo humano
para asegurar la salud publica debe ser recogido de las posiciones preferentes (ver tabla 21
adjunta, que se asemeja a la tabla del anexo A, que aporta la ISO).

El tamafio de la muestra debe ser establecido por la autoridad competente en base a
los riesgos de infeccidn por Trichinella en los animales sometidos a investigacion, el conoci-
miento cientifico sobre la sensibilidad del ensayo y los objetivos del ensayo, y en todo caso
nunca inferior a 1 g por cuerpo.

La cantidad de las muestras musculares recogidas expresado en peso, de los cuer-
pos para su ensayo por digestién deberia ser como minimo dos veces superior en peso a la
cantidad de muestra requerida para el analisis, para permitir la eliminacion de los tejidos no
digeribles.

En el momento de recepcion de las muestras, se debe verificar la idoneidad de las
muestras para su ensayo, comprobando la masa, la composicion, su estado, la identificacion
y la correspondencia con la trazabilidad (aspectos que recoge la Norma ISO 7218:2007).

Las muestras musculares deberian analizarse a la mayor brevedad posible o bien al-
macenarse a una temperatura de 2 °C a 8 °C para ralentizar la descomposicion, evitando su
congelacion.

Las muestras utilizadas para el ensayo deben carecer de materia grasa, tendones y
fascia las muestras deben consistir exclusivamente en tejido muscular estriado. Si se utiliza
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tejido de lengua, debe retirarse la superficie dura no digerible de tejido conectivo antes de
proceder a la digestion.

En el caso de los cerdos, las muestras de musculo deben recogerse de los pilares del
diafragma o bien del masetero, en el caso de que esto no sea posible, debe recogerse una
cantidad superior de muestra muscular de otros musculos

Las muestras procedentes de animales individuales pueden agruparse; la cantidad
maxima de masa de musculo que se puede digerir debe ser de 100 g, pero pueden afadirse
hasta 15 g de tejido muscular adicional en caso necesario, para combinaciones de muestras
con un peso inferior (por ejemplo, de 50 g), pueden ajustarse proporcionalmente los ingredien-
tes y el volumen del medio liquido de digestion hasta un minimo de 1 1.

Tabla 21.- Musculos preferentes recomendados para el ensayo de digestion de Trichinella spp.,
segun la NORMA ISO 18743:2015, en diferentes especies animales

Especie animal Musculo preferente

Cerdo doméstico (Sus scrofa domesticus) Diafragma, masetero

Caballo (Equus ferus caballus) Masetero, diafragma, lengua

Jabali (Sus scrofa) Diafragma, pata delantera, lengua

Perro (Canis lupus familiaris) Diafragma, masetero, lengua

Oso (Ursus spp.) Diafragma, masetero, lengua

Morsa (Odobenus spp.) Lengua

Foca (familia Phocidae) Diafragma, intercostales, lengua

Cocodrilo (Crocodylus niloticus) Intercostal, masetero

Zorro (Vulpes spp.) Diafragma, pata delantera, lengua

Perro mapache (Nyctereutes procyonoides) Diafragma, pata delantera, lengua
Reactivos.

- Aqua corriente, calentada a 47 °C + 2 °C.

- Acido clorhidrico (25%, concentracién molar: 7,8 a 7,9, o de otro porcentaje diferente).

- Pepsina (en polvo o en granulos: 1: 10.000 NF, 1: 12.500 BP, 2.000 FIP; liquido: 660
U/ml).

(La actividad de la pepsina en polvo se expresa en relacion a la masa en gramos, bien
como “NF” (formulario nacional de los EEUU), “BP” (Pharmacopoea Britanica), o “FIP” (Fédé-
ration Internationale de Pharmacie); la actividad de la pepsina liquida se expresa en unidades
de la Pharmacopoea Europea por mililitro, con un minimo de 660 U/ml. Puede utilizarse pep-
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sina de una actividad diferente siempre que la actividad final en el medio liquido de digestion
sea equivalente a una actividad de 10 g de 1:10.000 NF.

- Etanol, (alcohol etilico del 70% al 90%). Para conservacion de las larvas en caso de
ser encontradas.

- Hipoclorito sddico. Para la inmersién del material de vidrio y otros instrumentos que
pudieran resultar contaminados con larvas de Trichinella, los cuales deben desconta-
minarse sumergiendo en un medio quimico con hipoclorito sédico, a una concentra-
cion final del 0,01% de cloro activo, durante 3 h como minimo.

La eficacia de la digestion y su rapidez, va a depender de mantenerse una proporcion
maxima de carne a medio liquido de digestion de 1:20 y una temperatura de 45°C £ 2°C alo
largo de todo el proceso.

El tiempo minimo requerido para la digestion debe ser de 30’ pero en el caso de los
animales salvajes o la lengua de muchas especies se consideran los tejidos musculares me-
nos digeribles, y el tiempo de digestion puede verse Incrementado hasta un maximo de 60’,
a menos que con ese tipo de tejido muscular haya sido validado otros periodos maximos de
digestion.

La temperatura y el tiempo de digestion deberian ser considerados puntos criticos del
proceso (si las condiciones de temperatura-tiempo son inferiores a los valores requeridos,
podria producirse una digestién incompleta del tejido muscular; una temperatura elevada (su-
perior a 50 °C) o unos tiempos de digestion prolongados podrian ocasionar la destruccién de
las larvas o la inactivacion de la pepsina.

Proceso de digestion de la carne picada.

La muestra de la que se debe tener garantizada su trazabilidad estara formada por
tejido muscular estriado al que se le ha quitado restos de tejido conectivo, grasa, fascias, ten-
dones y sera pesada para saber la composicién de liquido de digestion en el que se afadira.

Lo primero que se debe comenzar es preparando el medio liquido de la digestion, este
medio liquido de digestion debe prepararse nuevo para cada analisis, y se prepara mediante
el siguiente proceso:

- Colocar un vaso de precipitados de vidrio con 2 litros de agua corriente, pero con ca-
pacidad para 3 |, sobre el agitador magnético con placa calefactora regulable, o a un
agitador magnético introducido dentro de un incubador

- Llevar el vaso de precipitados con 2 litros de agua corriente a temperatura de 45 °C +
2 °C.

- Anadir 16 ml de acido clorhidrico al 25% al vaso de precipitados de vidrio con 2 | de
agua corriente previamente calentada. (En el caso de utilizar disoluciones concentra-
das de acido clorhidrico disponibles de una formulacién diferente al 25%, estas disolu-
ciones previamente a este proceso deben de ajustarse proporcionalmente. Por ejem-
plo, si se utiliza una disolucion concentrada de acido clorhidrico al 37% (concentracién
molar de 12,1), se anaden 11 ml a 2 | de agua corriente previamente calentada).
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- Introduce una barrita magnética en el vaso de precipitados, el vaso de precipitados se
comienza los ciclos de agitacion.

- Seanaden 10 g de pepsina en polvo o en granulos (1:10.000 NF) o 30 ml de pepsina li-
quida (660 U/ml). La actividad de la pepsina debe venir certificada y la pepsina se debe
almacenar siguiendo las recomendaciones del fabricante, bien se trate de formatos
comerciales en polvo, en granulos o en liquido. El uso de una formulacion liquida de
pepsina puede suponer una ventaja ya que podria reducir el peligro de las reacciones
alérgicas del personal del laboratorio.

Este proceso tiene una etapa critica en la secuencia obligatoria de mezcla del medio
liquido de digestidon: 1° agua, 2° acido clorhidrico y 3° pepsina, lo cual previene la degra-
dacién de la pepsina que podria producirse por su exposicion directa al acido clorhidrico
concentrado.

Una vez que esta preparado el medio liquido de la digestion, se ha de proceder a pro-
cesar la muestra de tejido muscular a digerir y que sera anadida al medio liquido para comen-
zar el inicio de la digestion.

Muestra a digerir.

- La muestra ya pesada y seleccionada solo con tejido muscular estriado se tritura (la
cantidad de tejido muscular (100 g * 15 g), que sera la composicion maxima en
cuanto a masa de muestra).

- El procedimiento de mezcla o trituracion debe ajustarse para maximizar la eficiencia
de la digestidon considerandose un aspecto critico del proceso por causar digestion
incompleta las deficiencias de triturado, o dafio y rotura de las larvas el exceso de
trituracion. La mezcla/trituracion deberia prolongarse hasta que la carne quede bien
troceada o picada (normalmente 5 ciclos de 5 s a 10 s cada uno)

- La carne triturada (tejido muscular) se transfiere al vaso de precipitados de vidrio de 3
I que contiene el liquido de digestion previamente preparado. Para evitar pérdidas de
larvas por adhesion del tejido muscular, el equipamiento de mezcla/trituracion deberia
enjuagarse exhaustivamente con el medio liquido de digestion del vaso de precipita-
dos, que se vuelve a incorporar al vaso de precipitados de vidrio.

- En este momento se cubre el vaso de precipitados de vidrio con papel de aluminio
para reducir la evaporacion y mantener una temperatura constante, de 45°C +2°Cy
se da por iniciado el proceso de digestion.

- Se comprueba periddicamente la temperatura del medio liquido de digestion utilizando
un termémetro.

- Se verifica que durante la agitacion el medio liquido de digestion gira a una velocidad
suficientemente rapida como para crear un espiral en el centro del vaso de precipita-
dos (vértice profundo), pero sin salpicar.

- El proceso de digestidén de la muestra se lleva a cabo durante 30’; en caso necesario,
el tiempo de digestion puede prolongarse, pero no debe superar un tiempo total de 60
min.
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Se considera que el proceso de digestidon ha resultado satisfactorio si los restos de
material presentes en el tamiz de filtracion (que sera el paso que a continuacion exponemos)
estan compuestos fundamentalmente de tejido no muscular no digerible (consistentes tipica-
mente en tejido conectivo y fascia) y no superan el 5% de la masa de muestra original, en caso
de superarlo se plantean dos posibles situaciones.

1.- Repetir toda la digestidon con una nueva muestra si ha quedado una mayor cantidad
del 5% de muestra sin digerir, y se dispone de cantidad suficiente de tejido para
iniciar un segundo examen.

2.- Tomar la porcién de tejido muscular que ha quedado sin digerir en el tamiz y con
esos restos, realizar un proceso de digestion completo que se llevaran por separa-
do al examen microscopico ademas del examen de la digestion inicial.

Filtracion del medio liquido de digestion

Tras la digestién, el medio liquido de digestion debe filtrarse a través de un tamiz de
malla de un tamano de malla especifico (fabricado de laton o acero inoxidable, de un tamafo
de malla especifico comprendido entre 180 mm y 200 mm y de un diametro de aproximada-
mente 10 cm, o superior) donde se retiene el tejido no digerido, pero se permite el paso de
las larvas. Con anterioridad a su uso, los tamices deben estar limpios de residuos y deben
humedecerse previamente para dejar que el medio liquido de digestidn los atraviese rapida-
mente. Se verifica que la llave de paso del decantador donde se va a depositar el filtrado esta
completamente cerrada. Se vierte cuidadosamente (para evitar que se derrame o rebose) el
medio liquido de digestion del vaso de precipitados, sobre el decantador, haciendo que pase
a través del tamiz de malla especifico.

En cualquier caso, tras cada proceso de digestion, se enjuaga el vaso de precipitados
de vidrio donde tuvo lugar la digestion y el tamiz, con un volumen adicional de agua corriente
(100 ml como minimo) para evitar pérdidas de larvas debido a que el tejido muscular o las
larvas hayan quedado adheridas a las superficies del vaso de precipitados y del tamiz, incor-
porando este enjuague al decantador.

Sedimentacion del medio liquido de digestion.

La sedimentacion del medio liquido resultante de la digestidén en el decantador se deja
que sedimente durante 30’ (sedimentacion primaria).

Trascurrido ese tiempo, se dispensan aproximadamente 40 ml del medio liquido de
digestién (sedimento primario) en un tubo de vidrio (segundo decantador cénico con una ca-
pacidad minima de 60 ml), que debe estar colocado debajo del decantador que contiene el
volumen total de la digestion.

Entre los puntos criticos de esta fase se encuentra la apertura de la llave de paso del
embudo de decantacién, esta debe abrirse de forma rapida y completa para asegurar que no
quedan larvas retenidas en los bordes de la salida o que no lleguen a salir debido a que la
velocidad de flujo es baja. Ademas, otro aspecto a considerarse como critico es si el volumen
del sedimento primario fuese demasiado pequefio, las larvas podrian permanecer en el medio
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liquido de digestién del embudo de decantacion y podrian perderse. Por el contrario, si el vo-
lumen del sedimento primario es excesivamente grande podria haber un exceso de desechos
que afectaran a la claridad del medio.

Los 40 ml del sedimento primario colocados en el tubo de vidrio 0 segundo decantador
se dejan reposar durante 10 min. El punto critico de este proceso podria ser un tiempo de
sedimentacion demasiado corto, las larvas podrian no tener tiempo suficiente para sedimentar
y podrian perderse.

Se retiran cuidadosamente 30 ml del sobrenadante mediante succion de la parte supe-
rior del medio liquido, del decantador secundario que contiene 40 ml dejando un volumen no
superior a 10 ml (sedimento secundario).

En este momento surge otro punto critico®, que el técnico analista debe valorar y si
considera que el medio liquido de digestion no tiene una apariencia suficientemente clara
como para examinarse (se aprecia turbidez), puede realizarse una etapa de lavado o aclara-
do, (se afiaden 30 ml de agua corriente, sobre los 10 ml que habiamos obtenido, y se deja el
sedimento en reposo nuevamente durante 10’. Transcurrido este nuevo periodo de reposo,
nuevamente se retiran cuidadosamente 30 ml del sobrenadante mediante succion de la parte
superior del medio liquido, dejando un volumen no superior a 10 ml que sera por tanto también
un sedimento secundario.

A continuacion, se vierte el sedimento secundario en una placa de Petri cuadriculada
0 en una bandeja de recuento de larvas. Para recuperar las larvas que hayan podido quedar
adheridas a las paredes internas de vidrio, el tubo de vidrio 0 segundo decantador coénico
debe enjuagarse con 10 ml de agua, la cual se afiade a continuacion sobre la placa de Petri.

El volumen final de 20 ml de medio liquido de digestion de la placa de Petri debe de-
jarse en reposo durante un tiempo de 1 min como minimo, para dejar que todas las posibles
larvas sedimenten antes de su examen microscopico.

Los tiempos de sedimentacion deben ser de 30’ para la sedimentacion primaria y de
10’ para la y secundaria para muestras en fresco (los tiempos de sedimentacion en el caso
de muestras musculares congeladas varian). Si los tiempos de sedimentacion son inferiores
a los indicados anteriormente, podrian no sedimentar todas las larvas y no recuperarse en el
sedimento recogido.

Examen microscopico.

El examen microscopico del sedimento secundario permite reconocer larvas de Tri-
chinella por técnicos cualificados y distinguirlas de las de otros muchos nematodos, por su la
forma, el color, y la apariencia de las de otros organismos o de los artefactos. Las larvas de
Trichinella pueden aparecer enroscadas (en condiciones de frio), moviles (en condiciones de
calor) o en forma de C (si estan muertas).

Para alcanzar la cualificacion en el desarrollo de ensayos de digestion de rutina, el
técnico debe realizar validaciones de forma correcta el método de digestion artificial/con agi-
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tador magnético utilizando muestras de larvas de Trichinella anadidas de forma intencionada,
recuperando e identificando de forma consistente dichas larvas (proceso de validacion). Los
analistas deberian cualificarse en base al desarrollo de ensayos de capacitacion, conforme a
las directrices de la International Commission on Trichinellosis.

Se procedera al examen del medio liquido de digestion de la placa de Petri utilizando
un estéreo-microscopio o un triquinoscopio con un aumento de 10x a 20x. EI examen debe
realizarse de forma sistematica, prestando atencién en evitar movimientos de liquido en la
placa de Petri.

La transparencia del medio liquido de digestion se debe comprobar en funcién de
la capacidad de enfocar las lineas de la cuadricula de la placa de Petri, o alternativamente,
de leer una pagina impresa situada por debajo de la placa de Petri. Si el sedimento secundario
no es lo suficientemente transparente como para permitir una facil identificacion de todas las
larvas presentes, debe clarificarse de la siguiente manera:

1) se transfiere el sedimento secundario junto con el agua corriente de enjuagado de la placa
de Petri o de la bandeja de recuento de larvas a un tubo de vidrio limpio (los 20 ml), y se
afiade mas agua corriente, hasta un volumen total de aproximadamente 40 ml.

2) se deja sedimentar durante 10 min;
3) se retira cuidadosamente el sobrenadante, dejando un volumen de 10 ml;

4) se vierte en la placa de Petri cuadriculada original este sedimento junto con un volumen de
10 ml de agua corriente procedente del enjuagado del tubo.

Este proceso es equivalente al proceso de aclarado efectuado tras la obtencion por
primera vez del sedimento secundario y descrito como uno de los puntos criticos®.

El examen debe realizarse inmediatamente después de la digestion, si ello no es
posible, la placa de Petri debe almacenarse en condiciones de refrigeracion y el medio liquido
de digestion en todos los casos debe examinarse el mismo dia de la digestion.

Cuando los resultados puedan hacer sospechar la presencia de Trichinella o de otros
organismos debe examinarse con mayor profundidad en el microscopio con un aumento de
60x a 100x. Si se observa la presencia positiva de Trichinella, las larvas deben transferirse
lo mas rapidamente posible a un vial pequefio (de 1 ml a 2 ml) lleno de etanol 70% al 90%
(concentracion final) para su conservacion hasta ser llevadas a su identificacion molecular
(por ejemplo, mediante PCR) a nivel de especie/genotipo de todas las larvas que se hayan
encontrado, por parte de un laboratorio cualificado.

Si la autoridad competente lo requiere, cuando se hayan efectuado digestiones de
mezcla de varios animales, con resultados dudosas o positivas para Trichinella deberian re-
petirse digestiones de muestras combinadas en un nimero progresivamente inferior (si inicial-
mente se digirieron 100 cerdos a 1 g /cerdo, se pasa a grupos de 50 de 25, o de 10 cerdos),
utilizando un tamafio de muestra superior (mas gramos de muestra por animal) de los anima-
les afectados. Las digestiones de estos nuevos grupos de muestras con resultados negativos
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deberian descartarse y deberian seguirse ensayando aquéllas que sigan produciendo resul-
tados positivos, hasta que la digestion de tejidos procedentes de cuerpo(s) individual(es) de-
muestre el origen del resultado positivo, por todo lo cual uno de los aspectos mas importantes
a considerar antes del inicio de la digestion es tener asegurada la identificacion y trazabilidad
de todas las muestras.

Los resultados se deben expresar como larvas de Trichinella “presentes” o “ausentes”
en “X” gramos de muestra.

Muestras congeladas.

La norma ISO 18743:2015 contempla el proceso de digestion para muestras congela-
das en algunos supuestos, aunque realiza una serie de aclaraciones para este tipo de mues-
tras.

Se trataria de muestras de musculo procedentes de animales (por ejemplo, en la vigi-
lancia del medio natural) que no pueden examinarse directamente tras su recogida o que no
pueden mantenerse a una temperatura refrigerada durante varios dias, y deben conservarse
en condiciones de congelacion (-20 °C) hasta el momento de su ensayo.

La congelacion matara a la mayoria de las especies y la mayoria de los genotipos de
Trichinella, pero algunas especies y genotipos ofrecen una resistencia parcial o completa
a la congelacién (por ejemplo, T. nativa). Los resultados de los estudios experimentales
muestran que las larvas muertas presentan un tiempo de sedimentacion mas prolongado
debido a un cambio en su forma y densidad (pasando de una forma enroscada a larvas en
forma de C).

Por lo tanto, el tiempo de sedimentacion deberia extenderse para las muestras muscu-
lares congeladas, sin olvidar que un tiempo de sedimentacién mas prolongado podria ocasio-
nar una mayor cantidad de desechos en el sedimento.

El método de digestion artificial puede utilizarse sobre muestras congeladas realizando
modificaciones en los siguientes puntos:

Se aumentara la masa de las muestras congeladas analizadas mediante digestion,
para compensar la reduccién en la sensibilidad del ensayo, dado que la congelacion puede
afectar a los resultados de la digestion.

Las especies que no son resistentes a la congelacion moriran y por consiguiente pue-
den resultar destruidas durante el proceso de digestion.

También es alta la probabilidad de que las larvas de las especies de Trichinella sus-
ceptibles a la congelacion hayan muerto. Dado que dichas larvas se desenroscan tras su
liberacion del tejido muscular, su velocidad de sedimentacién se reduce. Por consiguiente,
el tiempo de sedimentacién en el decantador conico de vidrio de las muestras musculares
congeladas en las que pudieran encontrarse larvas muertas debe prolongarse hasta 60
min.
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Las larvas muertas pueden tener una apariencia transparente y no enroscada; por lo
tanto, su deteccion con el microscopio es dificil y debe prestarse una atencion especial duran-
te el examen del medio liquido de digestion de la placa de Petri.

Se produce una degradacion rapida del ADN en las larvas muertas, lo cual podria im-
pedir la identificacion molecular de las larvas a nivel de especie y de genotipo.
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Anexo 3.

Datos muestreo Trichinella por municipios
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MUESTRAS

MUNICIPIO Miioggsg"::s';os S CONGRESD. MuxExS lzﬁ:;ggu S P cm!:#::?" Al Mu;g::‘éos T;E(?Ji:la_ + * PR:E’;‘BT:’::CQIA B ANIMALES.
SOCEPA OCEP SOCEPA TRIQUINA CyL =S
OCARNIVORO ZORROS
PAJARES DE LA LAGUNA 1 1 1
PALACIOS DE ARZOBISPO 1 1 1
PEDROSILLO DE LOS AIRES 4 4 4
PELARRODRIGUEZ 14 14 14
PELAYOS 5 5 1 1 6
PENARANDA DE BTE 1 1 1
PENARANDILLA 1 1 1
PERALEJOS DE ARRIBA 1 1 1
PINO DE TORMES 2 2 2
PIZARRAL 2 2 2
PUEBLA DE AZABA 3 3 1 1 4
PUERTAS 4 4 4
RETORTILLO 2 2 2
RINCONADA DE LA SIERRA 1 1 1
ROBLEDA 1 4 5 1 1 6
ROBLIZA DE COJOS 1 0 1 1
ROLLAN 2 2 2
SAELICES EL CHICO 1 1 1
SAN PEDRO DE ROZADOS 6 6 6
SANCHON DE LA RIBERA 1 1 1
SANCTI SPIRITUS 20 20 20
SANDO 8 8 8
SALAMANCA SANTIAGE) DE LA PUEBLA 1 8 9 7 1 8 17
SANTIBANEZ DE LA SIERRA 3 3 3
SARDON DE LOS FRAILES 2 2 2
TALA 1 1 1
[TENEBRON 1 1 1
TERRADILLOS 3 3 1 1 4
[TOPAS 1 3 4 2 2 6
[TREMEDAL DE TORMES 2 2 2
VALDECARROS 1 1 1
VALDELACASA 2 2 2
VALDELOSA 4 4 4
VALDEMIERQUE 1 7 8 5 4 9 17 4 36,36% 23,52%
VECINOS 1 1 1 1 2
VILLAMAYOR 1 1 1
VILLAR DE LA YEGUA 2 2 2 2 4
VILLAR DEL CIERVO 8 8 8
VILLARES DE YELTES 4 4 4
VILLARMAYOR 1 1 1
VILLASECO DE GAMITOS 1 2 3 3
VILLASECO DE LOS REYES 3 28 31 31
VILLAVIEJA DE YELTES 4 4 4
VITIGUDINO 1 3 4 1 1 5
[YECLA DE YELTES 7 7 4 4 11
ZAMAYON 2 2 2
ALAEJOS 5 5 5
BOBADILLA DEL CAMPO 1 1 1
CAMPORREDONDO 1 1 1
CASTRONUNO 8 8 8
VALLADOLID LOMOVIEJO 1 1 1
MEDINA DEL CAMPO 7 7 7
MOTEALEGRE DE CAMPOS 9 9 9
RUEDA 2 2 2
ISIETE IGLESIAS DE TRABANCOS 2 2 2
VILLAVERDE DE MEDINA 1 1 1
[ALFARAZ DE SAYAGO 1 17 18 18
[ALMEIDA DE SAYAGO 8 8 7 7 15
[ARGANIN
[ARGUJILLO 2 2 2
BERMILLO DE SAYAGO 1 13 14 1 1 2 16
CARBELLINO 1 1 1
CASTRILLO DE LA GUARENA 2 2 2
CORRALES DEL VINO 6 6 6
[CUBO DE LA TIERRA DEL VINO 6 6 1 1 7
CUELGAMURES 1 2 3 3
FARIZA 12 12 1 1 13
FRESNO DE SAYAGO 4 4 4
GAMONES 9 9 14 14 23
LUELMO 15 15 4 15 19 I
ZAMORA MAYALDE 10 10 2 2 12
MORAL DE SAYAGO 2 2 1 2 3 5
MORALEJA DE SAYAGO 7 7 1 1 8
MORALINA DE SAYAGO 3 3 1 1 4
OTERO DE BODAS 1 1 1
PENAUSENDE 1 1 1 1 2
PERERUELA 1 1 1 1 2
SALCE 3 3 3
[TABARA 1 1 2 2
TORO 2 2 2
[TORREGAMONES 8 8 1 1 9
VADILLO DE LA GUARENA 1 5 6 6
VENIALBO 3 3 3
VILLAMOR DE LOS ESCUDEROS 10 10 10
VILLANUEVA DE CAMPEAN 1 1 1
VILLAR DEL BUEY 2 7 9 7 11 18 27 % 0%
TOTAL 24 712 736 81 93 174 910 10
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Anexo 4.

Tabla 22 sobre los procesos de digestion

autorizados frente a Trichinella spp.
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Anexo 5.

Imagenes con las peculiaridades del proceso digestion

enzimatica 12, 13, 14, 15, 16
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Imagen 12. Fase del proceso de digestion de decantacion en embudo
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Imagen 13. Probeta inferior graduada, o tubo de centrifugacion
en el proceso de digestiéon
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Imagen 14. Aspirado con una pipeta desde la parte superior de
la probeta graduada, de 30 ml de contenido, una vez
transcurridos 10 minutos de reposo en esta probeta.
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Imagen 15. Aclarado del liquido de la probeta

inferior
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Imagen 16. Placa de petri con cuadriculas para visionado del liquido de digestion
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Anexo 6.

Representacion de la prevalencia Spirocerca vulpis por
municipios en las provincias de Salamanca, Zamora y en
las provincias muestreadas de Castilla y Leodn

(Figura 10, 11, 12)
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zona de muestreo con
resultado negativo
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. prevalencia entre 0,1 - 6

prevalencia entre 6,1 - 18

. prevalencia > 18,1

Representacion de la prevalencia de Spirocerca vulpis en zorro (Vulpes vulpes), por municipios en las provincias muestreadas de

Castilla y Ledn (Avila, Salamanca, Valladolid, Zamora).

Figura 12.-
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