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1. Resumen y palabras clave

La Trichinellosis es una zoonosis endémica en Espaifia, causada por especies de
nematodos del genero Trichinella. En este trabajo nos hemos centrado en el estudio en
carnivoros salvajes, principalmente el zorro (Vulpes vulpes), bajo la hipdtesis que
sostiene que puede ser un importante reservorio ambiental de Trichinella. Para ello
hemos utilizado 712 zorros (Vulpes vulpes), 11 tejones (Meles meles), 11 garduias
(Martes foina), 1 jineta (Genetta genetta) y 1 nutria (Lutra lutra), todos ellos obtenidos
a través de la caza legal o encontrados muertos en la Comunidad Auténoma de Castilla

y Leon.

El analisis de muestras lo hemos realizado a través del método oficial indicado en el
Reglamento de ejecucion (UE) 2015/1375 de la Comisidn de 10 de agosto de 2015, en
el que se establece la digestion artificial con pepsina y HCL (acido clorhidrico) como

método de eleccidn.

Como resultado hemos obtenido 6 zorros positivos a Trichinella, lo que supone una
prevalencia del 0,84%. En concreto, se han identificado como positivos 2 zorros de la
localidad de Valdemierque (Albusejo, Salamanca), 2 zorros de Miranda del Castafiar
(Salamanca), 1 zorro de Gallegos de Argafian (Salamanca) y 1 zorro de Villar del Buey
(Zamora). De este modo, tras la identificacion genética confirmamos que 4 de ellos son
T.britovi (66%), 1 es T. spiralis (16,5%) y el ultimo restante, presenta una parasitacion

mixta de T.britovi/T. spiralis (16,5%).

Como conclusién principal, podemos afirmar que el zorro rojo participa de forma
activa en el ciclo silvestre de Trichinella, aunque la prevalencia es bastante baja, por
ello se hacen necesarios mas estudios epidemioldgicos para comprobar si podria influir
en el contagio a especies de consumo humano como lo son el jabali y el cerdo

domeéstico de produccion extensiva.

Palabras clave: Trichinella, carnivoros, digestién artificial, prevalencia, epidemiologia,

zorro, Vulpes vulpes.
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2. Abstract and Keywords

Trichinellosis caused by several nematoda species within Trichinella genus is an
historically endemic zoonosis in Spain. Present work has been focused in wild
carnivores under the hypothesis that they may act as important Trichinella reservoir in
the environment. Carcasses of 712 red foxes (Vulpes vulpes), 10 badgers (Meles
meles), 11 stone marten (Martes foina), 1 genet (Genetta genetta) y 1 eurasian otter
(Lutra lutra) that were dead found or legally huted in Castilla y Ledn region of Spain
were collected. Foream muscle tissues were analyzed using acid-pepsin digestion
under the European Commission regulation protocol (2015/1375 of august 10th,
2015).

Among all animals examined, only 6 red foxes resulted positive for Trichinella larvae
presence, showing a prevalence of 0.84%. To note, 2 foxes were sampled in
Valdemierque, 2 in Miranda del Castaiiar, 1 in Gallegos de Argaian municipalities from
Salamanca province, and 1 from Villar del Buey in Zamora province. Species identity
was confirmed in all cases, thus T. britovi was confirmed in 4 cases (66%), T. spiralis in

1 (16.5%) and a mixed infection on T. spiralis and T. britoviin 1 (16.5%).

As a conclusion, it can be assumed that red fox acts as an active element in the wild
cycle of Trichinella despite the prevalence is quite low; then, further additional surveys
should be carried out in order to test the specific its role as a reservoir for wild boar
and domestic pigs that constitute important sources of meat destined to human

consumption.

Keywords: Trichinella, wild carnivores, artificial digestion, prevalence, epidemiology,

Spain, Vulpes vulpes.
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3. Introduccion.

Cuando hablamos de trichinellosis, hablamos sin duda de una de las zoonosis
parasitarias mas importantes que existen, ya que la ingestién de larvas de Trichinella
puede resultar mortal para el animal. Tanto animales silvestres, domésticos y humanos
pueden verse afectados por la infestacion de este parasito. El primer caso conocido de
muerte se produjo en 1859, cuando una persona alemana ingirié carne muy infestada,
padeciendo fiebre, desvanecimientos, fatiga y dolores musculares. Tras su muerte
ZENKER observo unos diminutos gusanos serpenteantes en un pequeio fragmento de
tejido muscular. Actualmente, Dupouy-Camet y Bruschi (2007) estiman que entre 100
y 300 larvas de Trichinella spiralis producen sintomas clinicos solamente, pero una
dosis de entre 1000 y 3000 larvas causa una enfermedad grave, aunque todo esto

depende de las caracteristicas de cada individuo.

Al hablar de Trichinella spp. nos referimos a un parasito cosmopolita, existiendo varias
especies en distintas dreas geografica. Como indicamos anteriormente, en Espaia la
presencia de este parasito en suidos y carnivoros silvestres es endémica, lo cual es un
riesgo para la salud humana debido al posible consumo de dichos animales. Es una
parasitacion de declaracidn obligatoria, ya que tiene una gran importancia sanitaria; de
tal modo, que, ante un caso positivo, se procede al decomiso total del animal

infectado.

En la comunidad auténoma de Extremadura, el sector cinegético tiene una gran
importancia y aporta una gran cantidad de ingresos econdmicos para la region. Estas
actividades cinegéticas suponen un problema sanitario, ya que restos de los animales
abatidos de los cazadores pueden ser ingeridos tanto por carnivoros silvestres, jabalies

o perros de rehala.

La fuente de contagio mas importante en los seres humanos tradicionalmente fue el
cerdo doméstico, pero en las ultimas décadas, la carne de caballo junto con la de jabali
ha constituido la principal fuente de contagio en Europa, ya que las condiciones de las
explotaciones domésticas son mejores y ademads el nimero de matanzas domiciliarias

ha disminuido enormemente.
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Se considera T. spiralis (T1) y T. britovi (T3) como las especies principalmente
responsables de la parasitacién en Espaia, produciéndose la infeccion a través de
carne de cerdo (Sus scrofa domestica) y de jabali (Sus scrofa ferus). Aunque ya se han

diagnosticado jabalies también con T. pseudospiralis (Zamora et al., 2016).

Trichinella spiralis es, sin lugar a dudas, uno de los parasitos mds ubicuos, pues se han
reportado casos de infecciones naturales en mds de 100 especies de mamiferos,
incluyendo carnivoros, roedores e insectivoros (Zimmermann et al., 1970). Se
considera un parasito reemergente con mas de 1800 casos humanos en Europa
durante las ultimas décadas (Nockler et al., 2005). Por el contrario, algunos paises
europeos, como Dinamarca u Holanda, estan considerados libres de Trichinella en la
poblacién porcina. No obstante, se puede afirmar que, debido al cardcter eurixeno de

este parasito, estd presente practicamente en cualquier zona del planeta.

La deteccidn de Trichinella, por los servicios veterinarios oficiales, tiene ciertamente un
caracter estacional, ligado a los meses donde la actividad cinegética es mayoritaria y

donde el jabali actia como protagonista principal.

Actualmente, en Espafia sigue sin ser declarada libre de Trichinella ninguna explotacién
ni region, ya que erradicar dicha zoonosis es muy complicado, debido a la amplia gama
de hospedadores, en su mayoria salvajes. Aun asi, si es cierto que la prevalencia de la

parasitacidn y las tasas de mortalidad se han reducido enormemente.

En este trabajo se pretende estimar la prevalencia de larvas de Trichinella en
mesocarnivoros silvestres en 4 provincias de Castilla y Ledn, para ello contamos con un
total de 736 muestras, en la cuales determinamos la carga parasitaria procesando las
mismas con el método de digestion artificial y posteriormente enviando las larvas 1 al

ITRC (Instituto Superiore di Sanita de Roma) para su tipificacion genética.

Todas las muestras recibidas pertenecen a la comunidad de Castilla y Ledn, en
concreto proceden de Avila, Salamanca, Valladolid y Zamora. En concreto las muestras
pertenecen a zorros rojos (Vulpes vulpes), tejones (Meles meles), gardufias (Mertes

foina) y nutrias (Lutra lutra).
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Para llevar a cabo el proyecto, los objetivos los clasificamos de la siguiente manera:

e Estimar y actualizar la prevalencia de Trichinella spp. en carnivoros silvestres en
el sur de la comunidad de Castilla y Ledn a partir de los casos positivos
detectados.

e |dentificar las especies de Trichinella spp. que parasitan a los mesocarnivoros
de la zona estudiada.

e Estudio de las cargas parasitarias de los animales positivos frente a Trichinella.

e Analisis de factores como la edad, sexo y distribucion geogréfica.

4. Revision bibliografica.

4.1 Antecedentes historicos.

El descubrimiento de este parasito se produjo en 1835 por James Paget (estudiante de
medicina en Londres) ayudado por su profesor R. Owen que publicé una descripcién
del pardsito como una nueva especie (Trichina). Posteriormente, se cambid el nombre,

ya que estaba asignado previamente a otro animal distinto, un diptero.

El primer y conocido caso de muerte se produjo en 1859 en una granjera alemana, que
ingirid carne muy infestada, padeciendo fiebre, fatiga, y unos agudisimos dolores
musculares. Tras su muerte, Zenker observé unos diminutos gusanos serpenteando un
pequefio fragmento comprimido de tejido muscular que, evidentemente, eran los
causantes de la muerte de la chica. A todo lo anterior, se unieron los trabajos de
Virchow, que observd adultos de esta especie en un intestino humano 3 dias después
de la infestacion. A partir de este caso, todas las infecciones que se producian estaban

unidas a una sospecha de trichinellosis.

Uno de los grandes avances fue el de Leidy en 1846 al postular que la infeccién en el
hombre era debida a la ingestién de carne de cerdo. Posteriormente en 1860 entre
Zenker, Virchow y Leuckart ultimaron el ciclo de Trichinella spiralis. A continuacion,
entre 1860 y 1880 se citaron 513 muertes de 8500 casos aproximadamente, lo que

suponia un 6% de mortalidad. Concretamente, en 1863 en la localidad alemana de
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Hettstadt, se citaron 28 muertes en una epidemia de 158 casos (18% de mortalidad) y
aun mayor porcentaje en Hadmersleben, 337 enfermos y 101 muertos. Para el
diagndstico de estos casos se seguian procedimientos in vivo y postmorten, pero tras
ellos, siempre se llegaba a la conclusion de que habia que cocinar bien todos los
productos del cerdo. Esta medida fue insuficiente y en 1866, se legisla en Alemania la
obligatoriedad de inspeccionar microscopicamente la carne porcina dedicada al
consumo humano, instaurdndose asi la practica de la trichinelloscopia, que poco

después, se extendid por toda Europa.

Los Estados Unidos (EEUU), escépticos con el sistema de inspeccidn, no lo adoptaron,
ya que no habian sufrido casos humanos graves de parasitacion por Trichinella,
cuestionando, a la vez, su fiabilidad, por la baja precision de la técnica. Ademas les
resultaba muy costoso. Esto provocd que muchos paises europeos prohibieran la
importacion de canales de cerdo procedentes de los EEUU, pero aun asi, sélo la

implantaron ocasionalmente para las carnes que exportaban.

Gracias a esta inspeccion veterinaria del ganado porcino en Europa durante un siglo y
medio, la situacién actual no es tan dramdtica como lo fue en aquellos anos, pero aun
asi, sigue existiendo un riesgo latente. Aunque la prevalencia de la trichinellosis
humana ha descendido de forma drastica desde los afios que comentamos, hoy dia

continda ampliamente extendida por todo el mundo.

En el aflo 1987, se postulé una nueva técnica de diagnéstico. La digestion Baermann,
de la que posteriormente se han ensayado muchas variantes. Los métodos de
digestion artificial incluyen la digestion enzimatica de muestras de tejido muscular
individuales o agrupadas, y utilizan la homogeneizacién o trituracion mecanica, la
agitacién y la incubacion. Se basa esencialmente en simular, a nivel laboratorial, la

digestion que se produce en el estémago de un animal.

En las ultimas décadas, la digestion artificial de muestras musculares para la deteccion
de larvas de Trichinella ha demostrado ser una técnica mas sensible que la

trichinelloscopia, ademas de rapida y econdmica cuando se analizan un gran nimero
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de muestras.

Hay animales, como el ganado porcino, que toleran bastante bien infestaciones por
Trichinella tolerando infestaciones con miles de larvas de Trichinella, que para un
humano seria letal. De tal forma, que solo 1 larva por gramo de carne que ingiera

puede provocar un cuadro clinico cuya gravedad puede variar.

Esta zoonosis es sumamente importante, a pesar de que actualmente el 99% de los
afectados consigue salvarse gracias a los tratamientos médicos y a que los brotes en

humanos se han reducido enormemente gracias a la inspeccion veterinaria.

El método de digestion de muestras colectivas con utilizacién de un agitador
magnético es la técnica mas recomendable para el uso rutinario. Mientras que el
examen triquinoscépico no consigue detectar con la suficiente nitidez las especies de
Trichinella no encapsuladas que infectan a animales domésticos, salvajes y a seres
humanos, por lo que no es un método adecuado de deteccidon. Otros métodos, como
los ensayos seroldgicos, pueden ser Utiles para la vigilancia epidemioldgica si han sido
validados por un laboratorio de referencia, pero no son adecuados para detectar la

presencia de “triquinas” en animales individuales destinados al consumo humano.

El Reglamento (CE) n2 2075/2005 (de la Comision, de 5 de diciembre de 2005)
establecié que a partir del 31 de diciembre de 2010, dada su baja sensibilidad, la
triquineloscopia debia ser sustituida en Europa por la digestién artificial pépsica,
pasando a ser el Unico método de diagndstico oficial junto con otros procedimientos
equivalentes reconocidos por la Union Europea (UE), como, por ejemplo, el Método de
digestién de muestras colectivas con asistencia mecanica/técnica de aislamiento por
filtracion o el Método de digestion de muestras colectivas con asistencia
mecanica/técnica de sedimentacidén, entre otros. Sin embargo, en Espafia se ha
seguido permitiendo, en determinadas situaciones (matanzas domiciliarias y “mata
cuelga” en las monterias de jabali) la trichinelloscopia, como se contemplaba en el Plan

Nacional de contingencia frente a “triquina” (2011).

Actualmente, el analisis de las muestras debe realizarse siguiendo el método oficial
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indicado en el Reglamento de ejecucion (UE) 2015/1375 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”, publicado por el Diario Oficial de la
Unién Europea (DOUE) el 10 de agosto de 2015, en el cual se establece, entre otras
cuestiones, la digestion artificial con pepsina y HCL como método de eleccién vy

descarta la trichinelloscopia por su baja sensibilidad.

4.2. Filogenia del género Trichinella.

Desde que se determind la teoria de la evolucidn y esta fue aceptada por la comunidad
cientifica, los taxones “linneanos” se han usado para clasificar a los seres vivos; pero
con el paso del tiempo, estas categorias se han visto sobrepasadas para describir los
arboles filogenéticos, ya que éstos son cada vez mds complicados. De este modo,
utilizamos los grupos filogenéticos propuestos en los Ultimos estudios para la
clasificacién de Trichinella. (Cavalier Smith, 1998; De Ley y Blaxter, 2002; Adl et al.,
2005).

Especiacion del género Trichinella:

Todas las especies son, morfolégicamente, casi idénticas, y comparten una amplia

gama de hospedadores.

- Dominio Eukaryota
Clado Opisthokonta
Reino Animalia
Subreino Metazoa
Phylum Nematoda
Clase Enoplea (Aphasmidea)
Subclase Enoplia
Orden Trichurida
Superfamilia Trichinelloidea
Familia Trichinellidae
Género Trichinella

El hecho de que Trichinella sea una especie parasita que posee una amplia gama de
hospedadores susceptibles, ademds de poseer una variacion interespecifica minima

desde el punto de vista morfoldgico, hace que este género desde su descubrimiento
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fuera considerado monoespecifico, denominandose como Trichinella spiralis (Owen,
1835). Todo cambio en 1972, cuando se descubridé que existian diferencias bioldgicas
entre cepas de distinta procedencia geografica y se comprobd que existia un
aislamiento reproductivo total entre las supuestas cepas, de modo que surgid la

descripcién de otras especies diferentes.

Actualmente, el genotipado e identificacion de Trichinella se basa en medios
moleculares (Pozio y La Rosa, 2003), a través de los cuales, se reconocen la existencia
de doce taxones genética y biolégicamente divididos en dos Clados, que se diferencian
en la presencia o ausencia de la cdpsula de coldgeno intramuscular (Zarlenga et al.,

2006).

CLADO ENCAPSULADO.

A este grupo pertenecen seis especies claramente ubicadas sistematicamente
hablando (T. spiralis, T. nativa, T. britovi, T. nelsoni, T. murrelli y T. patagonensis) y
otros tres genotipos de taxonomia incierta (T6, T8 y T9), ademas de la recientemente

descrita T. patagonensis. Todas ellas forman quiste en la musculatura del hospedador.
CLADO NO ENCAPSULADO.

Con 3 especies, a la fecha, identificadas como T. papuae, T. zimbabwensis, T.

pseudospiralis.

Especie ‘ T ‘ Hospedadores Distribucion
Clado encapsulado
Trichinella (T.) spiralis T1 Mamiferos Cosmopolita
(Owen, 1835) (Railliet, 1895) (cerdo ++, rata ++)
T. nativa T2 Mamiferos Artica-subartica
(Britov y Boev, 1972) (cerdo -, rata -) (América, Europa, Asia)
T. britovi T3 Mamiferos Europa, Asia, Africa (Oeste)
(Pozio et al., 1992) (cerdo #, rata #)
T. murrelli T5 Mamiferos Norteamérica (templada)
(Pozio & La Rosa, 2000)
Trichinella sp. T6 Mamiferos Artica-subdrtica (América)
(Pozio et al., 1992)
T. nelsoni T7 Mamiferos Este y sur de Africa
(Britov y Boev, 1972) (cerdo -, rata -)
Trichinella sp. T8 Mamiferos Africa (Sudafrica y Namibia)
(Pozio et al., 1992)
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X/
L X4

Trichinella sp. T9 Mamiferos Japén
(Nagano et al., 1999)

T. patagonensis T12 Puma Argentina
(Krivokapich et al., 2008)

Clado no encapsulado

T. pseudospiralis T4 Mamiferos, aves Cosmopolita
(Garkavi, 1972) (cerdo %, rata +)*

T. papuae T10 | Mamiferos, Reptiles * Papua Nueva Guinea
(Pozio etal., 1999)

T. zimbabwensis T11 | Mamiferos, Reptiles * Africa (Sur del Sahara)

(Pozio etal., 2002)

Tabla 1. Pozio, E., Murrell, K.D. (2006) Systematics and epidemiology of Trichinella.

CLADO ENCAPSULADO

Trichinella spiralis (T1).

Esta especie es la mds cosmopolita, hallada en animales domésticos, sinantrépicos,
silvestres y en aislamientos humanos (Pozio, 2007). Es la especie mads frecuente en la
region Extremeia tanto en cerdo doméstico como en jabalies (Serrano et al., 1993). El
ciclo parantrépico de T. spiralis incluye una amplia gama de carnivoros salvajes, lo que
podria ser el origen de la introduccién del ciclo de vida en una poblacion de
hospedadores domésticos (Dick y Pozio, 2001). En el ciclo doméstico, los restos de
carne de cerdos infectados son la fuente de infeccién para especies sinantrépicas,
como ratas, caballos y gatos callejeros.

En cerdo doméstico y jabali, el parasito alcanza cargas parasitarias enormes, de hasta
mas de 3000 larvas por gramo, sin que esto produzca enfermedad en el animal, de
modo que podemos afirmar que T. spiralis estd perfectamente adaptado a la vida
parasitaria. (Kapel y Gamble, 2000; Kapel, 2001). T. spiralis es el principal agente

etioldgico de Trichinellosis humana (Dupouy-Camet, 2007).

Trichinella nativa (T2) y Trichinella genotipo T6.

Trichinella nativa afecta principalmente a carnivoros silvestres que viven en zonas frias
de Asia, América del Norte y noreste de Europa. Tiene una estrecha relacién con
Trichinella genotipo T6, aunque ésta parece estar restringida a varias regiones de
Canada (Ontario, Manitoba, Nunavut) y los Estados Unidos (Alaska, Montana, Idaho y

Pensilvania). Los principales hospedadores son terrestres (osos pardos (Ursus arctos) y
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0sos negros (Ursus americanus), mapaches (Procyon lotor), linces (Lynx pardinus),
lobos (Canis lupus), zorros (Vulpes vulpes)) y carnivoros marinos (osos polares (Ursus
maritimus), morsas (Odobenus rosmarus) y focas (Phocidae)) (Forbes, 2000; Kapel y

Gamble, 2000; La Rosa et al., 2003).

Esta especie es capaz de sobrevivir en los musculos congelados de carnivoros hasta 5
afios (Dick y Pozio, 2001), pero no en suidos y ratones. La pérdida de este caracter
demuestra una baja infectividad en cerdos y una alta adaptacién de T. nativa a los
carnivoros (Kapel y Gamble 2000; Kapel, 2001). La poblacién humana que estd en
riesgo de infeccién es aquella que consume carne de los citados hospedadores, que
viven en zonas frias de Canada, Groenlandia y Rusia (Nelson et al., 2003; Schellenberg,
et al, 2003; Serhir et al., 1999) o cazadores de Europa y los Estados Unidos que
consumen carne cruda o poco cocinada de osos cazados en el artico o regiones

subarticas.

Trichinella britovi (T3).

Esta especie podemos encontrarla facilmente en Europa, Asia, Africa septentrional y
occidental incluida dentro de los ciclos de vida silvestre (Pozio, 2007, Pozio et al.,
2009). T. britovi comparte caracteristicas morfoldgicas y bioldgicas con T. spiralis, pero
su capacidad reproductiva es menor tanto en cerdos como en ratas, siendo mas
resistente a la congelacién (Kapel y Gamble, 2000). Es en carnivoros silvestres donde

mayor cantidad de este parasito podemos encontrar.

Vive a través de las relaciones tréficas entre la fauna salvaje (jabalies y carnivoros de
las familias Canidae, Felidae, Mustelidae, Ursida y Viverridae) y especies domésticas
(cerdos domésticos criados con sistemas de pastoreo extensivos y equinos). En
Europa, T. britovi se ha detectado en el 89%, 38% y 18% de los aislamientos de
Trichinella de los carnivoros, jabalies y cerdos domésticos, respectivamente (Pozio et
al., 2009). El hombre también puede padecer esta parasitosis, siendo la segunda
especie de Trichinella mas comun en humanos, por detras de T. spiralis, debido
principalmente al consumo de cerdo de montanera, caballo y carne de jabali fruto de

la caza. En Italia se presentaron mas de 300 brotes por este parasito en 1986.
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<+ Trichinella murreli (T5).
Se considera a T. murreli una especie alopatica de T. britovi, debido a la separacion
post-glaciar de Eurasia y América. Mientras T. britovi predomina sobre clima
templado de la zona euroasiatica, T. murreli continua su especiacién por el aislamiento
geografico en ambientes climaticos similares de América del Norte, la mayor parte de
EEUU y sur de Canada (Pozio y La Rosa, 2000). Unicamente se ha aislado este parasito
en carnivoros salvajes, produciéndose casos humanos tras el consumo de carne de

0SOS negros.

*» Trichinella nelsoni (T7).

Dicha especie se ha detectado en el este de Africa, desde Kenia a Sudéafrica (Marucci et
al, 2009). Tolera muy bien las altas temperaturas y sus principales hospedadores
son felinos (leones (Panthera leo), guepardos (Acinonyx jubatus),

etc.), carroieros (hienas (Hyaenidae) y facoceros (Phacochoerus).

X/

% Trichinella genotipo T8.
Genotipo filogenéticamente relacionado con T. britovi, aislado en hienas y leones del
Parque Nacional Kruger, en Sudafrica, y del Parque Nacional de Etosha en Namibia

(Pozio et al., 1992; Marucci et al., 2009).

<+ Trichinella genotipo T9.

Los aislamientos de Trichinella en la fauna salvaje japonesa fueron identificados
originalmente como T. britovi, pero posteriormente se agruparon en un genotipo
distinto, llamado Trichinella genotipo T9, filogenéticamente relacionado con T. murrelli
(Pozio y Murrell, 2006). Trichinella genotipo T9 esta presente en zorros rojos (Vulpes
vulpes), mapaches (Procyon lotor), osos negros japoneses (Ursus thibetanus japonicus),
0sos marrones (Ursus arctos) y perros domésticos (Canis lupus familiaris) de Japon.

(Kanai et al., 2007)

<+ Trichinella patagonensis.

Este genotipo es encapsulado y fue aislado en 2008 en un puma (Puma concolor) en
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Argentina y se le identificd como Trichinella T12. (Krivokapich et al., 2008).

Todas estas especies y genotipos inducen el desarrollo de una cédpsula de colageno con
un espesor variable, de modo que puede ser detectada por microscopia luminica

durante la fase de infeccion muscular.

A continuacién vamos a hablar de tres especies que soélo producen una capsula
detectable Unicamente por microscopia electrénica, ya que su espesor es muy fino. De

este modo, incluimos a estas especies en el Clado no encapsulado.

CLADO NO ENCAPSULADO

Este se puede subdividir en dos grupos, por un lado las “triquinelas” que circulan entre

mamiferos y las aves, vy, por otro, las que infectan reptiles.

Trichinella pseudospiralis (T4).

Esta fue la primera especie no encapsulada que se descubrié (Garkavi, 1972). Posee
una gran complejidad bioldgica, pues a pesar de tener una distribucidn cosmopolita,
suele ser bastante infrecuente en la naturaleza. Puede infestar tanto a mamiferos (se
ha encontrado en catorce especies diferentes) como a las aves (en tres especies

diferentes) (Pozio, 2005).

Se han detectado casos en humanos en la peninsula de Kamchatka, Thailandia y

Francia, con desenlaces a veces fatales (Pozio y Murrell, 2006).

Trichinella papuae (T10).

En 1988 se detectaron larvas no encapsuladas de Trichinella en cerdos domésticos
criados de forma tradicional en Papua Guinea (Owen et al., 2000). Se procedid a la
identificacidon de su genotipo, lo que permitié el encuadre de T. papuae como una
nueva especie (Pozio et al., 1999). El rango de hospedadores que posee es variable,
pues esta especie no infecta a aves (La Rosa et al., 2001), pero se ha detectado en

diferentes reptiles y mamiferos, incluyendo cerdos de cria, silvestres y la especie
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humana (Pozio et al., 2004).

Las larvas tiene la capacidad de sobrevivir en canales en descomposicion mas tiempo
que el resto de especies, lo que facilita ain mas la transmisién. Se descubrié que larvas
de esta especie mantuvieron su infectividad en musculatura de cerdo expuesto a 359C
durante 9 dias (Owen y Reid, 2007). Asi, el ciclo parantrépico de T. papuae, puede
introducirse mediante las relaciones tréficas de sus hospedadores, llegando a infectar
a los seres humanos. De hecho, T. papuae fue identificada como el agente causal de un
brote de trichinellosis, que involucré a 19 personas, tras la ingestién de un cerdo

salvaje (Kusolsuk et al., 2008).

Trichinella zimbabwensis (T11).

Especie muy similar a T. papuae, denunciada sélo en reptiles silvestres y de cria en
Africa (Zimbabwe, Mozambique, Sudafrica y Etiopia). En 1995, T. zimbabwensis se
aisld de 256 cocodrilos del Nilo entre 648 individuos (39,5% de prevalencia), criados en
18 piscifactorias entre las 29 existentes en Zimbabwe en ese momento. En 2002, 11 de
las 27 granjas de cocodrilos (40,7%) todavia tenian animales infectados (Pozio et al.,
2002). De los 28 varanos del Nilo investigados (Varanus niloticus), cinco de ellos
mostraron larvas de T. zimbabwensis (17,6%)- (Pozio, 2007; ITRC). Aunque
experimentalmente es capaz de infectar a los mamiferos (Pozio et al., 2002, Pozio,
2007), las infecciones en humanos o en animales domésticos, no han sido

documentadas hasta el momento.

4.3. Epidemiologia.

El ciclo de Trichinella se caracteriza porque un mismo hospedador puede actuar como
hospedador definitivo e intermediario a la vez. Este es un ciclo directo y ninguna fase
de vida se realiza fuera del hospedador. Es un ciclo autoheteroxeno, ya que tanto la
fase adulta como la fase larvaria se desarrolla dentro del hospedador y ninguna de

estas fases se produce en el medio ambiente.

La transmision se realiza Unicamente por ingestion de carne que contenga larvas 1
enquistadas, de modo que el habito depredador, canibal o carrofero sostiene dicho

ciclo. Aun asi, se conoce la capacidad de adaptacion de Trichinella a hospedadores no
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carnivoros, a los que acceden las formas larvarias infectivas.

El proceso consta de dos etapas, la primera de ellas es la fase intestinal en la que la
infeccidn se inicia cuando el hospedador ingiere larvas musculares (L1), a través del
consumo de carne infectada. En este momento, tanto el tejido muscular como la célula
nutritiva que envuelve la larva son digeridos por la pepsina y el HCL del estémago,
proceso que dura solamente unos minutos, no experimentando ningun desarrollo

mientras éste estd en el estdmago.

La larva 1 (L1) penetra rdpidamente en su nicho intracelular en el intestino delgado. El
pardsito llega a ocupar una gran cantidad de células, de modo que este estado se
define como intramulticelular. Estas células no se destruyen, sino que se adaptan para
albergar el parasito, existiendo una fusién de las membranas de las células columnares

y se produce lo que llamamos un sincitio.

Aunque se pueden localizar en yeyuno e ileon, es generalmente el duodeno donde la
mayoria de las larvas se estabilizan. En este momento, a partir de las L1, se producen
cuatro mudas muy rdpidamente, que pueden finalizar en unas 30 horas
aproximadamente, de modo que en algo mas de un dia podemos tener adultos (ver

Figura 1).

Ly Carne cruda

Fase L L, . Fasle
muscular 2 intestinal

Capacidad infestante Muda (12-19 h)
(desde el 17-21°dia)

Crecimiento y
encapsulamiento Ls
(sin mudas)

Migracién a Muda (18-26 h)

musculatura Ly “ ”l k -
—

Hembra Muda (24-36 h)

Figura 1. Esquema del ciclo vital y cronobioldgico Trichinella spiralis. Cada hospedador alberga
todas las fases evolutivas, tanto adultas como larvarias, asumiendo asi el rol de hospedador
definitivo e intermediario sucesivamente (Blanco-Ciudad, 2012).

Dennis Montafiez Ruiz 2 3



Una vez producidas las cuatro mudas, y llegados a la madurez sexual, se produce el
apareamiento inmediatamente. Las hembras suelen ser fecundadas entre las 37 y 40
horas postinfestacién. Las hembras recién fecundadas, se introducen nuevamente en
la pared intestinal, en las glandulas de Lieberkiinh y al quinto/sexto dia post-infeccion
inician, de modo viviparo y directamente en la submucosa intestinal, la puesta de las

larvas 1 de nueva generacion.

Los machos, y algo mas tarde las hembras, son expulsadas del intestino debido a la
respuesta inflamatoria que se produce tanto, inespecifica como especifica.
Generalmente, su supervivencia depende, en buena parte, de la especie hospedadora,
de la existencia de resistencia adquirida, asi como de posibles factores
inmunodepresores existentes. En el cerdo sobreviven hasta 6 semanas post-infeccién,
mientras que en roedores se produce la expulsion al cabo de un par de semanas.
Incluso la respuesta inflamatoria originada puede expulsar, no sdélo a los adultos, sino
también a las L1 recién desenquistadas, que salen por heces estando aun vivas, siendo
ésta una posibilidad infectiva para los herbivoros, ya que, a través de la coprofagia

podrian seguir su ciclo en otro animal.

En la siguiente fase, las L1, que se producen penetran en la lamina propia de la
vellosidad y desde aqui pasan a los nédulos linfaticos y con menor frecuencia a los
capilares. Finalmente, llegan hasta la circulaciéon general, distribuyéndose por todo el
organismo, alcanzando el tejido muscular estriado, y diversas visceras, si bien en estas
no podran establecerse. Su localizacion muscular es dependiente de la carga
parasitaria y las preferencias por especie y hospedador. En esta fase de migracién la
ubicacién final en musculatura estd muy relacionada con el nivel de irrigacion vy
actividad del musculo, de modo que los musculos que tienen una alta actividad son los

mas altamente parasitados, como son diafragma, lengua, maseteros, intercostales, etc.

De este modo, el ciclo bioldgico finaliza en una fase muscular, donde uno de los
musculos de eleccidn por parte de las larvas es el diafragma, siendo el misculo mas
utilizado en las técnicas de deteccién de larvas en carnes destinadas a consumo

humano, ya que, a priori, cabe esperar una mayor presencia de larvas.
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Las larvas penetran en las células musculares, que paulatinamente se transforman en
células nodrizas, al tiempo que la larva crece durante 20 dias vy, finalmente, acaba
aisldndose mediante la formacion de una gruesa pared quistica en el interior de dicha
célula. Cada quiste se nutre por una red capilar que se neoforma en torno a la célula
nodriza, manteniendo a la larva durante un periodo que depende de la especie y del
hospedador (Kapel, 2000). Las larvas crecen de tamafio y adoptan morfologia definitiva
durante unas dos semanas, siendo infectantes a partir del dia 17-21 post-infestacion.
En general, en suidos a partir de las 40 semanas se produce un descenso paulatino en
el nimero de L1 infestante, que van siendo calcificadas o incluso degeneran, de modo
que al cabo de afio y medio o dos afios, la carga parasitaria puede descender

marcadamente o incluso desaparecer por completo.

4.4. Ciclo bioldgico.

El género Trichinella posee un ciclo epidemiolégico complejo, debido a la amplia gama
de hospedadores potenciales que posee, desde omnivoros y carnivoros hasta
herbivoros como el caballo. Tiene un caracter eurixeno debido a la amplia gama de
hospedadores que posee, lo que le permite producir interconexiones entre animales

silvestres y domésticos, asi como entre éstos y humanos.

Por esa gama tan extensa de hospedadores susceptibles, el ciclo epidemioldgico se
complica, pero lo reduciremos a dos tipos de ciclo: Selvatico (parantrépico) y
domeéstico (sinantrépico), que aunque en principio estan bien diferenciados pueden

llegar a conectar entre si ocasionalmente.

Ciclo
domdstico carmﬁerisr:o/—‘ Rata —N‘epredac.an
caudofagia C Cerdo Gato
Figura 2. Esquema del ciclo
ma‘a”“s( \ / \ epidemioldgico de Trichinella
/ﬁiﬂﬁs\ despoios spp. Los  supuestos ciclos
Caballo\‘v//"lombre% Bamwa S domésticos y silvestres estan
came en forraje interconectados de multiples
- / formas, muchas de ellas
Jabalf facilitadas por los humanos
Ciclo (vertederos, actividad cinegética,
silvestre etc.) (Blanco-Ciudad, 2012).

canibalismo

Mustélidos
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4.4.1. Ciclo sinantrdpico.

Este ciclo también denomina indebidamente como ciclo doméstico, ya que depende en
gran medida del manejo de los animales domésticos y la influencia de la actividad

humana y ganadera sobre los animales de su entorno.

Por un lado, tenemos el ciclo urbano, donde el cerdo doméstico juega un papel como
protagonista Unico, o entre un cerdo y animales sinantrépicos como el perro o el gato.
Actualmente, este tipo de ciclo ha desaparecido practicamente, debido a las dptimas

medidas sanitarias.

Por el otro lado, tenemos el ciclo rural, que se produce entre cerdos domésticos de
explotaciones extensivas y otros animales, que se puede originar y mantener a través
del carrofierismo, o en algunas ocasiones por la ingestion de heces de carnivoros
infectados. En Europa occidental este tipo de ciclo doméstico sélo se ha detectado
recientemente entre pequefias piaras de cerdos en el sur de Finlandia y en algunas

regiones de Espafia (Pozio, 1998).

4.4.2. Ciclo parantrdpico.

Este ciclo también se denomina selvatico y se basa en la transmision hospedador-presa
(depredacidn), sin excluir el canibalismo y el carrofierismo (necrofagia). Entre los
animales silvestres conviene destacar al zorro, que segun Pérez-Martin et al., 2007,
ostenta una prevalencia del 3,59% en Extremadura. Estos animales mantienen vy
difunden la parasitacion debido al carnivorismo y el carrofierismo de otros animales

infectados o bien a partir del canibalismo.

El hombre puede infestarse de ambos ciclos, al ingerir carne de cerdo (T. spiralis),
jabali u otros hospedadores (T. britovi, T. nativa, T. spiralis), aunque el hombre se

convierte en fondo de saco epidemioldgico.

La transmision al hombre se produce con frecuencia al ingerir carne de caza infectada.
Para evitar esto, la legislacién establecen unas pruebas de obligada realizacidn, siendo
a dia de hoy la técnica de eleccidn, la digestion artificial acido-pépsica (Reglamento

(CE) no 2015/1375, de la Comision de 10 de agosto de 2015). Es de especial relevancia
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la interconexion de animales salvajes con animales domésticos como el cerdo,
especialmente el ibérico, el cual durante la ultima etapa de su vida productiva habita
parajes adehesados, en los que puede tener contacto directo con animales salvajes
infectados. Asi, via cerdo doméstico, los humanos también se ven afectados por el
ciclo silvestre. En Extremadura se ha citado una prevalencia de Trichinella en jabalies
del 0,15 %, mientras en cerdo de matanza domiciliaria sélo alcanzaba el 0,021%
(Blanco et al., 2009), reduciéndose en relacién directa y muy significativa con la

intensividad del sistema de explotacidn.

Dentro del ciclo parantrdpico, podemos encontrar una subdivision de varios ciclos,
segln la localizacidn geografica en la que se produce. De este modo, tenemos un ciclo
artico que se caracteriza por la depredacidn, descrito y mantenido en carnivoros
terrestres (oso polar (Ursus maritimus), oso pardo (Ursus arctos), zorro artico (Alopex
lagopus), lince y perros de trineo) e incluso marinos (foca y morsa). De esta forma,
Born et al. (1982) encuentran un 1,6% de parasitacion en morsas, porcentaje que
atribuyen a la alta prevalencia en osos polares (20%) y perros de trineo (91%), lo que
posiblemente implique la existencia de hospedadores paraténicos o de transporte,
como podrian ser insectos, aves o peces, especialmente en aquellos carnivoros cuya
alimentacion no incluye a los anteriores. Otra variedad de ciclo parantrépico es el
“ciclo africano”, que tiene lugar en zonas tropicales del este de Africa, implicando
hienas, canidos silvestres, félidos y suidos, el cual se transmite por la depredacién y el
carrofierismo. Por Uultimo, el “ciclo templado”, focaliza la variedad del ciclo
parantrépico que encontramos en casi toda Europa, incluida Espafia, asi como en
zonas templadas de Asia, Norteamérica y Sudamérica. Se mantiene gracias al
carnivorismo, carronerismo y canibalismo entre animales silvestres como zorros, lobos,
gatos monteses (Felis silvestris), mustélidos y jabalies, principalmente (Campbell,

1983).
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4.5. Distribucion muscular

La distribucidn larvaria muscular de las especies de Trichinella no es la misma en toda
la musculatura de los hospedadores, sin embargo, muestra preferencia hacia
determinadas zonas en las que la intensidad larvaria se multiplica. Normalmente se
distribuyen de forma irregular, incluso dentro del mismo musculo, concentrandose
mayoritariamente cerca de las inserciones tendinosas. Esto es debido a la riqueza
vascular del musculo, que proporciona los nutrientes y oxigenacion necesaria para la

supervivencia de la larva.

Una vez formado el quiste en las fibras musculares, se produce la génesis de una red
capilar circundante y las fibras musculares son modificadas por la L1; de este modo,
pierden sus miofibrillas y se convierten en una célula metabdlica, que sirve de soporte

vital a la larva que contiene, llamandose células nodrizas o “nurse cells”.

Un estudio de Hughes y Harley en 1977 pone de manifiesto que las larvas musculares
tienen tropismo por las fibras musculares con mayor actividad, atraidas por una

concentracién creciente de cloruro potdsico o dcido lactico en las mismas.

Esta informacidn es imprescindible para el diagndstico correcto de Trichinella, ya que
la eleccidon correcta del musculo que hay que analizar aumenta notablemente la
sensibilidad de la prueba. Aun asi, la distribucidén muscular de las larvas se puede ver
afectada por diversos factores como son la carga parasitaria del hospedador o el
propio hospedador como tal. De este modo, la distribucidén muscular es mas aleatoria
en infecciones bajas y puede alterar el orden de preferencia que se observa en
infecciones mas intensas (Serrano et al., 1999; Kapel, 2001). La especie parasitaria
también influye en la distribucién muscular, por la distinta infectividad que produce
cada una. Esta variabilidad también influye en la patogenia humana, donde la infeccién
por T. spiralis es mas severa que la generada por T. britovi, debido a que las hembras

de esta ultima son menos prolificas (Pozio et al., 1993).

Mudltiples estudios han demostrado, igualmente, diferencias significativas en cuanto a
la capacidad infectante de distintos genotipos de Trichinella en la poblacién porcina

(Pozio et al., 1992; Pozio y Kapel, 1999; Pozio y La Rosa, 2000).
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Si bien es cierto que la ineficacia de algunas especies, en parte, depende de las
diferentes razas, la uniformidad en la distribucién muscular, por parte de los distintos
genotipos de Trichinella en los cerdos domésticos y jabalies, coinciden con las
observaciones anteriores realizadas con relacién a T. britovi y T. spiralis y publicadas

por Kapel et al en 1998.

Las mismas apoyan que la distribucion muscular larvaria varia en funcion de la especie
hospedadora, y no tanto en funcidn del genotipo de Trichinella, nivel o intensidad de
infeccidn. En los jabalies sucede que con bajos niveles de infeccién (unas 10 semanas
post-infeccidn) aumenta la carga larvaria tanto en diafragma como en la base de la
lengua (Kapel, 2001). De igual manera, Serrano et al., en 1999, observaron relaciones

similares en cerdos domésticos.

La localizacion preferida por las larvas de T. spiralis en cerdos infectados
experimentalmente con escaso numero de larvas, son los musculos sublinguales,
seguidos de diafragma, psoas mayor y musculos abdominales; por otro lado, cerdos
infectados con mas de 4000 larvas por gramo (LPG) la distribucidn es distinta, siendo
los pilares del diafragma los musculos mas parasitados, seguidos de sublinguales,

posas mayor, maseteros y, por Ultimo, abdominales (Pérez Martin et al. 1992).

En un estudio experimental realizado en jabalies por Kapel en 2001, se evalta la
distribucién muscular de siete genotipos del genero Trichinella (T1, T2, T3, T4 USSR, T4
USA, T4 AUST, T5, T6 y T7), observandose que el comportamiento en cuanto a
distribucién muscular de las L1 para diferentes grados de infeccién inicial estaban en
concordancia con los resultados obtenidos por trabajos anteriores (Zimmermann et al.,
1970), produciéndose una distribucién muscular irregular en el caso de suidos
infectados con baja dosis parasitaria y una distribucién muscular mas uniforme en el
caso de parasitaciones con mayor carga, estando en el ultimo caso, los pilares del
diafragma claramente definidos como el musculo con mayor tropismo, seguido de

lengua, maseteros y abdominales.

Sin embargo, el principal factor en la distribucién muscular de L1, es el hospedador,
detectandose diferencias significativas entre omnivoros, herbivoros y carnivoros. El

grupo investigador liderado por el Dr. Edoardo Pozio estudiaron la distribucidn larvaria
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muscular de Trichinella spiralis en el caballo, comprobando su predileccién por los
musculos de la cabeza, en particular, buccinador, lengua, musculo elevador del labio y
maseteros. Dichos musculos contenian mayor numero de larvas por gramo con

respecto al diafragma (Pozio et al., 1999).

En cuanto a los carnivoros, la predileccién por los distintos grupos musculares por
parte de las larvas es diferente. De este modo, en hospedadores como el zorro, las
especies encapsuladas prefieren los musculos de las extremidades anteriores, lengua y
diafragma, mientras que en las especies no encapsuladas predominan en el diafragma

(Kapel et al., 2005).

Otro ejemplo que demuestra las diferentes tendencias larvarias en distintos
hospedadores, podemos encontrarlo en el estudio realizado por Mikkonen et al.
(2001) en Finlandia, a partir de los analisis efectuados en perros mapaches
(Nyctereutes procyonoides), demostrando que los musculos que albergan las mayores
cargas larvarias tanto para T. nativa como T. spiralis fueron los flexores del carpo,

lengua y musculos oculares (oblicuos y rectos).

Pozio et al. (2004) en infecciones experimentales llevadas a cabo con las dos especies
no formadores de quistes mas recientemente descubiertas, T. papuae y T.
zimbabwensis, estudiaron la carga parasitaria en varios grupos musculares de varanos
(Varanus exanthematicus) y caimanes (Caiman cocodrilus), obteniendo una mayor
intensidad de parasitacidon en el primero, pero independientemente de las especies
hospedadora y parasita, la localizacidon preferida por el parasito en estos reptiles fue la
lengua en infecciones altas (>1000 LPG), y la musculatura de los miembros toracicos,

en los casos de cargas parasitarias medias o bajas (<400 LPG).

A la vista todo ello, podemos asegurar que la distribucidn muscular sigue en cada
especie hospedadora un patrén determinado cuando existen elevadas intensidades de
infeccidon, mientras que en aquellos casos donde la infeccidon es leve, es diferente o al
menos mas aleatorio. Por lo tanto, es concluyente que la distribucion muscular no sélo
depende del hospedador, sino también de la especie parasita y la susceptibilidad

concreta de cada hospedador a cada una de las posibles especies infectivas (Serrano et
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al., 1999).

4.6. Distribucion geografica.

Trichinella es uno de los parasitos zoondsicos mas extendidos en todo el mundo (Pozio,
2007). Tan solo un numero limitado de paises tiene un sistema de registro oficial de
infecciones humanas o animales, por lo que no es facil obtener una informacidn

epidemioldgica fiable sobre infecciones en humanos y animales de todo el mundo.

Asi, en la mayoria de paises, los estudios y la recogida de datos sobre la infeccién han
sido, y siguen siendo, de cardacter voluntario por parte de médicos, veterinarios,
bidlogos, zodlogos y epidemidlogos, lo que, a menudo propicia una informacion

deslavazada e incompleta (Pozio, 2007).

En Espafia se presenta una situacion epidemiolégica similar a la de los paises de
Europa del este, es decir, que se presentan tanto el ciclo doméstico como el selvatico,
mientras que en otros paises mediterraneos como Francia e ltalia Unicamente se
presenta el ciclo silvestre. La presencia del ciclo doméstico en Espafia se debe a la cria
de cerdos en extensivo, de la matanza domiciliaria y ademas se puede producir el
habito alimenticio de estos animales con productos de desecho de cocina y mataderos.
Ademas de ello, las dos especies mds importantes en nuestro pais T. spiralis y t. britovi,
se encuentran muy distribuidas en la naturaleza, favoreciendo la conexién entre el
ciclo doméstico y el silvestre, lo que facilita la transmisién y constituye un importante

factor de riesgo (Pérez-Martin et al., 2000).

En Espafa, los principales focos endémicos se encuentran en la Cordillera Cantabro-
asturica, la Cordillera Ibérica, Catalufia y el foco mas importante en la cordillera central
compuesta por Guadalajara, Madrid, Segovia, Avila y Caceres, ademdas de otro foco

situado en los montes de Toledo que penetra también en la provincia de Caceres.

En el norte del pais, Fonseca-Salamanca et al. denuncian en 2009, que la especie de
Trichinella mas frecuente en cerdo es T. spiralis (100% de los casos analizados),
mientras que en el jabali y zorro es T. britovi (67% y 100% de los casos analizados,

respectivamente). En Asturias, Cordero del Campillo, denuncia en 1974, especies
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silvestres infectadas, donde las incidencias observadas fueron: hurdn (25 %), gardufia
(5,5 %), tejon (40%), jineta (38 %), gato montés (31 %), zorro (30 %), lobo (20-80 %),
jabali (1 %) y rata (2—40 %).

Los resultados de estudios epidemioldgicos a nivel nacional (Pozio, 1998), determinan
que la prevalencia global en Espafia puede variar segun la zona, encontrandose en un
rango de 0.08 y 0.48%. En 2011, la European Food Safety Authority & European Centre
for Disease Prevention and Control citan, en su informe, prevalencias del 0,20% para el
jabali en el periodo 2007-2009, mientras que para el cerdo domestico se ubicaron en el
0,00016%. Las detecciones en zorro (Vulpes vulpes) alcanzaron al 4,54% entre los

animales analizados en el mismo periodo.

Los resultados son muy variables en cuanto a las detecciones en animales de vida libre
en Espafia. Asi en Zaragoza, Sanchez Acedo et al., no detectan en 1989 ningln caso
positivo a T. spiralis tras investigar 180 perros vagabundos, pero si detectaron este

parasito en 4 zorros, una gineta, un gato montés y un jabali.

Figura 3. Distribucién geografica de
los brotes de trichinellosis
detectados en Espafia entre 1990-

2001 (Rodriguez de las Parras et al.,
2004)

Por su parte, en Cérdoba, Calero Carretero et al.1989, no encuentran ningun animal
parasitado entre las 26 especies de carnivoros, lagomorfos, roedores, insectivoros y
quirdpteros investigados. Sin embargo, en un 4dguila ratonera (Buteo buteo)
encuentran larvas musculares no enquistadas, en principio no reconocidas como tal,

pero identificadas posteriormente, con los riesgos derivados de los conocimientos
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existentes en aquel entonces, como T. pseudospiralis (Calero et al., 1987; Calero y

Carmona, 1982).

Atendiendo a los requisitos de la normativa comunitaria, hospedadores como los
équidos mostraron una seroprevalencia de un 2.3%, a partir de los 85 individuos
investigados (Luzon et al.,, 2009). Las prevalencias en porcino industrial son muy
reducidas, no obstante se deben contemplar las reintroducciones e interconexiones

con la fauna silvestre (Arroyo-Diaz et al., 2007).

El caracter zoondsico de esta parasitosis se ha manifestado en Espaia con la aparicion
de varios brotes epidémicos. De los 49 brotes de la enfermedad declarados desde
1990 hasta 2001 (Rodriguez de las Parras et al., 2004) con una media de 5 brotes/afio,
en el 75,5% de los casos el origen fue el consumo de carne o productos elaborados a
partir de jabalies abatidos en cacerias. En el 14,3% la fuente de infeccién fue el cerdo
criado en granjas domésticas, causando brotes que afectaron a pequeiias

comunidades familiares. Finalmente, el 10.2% restante fue de origen desconocido.

Brotes (n)

a L
1990-91 1991-92 '1992-93' 1993-94" 1994-95 1995-96 1996-97 1997-98' 1998-99 1999-00 2000-01

Afios

‘ [ Total [0 Carne de jabali M Carne de cerdo [l Desconocido

72 lf_'nferm Ipfecc Microbial Clin 2004;22 f2]:?0—5

Figura 4. Declaracion de los brotes de Trichinellosis en Espafia en los afios 1990-2001
En estos brotes, la distribucidn geografica por regiones coincide con la focalizacién
previamente reconocida por Rodriguez de las Parras et al. en 2004 para las cinco areas
principales, destacando el brote declarado en Granada en 2000, con 38 personas
afectadas (Lépez Hernandez et al.,, 2001) o en Huesca, en el afio 2011, donde una

persona fallecié por el consumo de carne de jabali infectada.
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En la comunidad auténoma de Extremadura, la alta prevalencia del ciclo doméstico de
T. spiralis es residual en cerdo doméstico de crianza familiar. Lo mas probable es que
persista como consecuencia del mantenimiento en animales salvajes, siendo
principalmente jabalies y zorros los animales implicados, actuando como reservorios

también de T. britovi, que aparece con poca frecuencia en cerdo doméstico.

Pozio et al. (1996), nos indican que las especies presentes en Extremadura son

T. britoviy T. spiralis. Estos investigadores situan la prevalencia en zorros en el 4,8%
(25% T. spiralis-75% T. britovi). En esta misma linea, en un estudio realizado por Pérez-
Martin et al. (2000) muestreando zorros y jabalies abatidos en monterias en
Extremadura, nos indican que T. britovi se encuentra en el 67% de los zorros positivos

(en el 33% restante se aisla T. spiralis).

Durante la temporada 2004-2005 el Area de Parasitologia de la Universidad de
Extremadura realizo un trabajo en el que se recopilaron 223 muestras de tejido
muscular de zorros, abatidos en distintas modalidades cinegéticas, en la Comunidad
Auténoma de Extremadura. Estas muestras fueron sometidas a digestién pépsica,

obteniéndose los siguientes resultados:

N2 de zorros en | N2de casos positivos | Prevalencia
estudio

Temporada 2003- | 223 8 3,59 %
2004

Tabla 2. Resultados de la temporada 2003-2004 referente a zorros.

Si comparamos esta prevalencia con la que se encontré en cerdos y jabalies durante
las temporadas 2003-2004-2005, nos dariamos cuenta de que la prevalencia era muy

superior en carnivoros que en los otros dos animales.
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N2 de casos | Prevalencia N2 de casos | Prevalencia

cerdos cerdos jabalies jabalies
2003 23 0,068 % 20 0,13 %
2004 1 0,0036 % 23 0,19 %
2005 1 0,0067 % 9 0,18 %
Total 25 0,0032 % 52 0,16 %

Tabla 3. Resultados de las temporadas 2003, 2004 y 2005 referente a jabalies.

4
© Figura 5. Comparaciéon de
s 3 . . .
c prevalencia de trichinellosis
)
‘_;5 2 distintos hospedadores durante los
o tres Ultimos aflos, a excepcién del
2 1 , .
< grupo de carnivoros que refleja la

prevalencia de un estudio realizado
0 =
. , durante la campafia 2004 — 2005.
Cerdos Jabalies Carnivoros P
Hospedadores

En cuanto a la distribucion en otros paises, de 2006 a 2009 se revisaron 108 zorros rojo
en Haut-Var (Francia), para valorar la infeccién por Trichinella britovi. La prevalencia
encontrada fue de 2,7%, lo cual no indica que el zorro puede ser considerado como un

centinela de prediccidn de Trichinella en el ecosistema Haut-Var (Aoun et al., 2012).

En Alemania y Polonia, la alta densidad de poblacidon del zorro rojo se considera un
riesgo para la salud publica, ya que este canido salvaje es uno de los principales
reservorios de Trichinella spp. En 2010 en Polonia, se puso en marcha un programa
para monitorear la prevalencia de Trichinella spp. en la poblacién de zorro rojo, tras
dos afios, se detectaron larvas en 44 de 1634 zorros lo que supone un 2,7% de
prevalencia. En Alemania, en el periodo 2002-2011, se encontraron larvas en 27
zorros. Las especies de Trichinella detectadas fueron T. spiralis en 15 zorros de
Alemania (una co-infeccidn con Trichinella britovi y una con Trichinella pseudospiralis)

y en 9 zorros de Polonia, T. britovi en 8 y 32 zorros de Alemania y Polonia,
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respectivamente, y T. pseudospiralis en 1 zorro de Alemania. Ademas de ello, se
encontrd T. nativa en 3 zorros de Alemania (una co-infeccidén con Trichinella spiralis) y
en 1 de zorro de Polonia. La deteccion de T. nativa fuera de su area de distribucidn
conocida abre nuevos interrogantes sobre la capacidad de esta especie para colonizar

las regiones templadas (Chmurzynska et al., 2013).

En el afio 2015, se llevd a cabo en Rumania un estudio sobre la importancia de los
zorros en la transmisién de Trichinella spp, en el que se consiguieron muestras
cinegéticas de 121 animales pertenecientes a 45 terrenos de caza distintos. Se detecté
infeccion en 26 zorros (21,5%) pertenecientes a 18 de los 45 terrenos (40%). La
densidad media de larvas fue de 10,5 larvas por gramo (LPG) y de las 25 muestras
analizadas con éxito, 24 fueron identificadas como T. britovi (96%) y las larvas de la
otra muestra aislada con éxito fueron identificadas como T. spiralis (4%). Los presentes
resultados revelaron que el zorro rojo debe considerarse como un importante
reservorio T. britovi en el ciclo silvestre; Por el contrario, la deteccion de un solo
aislado de T. spiralis sugiere que los zorros rojos juegan un papel menor en la
epidemiologia del ciclo doméstico en el drea investigada en el oeste de Rumania (Imre

etal, 2015).

Entre noviembre de 2008 y marzo de 2010 se realizé un estudio en el norte de Portugal
para evaluar la infeccién en zorros rojos de Trichinella spp. Se obtuvieron 47 cadaveres
de zorros rojos silvestres abatidos durante la temporada oficial de caza o muertos en
accidentes de trafico. De los 47 zorros tan solo en uno se observd la presencia de T.
britovi, lo que indica una prevalencia de 2,1%. Esto confirma que el ciclo silvestre esta

también presente en el norte de Portugal (Lopes et al., 2015).

En el afio 2013, por primera vez se identificd un zorro positivo a Trichinella en Reino
Unido, en la localidad de Bristol, en concreto estas larvas fueron identificadas como T.
pseudospiralis y sugiere la posibilidad de un ciclo de infeccidn existente en la fauna

silvestre (Learmount et al., 2015).

En Polonia, entre los afnos 2010-2015, se recogieron muestras de zorros rojos para

determinar la prevalencia de Trichinella spp., y a través de la digestion HCI-Pepsina
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encontraron larvas en un 10,2% de las muestras examinadas (145/1447). Estas larvas
fueron identificadas como T.spiralis (11,03%) %), T. britovi (71,72%), y T. pseudospiralis
(0,69%) (Cybulska et al., 2016).

En la regidn de Abruzzi (centro de Italia) se recogieron muestras entre los afios 2004-
2010 de distintos animales, de las cuales 218 pertenecieron a lobo, siendo positivas a
Trichinella 59 de las mismas, mientras que de zorro se recogieron 480 muestras,
resultando positivas 24. Todas las muestras aisladas pertenecian a T. britovi y a través
de este estudio se afirmd que los lobos, al tener la prevalencia mas alta, se puede
considerar como centinela para la infeccidn de dicho pardsito en el drea investigada y

probablemente en otras regiones de los Apeninos (Badagliacca et al., 2016).

4.7. Hospedadores.

Aunque para el desarrollo de este trabajo hemos empleado muestras de zorros rojos
(Vulpes vulpes), tejones (Meles meles), garduiias (Martes foina) y nutrias (Lutra lutra).
Nos hemos centrado especialmente en el zorro, ya que es del que hemos recibido un

mayor numero de muestras.

El zorro es un canido de tamafio mediano y gracil, con el morro alargado y con una
franja blanca en su labio superior, las orejas son relativamente grandes, siempre rectas
y con la parte posterior oscura. Los o0jos son pequefios y la pupila es vertical. El color
del pelaje puede variar entre el pardo-rojizo (el mds habitual) hasta el gris. Las
extremidades son finas y alargadas con respecto al cuerpo, y los pies pequefios. La cola
es larga (70% de la longitud del cuerpo) y con pelo largo acabada en punta con un
mechén blanco, uno de los rasgos determinantes que permiten identificar a esta
especie. Su masa corporal en los adultos se encuentra entre 3 y 14 kg (Enciclopedia

Virtual de los Vertebrados Espaiioles).

En Espafia estd catalogada como especie cinegética, siendo la caza la causa mas

importante de mortalidad en estas poblaciones.

Es una de las especies de carnivoros con mayor diversidad ecolégica, encontrandola en

todo tipo de habitats naturales, incluso se ha adaptado a vivir en ecosistemas urbanos
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o suburbanos.

Los micromamiferos, los lagomorfos y la basura representan en Espafia tres cuartas
partes de la biomasa consumida, con mayor consumo de conejo en el Mediterrdneo y
de pequenos roedores hacia el norte. Otras presas como reptiles, insectos, lombrices,
cangrejos de rio y peces, ademas de frutos, completan la dieta del zorro en nuestro

pais con una importancia relativa en funcién del tipo de habitat y la época del afio.

Con un Unico periodo reproductor al afio el zorro es una especie monoéstrica. En las
regiones de latitudes medias del hemisferio norte los zorros se reproducen entre
diciembre y abril, aunque la mayoria de las cépulas son entre el mes de enero y

febrero. El niUmero medio de crias por camada oscila entre 1y 12.

En su drea de distribucion, el zorro coincide con varias especies de carnivoros con los
cuales solapa sus requerimientos ecoldgicos. En la Peninsula Ibérica comparte recursos

con pequefios carnivoros como el gato montés, la gardufia, la jineta y el tejon.

La unidad social basica en el zorro es la pareja, compuesta por un macho y una hembra
adultos reproductores, aunque grupos de hasta 6 ejemplares (normalmente un macho
adulto junto a un nimero de 2 a 5 hembras posibles reproductoras) podrian compartir
un territorio en funcion del habitat. El macho colabora en el cuidado de las crias hasta
gue estas abandonan la madriguera. La defensa del territorio se realiza mediante una
amplia bateria de sistemas de marcaje aunque se pueden dar comportamientos

agonisticos en los encuentros entre ejemplares de territorios ajenos.

Los ejemplares juveniles abandonan el territorio familiar mediante movimientos de

dispersidn hasta que encuentran un nuevo territorio.

El periodo de actividad general se desarrolla por la noche con algunas variaciones
debidas a la estacion del ano y el estado sexual que pueden permitir observar
ejemplares activos a plena luz del dia.

En cuanto a los otros mamiferos empleados, el tején tiene un cuerpo robusto con la
cabeza pequefia y el cuello muy corto. Presenta un cuerpo alargado y con cola muy
corta, con patas fuertes y acabadas en largas y poderosos ufias que le sirven para

excavar. El peso es variable, oscilando entre los 4,8 y los 9,8 kg. Puede habitar todo
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tipo de ambientes y parece claro que los tejones pueden vivir en lugares muy distintos
comiendo diferentes recursos (lombrices, insectos, frutos, pequefios mamiferos,
conejos, etc.), pero es también evidente que disponiendo de lombrices de tierra las

prefieren sobre otros alimentos.

La garduiia es un carnivoro de tamaifo medio, de cabeza estrecha, morro afilado, cara
en forma de cufia, ojos relativamente grandes y orejas redondeadas. El cuerpo es
moderadamente alargado con una cola larga y peluda que usa como un balancin para
guardar el equilibrio cuando se mueve o salta entre arboles. Las extremidades son
cortas. Los machos tienen una masa corporal media de 1.353 g y las hembras 1.057 g.
Es un carnivoro generalista y muy adaptable. La dieta de la garduiia presenta un
amplio espectro de presas (mamiferos, aves, frutos, insectos y reptiles) y una
adaptacidon a la disponibilidad local de alimento mostrando asi su caracter de

depredador oportunista con una dieta generalista.

La nutria tiene un cuerpo alargado y extremidades proporcionalmente cortas y
robustas. Orejas muy pequeiias, casi ocultas bajo el pelo. La cola es ancha y aplanada
en la base, y algo puntiaguda en su extremo. Posee cinco dedos unidos por una
membrana interdigital bien desarrollada en manos y pies. La masa corporal oscila
entre 6,1 - 9,4 kg en los machos y 4,4 — 6,5 kg en las hembras. La nutria es una especie
propia de ecosistemas acuaticos, encontrandosela desde el litoral hasta la alta
montafia. Se encuentra en rios, arroyos, lagos, lagunas, marismas y cualquier lugar con
presencia de agua. Es una especie principalmente consumidora de peces que captura
también importantes cantidades de cangrejos, anfibios, reptiles y, en ocasiones si no

dispone de los anteriores, insectos, aves o mamiferos.
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5. Material y métodos.

5.1. Procedimiento laboratorial general.

Para conseguir los objetivos propuestos e indicados en la introduccién, hemos
realizado una serie de procedimientos que estan ordenados de manera secuencial a

continuacion:

El trabajo comienza con la recepcidn de muestras de mesocarnivoros procedentes de
Salamanca, Avila, Zamora y Valladolid, las cuales son recogidas a partir de actividades
cinegéticas por un veterinario que colabora con nosotros. Estas muestras han sido
recogidas desde el 16 de junio de 2016 hasta el 30 de mayo de 2017. Dichas muestras
son enviadas correctamente envasadas a una temperatura de refrigeracion para que
no pierdan sus caracteristicas. A continuacién, esta muestras son procesadas en el
Area de Parasitologia de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Extremadura,
con el fin de estimar la prevalencia de Trichinella spp. en los carnivoros anteriormente
descritos. Durante este proceso se debe complimentar la ficha correspondiente a cada
muestra, en las que se especifica el nimero de muestra, la procedencia, fecha de
recogida, sexo y edad, lo cual nos permite tenerlas correctamente identificadas. Estas
muestras se someten a una digestiéon artificial dcido-pépsica segun el reglamento
europeo (Reglamento de ejecucién (UE) 2015/1375 de la Comisidn 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).

Antes del proceso de digestion se rellena una ficha con los datos de la muestra,
indicando la procedencia y el nimero de registro que le asignamos en el Area de
Parasitologia, con el fin de completar la ficha al final del proceso con los resultados

obtenidos.
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Digestion artificial para el diagnostico de Trichinella spp.

Fecha N° registro sanidad N° registro parasitologia

Tipo de ra carnica (musculo) Gramos de muestra utilizados

2 Reactivos (indicando la concentracion de
Aparataje
cada uno)
Verificacion bascula Verificacion temperatura
1g | 10g | 100g Inicio | 15' | 30"
[

Restos de carne sin

Tiempo de digestion dgers: Larvas L1 recuperadas

Incidencias / Observaciones

Figura 6. Ficha correspondiente a la

Analisis y lectura de resultados: Realizacion y transcripcion: dlgestlon artificial para el dlagnostlco

de Trichinella spp.

Fdo.: Fdo.:

El nimero de gramos digeridos por animal es de 25 gr, haciendo digestiones en masa
de 100 gr. De tal forma, que si el resultado es negativo, los cuatros animales se
consideran negativos a Trichinella. Si por el contrario el resultado es positivo,
realizamos una digestion individualizada de cada animal, hasta determinar cudl o

cuales de los 4 carnivoros son positivos.

Una vez que ha terminado la digestién artificial, observamos en un estereomicroscopio
las muestras obtenidas, de modo que se realiza un cdlculo de la carga parasitaria (en
caso de que la muestra sea positiva) y se procede al contaje de las larvas obtenidas.
Este contaje se puede realizar directamente sobre la muestra si la cantidad de larvas
no es muy grande, o bien se pueden realizar diluciones en aquellas parasitaciones

intensas, para ello necesitamos usar camaras de McMaster.

El producto obtenido se traslada a un vial, y si fuera necesario, para retirar el exceso de
agua se deja sedimentar, a fin de mezclar con alcohol absoluto la mayor concentraciéon
posible de larvas, las cuales seran finalmente enviadas al “Internacional Trichinella

Reference Centre” de Roma para su especiacion, mediante técnicas de PCR.
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5.2. Muestras de estudio.

Las muestras utilizadas en este estudio corresponden a zorros rojos (Vulpes vulpes)
(n=712), tejones (Meles meles) (n=11), gardufias (Martes foina) (n=11), jinetas
(Genetta genetta) (n=1) y nutrias (Lutra lutra) (n=1), todas ellas proceden de cuatro
provincias de la regidn de Castilla y Ledn.
La edad de los animales muestreados se determina a través de la necropsia de los
mismos, en concreto a partir de un examen de las piezas bucales de forma que:
e Alas 2-3 semanas de edad: salen los incisivos y caninos superiores.
e Alas 3-4 semanas de edad: aparecen los incisivos y caninos inferiores.
e Alos 2-3 meses: enrasamiento de las piezas inferiores.
e Alos 4 meses: se reemplazan las pinzas inferiores.
e Alos 4 mesesy medio: se reemplazan los medianos.
e Alos 5 meses: se sustituyen los extremos y caninos inferiores.
e Entrelos 6y 7 meses: aparecen los molares permanentes.
e Del 72 a 122 mes: cambian los caninos y todos los incisivos posteriores,
finalizando el proceso de erupcion.
e Entre los 12 y 18 meses: rasan las piezas inferiores y comienza el desgaste de
los medianos inferiores.
e Entre los 36 y 42 meses: rasan las pinzas superiores.
e Entre los 4 y 4,5 afios: rasan los medianos superiores y, por tanto, toda la
arcada incisiva. Los colmillos aparecen amarillentos.
e A partir de los 5,5-6 afos: todos los incisivos, superiores e inferiores estan
rasados, con desgaste creciente y acortamiento progresivo.
e A los 6 anos: desaparece el I6bulo central de los extremos de la mandibula
superior.
e Alos 7 anos: la superficie de las pinzas de la mandibula inferior se hace ovalada
y los colmillos pierden su punta afilada.
e Alos 8 anos: los medianos inferiores presentan superficie oval y la superficie de
rozamiento de las pinzas inferiores se proyecta hacia el exterior.

e Entre los 9y 10 afios: se hace ovalada la superficie de las pinzas superiores.

Dennis Montafiez Ruiz 42



e Entrelos 10y 12 afios: caen las pinzas inferiores

e Entrelos 12y 16 afios: caen todos los incisivos

e Entrelos 16 y 20 afios: caen los colmillos.

Figura 7. Determinacidn
de la edad del animal a
través de las piezas

dentales.

En esta misma sala de necropsias se obtienen las muestras musculares del animal,
siendo los musculos flexor y extensor de antebrazo y cuddriceps frontal y femoral los
elegidos, con los que realizaremos la digestion artificial, a partir de la cual podremos
obtener el numero de larvas de Trichinella presentes en caso de que el resultado sea

positivo.

Figura 8. Toma de muestras en
sala de necropsia.
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5.3. Método de digestion de muestras colectivas con utilizaciéon de un

agitador magnético.

Las muestras se someten al proceso de digestion artificial acido-pépsica segun el
reglamento europeo Reglamento de ejecucién (UE) 2015/1375 adaptado a nuestro
laboratorio. A través de este método, conseguimos digerir muestras de carne de forma
artificial, simulando la digestidon del estémago, con la finalidad de liberar las larvas 1

presentes en la muestra de carne, para posteriormente visualizarlas al microscopio.

Relacion de material utilizado:

e Un cuchillo o tijeras y pinzas para cortar las muestras.

e Placas de petri en las que introducimos 100 gramos de carne conseguidos a
partir de 25 gramos de muestra pertenecientes a 4 animales diferentes.

e Una picadora (MOULINEX) para conseguir que las muestras queden lo

suficientemente picadas para que el proceso de digestién pueda realizarse

adecuadamente.

Figura 9. Picadora “MOULINEX".

e Agitadores magnéticos (OVAN-Microheat) provistos de una placa térmica de
temperatura controlada y barras recubiertas de Teflon de 5 cm,
aproximadamente.

e Embudos de separacién cénicos de vidrio de una capacidad de 2 litros como
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minimo, preferiblemente provistos de llaves de seguridad de Teflén, con un

didmetro minimo de 12 cm en la parte superior.

Figura 10. Embudo. Figura 11. Agitador magnético con un vaso de
precipitado de vidrio con capacidad de 3 Litros.

e Soportes con anillos y fijaciones.
e Tamices con una malla de 180 micras de didmetro de poro y un didmetro

exterior de 11 cm, provistos de una rejilla de acero inoxidable.

L

Figura 12. Tamiz.
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e Vasos de precipitados de vidrio de una capacidad de 3 litros.

e Un segundo embudo de 50 ml provisto de una llave de seguridad.

e Un estereomicroscopio (NIKON SMZ1500), con una fuente de luz de intensidad
regulable bajo la platina con aumentos 20-100x.

e Placas de petri (para su uso con el estereomicroscopio) de un diametro de 9 cm
cuyo fondo se haya dividido en cuadrados de 10 x 10 mm .

e Hoja de aluminio.

e Acido clorhidrico de 25 %.

e Pepsina con una concentracion de 1:10 000 NF (US National Formulary),
correspondiente a 1:12 500 BP (British Pharmacopoeia) y a 2 000 FIP
(Fédération internationale de pharmacie).

e Agua del grifo calentada a una temperatura de 46 a 48 °C.

e Una balanza cuya precision sea de al menos 0,1 g.

e Cubeta de plastico de 10 a 15 | de capacidad para recoger el jugo digestivo
restante.

e Pipeta (DISCOVERY CONFORT).

Figura 13. Pipeta (DISCOVERY
CONFORT).
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Un termémetro de una precision de 0,5 °C con una graduacion de 1 a 100 °C.

De acuerdo al Reglamento de ejecucion (UE) 2015/1375 de la Comision de 10 de

agosto de 2015, el procedimiento para digestiones en masa de 100 gr es el siguiente:

Afiadir 16 + 0,5 ml de acido clorhidrico a un vaso de precipitados de 3 | que
contenga 2 | de agua del grifo, calentada a una temperatura de 46 a 48 °C; se
coloca un agitador en el vaso y se comienza a agitar.

Afadir 10 £ 0,2 g de pepsina.

Triturar en el mezclador 100g de muestras, en nuestro caso utilizamos 25 g de 4
muestras distintas para aligerar el proceso.

Llevar la carne picada al vaso de precipitados de 3 | que contenga el agua, la
pepsina y el acido clorhidrico.

Introducir varias veces el dispositivo de triturado del mezclador en el liquido de
digestion del vaso de precipitados y enjuagar la taza del mezclador con una
pequefia cantidad de liquido de digestidon para quitar la carne que aun esté
adherida.

Cubrir el vaso de precipitados con una hoja de aluminio.

Deberd regularse el agitador magnético, de tal forma, que durante su
funcionamiento mantenga una temperatura constante de 44 a 46 °C. Durante
la agitacidn, el liquido de digestidn debera girar a una velocidad suficiente para
gue se forme un remolino profundo sin salpicaduras.

Agitar el liquido de digestién hasta que desaparezcan las particulas de carne
(durante 30 minutos aproximadamente), en nuestro caso lo mantenemos hasta
45 minutos. Detener el mezclador y verter el liquido de digestidn a través del
tamiz en el embudo de separacién.

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

Dejar el liquido de digestion en el embudo durante 30 minutos.

Después de 30 minutos, traspasar rapidamente una muestra de 40 ml del
liquido de digestion a un embudo de decantacién de 50 ml.

Mantener los liquidos de digestidon y otros residuos liquidos en una bandeja
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hasta que se haya completado la lectura de los resultados.

e Dejar reposar la muestra de 40 ml durante 10 minutos. Luego, aspirar con
cuidado 30 ml de liquido sobrenadante para retirar las capas superiores y dejar
un volumen que no supere 10 ml.

e La muestra de 10 ml del sedimento restante se vertera en una placa de petri.

e Enjuagar el embudo de decantacién con 10 ml como maximo de agua del grifo,
que se agregard a la muestra. Luego, proceder a la observacion en el
estereomicroscopio con un aumento de 15 a 20 veces. Siempre que se
observen zonas sospechosas o formas similares a parasitos, deberan aplicarse

aumentos superiores, de entre 60 y 100 veces.

Figura 14. Larvas de Trichinella
observadas con el

estereomicroscopio

e Los liquidos de digestion se examinan desde el momento en que estén

dispuestos. En ningln caso se pospuso el examen al dia siguiente.

5.4. Estimacion de la carga parasitaria.

En todos los casos positivos se llevé a cabo el recuento de larvas obtenidas, a fin de

estimar el numero de larvas por gramo (LPG) en la muestra de tejido muscular.

Este recuento se realiza utilizando una placa de petri de fondo cuadriculado, mediante
la observacion por el estereomicroscopio a 30 aumentos. El numero de larvas
obtenidas se dividen por el nUmero de gramos de muestra utilizado, para de este

modo obtener el nimero de larvas por gramo (LPG).
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Si el numero de larvas fuese superior a 200 L1, el contaje seria muy complicado de
realizar, por lo que se procede al contaje proporcional para estimar el nimero total de
larvas. Para ello, se realiza midiendo los mililitros de residuo de la digestion donde
estan las L1 y los introducimos en un tubo “Falcon”, posteriormente afiadimos liquido
PBS hasta llegar a un volumen de 40-50 ml. Desde el tubo “Falconer” llenamos una
camara “McMaster” con ayuda de una pipeta Pasteur y procedemos a hacer el
recuento de los L1 observadas, este proceso lo repetimos 3 veces, por lo que haremos
recuentos en 6 rectangulos, ya que cada cdmara “McMaster” tiene 2 receptdculos cada
una. Una vez finalizado el recuento, obtendremos 6 contajes diferentes, de los cuales
eliminamos los que estén fuera de rango, quedandonos con cuatro como minimo, que

seran con los que realizamos la media aritmética.

La media obtenida se multiplica por el volumen examinado (volumen total que
contenia el tubo “Falconer”) y por 6,66 (factor de correccion), ddndonos el nimero
total de larvas que hay en la muestra de carne. Por ultimo, lo dividimos entre el peso

de ésta en gramos, obteniendo finalmente el nimero de LPG.

5.5. Tipificacion genética.

La tipificacion de los distintos aislamientos se realizdé mediante andlisis multiplex-PCR
(Zarlenga et al., 2001) en el ITRC (Instituto Superiore di Sanita de Roma). Las muestras
remitidas consistieron inicialmente en larvas viables obtenidas tras la digestidn
artificial. Se conservan en tubos “Eppendorf”, en alcohol etilico absoluto y PBS a -20 °C

hasta su remision al laboratorio citado.

Figura 15. Ejemplo de resultado
de la tipificacion genética a

T. spiralis T. britovi

través del analisis multiplex-
PCR en el ITRC.
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6. Resultados y desarrollo

6.1. Prevalencia global de Triquinella spp.
Tras el analisis de las 736 muestras recibidas, 6 muestras resultaron positivas a
Trichinella spp., siendo todas ellas pertenecientes a zorros, mientras que el resto

fueron negativas, mostrando asi una prevalencia global del 0.82% para el zorro rojo.

1 Animales negativos --> 729

M Animales positivos --> 6

Figura 16. Representacion de la
prevalencia de Trichinella spp. en
zorros del suroeste de Castillay

Ledn.

6.1.1 Prevalencia segun sexo y edad.
De todas las muestras recibidas, 342 corresponden a hembras, mientras que 386

corresponden a machos, estando este valor bastante igualado entre ambos sexos.
Sexo

= Hembras = Machos

Figura 17. Representacion grafica
del nimero de muestras recibidas
segln el sexo del individuo.

En cuanto a las muestras positivas, cinco de los seis animales han resultado ser
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machos. De este modo, obtenemos una prevalencia de 1.2% en los machos y de 0.29%

en las hembras.

Sexo

Machos Hembras

Figura 18. Representacion grafica del sexo de los individuos identificados como positivos.

Con respecto a la edad de todos los animales considerados en el estudio, podemos

afirmar la edad media ha sido de 2,7 afios, mientras que la edad que mas se repite

entre ellos es de 2 afios.

Edad

300

200

100

>3 afnos
0-1 afos 1-2 anos 2-3 afios >3 anos
Edad 168 268 68 223

Figura 19. Representacion grafica del numero de muestras recibidas segun la edad de los animales.
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En cuanto a los animales muestreados que han resultado positivos, segin la edad
hemos obtenido que 2 animales tienen 5 afios, 2 animales tienen 2 afos, 1 animal

tiene 1 afio y por ultimo otro animal tiene 7 meses.

Edad

2

1
Figura 20. Representacion
grafica de la edad de los

animales identificados positivos

0 o " . N frente a Trichinella.
0-1 afos 1-2 afos 2-3 afos >3 afos

Las prevalencias que obtendriamos por edades seria de 0,58% para zorros rojos de 0-1
anos, 0,37% para zorros rojos de 1-2 afios, 2,9% para zorros rojos de 2-3 afios y por

ultimo 0,89% para zorros rojos de >3 afios.
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6.2 Distribucidn geografica.
Como indicamos anteriormente, las muestras recibidas proceden Castilla y Ledn y en
concreto hemos recibido 32 muestras de Avila, 495 de Salamanca siendo la provincia

con mayor numero de muestras, 37 de Valladolid y por ultimo 171 de Zamora.

Zamora

23,63%
(n=171)

Valladolid
4 93%

(n=495)
Salamanca

67,15%

Figura 21. Representacion del

porcentaje y nimero de muestras

recibidas de las provincias de Castilla
y Ledn que han participado en el
estudio.

En concreto, los casos positivos que hemos detectado pertenecen a Villar del Buey
(Zamora) cuya altitud es de 742 msnm (metros sobre el nivel del mar), 2 muestras a
Valdemierque (Albusejo, Salamanca) con una altitud de 936 msnm, 2 muestras a
Miranda del Castafar (Salamanca) con una altitud de 649 msnm y por ultimo a

Gallegos de Argafian (Salamanca) cuya altitud es de 664 msnm.
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Altitud (msnm)

1000

800 / \
No—

600
500
400
300
200
100

— 664

Villar del Buey Valdemierque Miranda del Castafiar Gallegos de Argafian
(Zamora) (Salamanca) (Salamanca) (Salamanca)

Figura 22. Representacion grafica de la altitud de los distintos municipios donde hemos detectado
€asos positivos.

Villar del Buey (Zamora)

® Gallegos de Argafian
(Salamanca)

@ Valdemierque (Salamanca)

@ Miranda del Castafiar
(Salamanca)

Figura 23. Representacion del nimero de muestras positivas detectadas en cada provincia de Castilla y Ledn, asi
como el porcentaje de casos positivos.
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Las prevalencias obtenidas en cada provincia han sido de 1,01% en Salamanca y de

0,58% en Zamora, no obteniendo ningun resultado positivo en el resto de provincias.

Zamora

Salamanca
1,01%

6.3 Carga parasitaria y especiacion.

participado en el estudio.

Figura 24. Representacion grafica de
la prevalencia obtenida en cada
provincia de Castilla y Ledn que han

Zorros Ne de Especie
.. Edad Sexo Procedencia Altitud larvas por | . P e
(positivos) identificada
gramo
Zorro 1 5.5 aflos | Macho Villar del Buey 742 msnm | 4,3 LPG T. britovi
(zamora)
Zorro 2 5.5 aflos | Hembra valdemierque 936 msnm | 7,9 LPG T. britovi
(Salamanca)
Zorro 3 7 meses | Macho valdemierque 936 msnm | 24,0 LPG | T. britovi
(Salamanca)
Miranda del
Zorro 4 2 anos Macho Castainar 649 msnm | 36,6 LPG T. britovi
(Salamanca)
Gallegos de o
Zorro 5 2 afios Macho Argafian 664 msnm | 1,2 LPG T .br/t.ow/ T
spiralis
(Salamanca)
Miranda del
Zorro 6 1 afo Macho Castafiar 649 msnm | 8,3 LPG T. spiralis
(Salamanca)

Tabla 4. Informacidn epidemioldgica sobre las muestras positivas detectadas.
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En concreto, en estos 6 casos positivos, el nimero de larvas por gramo fue de 4,3; 7,9;

24,0; 36,6; 1,2 y 8,3; siendo la media de larvas por gramo encontradas de 13,7.

40
35
30
25
20
15
10

LPG

Zorro 1

Zorro 2
Zorro 3 Zorro 4

Zorro 5

Zorro 6

Zorro 1 Zorro 2 Zorro 3

Zorro 4 Zorro 5
W Larvas por gramo 4,3 7,86 24

Zorro 6
36,63 1,18 8,3

Figura 25. Representacion grafica del nimero de larvas por gramo LPG de cada zorro.

Como se indicé anteriormente, la especie dominante en los carnivoros presentes en
Castilla y Ledn es T. britovi, presentandose en 4 de las muestras. Otra de las muestras

presenta una infeccién mixta de T. britovi/T. spiralis y la Gltima muestra detectada es
de T. spiralis.

Especies identificadas

u T. britovi T. spiralis

m T. britovi/spiralis

Figura 26. Representacion grafica de las distintas especies de Trichinella identificadas por el
Instituto Superiore di Sanita de Roma (ITRC)
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7. Discusion.

7.1 Prevalencia global de Trichinella en zorro rojo.

La prevalencia global de Trichinellosis en el zorro rojo en las 4 provincias estudiadas de
la Comunidad Auténoma de Castilla y Ledn es de 0,82%. Este valor es similar al
obtenido en Catalufia establecido por Lépez-Olvera et al. en 2011 (0,30%), pero en
gran medida esta en desacuerdo con las tasas mds altas que se encuentran en otros
territorios espafioles como Extremadura (2,64% y 3,59%, Pérez Martin et al, 2000,
2007), Guadalajara (8,95%, Criado-Fornelio et al., 2000) y Soria (15,5%, Lledé et al.,
2015). La altitud media de la provincia de Soria es de 1019,25 mnsm y la de
Guadalajara es de 1019,05 mnsm, altitudes medias mds elevadas que las registradas en
Salamanca y Zamora, donde hemos encontrado los casos positivos. Este podria ser el
motivo de porque en Guadalajara y Soria el nUmero de casos positivos es mayor, ya
que la presencia de Trichinella suele estar ligada a la altitud, tal y como afirmo Pozio en
1998, estableciendo que los valores mas altos de prevalencia se asocian
histéricamente a mas de 500 m sobre el nivel del mar y se reducen cuando otros
recursos (cultivos, arboles frutales y abundancia de ganado como aves y ovejas) estan
disponibles para los zorros, proporcionandoles una dieta complementaria distinta de

las principales fuentes de Trichinella.

En el Norte de Portugal entre noviembre de 2008 y marzo de 2010, se detectd una
prevalencia de 2,1% en los 47 zorros muestreados (Lopes et al., 2015). En cuanto a los
estudios realizados en Europa, se constatan diferencias en los datos de prevalencia de
Trichinella spp. con respecto a nuestro estudio. De esta forma (Aoun et al., 2012)
detectan una prevalencia de 2,7% en zorros de Francia entre los afios 2006 y 2009.
Esta misma prevalencia de 2,7% se detecta en Polonia en el afio 2010, tras un estudio
sobre 1634 zorros (Chmurzynska et al.,, 2013), lo cual se asemeja a los estudios
realizados en Portugal y Extremadura. Esto puede ser debido principalmente a que
estas zonas cuentan con una orografia bastante similar, siendo la altitud media mas

elevada que en la zona analizada por nosotros.

Por otro lado, en otros estudios realizados por Europa, se encuentran resultados aun
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mayores a los obtenidos por nosotros. Es el caso, por ejemplo, de un estudio realizado
en Rumania en el aifio 2015, donde obtuvieron una prevalencia del 21,5% tras el
andlisis de 121 zorros (Imre et al., 2015). Esta prevalencia tan elevada se debe
principalmente a que en Rumania el sistema sanitario es mas deficiente que en el resto
de paises. En otra zona de Polonia, también se obtuvo una prevalencia elevada, del
10,2% entre los afios 2010-2015, tras el estudio de 1447 zorros (Cybulska et al., 2016),
esto contrasta con el estudio realizado también en Polonia 3 afios antes por
Chmurzynska et al., 2013, lo cual sefiala las diferentes prevalencias que pueden existir
dependiendo de la zona estudiada en un mismo pais. En Italia, en concreto en la region
de Abruzzi (Badagliacca et al., 2016) encuentran una prevalencia del 5% tras el analisis
de 480 muestras de zorro, siendo esta zona bastante boscosa, a diferencia de nuestra

zona de estudio.

En cuanto a los demds animales analizados en el estudio, como ya hemos visto, no
hemos obtenido ningln resultado positivo a Trichinella. Sin embargo, en otras zonas
de Europa esto no es asi, por ejemplo en Polonia en el afio 2012 (Moskwa et al., 2012)
detectaron larvas de T. birtovi en una marta y un tején encontrados muertos tras un
accidente de trafico. Ademas, afirman que estas larvas se encuentran en uno de cada
siete tejones. En Italia (Remonti et al., 2005) demostraron un prevalencia del 4,3% en
gardufias y del 1,8% en tejones en el afio 2005. También en otras zonas del mundo,
como en Japodn, podemos encontrar la presencia de Trichinella en carnivoros, ya que
(Kobayashi et al., 2007) detectaron entre los afios 2003 y 2006 casos positivos en
distintos animales, entre los que se encontraban mapaches (Procycon lotor), visones
(Mustela vison), martas (Martes melampus), comadrejas (Martes sibirica coreana) y
por ultimo, el tejon. Todo lo anterior nos indica, que aunque en nuestro estudio
Unicamente hemos obtenido resultados positivos de Trichinella en zorros rojos, el
resto de carnivoros muestreados también pueden ser portadores de este parasito y
participar en el ciclo epidemioldgico del mismo. La explicacién mas razonable sobre
porque no hemos obtenido ningln caso positivo en estos animales, es que contamos
con un numero de muestras demasiado escaso como para sacar una conclusién al

respecto.
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En cuanto a la distribucion geografica, comprobamos que el mayor nimero de casos
positivos proviene de la provincia de Salamanca seguida de Zamora. Por el contrario,
no hemos obtenido ninglin caso positivo de las provincias de Avila y Valladolid. Esto es
debido principalmente al nUmero de muestras recibidas de cada provincia, siendo el
67,15% de muestras recibidas de Salamanca y el 23,63% de Zamora, dejando un
porcentaje muy pequefio a las dos provincias restantes, siendo un 4,2% de las
muestras recibidas de Avila y un 4,93% de Valladolid; por lo cual, no podemos afirmar

que en estas zonas no este instaurado este parasito.

7.1.1 Prevalencia segun sexo y edad.

Respecto a la influencia del sexo en la prevalencia de Trichinella spp., tenemos muy
pocos resultados positivos como para poder afirmar que se presenta normalmente de
forma mas frecuente en machos que en hembras, y ademads, atendiendo a la
bibliografia comprobamos que no existen diferencias significativas entre ambos
géneros. Aun asi, es cierto que podemos notar una cierta tendencia a una prevalencia
mayor en los machos que en las hembras. Esto podria deberse a la necesidad de los
machos jovenes de abandonar el territorio familiar, lo que se traduce en un mayor
movimiento por distintas zonas, siendo mas facil la posibilidad de alimentarse de

residuos urbanos, acceder a mas carrofia o tener una mayor depredacion.

En relacion a la edad, seguimos teniendo una cantidad escasa de resultados positivos,
pero en este caso, si que podemos evidenciar una tendencia de que a mayor edad, la
probabilidad de contagio es mayor, debido principalmente a que aumentan los
episodios de predacion y, por tanto, hay mayor exposicion a carnes positivas, siendo

mayores las posibilidades de ingerir carne infectada.

7.2 Distribucion geografica

En cuanto a la distribucidon geografica de las muestras positivas obtenidas, hay que
destacar que todas ellas pertenecen a zonas de secano, estando Unicamente una de
ellas, la de Miranda del Castafiar (Salamanca) en una zona boscosa, perteneciente a las
estibaciones del Sistema Central y en concreto, a la “Pefia de Francia”. También es de

interés indicar que hay dos muestras que se encuentran bastante préximas a la
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frontera con Portugal, una de ellas es la muestra perteneciente a Villar del Buey
(Zamora) que se encuentra a apenas 25 km de distancia y la otra es la muestra
perteneciente a Gallegos de Argaiian (Salamanca) que se encuentra cerca de los 20 km

de distancia.

7.3 Carga parasitaria y especiacion.

Atendiendo a las cargas parasitarias obtenidas, el nUmero medio de larvas por gramo
ha sido de 13,71 LPG. Esta media carga parasitaria ha sido observada también por
otros autores como Pérez-Martin et al. (2000) en Extremadura o Imre et al., (2015) en

Rumania donde detectaron una carga media de 10,5 LPG.

Hay que indicar que la carga parasitaria en los carnivoros siempre suele ser mas baja
qgue en los jabalies, por lo tanto, necesitamos digerir mds gramos de carne para

aumentar la sensibilidad, especialmente en estudios epidemiolégicos.

Hemos identificado dos especies de Trichinella spp., las cuales son T. britovi y T.
spiralis, ademads de una infeccién mixta de ambas especies. La especie dominante ha
sido T. britovi, presente en el 67% de los casos positivos (4 animales), seguida de T.
spiralis presente en el 16,5% de los casos (1 animal), similar a la infeccién mixta entre
T. britovi/T. spiralis también presente en el 16,5% de los casos (1 animal). Estos datos
coinciden con los expuestos por Pérez-Martin et al. (2000), donde tras un muestreo de
zorros y jabalies abatidos en monterias en Extremadura, nos indican la presencia de
T.britovi en el 67% de los casos, mientras que 33% restante se corresponde a T.
spiralis. También Fonseca-Salamanca et al. denuncian, en 2009, que la especie de
Trichinella mas frecuente en el zorro es T. britovi, mostrandose en el 100% de los casos

estudiados.

En Alemania, en el periodo 2002-2011, se encontraron larvas en 27 zorros y en Polonia
en el afio 2010, se detectaron larvas en 44 zorros. Las especies de Trichinella halladas
fueron T. spiralis en 15 zorros de Alemania (una co-infeccién con Trichinella britovi y
una con Trichinella pseudospiralis) y en 9 zorros de Polonia, T. britovi en 8 y 32 zorros
de Alemania y Polonia, respectivamente, y T. pseudospiralis en 1 zorro de Alemania

(Chmurzynska et al., 2013). Como podemos comprobar en estos paises, la presencia de
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T. spiralis es mayor que la detectada en nuestro estudio, lo cual se debe a que esta
especie estda mds extendida a nivel europeo, pero que poco a poco esta ocupando el
nicho bioldgico y desplazando a T. britovi en nuestro pais, tal y como establecen

Fonseca-Salamanca et al. (2009) y Pozio et al. (2009).

En Rumania (Imre et al., 2015) comprueban que de las 25 muestras de zorro analizadas
con éxito, 24 fueron identificadas como T. britovi (96%) vy las larvas de la otra muestra
aislada con éxito fueron identificadas como T. spiralis (4%). En Polonia entre los afios
2010-2015, se recogieron muestras de zorros rojos para determinar la prevalencia de
Trichinella spp. Estas larvas fueron identificadas como T.spiralis (11,03%) %), T. britovi
(71,72%), y T. pseudospiralis (0,69%) (Cybulska et al., 2016). Por ultimo, en Italia en el
periodo comprendido entre los afios 2004 y 2010 se detectaros 24 casos positivos de
Trichinella en zorros, siendo todos los casos T. britovi. Como podemos comprobar en
todos estos paises, la presencia de T. britovi es bastante mayor que la de T. spiralis, tal

y como sucede en nuestro estudio.

Todo esto nos indica que todavia es posible discernir un predominio de T. britovi sobre
T. spiralis en ciclos de vida silvestre en el centro de Espafia, al igual que establecid
Blanco-Ciudad, (2012), esto implica la circulacién de dichas especies hacia los jabalies

gue constituyen la principal fuente de Trichinella para los brotes humanos.

Por lo tanto, los presentes resultados nos indican que el zorro rojo debe considerarse
como un importante reservorio de T. britovi en el ciclo silvestre; mientras que por otro
lado, la deteccion T. spiralis en un porcentaje bastante menor sugiere que los zorros

han jugado un papel menor en la epidemiologia del ciclo doméstico.

8. Conclusiones.

1. Hemos detectado una prevalencia para Trichinella del 0,82% en zorros rojos en
las provincias estudiadas de Castilla y Ledn, por lo que a raiz de los resultados
obtenidos, podemos confirmar, la presencia enzootica de Trichinella en
carnivoros en el ciclo silvestre, especialmente del zorro rojo.

2. Los machos pueden tener un papel de mayor importancia que las hembras en

la diseminacion de dicho parasito, lo cual podria ser debido a la necesidad de
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los machos jovenes de abandonar el territorio familiar, lo que produce que se
muevan por un territorio mas amplio siendo mds facil la posibilidad de predar a
mas animales o tener un mayor acceso a carrofia, basuras, etc.

3. Los zorros con mas edad tiene mayor posibilidad de infectarse con Trichinella,
posiblemente debido a una mayor depredacién y una mayor exposicién a la
alimentacion de carrofia y residuos urbanos.

4. La predominancia de cargas parasitarias media-bajas refuerza la necesidad de
incrementar la sensibilidad del método de digestion artificial en los estudios
epidemioldgicos.

5. Este estudio permite determinar dreas potencialmente libres o enzodticas de
Trichinella y establecer los principales reservorios, lo que nos va a permitir
implantar planes de control de la trichinellosis adecuados a cada situacion

epidemioldgica.
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