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1. INTRODUCCION



Introduccién

La fauna silvestre es uno de los componentes bidticos que forman parte del
medio ambiente que nos rodea pero, al mismo tiempo, es portadora de agentes
infecciosos y parasitarios de gran interés, tanto por su accién directa sobre el estado
sanitario de las mismas poblaciones silvestres, como por su efecto indirecto sobre la
salud del ser humano y de los animales domésticos, de produccién y compafiia (Daszak

et al. 2000, Gerrikagoitia 2010).

El ritmo vertiginoso al que el ser humano estd transformando su entorno en las
ultimas décadas conlleva graves consecuencias epidemioldgicas, siendo varios los
autores que afirman que el incremento actual de los brotes de enfermedades emergentes
y reemergentes son el resultado de una serie de factores antropogénicos (Daszak et al.
2000, Slingenbergh et al. 2004, Macpherson 2005, De Meneghi 2006, Chomel et al.

2007, Gortazar et al. 2007, Jones et al. 2008).

Asi por ejemplo, el crecimiento exponencial de la poblacién humana y la cada
vez mayor necesidad de recursos (Tilman et al. 2001) han provocado su expansion
hacia ecosistemas naturales (Sutherst 2004), incrementado el contacto entre los seres
humanos y la fauna silvestre, y con ello el nimero de casos de zoonosis (Chomel et al.
2007). En general, el cambio del uso del suelo aumenta el area de ecotonos, zonas de
transicion entre dos sistemas ecologicos adyacentes, ofreciendo nuevas oportunidades
de transmision de agentes infectocontagiosos entre asentamientos humanos, terrenos
agropecuarios y habitats naturales (Despommier et al. 2006). De esta manera, se
incrementa la propagacion de patdgenos interespecificos entre los seres humanos, los
animales domésticos y la fauna silvestre, poniendo en peligro no solo la salud de las
distintas especies implicadas, sino también la viabilidad de algunas especies que, de esta

manera, pueden llegar a extinguirse (Pedersen y Feten 2007, Pedersen et al. 2007).



Introduccién

Esta interaccion se ha visto especialmente favorecida en el caso de las especies
de animales silvestres generalistas, capaces de aprovechar nuevos recursos, aumentando
su distribucion y densidades en entornos humanizados (Gibb y Hochuli 2002, Devictor
et al. 2006, Chevin et al. 2010, Clavel et al. 2011, Le Viol et al. 2012, Lowry et al.
2013, Gallagher et al. 2014). Concretamente, algunas especies del orden Carnivora se
han visto beneficiadas por esta situacion, siendo de particular interés desde el punto de
vista epidemioldgico, ya que su posicion en la cadena tréfica los convierte en bio-
acumuladores de patdgenos, y sus mayores areas de campeo y longevidad les otorga una
mayor capacidad de dispersion de los agentes (Pozio 2000, Cleaveland et al. 2006). En
definitiva, el incremento en las densidades de carnivoros silvestres generalistas y la
expansion de los asentamientos humanos en habitat naturales ha favorecido el contacto
entre dichos carnivoros y el hombre y, en consecuencia, el riesgo de transmision de

agentes zoondsicos entre ellos (Treves y Karanth 2003).

Dentro de este contexto son tres las razones que nos han llevado a la realizacion

de este trabajo:

I.  La constatacion cientifica de que la fauna silvestre juega un papel cada vez mas
importante como reservorio y transmisor de agentes infectocontagiosos.
Concretamente, especies generalistas adaptadas a los entornos transformados por
el ser humano estan interaccionando con mayor asiduidad con el hombre y los
animales domeésticos, lo que favorece el intercambio de agentes
infectocontagiosos. En este sentido, los carnivoros silvestres juegan un papel
fundamental en este proceso, ya que van a ser capaces de albergar y transmitir

un mayor numero de patégenos que el resto de grupos taxondmicos.



Introduccién

Por lo tanto, resulta fundamental el estudio de las poblaciones de carnivoros
silvestres, sobre todo de aquellas especies que han adquirido una mayor
adaptacion a la actividad humana, con objeto de conocer la epidemiologia de
los agentes patdgenos que albergan, y con ello ser capaces de elaborar
programas de prevencion y control frente a potenciales brootes

infectocontagiosos.

La necesidad de conocer qué agentes infecciosos y parasitarios tienen mayor
capacidad para anidar en diferentes especies y, por tanto, mayor capacidad de
transmision entre la fauna silvestre, los animales de domésticos y el ser humano.
Son estos los que mayor impacto pueden tener sobre la salud humana, la
economia o la conservacion y, por ende, son los que deben ser estudiados

prioritariamente.

Las introducciones bioldgicas, tanto de especies hospedadoras como de los
agentes infectocontagiosos que portan, son procesos complejos que involucran a
varias especies, las autoctonas y las aldctonas, que pueden comenzar a
interaccionar desde el mismo momento de la introduccién. Es por ello que, tanto
el proceso de introduccion como el de control en nuevos entornos, requieren de

estudios previos para evitar mayores efectos indeseables a largo plazo.

En la bibliografia existen numerosos ejemplos de como la introduccion de
nuevas especies animales y de los agentes infectocontagiosos asociados puede
tener graves consecuencias en el nuevo ecosistema que ocupan, muchas de ellas

imprevisibles.
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2. OBJETIVOS



Objetivos

Los objetivos que se han planteado en el presente estudio son los siguientes:

Investigar la presencia de cepas de Escherichia coli verotoxigénicas en la
microbiota intestinal del zorro del noroeste de la Peninsula Ibérica, con objeto de
analizar su papel epidemiolégico en el mantenimiento y transmision a los animales
de produccién que comparten un mismo habitat, asi como conocer el potencial

zoonosico de las cepas aisladas de estos animales silvestres.

Determinar la prevalencia de Trichinella spp. en lobos y zorros de Galicia,
valorando el papel epidemioldgico de estos canidos silvestres en el anidamiento y

dispersion de dicho agente infectocontagioso en el noroeste de la Peninsula Ibérica.

Conocer las especies de ectoparasitos presentes en zorros de Galicia y, en
consecuencia, las implicaciones epidemioldgicas que supone la presencia de este

hospedador en areas del noroeste de la Peninsula Ibérica.

Definir los ectoparasitos del gato doméstico asilvestrado introducido en un ambiente
insular de clima atlantico (Isla de Corvo, Azores) en ausencia de otras especies de

carnivoros autoctonos silvestres.
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3. REVISION BIBLIOGRAFICA



Revision Bibliografica
3.1. Los canidos silvestres en el noroeste de la Peninsula Ibérica
3.1.1. El lobo ibérico (Canis lupus signatus)

El lobo (Canis lupus) era el mamifero terrestre con mayor area de distribucion
en tiempos histdricos recientes. Ocupaba todo el Hemisferio Norte, incluyendo América
del Norte, Eurasia y Japon. A finales del siglo XV todavia estaba presente en todos los
paises europeos, con la excepcién de Gran Bretafia e Irlanda, pero durante el siglo XI1X,
y especialmente en los afios posteriores a la Segunda Guerra Mundial, los lobos fueron
exterminados de todos los paises del centro y norte de Europa (Boitani 2000). En 1982,
y hasta 1994, la especie fue incluida en la lista de animales en peligro de extincién de la
Unién Interncional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN) (Mech y Boitani

2010).

A partir de la Directiva del Consejo 92/43/CEE (Convencion de Berna sobre la
Conservacion de Recursos Naturales y Flora y Fauna Silvestre de la Union Europea),
los lobos estan protegidos en la mayoria de los paises europeos (Boitani 2000). Junto a
esta politica de proteccion, otra serie de factores antropogénicos han contribuido a su
recuperacion, entre los cuales destacan la disminucion de la presion de las actividades
humanas sobre los paisajes montafiosos vinculados a una disminucién de la densidad de
poblacion humana, el abandono de tierras de cultivo, la reforestacion, y el aumento de
las especies presa, ungulados principalmente (Boitani 2003, Falcucci 2007, Falcucci et
al. 2007). La tendencia estable de sus poblaciones a nivel global, hacen que no cumpla
ninguno de los criterios para las categorias de especie amenaza, por lo que en 1996 la
IUCN redujo el estado de riesgo del lobo, pasando a ser de preocupacion menor (LC)

(Mech y Boitani 2010).
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Revision Bibliografica
Hoy en dia, en Europa Occidental, el lobo se distribuye por todos los paises

salvo en Bélgica, Paises Bajos, Luxemburgo, Dinamarca, Hungria y los estados

insulares (Irlanda, Islandia, Reino Unido, Chipre y Malta) (Figura 1).

Figura 1. Distribucién actual del lobo en Europa. Fuente: The IUCN red list of threatened species 2015
(http://maps.iucnredlist.org/map.html?id=3746).

Desde 2005, la mayoria de las poblaciones han aumentado o se han mantenido
estables, de manera que actualmente se estima que el namero total de lobos en Europa
Occidental es de unos 10.000 individuos, 2.500 de los cuales se localizan en el noroeste
de la Peninsula Ibérica, lo que convierte a la poblacion de lobo ibérico (Canis lupus

signatus) en la principal del oeste de Europa (Kaczensky et al. 2012).

Concretamente, en Espafia podemos encontrar dos poblaciones establecidas
(Segovia et al. 2001), una principal que se extiende de forma continua por el cuadrante
noroccidental en unos 120.000 km?(Llaneza y Blanco 2002), y una poblacion pequefia,
aislada y en peligro de extincion, localizada al sur, en Sierra Morena (Blanco et al.
2007). La poblacién espafiola se completa con la poblacion portuguesa, que se extiende

por unos 18.000 km2en el noreste de Portugal (Barroso 2003).
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Revision Bibliografica

Al sur del Duero el lobo esta protegido por la Directiva Habitat de la CE 92/43,
siendo considerada de interés comunitario bajo proteccién estricta (Anexo 1V), aunque
se conceden permisos para el control de animales que causen dafios a la ganaderia,
excepto en Andalucia, donde no esta permitido su control. Al norte es cosiderada

especie cinegética (Anexo V), siendo las cuotas de caza establecidas anualmente por las

correspondientes comunidades autdnomas (Salvatori y Linnell 2005).

3.1.2. El zorro rojo (Vulpes vulpes)

El zorro esta considerado en la actualidad como la especie de mamifero terrestre
méas ampliamente distribuida en el mundo (Macdonald y Reynolds 2004, Letkova et al.
2006). De distribucion holértica, se encuentra en grandes areas del Paleéartico, desde el
noroeste de Africa hasta China y Japon, la Peninsula de Arabia y el subcontinente indio;
en el Neartico, se encuentra en toda América del Norte excepto en el Artico (Macdonald
y Sillero-Zubiri 2004, Sillero-Zubiri et al. 2004). En Europa, se distribuye por todo el
continente, excepto en las islas de Creta, Malta, Elba, Lipari, Baleares, Shetland, Feroe,
Hébridas, Orkney e Islandia (Lopez-Martin 2010), estando catalogado por la UICN

como preocupacion menor (LC) (Macdonald y Reynolds 2010) (Figura 2).

Figura 2. Distribucion actual del zorro rojo en Europa. Fuente: The IUCN red list of threatened species 2015
(http://maps.iucnredlist.org/map.html?id=23062).
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Revision Bibliografica
Hoy en dia, se ha establecido y extendido con éxito en Australia y varias islas

del Pacifico, tras su introduccidén en la década de 1870 para el control de las poblaciones

de conejo (Oryctolagus cuniculi) (L6épez-Martin 2010, Saunders et al. 2010).

En Espafia, es el carnivoro silvestre mas abundante (Barbosa et al. 2005), y
salvo en las Islas Baleares y Canarias, ocupa todo el territorio peninsular (Meia y Masé
2004, Yom Tov et al. 2007). Concretamente, Galicia es una de las zonas con mayor

densidad de zorro de la Peninsula Ibérica y de Europa (Diaz 2009, Fidalgo et al. 2009).

3.1.3. Aspectos biologicos de los carnivoros con implicaciones en la

epidemiologia de los agentes infectocontagiosos

Los carnivoros constituyen un orden heterogéneo formado por algo méas de 200
especies agrupadas en ocho familias, que se extienden por todos los continentes a
excepcion de la Antértida. Los carnivoros terrestres son mamiferos adaptados a una
dieta a base de carne, si bien algunas especies son omnivoras. Por otra parte, la gran
diversidad de tamafios y de adaptaciones hace que su espectro de alimentos incluya
vegetales e invertebrados (Rodriguez 2002). Es esta plasticidad tréfica la que ha
permitido que los carnivoros generalistas sean capaces de aprovechar los recursos de
areas boscosas y zonas abiertas, pero también las fuentes de alimentos situadas en zonas

urbanas y rurales (Zuberogoitia et al. 2001).

El incremento de paisajes naturales fragmentados por la agricultura, la ganaderia
o la urbanizacién aumenta la capacidad de carga de especies silvestres en los territorios,
como consecuencia de una mayor disponibilidad y variedad de recursos troficos menos
propensos a las variaciones estacionales (Gehring y Swihart 2003, Baker y Harris 2006,
Bradley y Altizer 2007, Dotta y Verdade 2007, Pita et al. 2009, Reperant et al. 2009,

Verdade et al. 2010). Esta abundancia de recursos favorece el aumento de las
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Revision Bibliografica
densidades de los carnivoros generalistas (Fedriani et al. 2001), llegando incluso a
alcanzar densidades més altas que en ecosistemas no modificados (McKinney 2002,
Bradley y Altizer 2007, Yom-Tov et al. 2007). Mientras, carnivoros especialistas con
mas limitaciones en cuanto al uso de recursos, sufren las consecuencias de la escasez de
estos (Rodriguez-Refojos y Zuberogoitia 2011). Esto ha provocado la extincion de
algunas especies, mientras que otras han aumentado su distribucién y densidad
(Gortazar et al. 2000, Lanfranchi et al. 2003, Bengis et al. 2004). De hecho, en toda
Europa hay ejemplos de carnivoros a los que la fragmentacion del territorio ha
conducido a la extincion local de sus poblaciones y pone en serio peligro su
supervivencia a largo plazo; es el caso del oso pardo (Ursus arctos) (Swenson 2000), la
nutria (Lutra lutra) (Barbosa et al. 2001), el visén europeo (Mustela lutreola) (Lodé
2002), el lince ibérico (Lynx pardinus) (Rodriguez y Delibes 2002), el lince eurasiatico
(Lynx lynx) (Kramer et al. 2005) o el gato montés (Felis silvestris) (Lozano et al. 2007);
por el contrario, las especies generalistas, capaces de adaptarse al entorno, han
incrementado sus poblaciones, como es el caso del lobo (Mech y Boitani 2003) o del

zorro rojo (Goldyn et al. 2003, Deplazes et al. 2004, Hegglin et al. 2007).

Este aumento en la densidad y distribucion de especies generalistas de
carnivoros, en detrimento de las especialistas, tiene consecuencias desde el punto de
vista epidemioldgico. Segun diversos estudios, el descenso en la biodiversidad a nivel
mundial estd contribuyendo al incremento de enfermedades zoondsicas en la poblacion
humana (McKinney 2006, Smith et al. 2008, Vora 2008, Pongsiri et al. 2009, Soler-
Tovar et al. 2013). Una explicacion a este fendmeno es la que dan Chomel et al. (2007),
y que denominan “efecto de dilucion”; este modelo se basa en las observaciones
epidemioldgicas de algunas enfermedades transmitidas por vectores en los que la

disponibilidad de una gran diversidad de hospedadores reduce el riesgo de enfermedad
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Revision Bibliografica
debido a un efecto de dilucion. Por ejemplo, en el caso de los parasitos vectores de
agentes infectocontagiosos que se alimentan de una gama mas amplia de hospedadores,
se observa una disminucion de la tasa de contacto entre el hospedador principal y el
vector, y esto se traduce en una menor prevalencia de los agentes patdégenos en los
propios vectores. Por el contrario, en las comunidades de baja diversidad de
hospedadores, los vectores se alimentan con mayor frecuencia en los reservorios
principales, lo que conduce a una mayor prevalencia de patégenos en dichos vectores;
esto se ha podido comprobar en el caso de la enfermedad de Lyme (Ostfeld y Keesing
2000) o del virus del Nilo Occidental (Swaddle y Calos 2008). Otra explicacién de por
qué la reduccion de la biodiversidad estd provocando un incremento de las
enfermedades zoondsicas es la que aportan Dunn et al. (2009), segun la cual la
extincion de posibles hospedadores puede incrementar las prevalencias de agentes
infectocontagiosos generalistas, con las consiguientes consecuencias para la salud
humana, ya que muchos de estos patdgenos son zoonésicos. Pero esta pérdida de
patdgenos especialistas a favor de los generalistas no solo va a tener consecuencias para
la salud humana, sino también para la conservacion de especies amenazadas. Asi, por
ejemplo, se especula que la pérdida de los parasitos especializados puede provocar una
predisposicion de sus propios hospedadores a sufrir parasitaciones por parte de agentes
competidores que son generalistas; de hecho, la mayoria de los casos documentados en
los que las enfermedades han causado una mortalidad significativa en las especies
amenazadas, son atribuibles a patdgenos generalistas (Dobson y Foufopoulos 2001, Gog
et al. 2002, De-Castro y Bolker 2005), lo que a su vez provoca una mayor pérdida de
biodiversidad y, en consecuencia, un efecto de retroaimentacion. Por lo tanto, la pérdida

de biodiversidad podria aumentar la transmision de patégenos entre los seres humanos y
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Revision Bibliografica

otros animales, mientras que la preservacion de los ecosistemas y su biodiversidad

endémica, en general, reduciria la prevalencia de estos (Keesing et al. 2010).

Por otro lado, el orden Carnivora en si, va a tener un papel relevante en la
epidemiologia de los agentes infectocontagiosos. Su posicion en lo alto de la cadena
trofica, convierte a los carnivoros en “bioacumuladores naturales” de patdgenos (Pozio
2000, Cleaveland et al. 2006). Varios estudios afirman que algunos agentes infecciosos
y parasitarios pueden reflejar los habitos predadores de sus hospedadores (Horak et al.
2004, Mohammad 2008, Vilcins et al. 2008), de manera que, en base a la gran variedad
de presas potenciales que pueden formar parte de la dieta de los carnivoros, es
comprensible que estos Gltimos sean susceptibles a una amplia gama de estos patdgenos
(Meredith 2012). Ademas, en comparacion con otros mamiferos, los carnivoros tienen
areas de distribucion mayores, pueden desplazarse grandes distancias en periodos de
tiempo relativamente cortos y suelen tener una vida media mas larga, lo que aumenta el
riesgo de contraer y/o transmitir patdgenos como consecuencia de su actividad trofica

(Pozio 2000, Rosatte 2002, Pozio 2005, Wimsatt y Biggins 2009).

En definitiva, ya desde los afios 70 del siglo XX se sabia que los carnivoros
podian ser buenos indicadores de la circulacion en el medio silvestre de algunos agentes
infectocontagiosos que afectan al ser humano y a los animales domésticos (Reilly et al.
1970), pero han sido los resultados aportados por estudios recientes los que han
centrado el foco de atencion en la fauna silvestre en general (Daszak et al. 2000,
Cleaveland et al. 2001, Deplazes et al. 2001, Bengis et al. 2004, Brown 2004, Kruse et
al. 2004, De Meneghi 2006, Chomel et al. 2007, Jones et al. 2008, Tomley y Shirley
2009, Thompson et al. 2009, Cutler et al. 2010, Jones et al. 2011) y en los carnivoros en

particular (Salkeld y Stapp 2006, Guillot y Bouree 2007, Thiry et al. 2007, Cerbo et al.
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2008, Millan et al. 2009, Miterpakova et al. 2009, Reperant et al. 2009, Jenkinset al.

2011, Okulewicz et al. 2012, Sato et al. 2012).
3.2. Agentes infectocontagiosos en los carnivoros silvestres
3.2.1. Interaccion entre las especies silvestres y domésticas

Los carnivoros y artiodactilos son los grupos mas estrechamente relacionados
con los animales domésticos (Smith et al. 2008), y dado que los patdgenos son mas
propensos a ser compartidos entre hospedadores estrechamente relacionados, esto
convierte a los animales domésticos en portadores y diseminadores de patdgenos que
posteriormente pueden pasar mas facilmente al hombre (Davies y Pedersen 2008). Por
ello, el incremento en las densidades de carnivoros silvestres generalistas y la expansion
de los asentamientos humanos en habitats naturales ha favorecido el contacto entre
dichos carnivoros y el hombre y, en consecuencia, el riesgo de transmision entre ellos

de agentes zoonosicos (Treves y Karanth 2003).

Concretamente, los lobos pueden sobrevivir en cualquier lugar donde haya algo
gue comer, desde grandes presas salvajes hasta basura, adaptandose incluso a vivir cerca
de las poblaciones humanas a expensas de los recursos que originan (Boitani 2000), lo
que unido a la recuperacion de las poblaciones de lobo esta incrementando la dispersién
de la especie en las Gltimas décadas, incluyendo zonas cercanas a grandes ciudades (Bisi
et al. 2007). Por otro lado, el zorro, carnivoro generalista, oportunista en su
comportamiento, consume aquellos recursos més abundantes o mas faciles de obtener,
lo que le permite adaptarse a una gran variedad de habitats (McDonnald y Reynold
2005, Webbon et al. 2006, Dell'Arte et al. 2007, Kidawa y Kowalczyk 2011, Diaz et al.
2013). Esto ha provocado un aumento de las poblaciones de zorros a nivel mundial en
las dltimas décadas, en particular en las zonas urbanas y periurbanas de toda Europa

(Chautan et al. 2000, Gloor et al. 2001, Deplazes et al. 2004, Letkova et al. 2006).
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Esta invasion de las zonas urbanas y periurbanas, asi como las altas densidades

gue pueden llegar a alcanzar en estos entornos, hace que las especies de carnivoros
antes citadas adquieran nuevos roles epidemioldgicos, con una doble consecuencia
desde el punto de vista sanitario. En primer lugar, se incrementan las posibilidades de
contacto entre los carnivoros generalistas, los animales domésticos y el ser humano, lo
cual aumenta el riesgo de transmisién interespecifica de patégenos (Hofer et al. 2000,
Sréter et al. 2003b, Hegglin et al. 2004, Letkova et al. 2006). Pero, al mismo tiempo, las
mayores densidades incrementan el contacto entre estos carnivoros y, por lo tanto, la
posibilidad de transmision intraespecifica de patdgenos (Letkova et al. 2006, Bradley y
Altizer 2007), lo que a su vez podria incrementar la transmision interespecifica por

efecto de retroalimentacion.

En definitiva, la expansidén de especies generalistas puede generar problemas
sanitarios, ya que en las zonas donde existe un estrecho contacto entre la fauna, los
animales domésticos y los seres humanos, es mas probable que ocurra la transmision de
patdgenos entre dichos colectivos, convirtiendo tanto a lobos (Guerra et al. 2013) como
a zorros (Letkova et al. 2006, Miterpakova et al. 2009) en un eslabdn esencial en la
transmision de enfermedades, muchas de ellas zoondsicas, entre la fauna silvestre, los

animales domeésticos y el hombre.

3.2.2. El papel de los carnivoros silvestres como reservorio de agentes

zoonosicos

Entre la gran variedad de agentes infectocontagiosos que los carnivoros
silvestres pueden albergar, muchos de ellos pueden plantear riesgos para la salud de los
animales domesticados y de los seres humanos (Harris y Dunn 2013). Concretamente,
entre los patdgenos zoondsicos transmitidos a las personas por los animales, los
carnivoros han sido identificados como la fuente méas probable de infeccion en humanos
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(43% de los patdgenos), seguidos de ungulados (39%) y roedores (22%); en el mismo
estudio, se indica que mas del 90% de los agentes infecciosos y parasitarios encontrados
en carnivoros tenian capacidad para infectar a mas de una especie, y mas de la mitad de

las 125 enfermedades zoondsicas emergentes detectadas (51,2%) estaban asociadas a

carnivoros (Cleaveland et al. 2001).

Son varios los autores que mencionan el riesgo zoondsico asociado a las
poblaciones de lobos. Asi, por ejemplo, Segovia et al. (2001) indican que la mayoria de
las especies de helmintos que parasitan al lobo son patégenos comunes a otras especies
de animales domésticos y a los seres humanos. Por ello, los lobos pueden participar en
la epidemiologia de determinadas zoonosis, actuando como importantes reservorios de
parasitos que podrian sobrevivir en ciclos selvaticos, independientemente de los ciclos
domésticos. Estos y otros autores (Bagrade et al. 2009) citan, por ejemplo, que
Trichinella spp. puede alcanzar prevalencias del 70% en lobos, llegando incluso al
97,5% en algunas zonas de Rusia (Pozio et al. 2009). Kloch et al. (2005), hablan de los
ciclos de vida de otras especies de helmintos, nematodos como Toxocara canis 0
cestodos como Echinococcus spp., en los que el ser humano puede actuar como
hospedador con el consiguiente riesgo para su salud. Por ejemplo, las larvas de T. canis
pueden causar dafios severos durante su migracién o enquistarse en la médula espinal, el
cerebro o los ojos; o los quistes de Echinococcus spp. pueden causar dafios graves en
del higado, el cerebro o los pulmones, llegando incluso a causar la muerte. Otros
ejemplos lo constituyen Cryptosporidium parvum y Giardia duodenalis, protozoos
parésitos intestinales que provocan diarrea crénica y severa en individuos
inmunocomprometidos; o Leishmania infantum, otro de los patégenos zoondsicos que

se ha detectado en poblaciones de lobos, con los posibles riesgos asociados tanto para
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otros carnivoros silvestres y domésticos y, ademas, para el propio ser humano (Beck et

al. 2008, Sastre et al. 2008, Sobrino et al. 2008).

De forma similar, el zorro puede actuar como reservorio y transmisor de
numerosos agentes infecciosos y parasitarios, con graves consecuencias tanto sanitarias
como econdémicas. Entre estos se encuentran virus como el de la enfermedad de
Aujeszky (Caruso et al. 2014); bacterias como Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (Beard et al. 2001), Mycobacterium bovis (Martin-Atance et al. 2005)
0 Brucellamelitensis(Scholz et al. 2009); protozoos como Neospora caninum
(Wapenaar et al. 2006), Toxoplasma gondii (Jakubek et al. 2001), Cryptosporidium spp.
y Giardia spp. (Hamnes et al. 2007); cestodos, entre los que destacan Echinococcus
granulosus (Segovia et al. 2004) y Echinococcus multilocularis (Smith et al. 2003);
nematodos como Toxocara canis (Miquel et al. 2004) o Trichinella spp. (Davidson et
al. 2006). También es habitual la presencia ectoparasitos, como Sarcoptes scabiei
(Davidson et al. 2008) o diversas especies de garrapatas y pulgas (Sréter et al.2003), las
cuales pueden actuar, a su vez, como vectores de diferentes patdégenos (De la Fuente et

al. 2008, Bitam et al. 2010).

Dada la importancia que estan adquiriendo, tanto el lobo como el zorro, desde el
punto de vista epidemioldgico, y la gran variedad de agentes zoond4sicos que pueden
albergar, en nuestro trabajo hemos seleccionado Escherichia coli, Trichinella spp., y

ectoparasitos vectores como objeto de estudio por las siguientes razones:

- Estudios recientes ponen de manifiesto la presencia de cepas E. coli verotoxigénicas
(ECVT) potencialmente zoonosicas en diferentes especies de rumiantes silvestres,
tanto en su microbiota intestinal (Renter et al. 2001, Garcia-Sanchez et al. 2007,
Sanchez et al. 2009, Sanchez et al. 2010) como en su carne (Miko et al. 2009,
Martin y Beutin 2011), lo que los convierte en reservorios de este tipo de cepas para
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los seres humanos y fuentes potenciales de transmision a otras especies, tanto
silvestres como de produccion. Por lo tanto, es necesaria la realizacion de estudios
que aporten un mayor conocimiento de la epidemiologia de este agente patdgeno y

de su relacién con otras especies silvestres que no han sido valoradas anteriormente,

como es el caso del zorro.

Trichinella spp. es uno de los agentes parasitarios zoono6sicos méas extendidos a
nivel mundial que, debido al gran nimero de potenciales reservorios existentes,
especialmente entre la fauna silvestre, no puede ser erradicado (Rafter et al. 2005,
Hars et al. 2007).Concretamente, los carnivoros, debido a sus habitos troficos,
pueden adquirir el parasito de diferentes presas, actuando como bio-acumuladores,
lo que posibilita su uso como centinelas en estudios epidemioldgicos,
proporcionando datos de la presencia del parasito en las potenciales presas del

entorno en el que habitan (Pozio 2005).

El incremento demografico humano y la necesidad cada vez mayor de recursos, ha
llevado a la invasion de entornos naturales, lo que ha incrementado el riesgo de
transmision de patdgenos mediante vectores artropodos (Walker et al. 1996,
Meneguz et al. 1999, Mannelli et al. 2003, Sutherst 2004), causando problemas de
salud y econémicos que involucran a los seres humanos, el ganado, los animales de
compafiia y la fauna silvestre (Gubler 2002,Despommier et al. 2006, Pedersen y

Fenton 2007, Bueno-Mari et al. 2009).

Ademés, en todos los casos antes mencionados, se trata de agentes
infectocontagiosos multihospedador, siendo estos, sobre todo los que tienen
capacidad de anidar en diferentes grupos taxonémicos, los principales responsables
de los brotes de enfermedades emergentes y reemergentes en los seres humanos, el
ganado y la fauna silvestre (Cleaveland et al. 2001, Taylor 2001, Woolhouse 2002,
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Fenton y Pedersen 2005, Meredith 2012), con posibles repercusiones no solo en
materia de sanidad, sino también por las repercusiones econdémicas relacionadas con
el cierre de fronteras comerciales y/o la prohibicion del consumo de alimentos
(Murrell 1991, Papadopoulos et al. 1997, Simpson et al. 1997, Cash y Narasimhan
2000, Desplazes y Eckert 2001, Simpson 2002, Dubey 2003, Torgerson 2003,
Machackova et al. 2004, Polley 2005, Romig et al. 2006, Kruse et al. 2004, Chomel

et al. 2007, Benner et al. 2010, Torgerson y Macpherson 2011).

3.2.3. Escherichia coli

Escherichia coli es un bacilo gram-negativo, anaerobio facultativo perteneciente
a la familia Enterobacteriaceae (Gyles 1994). Fue descrito por primera vez en 1885 por
el pediatra aleman Theodor Escherich tras aislarlo de las heces de un nifio sano

(Escherich 1885).

E. coli forma parte de la microbiota comensal del tubo digestivo de la mayoria
de los mamiferos y aves, donde realiza, junto con el resto de bacterias presentes en el
intestino, diferentes funciones de caracter fisioldgico (aporte de nutrientes al epitelio
intestinal, implicacion en la sintesis de vitamina K, procesamiento de los residuos
alimenticios, inhibicion competitiva sobre otros enteropatogenos, etc.). E. coli se
excreta diariamente en grandes cantidades con las heces y un porcentaje de los bacilos
es capaz de sobrevivir en el medio externo durante cierto tiempo, es por ello que su
deteccidn en agua o alimentos supone un indicativo de contaminacion fecal (Blanco et

al. 2003).

Pese a tratarse de una bacteria que forma parte de la microbiota fisioldgica,
algunas cepas de E. coli pueden resultar patogenas para el hospedador, debido a la

adquisicion de factores de virulencia que les capacitan para producir una amplia

26



Revision Bibliografica
variedad de patologias de tipo entérico (diarrea, disenteria, colitis hemorragica,
sindrome urémico hemolitico, etc.) o de tipo extraintestinal (infecciones del tracto
urinario, septicemias, meningitis, peritonitis, mastitis, problemas respiratorios, etc.)
(Blanco et al. 1992, Nataro y Kaper 1998, Dho-Moulin y Fairbrother 1999, Blanco et al.

2003, Bidet et al. 2007).

En 1947, Kauffman propuso un sistema de identificacion de las cepas de E. coli
basado en la determinacion de sus antigenos superficiales O (somatico de la pared
celular), K (capsular) y H (flagelar). Esta forma de clasificacion resulta muy util en los
estudios epidemioldgicos y de patogenicidad de E. coli, ya que facilita la distincion de
cepas inocuas y patogenas. En la actualidad se reconocen 180 antigenos O (O1 a 0185),
72 antigenos K (K1 a K103) y 56 antigenos H (H1 a H56) (Herrera 2015), y aunque
existen numerosas combinaciones o serotipos O:K:H, tan solo algunas son frecuentes
entre las cepas patdgenas. La determinacion de los antigenos O y H se realiza mediante
aglutinacion, mientras que la identificacion del antigeno K es recomendable que se
realice por contraelectroinmunoforesis (Guinée et al. 1981, Orskov y Orskov 1984,

Ewing 1986).

Las colibacilosis son muy frecuentes en los animales domésticos de produccion,
afectando, en la mayoria de los casos, a animales de pocos dias y a recién destetados.
Ocasiona importantes pérdidas econdmicas en las explotaciones de bovino, porcino y
ovino, asi como en las de cria intensiva de conejos y aves. Mientras que en el caso de
terneros, lechones, corderos y gazapos las colibacilosis suelen cursar con diarrea, en el
caso de las aves provoca fundamentalmente desordenes respiratorios (Blanco et al.
1988, Gonzalez y Blanco 1986, 1989, Blanco et al. 1996, Cid et al. 1996, Blanco et al.
1997, 1998). En la actualidad, atendiendo a sus serotipos y factores de virulencia, se

distinguen siete patotipos principales de E. coli: enteropatogénicos (ECEP),
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enterotoxigénicos (ECET), verotoxigénicos (ECVT), enteroagregativos (ECEA),
enteroinvasivos (ECEI), con adherencia difusa (ECAD), y los E. coli patdgenos
extraintestinales (ECEI). Las cepas que integran estos patotipos se caracterizan por

poseer mecanismos de accion especificos y producen, por tanto, infecciones y

sindromes diferentes (Russo y Johnson 2000, Kaper et al. 2004) (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismos de patogénesis de las categorias principales de E. coli diarreagénicos: enterotoxigenic E. coli (ETEC);
verotoxigenic/Shiga-toxin/enterohemorragic E. coli (VTEC/STEC/EHEC); enteroaggregative E. coli (EAEC); diffuse-adhering E.
coli (DAEC); enteropathogenic E. coli (ECEP); enteroinvasive E. coli (EIEC) (Fuente: Nataro y Kaper 1998).

3.2.3.1. Escherichia coli verotoxigéenicos

El grupo de los E. coli verotoxigénicos (ECVT), también denominados E. coli
productores de toxinas Shiga (STEC), estan considerados como importantes patdgenos
humanos capaces de producir diferentes cuadros sintomaticos en los seres humanos que
varian desde diarrea leve a colitis hemorragica (CH), la cual puede progresar a sindrome
urémico hemolitico (SUH) acompafiado de anemia hemolitica microangiopatica,
trombocitopenia y fallo renal agudo grave. Este cuadro clinico (SUH) es el que ha
hecho que a este grupo se le denomine a menudo E. coli enterohemorragicos (ECEH)
(Nakao y Takeda 2000).
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Los ECVT producen dos potentes citotoxinas, que destruyen las células Vero,
denominadas verotoxinas (VT1 y VT2) o toxinas Shiga (Stx1 y Stx2). Existen varios
subtipos de cada una de estas citotoxinas, VT1 (VTla, VT1lc y VT1d) y de la VT2
(VT2a, VT2b, VT2c, VT2d, VT2e, VT2f y VT2g). La capacidad de los ECVT para
causar enfermedad en los seres humanos esta claramente relacionada con el tipo y
subtipo de toxinas. La VT2 es la toxina mas potente, siendo los subtipos VT2a y, en
menor medida, VT2d y VT2c los cominmente asociados a SUH (Friedrich et al. 2002;

Feng et al. 2011).

Ademas de las verotoxinas, los ECVT pueden portar otros factores de virulencia
adicionales, siendo el mas importante una proteina llamada intimina (EAE), que es
responsable de la adhesion intima de la bacteria al epitelio intestinal y de la lesién de
attaching effacing (adhesion y barrido). La intimina esta codificada en el gen eae, que es
parte de la isla de patogenicidad LEE (locus for enterocyte effacement). La intimina se
une al receptor cellular Tir, receptor que es translocado por la bacteria al enterocito por

via de un sistema de secrecion tipo 111 (Kaper et al. 2004).

A pesar de que las cepas ECVT causantes de infecciones y enfermedades en
humanos pertenecen a un gran nimero de serotipos O:H, la mayor parte de los brotes y
de casos esporadicos de CH se atribuyen al ECVT del serotipo O157:H7. De hecho, este
serotipo provocd el 65,7% de los casos confirmados de infecciones en humanos por
ECVT en la UE entre los afios 2007 y 2010 (EFSA/ECDC, 2012). Sin embargo, existen
otros serogrupos considerados también altamente virulentos, ya que han sido reportados
frecuentemente en infecciones humanas (026, 045, 0103, 0104, 0111, 0121, 0145y
0157). Cabe destacar el 026:H11, considerado el segundo ECVT de mayor importancia
por detras del O157:H7, y que provocé en la UE el 18,6% de los casos de infeccidn por

este tipo de bacterias en el periodo 2007-2010 (EFSA/ECDC, 2012). Por todo esto, se
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suele clasificar a los ECVT en 0157 y no O157. En el afo 2003 Karmali y
colaboradores propusieron clasificar las cepas ECVT en cinco seropatotipos (del
seropatotipo A al E), atendiendo a su incidencia y asociacion con casos de SUH y
brotes. En el afio 2011 se afiadi6 una categoria especial debido al brote provocado por el
seropatotipo hibrido 0104:H4 en Alemania (Mora et al. 2011), ya que hasta la fecha
ninguna cepa de ECVT habia causado tantos casos de SUH (845 casos solo en

Alemania) (AESAN 2012).

Esta claramente demostrado que los rumiantes son el reservorio principal de los
ECVT donde forman parte de la microbiota intestinal, comportandose como cepas
comensales. Multitud de estudios han puesto de manifiesto que el ganado bovino,
principalmente, siguiéndole en importancia elovino y caprino, albergan en su microbiota
intestinal cepas de ECVT, muchas de las cuales pertenecen a los mismos serotipos que
las cepas causantes de infecciones en seres humanos (Armstrong et al. 1996, Bettelheim
2000, Avery et al. 2004, Djordjevic et al. 2004, Padola et al. 2004, Blanco M. et al.
1993, 1994, 2003b, 2004b, 2004c, 2005, Blanco et al. 2001, 2003, Cortés et al.2005,
Hornitzky et al. 2005, Irino et al. 2005, la Ragione et al. 2005, Liebana et al. 2005,
Sheng et al. 2005, Timm et al. 2007). Incluso, estudios en Canada y Francia
demostraron que la incidencia de SUH en infecciones de ECVT en humanos esta
directamente relacionada con indicadores de densidad de ganado (Valcour et al. 2002,
Haus-Cheymol et al. 2006). Por lo tanto, lo que es evidente es que estas cepas ECVT se
pueden transmitir desde sus reservorios animales a los seres humanos a través de la
ingestion de alimentos o agua contaminada, o por contacto directo con los animales
portadores (Gyles 2007, Kaspar et al. 2009, European Centre for Disease Prevention
and Control and European Food Safety Authority2011). La transmisién de persona a

persona también se ha documentado (Reida et al. 1994, Blanco et al. 1997, Chapman et
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al. 1997, Zschock et al. 2000, Alonso et al. 2001, Chapman et al. 2001). La
contaminacion fecal es uno de los principales factores que contribuye a la persistencia
de ECVT en el medio ambiente y favorece su transmision a los seres humanos a traves
de los alimentos, fuentes de agua o por contacto directo; cuando las heces se depositan
sobre la hierba, el bacilo pasa al suelo y se detecta incluso después de que las heces se
hayan descompuesto, pudiendo persistir varios meses. ECVT sobrevive mal en agua
deficiente en nutrientes, pero las bajas temperaturas y la contaminacién fecal puede
extender la supervivencia a varios meses. Ademas, su baja dosis infectiva, inferior a la
de muchos otros patdgenos entéricos, menos de 50 microorganismos, plantea un riesgo

adicional para este patogeno (Wasteson 2001).

En cuanto a la duracion de la eliminacion fecal del ECVT O157y otros ECVT en
el ganado bovino, varios estudios han sefialado que ésta es variable, pudiendo durar
desde algunas semanas hasta incluso afios. Es necesario resaltar que la ecologia de los
ECVT en las granjas es aun bastante desconocida, asi como las causas que provocan el
aumento drastico de animales colonizados y la reduccion posterior hasta la desaparicion
total de portadores en una determinada granja (Armstrong et al. 1996, Blanco et al.
2001, Hancock et al. 2001). Los estudios epidemioldgicos han demostrado que las
ECVT pueden persistir en las explotaciones ganaderas durante afios, lo que apoya la
conclusion de que el ganado representa un importante reservorio (Wasteson 2001). Sin
embargo, en dichas explotaciones, los subtipos mas comunes se encuentran a menudo
en diferentes nichos y especies; ademas, se detectan periodicamente nuevos subtipos en
granjas separadas por cientos de kilémetros, incluso en ausencia de cualquier
movimiento de animales entre ellas. Por lo tanto, no estad completamente claro que el

ganado sea el unico reservorio (Hancock et al. 2001).
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Los ECVT también se han aislado ocasionalmente de otros animales de
produccién (como cerdos y aves), pero se considera que en muchos casos estan
presentes de forma transitoria, y que estos animales los han adquirido a través del
alimento o agua contaminados por material fecal de rumiantes. En cualquier caso, estos

hospedadores accidentales pueden ser vehiculos de infeccion para los humanos (Johnsen

et al. 2001, Bonardi et al. 2003, Schouten et al. 2005).

Estudios recientes indican que los animales de vida silvestre pueden jugar un
papel importante en la transmision de ECVT. Se ha reportado el aislamiento de cepas
ECVTde las heces de diferentes especies de ciervos en distintas ubicaciones geograficas
(Nagano et al. 2004, Lehmann et al. 2006, Garcia-Sanchez et al. 2007, Ishii et al. 2007,
Sanchez et al. 2009). También se han aislado ECVT de aves silvestres. Existen varios
estudios que han realizado el aislamiento de ECVT 0157 y no O157 en gaviotas
(Wallace et al.1997 y Makino et al.2000), pero a pesar de esto, no se considera a las
gaviotas un verdadero reservorio de ECVT pero si vectores potenciales de su
diseminacion (Caprioli et al.2005). Las aves migratorias también se han identificado
como excretores EHEC, participando en la propagacion de VTEC a largas distancias
(Nielsen et al. 2004, Foster et al. 2006). Las palomas si parecen ser un reservorio
natural para una variedad particular de ECVT, portadora en concreto del subtipo de

verotoxina VT2f (Schmidt et al.2000).

No solo es importante el papel de los animales silvestres en el mantenimiento y
transmision de las cepas ECVT en la naturaleza, sino también en la contaminacién de
carne de caza. Se han publicado varios estudios sobre la presencia de cepas de ECVT en
la carne y otros productos de caza en Bélgica (Pierard et al. 1997), Estados Unidos
(Keene et al. 1997, Rabatsky-Her et al. 2002) o Alemania (Lehmann et al. 2006).

Estudios realizados entre 2005 y 2006 en el Instituto Federal de Evaluacion de Riesgos
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de Berlin revelaron una tasa de contaminacién de las muestras de carne de fauna
silvestres de 9,0-14,8%; en este periodo de tiempo, la proporcién de muestras de carne

de caza contaminada era considerablemente mas alta que la encontrada en muestras de

carne de vacuno (1,3 4,5 frente 1,3%) (Hartung 2007a, 2007D).

3.2.4. Trichinella spp.

Los nematodos del género Trichinella son uno de los patégenos zoondsicos mas
extendidos a nivel mundial. Han sido documentados en 55 paises de todos los
continentes a excepcién de la Antartida, lo que equivale al 27,8% de las naciones del
mundo (Pozio y Murrell 2006, Pozio 2007b). Entre los afios 1986-2009 se declararon
65.818 casos en humanos a nivel mundial (con 42 muertes), contabilizando Europa el

87% de estos (Murrell y Pozio 2011).

El nematodo fue descrito por primera vez como patdégeno humano por Owen en
1835 (Pozio y Zarlenga 2005), y cien afios después aun se seguia pensando que solo se
podia transmitir a traves del consumo de carne de cerdo (Campbell 1988). Hoy en dia se
sabe que la triquinelosis se adquiere por la ingestion de carne o subproductos carnicos
crudos o poco cocinados, sobre todo de cerdos o animales silvestres infectados, jabali
principalmente (Bartuliene et al. 2005, Zimmer et al. 2008). En Francia e Italia, se ha
comprobado que también los caballos estuvieron involucrados en los brotes acontecidos
en la década de 1990 (Boireau et al. 2000). En Espafia, de los 49 brotes declarados entre
1990 y 2001, el 75,5% tuvo como fuente de infeccidn la carne de jabali, frente al 14,3%
producido por consumo de carne de cerdo, y el 10,2% restante de origen desconocido
(De las Parras et al. 2004). Por lo tanto, la enfermedad no solo es un peligro para la
salud publica, sino que también representa un problema econdémico y sanitario para la
ganaderia y la actividad cinegética, al afectar a los animales domesticos de produccion y

silvestres (Gottstein et al. 2009). Por ello, desde el 2005, la legislacion sobre higiene
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alimentaria de aplicacién en toda la UE, en virtud del Reglamento (CE) n° 2075/2005 de
la Comision, de 5 de diciembre de 2005, establece que los Estados miembros deben
poner en préctica un programa de monitoreo en todas las especies hospedadoras
susceptibles a la parasitacion por Trichinella spp.; a dia de hoy dicho reglamento ha
sido derogado por el Reglamento de ejecucion (UE) 2015/1375 de la Comision, de 10
de agosto de 2015, por el que se dictan las normas especificas para los controles
oficiales de la presencia de triquinas en la carne, estableciendo la obligacion de realizar
inspecciones en las canales de cerdos, caballos, jabalies y otras especies, domésticas y
silvestres, sensibles a la parasitacién por Trichinella spp., sacrificadas para el consumo
humano. Este mismo reglamento establece que aquellas explotaciones en las que
durante la realizacion de controles periddicos no se hayan detectado casos de
parasitacion por Trichinella spp. en los ultimos 3 afios, y en las que los controles
realizados dan una garantia de al menos un 95% de que la prevalencia de triquinelosis
no excede el 1/1.000.000, quedan exentas de efectuar los mencionados analisis; a dichas
explotaciones se las reconoce oficialmente el cumplimiento de las “condiciones
controladas de estabulacion” el cual hace mencion a las medidas higiénicas, de

bioseguridad y el control de roedores.

Unicamente suele prestarse atenciéon a los sintomas de la triquinelosis en los
seres humanos ya que los animales infectados generalmente no presentan signos
clinicos evidentes, salvo en el caso de parasitaciones masivas (Zimmer et al. 2008). La
gravedad de la enfermedad clinica esta directamente relacionada con el nimero de
larvas ingeridas, por lo que se puede presentar un amplio espectro de formas clinicas,
que van desde la forma asintomatica hasta la muerte (Gottstein et al. 2009). Dupouy-
Camet y Bruschi (2007) estimaron que entre 100-300 larvas de T. spiralis comienzan a

causar signos de enfermedad, y que una ingesta de 1.000-3.000 o mas larvas causan
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enfermedad grave. Los principales signos clinicos, de acuerdo con un estudio de 5.377
casos diagnosticados en personas entre 1986-2009, son la mialgia, diarrea, fiebre,

edema facial y dolores de cabeza (Murrell y Pozio 2011). Complicaciones menos

habituales incluyen encefalitis o alteraciones neuroldgicas (Gottstein et al 2009).

El ciclo de vida de todas las especies del género Trichinella comprende
principalmente dos generaciones en el mismo hospedador (Figura 4). La hembra gravida
se localiza en la mucosa intestinal del hospedador, donde va a liberar sus larvas. Las
larvas tipo | recién emergidas migran a través los vasos linfaticos y sanguineos hasta la
musculatura esquelética, donde penetran y maduran en aproximadamente 15 dias. Las
larvas se van a enquistar en el tejido muscular de los animales susceptibles,
localizandose fundamentalmente en los musculos estriados de mayor actividad y, por lo
tanto, de superior concentracion de oxigeno, como son los pilares diafragmaticos,
maseteros, intercostales, linguales, oculares o los musculos flexores y extensores de las
extremidades (Kapel et al. 1994, Gottstein et al. 2009). No obstante, algunos estudios
sugieren que el sitio de predileccion de estos nematodos esta influido por la especie de
hospedador, asi como por la edad y por el nivel de infeccion provocados (Kapel 2000).
Las larvas enquistadas se mantienen en esta etapa de hipobiosis hasta ser ingeridas por
un nuevo hospedador (llegan a ser viables hasta 40 afios en los seres humanos y mas de
20 afios, por ejemplo, en los osos polares) (Froscher et al. 1988, Kumar et al. 1990).
Después de la ingestidn, y tras la digestién gastrica, las larvas son liberadas en el nuevo
hospedador, alcanzan el duodeno y penetran en la mucosa intestinal, donde se desarrolla
hasta la etapa adulta en aproximadamente 2 dias. Los machos y las hembras copulan, y
de 5 a 7 dias después de la infeccion, las hembras comienzan a poner nuevas

generaciones de larvas (Pozio 2007). Es durante la migraciéon larvaria cuando se pueden
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originar lesiones graves, particularmente cuando las larvas llegan al corazon o al

cerebro (Dupouy-Camet 2000).
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Figura 4. Ciclo biologico de Trichinella spp.: 1. Ingestion de carne con larvas de Trichinella spp. 2. Exposicion al &cido géstrico y
pepsina, y liberacion de larvas enquistadas. 3. Invasion de la mucosa del intestino delgado, transformacion en nematodos adultos y
copula. 4. Liberacion de larvas en la mucosa del intestino por parte de las hembras. 5. Migracion larvaria a los masculos estriados
donde se enquistan. Fuente: Centers for Disease Control and Prevention (http://www.cdc.gov/dpdx/trichinellosis/index.html).
Desde su descubrimiento, en 1835, el numero de especies que comprende este
género ha crecido progresivamente (Pozio y Zarlenga 2005). Hasta hace pocos afios,
todas las infecciones por Trichinella se atribuian a Trichinella spiralis, pero hoy en dia,
gracias al uso de las técnicas moleculares, se reconocen 9 especies y 3 genotipos
agrupados en dos clados, con capsula y sin capsula (Krivokapich et al. 2012, Pozio y
Zarlenga 2013, Pozio 2014); pertenecen al primer grupo 6 especies (T. spiralis, T.
nativa, T. britovi, T. nelsoni, T. murelli y T. patagoniensis) y 3 genotipos (T6, T8 y T9),
perteneciendo las 3 especies restantes al segundo grupo (T. pseudospiralis, T. papuae y

T.zimbabwensis) (Gottstein et al. 2009).
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Cuando se describié por primera vez la triquinelosis, se pensd que era una
parasitosis que ocurria entre los seres humanos y los animales de produccién (Campbell
1988). El papel de la vida silvestre como reservorio de Trichinella spp. y la existencia

de un ciclo silvestre, que es independiente del hombre y los animales domésticos, no

fueron descubiertos hasta principios del siglo XX en Alemania (Pozio 2000).

Campbell (1983) identificé dos ciclos principales (doméstico y silvestre) y
demostro la existencia de un flujo entre ambos. El término "ciclo doméstico" se refiere
al patréon de transmision que ocurre en cerdos de produccion por el consumo de
alimentos infectados, transmision directa cerdo-cerdo, canibalismo, carrofieo y por la
transmision a través de animales sinantrépicos que viven cerca del ganado porcino (por
ejemplo, ratas, mustélidos y zorros) (Pozio 2001). En este sentido, se sabe, por ejemplo,
que el metabolismo anaerdbico de larvas en las células del hospedador permite su
supervivencia en la carne muy descompuesta (Pozio 2000). El “ciclo selvatico” es el
que ocurre entre los carnivoros y jabali como consecuencia de su actividad predadora y
comportamientos canibales y/o carrofieros (Campbell 1988). Se presenta principalmente
en los ecosistemas naturales, lejos de los asentamientos humanos (Pozio et al. 1996). En
las zonas cercanas a los asentamientos humanos, la transmision de Trichinella spp. es
rara, porque la principal fuente de alimento de los animales silvestres son los animales
domésticos y la basura, quedando el consumo de carrofia y el canibalismo en un
segundo lugar. Sin embargo, en estas areas, el ciclo selvatico de T. spiralis ocurre como
consecuencia de la transmision actual o pasada desde el entorno doméstico de
produccion (Rossi et al. 1992, Pozio et al. 1996, 1997, Pozio 1998). Si bien
histéricamente el ciclo doméstico y la enfermedad humana han estado estrechamente
asociados con T. spiralis, hoy en dia se cree que esta especie ha establecido un ciclo

selvatico independiente (Zimmer et al. 2009).
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En definitiva, de las 9 especies reconocidas del género Trichinella, sélo T.
spiralis se transmite y se mantiene en un ciclo doméstico, aunque puede estar presente
también en la fauna silvestre, mientras que los restantes genotipos se transmiten y se
mantienen solo en un ciclo selvatico. Sin embargo, esta generalizacién no se opone a
que las especies silvestres de Trichinella invadan el habitat doméstico y que, ademas, T.
spiralis aparezca en el entorno silvestre, pero la presencia de genotipos silvestres de
Trichinella en el habitat doméstico representa un "fondo de saco" para el ciclo selvatico.
Los animales sinantropicos (ratas, zorros, jabali, mustelidos, gatos, perros, etc.)
contribuyen al flujo de genotipos de Trichinella silvestres de la fauna silvestre a los
animales domésticos y de T. spiralis de domésticos a los silvestres pero, sin duda, es el
comportamiento humano el que va a influir decisivamente en los patrones de
transmision de los genotipos de Trichinella en el habitat doméstico y en el silvestre
mediante, por ejemplo, practicas de caza inapropiadas, como el abandono de cadaveres
(o sus partes) en el medio, o por alimentar a los animales de domésticos con restos de

carne de caza cruda (Pozio 2000, Gottstein et al. 2009).

En Europa, la fauna silvestre representa el reservorio mas importante de los
nematodos del género Trichinella, lo que hace imposible su erradicacion y explica por
qué estos parasitos siguen circulando a pesar de que su prevalencia en la fauna silvestre
pueda ser muy baja durante muchos afios (Rafter et al. 2005, Hars et al. 2007). Los
animales silvestres representan la fuente de infeccién mas importante para los cerdos de
produccion, que a su vez son fuente de infeccion para otros animales (por ejemplo,
caballos), asi como para el propio ser humano (Pozio y Murrell 2006). Siguiendo la
tendencia europea, Pozio (2007b), en una revision de la distribucién de Trichinella spp.

a nivel mundial, indica que la presencia del parasito ha sido confirmada en animales
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silvestres en el 33,3% de los paises (66 paises), frente al 21,9% de los paises (43 paises)

para los animales de produccion.

Debemos indicar que las aves y los reptiles también pueden actuar como
hospedadores de Trichinella spp., pero son los mamiferos el grupo con mayor
relevancia, ya que todas las especies de este nematodo son capaces de desarrollarse en
esta clase, mientras que en aves y reptiles solo se han identificado hasta la fecha las

especies no encapsuladas (Pozio 2005, Krivokapich et al. 2012) (Tabla 1).

Especie/Genotipo Mamiferos Aves Reptiles Ciclo

T. spiralis v Silvestre-doméstico
T. britovi v Silvestre-doméstico
T. pseudospiralis v v Silvestre-doméstico
T. zimbabwensis v v Silvestre-doméstico
T. murrelli v Silvestre

T. nativa v Silvestre

T. nelsoni v Silvestre

T. papuae v v Silvestre

T. patagoniensis v Silvestre

T6 v Silvestre

T8 v Silvestre

T9 v Silvestre

Tabla 1. Especies y genotipos de triquina, hospedadores y ciclos en los que han sido identificadas. Fuente: Pozio 2005, Krivokapich
etal. 2012.

Las infecciones naturales por Trichinella spp. se han descrito en mas de 150
especies de mamiferos pertenecientes a 12 ordenes (Marsupiales, Insectivora, Edentata,
Chiroptera, Lagomorpha, Rodentia, Cetacea, Carnivora, Perissodactyla, Artiodactyla,
Tylopoda y Primates) (Pozio 2005). De todos ellos, el orden Carnivora es el que juega

el papel mas importante en la epidemiologia de la enfermedad; de hecho, todas las
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especies de Trichinella son capaces de completar su ciclo de vida en especies
pertenecientes a este orden (Kapel 2000, Webster et al. 2002). Como ya hemos
mencionado, y como regla general, los carnivoros se encuentran en la parte superior de
la cadena trofica y, por lo tanto, representan el mas propicio hospedador de larvas de
Trichinella. La mayoria de las especies de carnivoros, sobre todo las que tienen un
comportamiento carrofiero y canibal, actGdan como reservorio, existiendo infecciones
documentadas por dos o mas especies de Trichinella en un mismo hospedador, lo que
demuestra que estos animales pueden infectarse mas de una vez a lo largo de su vida
(Pozio 2000). Esto es debido, en parte, a que el periodo de vida de los carnivoros suele
ser mas largo que el que poseen mamiferos de otros 6rdenes (por ejemplo, insectivoros
o roedores). Ademas, los carnivoros ingieren una gran cantidad de carne en cada ingesta
y llevan a cabo su actividad tréfica en un territorio mas grande que en el caso de otros
mamiferos, lo que aumenta su riesgo de contraer la parasitacion por Trichinella spp.

(Pozio 2005).

Hasta el momento, en Europa se han identificado cuatro de las ocho especies de
Trichinella (T. spiralis, T. pseudospiralis, T. nativa y T. britovi) (Zimmer et al. 2008),
siendo T. spiralis y T. britovi las de mayor prevalencia (Pozio et al. 2009). En la
mayoria de los paises, T. britovi estd mas extendida (62,5-100% de los aislamientos)
que T. spiralis (0-37,5%), aunque T. spiralis es mas frecuente en Alemania, Espafia,
Finlandia y Polonia (56,3-84,2% de los aislamientos). En cuanto a sus hospedadores, la
fauna silvestre representa la mayor fuente de infeccion para los animales domésticos,
cerdo principalmente, y para el ser humano (Pozio y Murrell 2006). Trichinella britovi
es mas habitual que T. spiralis en carnivoros silvestres (89% y 11%, respectivamente),
al contrario de lo que ocurre en el jabali (62% de prevalencia de T. spiralis y 38% de T.

britovi) y en cerdos domésticos (82% y 18%, respectivamente) (Pozio et al. 2009).
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En Europa, T. spiralis y T. britovi circulan en los mismos ambientes: 41,1% y
46,0%, respectivamente, en las zonas agricolas, y el 45,5% vy el 46,6% en las zonas
boscosas y seminaturales. Aunque ambas especies pueden participar tanto en el ciclo
doméstico como en el selvatico, su epidemiologia esta fuertemente influida por la
mayor capacidad de adaptacion de T. spiralis a los cerdos y de T. britovi a los
carnivoros (Pozio et al. 2009). Los otros dos agentes etioldgicos que circulan en
Europa, T. nativa y T. pseudospiralis, juegan un papel secundario como patdgenos para
los animales de produccién, ya que T. nativa infecta casi exclusivamente a carnivoros
silvestres de las regiones articas y subarticas (la isoterma 4°C en enero parece ser el
limite sur de su distribucién), y la informacién disponible sobre T. pseudospiralis es
todavia muy limitada para proporcionar una comprension completa de su distribucion

en la Naturaleza (Pozio y Murrell 2006, Pozio 2007).

3.2.5. Ectoparasitos vectores

El phylum Arthropoda alberga el mayor nimero de especies de todo el Reino
Animal (Giribet et al. 1999). Los artropodos surgieron probablemente hace 600
millones de afios, 300 antes que los vertebrados de sangre caliente, pero fueron capaces
de coevolucionar con ellos para comenzar a aprovechar las oportunidades creadas por
este nuevo recurso. Su parasitismo surgid probablemente varias veces de forma
independiente en diferentes etapas, dando lugar a diferentes grupos de artropodos

parasitos (Stevens et al. 2006).

En entomologia médica, las "Enfermedades Transmitidas por Vectores” (VBD)
o0 “Enfermedades Transmitidas por Artropodos” (VBA), son un grupo de afecciones
humanas y animales causadas por diferentes organismos patogenos (protozoos,

helmintos, bacterias y virus) transmitidos por insectos o aracnidos (Romi 2010).
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Los artropodos, y las enfermedades que estos pueden transmitir, son capaces de

causar altas tasas de morbilidad y mortalidad (Hill et al. 2005). Segun Kalluri et al.
(2007), hasta principios del siglo XX, las enfermedades transmitidas por vectores fueron
responsables de mas muertes en seres humanos que el resto de causas de fallecimiento
combinadas, y a pesar de los notables avances acerca del conocimiento de la biologia
del vector en las ultimas décadas, las VBD siguen siendo una amenaza significativa para
la salud humana en todo el mundo (Hill et al. 2005, Ramasamy y Surendran 2011).
Ademas, la aplicacion de técnicas moleculares esta permitiendo la identificaciéon de
nuevas enfermedades transmitidas por artropodos (Shaw et al. 2001), por lo que esta

cifra puede seguir incrementandose.

Actualmente se acepta que los ciclos de enfermedades transmitidas por vectores
son sistemas complejos debido a las interacciones entre los vectores, hospedadores y
patdgenos bajo la influencia de factores ambientales (Tabachnick 2010). Esto hace que
se vean afectados, directa o indirectamente, por los cambios antropogénicos que estan
teniendo lugar en los ecosistemas de todo el mundo (Daszak et al. 2001), de manera que
el incremento demogréfico, y la necesidad cada vez mayor de recursos, ha llevado a la
invasion de entornos naturales, incrementandose el riesgo de transmision de patdgenos
mediante vectores (Vora 2008, Gould y Higgs 2009). Ademas, la propagacion de
vectores de una regién a otra podria ser responsable de la transmision de enfermedades
a nuevas areas y, a la inversa, la introduccion de animales domésticos, o fauna silvestre,
en una region endémica para la enfermedad, en ocasiones se traduce en brotes

epidémicos (Caracappa 1999, Hofleet al. 2004).

El phylum Arthropoda incluye las garrapatas y pulgas, vectores potenciales de
agentes infectocontagiosos que afectan a los animales y los seres humanos en todo el

mundo (Goddard 2008). Bitam et al. (2010) afirman que la incidencia de las
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enfermedades transmitidas por las pulgas y garrapatas es mucho mayor de lo que
generalmente es reconocido por las autoridades sanitarias. Los artropodos capaces de
transmitir enfermedades cada vez poseen una mayor area de distribucion, pueden causar
graves dafios y, en la mayoria de los casos, no es posible erradicarlos de forma
permanente (Wall 2007). Esto hace necesario conocer su biologia y epidemiologia, para
que, en la medida de lo posible, se puedan adoptar medidas de control eficaces que nos

permitan disminuir la incidencia de las enfermedades que transmiten (Mari et al. 2009).

3.2.5.1. Garrapatas

Las garrapatas son artrépodos hematdfagos obligados que parasitan a todas las
clases de vertebrados en casi todas las regiones del mundo; como consecuencia de su
ciclo de vida, se alimentan de sangre, y son capaces de adquirir, replicar, y mantener
activos agentes patdégenos que posteriormente pueden transmitir a los hospedadores

susceptibles (Sonenshine et al. 2002).

Se clasifican en 3 familias: Ixodidae, o "garrapatas duras” (703 especies), asi
Ilamadas debido a su placa dorsal esclerotizada, la familia mas importante en términos
numéricos y de importancia medica; familia Argasidae, o "garrapatas blandas" (194
especies), con cuticula flexible; y, en tercer lugar, la familia Nuttalliellidae,
representada por una Gnica especie confinada en el sur de Africa (Guglielmone et al.

2010, Apanaskevich et al. 2011, Dantas-Torres et al. 2012b).

Los ixodidos o garrapatas duras se alimentan durante un periodo relativamente
largo (varios dias), durante el cual se mantienen firmemente unidos al hospedador que
parasitan. Pueden fijarse, durante cada etapa de su desarrollo, a una gran variedad de
vertebrados que ocupan habitats muy diversos, lo cual incrementa su potencial como

vector de patogenos en relacion a las otras familias de garrapatas (Parola y Raoult
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2001a). Concretamente, en su ciclo de vida pueden incluir hasta tres hospedadores
distintos, uno para cada etapa de alimentacion (larva, ninfa y adulto) (Figura 5)
(Sonenshine 1991, 1993, Spickett 1994, Hillyard 1996). En cada una de estas fases de
desarrollo, la garrapata busca a un hospedador, se fija a él, y se alimenta durante un
periodo de varios dias. Una vez saciada de sangre, se desprende y busca un lugar de
descanso, donde muda hasta el siguiente estadio de desarrollo (en algunas especies, las
formas inmaduras pueden permanecer en el hospedador durante la muda). El
apareamiento se produce generalmente sobre el hospedador, y posteriormente las
hembras se desprenden para poner sus huevos (entre 400 y 20.000, dependiendo de la
especie) en un entorno protegido, para después morir. En general, los ixédidos machos
adultos se alimentan brevemente o no se alimentan (Sonenshine 1991, 1993). Los
ixddidos pasan mas del 90% de su vida fuera del hospedador (Needham y Teel 1991), y
la mayoria de ellos son exofilicos, pudiendo vivir en ambientes abiertos, prados o
bosques donde, por lo general, son estacionalmente activos, buscando sus hospedadores
cuando las condiciones ambientales son las més adecuadas. En este sentido, cabe
destacar que los ixddidos son muy sensibles a los estimulos que indican la presencia de
los hospedadores; estos incluyen estimulos quimicos (como el CO, o el NHj3), las
vibraciones en el aire o la temperatura corporal de sus posibles hospedadores de sangre
caliente (Sonenshine 1991, 1993, Hillyard 1996). El ciclo de vida de los ixddidos
generalmente se completa en 2-3 afos, pero puede tardar desde 6 meses hasta 6 afios,
dependiendo de las condiciones ambientales, como la temperatura, la humedad relativa

y el fotoperiodo (Jongejan y Uilenberg 2004).
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Figura 5. Ciclo biolégico de las garrapatas (multihospedador): 1. Las hembras adultas abandonan el hospedador para poner los
huevos después de la alimentarse, generalmente en otofio. 2. De los huevos eclosionan larvas de seis patas, pasando el invierno en
esta etapa. 3. En primavera las larvas buscan y se unen al primer hospedador, normalmente un pequefio roedor. 4. En verano, las
larvas abandonan el primer hospedador. 5. Mudan a ninfas, por lo general en el otofio, y pasan el invierno en esta etapa. 6. Durante
la primavera siguiente las ninfas buscan y se unen al segundo hospedador, por lo general roedores o lagomorfos. 7. Las ninfas
mudan a adultos fuera del hospedador a finales del verano o el otofio, y pasan el invierno en esta etapa. 8. La siguiente primavera,
los adultos buscan un tercer hospedador, que suele ser un herbivoro mas grande (incluidos cérvidos y bévidos), carnivoro o humano.
Los adultos se alimentan y aparean en este hospedador durante el verano y, en otofio, las hembras gravidas lo abandonan para
comenzar un nuevo ciclo. Fuente: Centers for Disease Control and Prevention 2015 (http://www.cdc.gov/dpdx/ticks/index.html).
Ademas de los dafios directos debidos a su comportamiento alimentario,
aproximadamente el 10% de las especies de garrapatas conocidas en la actualidad
actian como vectores de una amplia gama de agentes infectocontagiosos de animales
domeésticos, silvestres y seres humanos (Sonenshine et al. 2002, Jongejan y Uilenberg
2004). Las garrapatas fueron los primeros artropodos que se identificaron como vectores
de patdgenos y, en la actualidad, son consideradas como el segundo vector de
enfermedades humanas tras los mosquitos, y el mas importante en animales domésticos

y silvestres (De la Fuente et al. 2008, Colwell et al. 2011).
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Entre la gran variedad de agentes patdgenos que las garrapatas son capaces de
transmitir, algunos son zoondsicos (Service 2001). De hecho, algunas de estas zoonosis
cobran cada vez més importancia en la medicina humana y veterinaria, tales como la
anaplasmosis, babesiosis, ehrlichiosis, borreliosis o enfermedad de Lyme (De Meneghi
2006, Piesman y Eisen 2008, Nicholson et al. 2010, Dantas-Torres et al. 2012a).
Ademas, con el desarrollo de la biologia molecular, nuevas especies, cepas, 0 variantes
genéticas de microorganismos se detectan en las garrapatas de todo el mundo (Duh et
al. 2010, Pacheco et al. 2011), por lo que la lista de posibles transmisiones de patdégenos
sigue aumentando (Shapiro et al. 2010, Paz et al. 2010, Colombo et al 2011, Pritt et al.
2011, Silva et al. 2011, Subramanian et al. 2012). Como ejemplo, Parola y Raoult
(2001a, 2001b), en su revision sobre agentes infectocontagiosos transmitidos por
garrapatas, citaron 15 nuevos agentes bacterianos desde el descubrimiento de B.
burgdorferi en 1982. Segun Gray et al. (2009, 2010), las zoonosis transmitidas por
garrapatas son una carga cada vez mayor para la salud humana en Africa, América,

Asia y Europa.

La mayoria de los casos de parasitismo por garrapatas en el hombre son debidos
a especies de ixodidos. Sin embargo, estudios recientes han demostrado que la
diversidad real de garrapatas que potencialmente pueden infestar a los seres humanos es
mayor de lo que antes se creia (Dantas-Torres et al. 2012a). Esto es debido, en parte, a
que ciertos comportamientos humanos estan aumentando el riesgo de exposicion (Lane
et al. 2004). En la Tabla 2 aparecen las principales especies de garrapatas que se han
citado como parasitos de los seres humanos, asi como los posibles patdgenos asociados
a estas (Estrada-Pefia y Jongejan 1999, De la Fuente et al. 2008, Dantas-Torres et al.

2012a):
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Especie

Microorganismos potencialmente transmitidos

Argasidae (Garrapatas blandas)

Ornithodoros erraticus

Borrelia crocidurae (1, 4, 18, 33, 39)
Borrelia hispanica (4, 18, 33, 38)

ASFV (30)

Ixodidae (garrapatas duras)

Amblyomma americanum

Borrelia lonestari (37)

Ehrlichia chaffeensis (1, 2, 4, 20)
Ehrlichia ewingii (2, 18)
Francisella tularensis (25)

Rickettsia amblyommii (41, 46, 23)
Rickettsia parkeri (44)
Rickettsia rickettsii (35)

Dermacentor marginatus

Babesia canis (1)

Coxiella burnetii (1)
Francisella tularensis (25)
Rickettsia sibirica (18, 19, 20)

Rickettsia slovaca (1, 4, 18, 19,
20)

BHAV (30, 32)

OHFV (4, 30)

Dermacentor reticulatus

Anaplasma marginale (31)
Babesia caballi (1)
Babesia canis (1)
Bartonella henselae (7)
Bartonella quintana (7)
Coxiella burnetii (5)

Francisella tularensis (25)
Rickettsia helvetica (40)
Rickettsia sibirica (1, 4)
Rickettsia slovaca (1, 18, 19, 20)
Flavivirus (30, 33)

OHFV (4, 30)

Haemaphysalis punctata

Anaplasma phagocytophilum (45)
Babesia major (1)

Babesia motasi (1)

Coxiella burnetii (45)

Theileria buffeli (1)

Flavivirus (30, 33)
Nairovirus (3, 30, 33, 43)
BHAV (30, 32)

CCHFV (4, 30)

TBEV (4, 30)

Ixodes ricinus

Anaplasma phagocytophilum (1, 20, 33, 34, 36)
Babesia afzelii (4, 33)

Babesia burgdorferi (1, 4, 18, 33, 36)
Babesia divergens (1, 4)

Babesia garinii (4, 33)

Babesia lusitaniae (4, 33)

Babesia microti (1)

Babesia spielmani (22)

Babesia valaisiana (4, 18, 33)
Bartonella spp. (10, 13)

Bartonella bacilliformis (14)
Bartonella capreoli (15, 16)

Bartonella henselae (12, 17)
Bartonella schoenbuchensis (11)
Ehrlichia phagocytophila (4)
Francisella tularensis (25)
Rickettsia helvetica (1, 4, 24)
Rickettsia monacensis (19, 29)
Flavivirus (30, 33, 42)
Nairovirus (3, 30, 33, 43)
Orbivirus (30)

LIV (30)

TBEV (4, 30)

Ixodes persulcatus

Babesia afzelii (4, 33)

Babesia burgdorferi (1, 4, 18, 33)
Babesia garinii (4, 33)
Bartonella spp. (8)

Bartonella henselae (7, 9)

Bartonella quintana (7)
Flavivirus (30, 33)
OHFV (4, 30)

TBEV (30)

Rhipicephalus sanguineus

Babesia vogeli (1)
Bartonella henselae (21)
Ehrlichia canis (1)
Hepatozoon canis (1)

Rickettsia conorii (1, 4, 18, 19, 20)
Rickettsia felis (6)

Rickettsia massiliae (4, 19, 26, 27,
28)

Rickettsia rickettsii (18, 19, 20,
38)

Tabla 2. Citas de trabajos en los que se ha confirmado el papel vectorial de distintas especies de garrapatas y agente
infectocontagioso que transmiten: 1. Jongejan y Uilenberg (2004). 2. Shaw et al. (2001). 3. Jongejan y Uilenberg (2004). 4. Estrada-
Pefia y Jongejan (1999). 5. Rehacek et al. (1991). 6. Ishikura et al. (2003). 7. Rar et al. (2005). 8. Kim et al. (2005). 9. Morozova et
al. (2004). 10. Schabereiter-Gurtner et al. (2003). 11. Halos et al. (2005). 12. Sanogo et al. (2003). 13. Schouls et al. (1999). 14.
Kruszewska y Tylewska-Wierzbanowska (1995). 15. Skotarczak y Adamska (2005a). 16. Skotarczak y Adamska (2005b). 17.
Podsiadly et al. (2007). 18. Parola y Raoult (2001). 19. Parola et al. (2005a). 20. Parola et al. (2005b). 21. Wikswo et al. (2007). 22.
Richter et al. (2004). 23. Labruna et al. (2007). 24. Fournier et al. (2004). 25. Petersen et al. (2009). 26. Cicuttin et al. (2004). 27.
Eremeeva et al. (2006). 28. Vitale et al. (2006). 29. Jado et al. (2007). 30. Labuda y Nuttall (2004). 31. Zivkovic et al. (2007). 32.
Hubélek (2009). 33. Estrada-Pefia y Jongean (1999). 34. Grzeszczuk y Staficzak (2006). 35. Cohen et al. (2009). 36. Milutinovic et
al. (2008). 37. Varela et al. (2004). 38. Demma et al. (2005). 39. Barbour y Hayes (1986). 40. Dobec et al. (2009). 41. Billeter et al.
(2007). 42. Reid (1984). 43. Nuttall (2001). Masters et al. (2008). 45. Barandika et al. (2008). 46. Labruna et al. (2007).
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Los agentes infectocontagiosos transmitidos por garrapatas que tradicionalmente

se han asociados con los animales domésticos de compafiia y produccion pueden,
eventualmente, afectar a las personas (Pérez et al. 2006, Vinasco et al. 2007, Colwell et
al. 2011, Dantas-Torres et al. 2012a), pero en la gran mayoria de las enfermedades
transmitidas por garrapatas son los animales silvestres los que actian como reservorios
de dichos patdgenos (Dantas-Torres 2007, Piesman y Eisen 2008, Colwell et al. 2011),
0 bien son la causa de que se incremente el nimero de garrapatas en un determinado
entorno (Lindgren et al 2000, De la Fuente et al 2005). Ademés, han aumentado el
namero de urbanizaciones y zonas residenciales en los entornos naturales, y se han
incrementado las actividades recreativas en estos, o que también ha supuesto un
aumento del riesgo de transmision de agentes infectocontagiosos (Sutherst 2004), al
haberse creado las condiciones favorables para la presencia y picaduras de vectores,
como las garrapatas (Walker et al. 1996, Meneguz et al. 1999, Mannelli et al. 2003).
Por todo esto, es prioritario el seguimiento de la fauna silvestre para una mejor
comprension epidemioldgica de las garrapatas y, con ello, prevenir o actuar en caso de
brotes en las zonas de estudio; concretamente, los carnivoros silvestres espafioles son
hospedadores de un namero importante de especies de garrapatas, algunos de ellas
vectores potenciales de agentes patdgenos que causan graves enfermedades tanto a
animales como a humanos, y la informacion derivada de su estudio puede servir de
ayuda para comprender la ecologia y la epidemiologia de las enfermedades transmitidas
por garrapatas, evitando los riesgos derivados para la vida silvestre, los animales

domeésticos y los seres humanos (Sobrino et al. 2011).
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3.2.5.2. Pulgas

Las pulgas son artropodos hemat6fagos que actlian como ectoparasitos obligados

de mamiferos y aves (Lewis 1998).

Hoy en dia se conocen 16 familias, 238 géneros y 2.574 especies (Bitam et al.
2010). De estas, 5 familias y 25 géneros son ectoparasitos de aves, en tanto que el resto
parasitan mamiferos (Whiting et al. 2008). En este mismo trabajo se afirma que las
pulgas surgieron probablemente al mismo tiempo que los mamiferos. Se cree que se
especializaron en parasitar roedores, ya que son el grupo que mas especies de pulgas

albergan en la actualidad (el 74% de las especies de pulgas de mamiferos).

Como insectos holometabolos, completan un ciclo de huevo a adulto a través de
varias etapas en las que pasan por los estadios de larva y pupa (Figura 6). Una vez que
se sitlan sobre el hospedador, las pulgas adultas generalmente requieren una toma de
sangre para completar el desarrollo del ovario en las hembras. Tras la copula, la hembra
comienza a poner huevos en la piel, o en el entorno del hospedador (madriguera). Los
huevos eclosionan en 1-10 dias, dependiendo principalmente de la temperatura y
humedad. Las larvas tienen libre movimiento y van a sobrevivir alimentandose de los
restos organicos encontrados en su entorno, pasando por tres etapas de desarrollo, de
duracion variable en funcion de la disponibilidad de alimento, temperatura y humedad,
fundamentalmente. Posteriormente van a formar la pupa, pero si el preadulto no recibe
el estimulo adecuado, puede permanecer latente en el capullo durante varias semanas
(diapausa). Una vez que la pulga emerge del capullo, busca un hospedador en el que
alimentarse, siendo atraidas por diversos estimulos producidos por el hospedador (el
calor del cuerpo, el movimiento y CO; exhalado). Su ciclo se completa en 9-15 dias,
pero puede prolongarse durante varios meses, dependiendo de las condiciones

ambientales (Bitam et al 2010).
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Figura 6. Ciclo bioldgico de las pulgas: 1. Los huevos son depositados por la hembra de pulga en el medio ambiente tras
alimentarse de sangre (o en el propio hospedador). 2. Las larvas eclosionan y se alimentan de restos organicos del medio. 3. Las
larvas forman pupas. 4. Se forman los adultos que buscan un hospedador de sangre caliente para alimentarse, copular e iniciar un
nuevo ciclo. Fuente: Centers for Disease Control and Prevention 2015 (http://www.cdc.gov/dpdx/fleas/index.html).

Las pulgas, ademas de su papel directo como ectoparasitos de diversas especies
de hospedadores, produciendo ataques insidiosos a las personas y los animales que
causan irritacion, prurito, pérdida de sangre, reacciones alérgicas graves y malestar
general (Bitam et al. 2010, Dobler y Pfeffer 2011), son motivo de especial
preocupacién, ya que pueden ser vectores de una gran variedad de patdgenos de
importancia médica y veterinaria (Psaroulaki et al. 2006, Garcia et al. 2008, Dobler y
Pfeffer 2011). Algunos de los agentes infectocontagiosos que son capaces de trasmitir a
sus hospedadores son bacterias (por ejemplo, Rickettsia typhi, R. felis, Yersinia pestis y
varias especies de Bartonella spp.), virus (como el de la mixomatosis), protozoos (por
ejemplo Trypanosoma spp.) y helmintos (entre ellos Hymenolepis spp. y Dipylidium

caninum) (Krasnov 2008).

Azad et al. (1997) advertian a finales del siglo XX que las enfermedades
transmitidas por pulgas podrian resurgir debido a factores ecoldgicos y econémicos, asi
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como a cambios en la ecologia de la relacién vector-hospedador como consecuencia de
factores antropogénicos. Se considera que las zoonosis mas graves transmitidas por
pulgas han sido la peste causada por Y. pestis (Stenseth et al. 2008), el tifus murino
causado por R. typhi, o el tifus epidémico rural provocado por Rickettsia prowazekii.
Estas infeccionessiguen siendo, hoy en dia, un problema de salud pablica (Psaroulaki et
al. 2006, Bitam et al. 2010, Dobler y Pfeffer 2011, Eisen y Gage 2012). Ademas, en los
ultimos afios, otros agentes causantes de zoonosis, como el agente de la fiebre
manchada de las pulgas (causada por R. felis) se han aislado en pulgas de todo el mundo
(Pérez-Osorio et al. 2008). También se ha demostrado que las pulgas pueden albergar, y
a veces transmitir, Bartonella spp., incluyendo Bartonella henselae, el agente de la
enfermedad del arafiazo de gato (Chomel et al. 2006, Bileter et al. 2008). Ademas, el
hallazgo de pulgas en nuevos hospedadores, 0 en zonas geograficas previamente no
descritas en la literatura (Carvalhoet al. 2001), asi como de patdégenos en nuevos
vectores (Bechah et al. 2008), podria aumentar aun mas esta tendencia. De hecho,
Pérez-Osorio et al. (2008) y Bitam et al. (2010) indican que la incidencia de las
enfermedades transmitidas por las pulgas en todo el mundo es mucho mayor de lo

reconocido generalmente por las autoridades sanitarias.

Las pulgas rara vez son especificas de una especie de hospedador. En general,
los hospedadores taxondmicamente emparentados, 0 con nichos similares, son mas
propensos a compartir las mismas especies de pulgas y, por lo tanto, tienen el potencial
de albergar patogenos similares. De hecho, no hay pulgas especificas de los seres
humanos; sin embargo, muchas se asocian con los animales domésticos y pueden, por lo
tanto, tener un impacto directo sobre la salud humana (Bitam et al. 2010). En la Tabla 3
aparecen las especies sinantropicas mas comunes, asi como los posibles agentes

infectocontagiosos asociados a ellas:
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Especie

Microorganismos potencialmente transmitidos

Pulex irritans

Bartonella clarridgeiae (20)
Bartonella quintana (7, 15)
Bartonella rochalimae (11, 14, 20)

Bartonella vinsonii (20)
Rickettsia felis (8, 15, 20, 21)
Yersinia pestis (15)

Ctenocephalides felis

Bartonella quintana (6, 15)

Bartonella clarridgeiae (4, 5, 6, 11, 14, 18, 20, 30,
31)

Bartonella henselae (1, 2, 4, 5, 6, 11, 14, 15, 18, 30,
31, 33)

Bartonella koehlerae (6, 30, 32)

Bartonella rochalimae (20)
Rickettsia felis (1, 4, 5, 6, 7, 8, 13,
15, 16, 17, 18, 20, 21, 23, 25)
Yersinia pestis (10)

Ctenocephalides canis

Bartonella henselae (14, 34)
Rickettsia felis (3, 18, 26, 27)

Xenopsylla cheopis

Bartonella clarridgeiae (12)
Bartonella elizabethae (24, 30)
Bartonella grahamii (24)
Bartonella rattimassiliensis (24)
Bartonella rochalimae (24)

Bartonella tribocorum (24)
Coxiella burnetii (12)
Rickettsia typhi (12, 15, 22)
Rickettsia felis (29)
Yersinia pestis (3, 10, 15)

Nosopsyllus fasciatus

Bartonella spp. (18)

Echidnophaga
gallinacea

Bartonella clarridgeiae (12)
Rickettsia felis (20)

Tunga penetrans

Rickettsia felis (20)

Bartonella rochalimae (20)

Tabla 3. Citas de trabajos en los que se ha confirmado el papel vectorial de distintas especies de pulgas y agente infectocontagioso
que transmiten: 1. Shaw et al. (2004) 2. Finkelstein et al. (2002) 3. Bitam et al. (2006) 4. Tijsse-Klasen et al. (2011) 5. Kelly et al.
(2005) 6. Rolain et al. (2003) 7. Rolain et al. (2005) 8. Azad et al. (1997) 9. Gabriel et al. (2009) 10. Einsen et al. (2007) 11. Pérez-
Martinez et al. (2009) 12. Loftis et al. (2006) 13. Psaroulaki et al. (2006) 14. Marquez et al. (2009) 15. Brouqui y Raoult (2006) 16.
Marquez et al. (2002) 17. Oliveira et al. (2002) 18. Parola et al (2003) 19. Rolain et al. (2003). 20. Sackal et al. (2008). 21.
Mediannikov et al. (2012). 22. Azad (1990). 23. Schriefer et al. (1994). 24. Billeter et al. (2013). 25. Marquezet al. (2002). 26.
Horta et al. (2006). 27. Venzal et al. (2006). 28. Bitam et al. (2006). 29. Jiang et al. (2006). 30. Boulouis et al. (2005). 31. Chomel
et al. (2004). 32. Avidor et al. (2004). 33. Koehler et al. (1994). 34. Ishida et al. (2001).

En definitiva, los animales silvestres pueden ser reservorios naturales de

diversos agentes patdgenos, y las pulgas actuar como vectores entre estos, los animales

domeésticos y los seres humanos (Gabriel et al. 2009). Por ejemplo, el coyote (Canis

latrans) (Chang et al. 1999), el zorro gris (Urocyon cinereoargenteus) (Henn et al.

2006, 2007), el gato montés y el zorro rojo (Marquez et al. 2009), estan frecuentemente

parasitados por pulgas portadoras de diversas especies del género Bartonella. De hecho,

los carnivoros son el principal reservorio de dicha bacteria (Marquez et al. 2009),

pudiendo propagar la enfermedad a largas distancias (Wimsatt y Biggins 2009).

Ademas, los carnivoros generalistas, se alimentan frecuentemente de roedores (Fedriani

et al. 2000, Mukherjee et al. 2004), que recordemos que albergan el 74% de las especies

de pulgas de mamiferos existentes. Por lo tanto, los carnivoros silvestres pueden actuar

como “bioacumuladores”, ya que se sabe que frecuentemente pueden adquirir los
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ectoparasitos de sus presas como consecuencia de la actividad tréfica (Horak et al.2004,
Mohammad 2008, Vilcins et al.2008, Sev¢ik et al.2010), siendo imprescindible su

estudio como base para una mejor comprension de la epidemiologia de los diversos

agentes infectocontagiosos que pueden albergar y transmitir.

3.3. Cambios en la epidemiologia de agentes infectocontagiosos asociados a

carnivoros aléctonos

El incremento del comercio internacional de personas y animales en los Gltimos
afios ha multiplicado la prevalencia de enfermedades zoondsicas en todo el mundo
(Marano et al. 2007, Mavroidi 2008, Chaber et al. 2010). Asi, es probable que en el
pasado hayan surgido nuevas zoonosis sin poder extenderse desde el foco inicial; pero,
hoy en dia, el aumento exponencial de los viajes internacionales ha transformando la
epidemiologia de las enfermedades infectocontagiosas, pasando de ser emergencias de
ambito local o regional a ser emergencias a nivel mundial (Cunningham 2005). Por
ejemplo, los Estados Unidos son el mayor importador de fauna del mundo,
representando esta una fuente potencial zoonosis, siendo los canidos y félidos los que

presentan el mayor riesgo de albergar dichos patogenos (Pavlin et al. 2009).

Pero este incremento en la transmisién de patdgenos no solo causa brotes de
enfermedades humanas, sino que también amenaza a la ganaderia, el comercio, las
poblaciones de fauna autdctona y, en general, a la salud de los ecosistemas (Karesh et
al. 2005). Sirva como ejemplo la introduccion de depredadores y patdgenos,
particularmente en ambientes restringidos como islas y lagos, que han provocado la
extincion de numerosas especies (Diamond 1984, King 1984, Gill y Martinson 1991,
Groombridge 1992, Kaufman 1992, Fritts y Rodda 1998, Loope 1999, Dobson y

Foufopoulus 2001, Wikelski et al. 2004), sin que los agentes infectocontagiosos que
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fueron introducidos en estos ecosistemas hayan sido estudiados hasta hace poco (Altizer

et al. 2001).

En este sentido, los gatos domésticos han sido intencionalmente, o
accidentalmente, introducidos en diversos ambientes de muchas partes del mundo. De
hecho, este félido domeéstico es, probablemente, el carnivoro mas ampliamente
distribuido en el planeta (Liberg et al. 2000, Turner 2000, Abbott 2008). Hoy en dia, las
poblaciones de gatos se han expandido dramaticamente debido a su capacidad para
reproducirse prolificamente (Lee et al. 2014) y a que han conservado la capacidad de
cazar con eficiencia (Bradshaw 2006). Este éxito ha sido debido, ademas, a su
capacidad de vincularse temporalmente al hombre, pudiendo consumir alimentos
alternativos en torno a los asentamientos humanos durante los periodos de escasez de
alimentos en su medio natural (Fitzgerald 1988, Bradshaw et al. 1999). Este
comportamiento le convierte en una especie muy adaptable que es capaz de sobrevivir
en las condiciones mas inhdspitas (Courchamp et al. 2003), pudiendo alcanzar

densidades 100 veces mayores que los carnivoros nativos (Coleman et al. 1997).

Con estas premisas, la preocupacion sobre el potencial de los gatos asilvestrados
como reservorio y transmisor de agentes zoondsicos, se ha ido incrementando con el
paso del tiempo (Warfield y Gay 1986, August y Loar 1987, Hughes 1993, Yamaguchi
et al. 1995, Gross et al. 1996), hasta convertirse en un problema global (Nutter et al.
2004b, Slater 2007, Robertson 2008, Slater et al. 2008), ya que tanto la superpoblacion
humana a nivel mundial (Robertson 2008), como su estrecha relacion con el ser
humano, conlleva un riesgo significativo de transmision de agentes zoondsicos (Kumar
y Smith 2000, Macpherson 2005). Como hemos indicado anteriormente, hoy en dia son
muchos los estudios que han abordado los problemas de salud publica asociados a la

transmision de enfermedades zoondsicas; es el caso de la rabia, toxocariosis,
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leishmaniosis, toxoplasmosis, bartonelosis, criptosporidiosisy giardiasis en gatos
(Gordon et al. 2004, Nutter et al. 2004a, Afonso et al. 2006, Reperant et al. 2009, Maia
et al. 2008, Diakou et al. 2009, Deplazes et al. 2011). Pero los gatos no solo actldan
como reservorios y transmisores de diversos patdgenos, sino que también estan
frecuentemente parasitados por ectoparasitos vectores de agentes infectocontagiosos,
siendo las pulgas y garrapatas los parasitos artrépodos mas comunmente reconocidos
como vectores de enfermedades felinas, capaces a su vez de actuar como vectores para
el ser humano (Shaw et al. 2001). Concretamente, diversos estudios citan parasitaciones
mixtas por pulgas y garrapatas (Akucewich et al. 2002, Mendes-de-Almeida et al. 2011,
Capari et al. 2013), o prevalencias de hasta el 100% en pulgas (Changbunjong et al.

2009, Xhaxhiu et al. 2009) y de hasta el 40% en garrapatas (Shimada et al. 2003).

Actualmente, el gato doméstico esta reconocido internacionalmente como un
problema debido a su impacto negativo sobre la vida silvestre y el potencial de
transmitir enfermedades a personas y otros animales (Lee et al. 2014). Los gatos se han
introducido en cerca de 179.000 islas en las que no estaban presentes (Medina et al.
2011) y se considera una de las peores especies exdéticas invasoras del mundo (Lowe et
al. 2000, Lowe et al. 2004). Por todas estas razones, su estudio como carnivoro aldctono
es fundamental desde el punto de vista epidemioldgico, aportdndonos nuevos datos

respecto a su capacidad de transmision de patdgenos en nuevos ambientes.
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4.1. Aislamiento y caracterizacion de cepas ECVT en zorros

4.1.1. Area de estudio

Galicia, situada en el limite noroeste de la Peninsula Ibérica (42°52'50.1"N
8°32'40.8"W), se encuentra dividida en 4 provincias (La Corufia, Lugo, Orense y
Pontevedra). Cuenta con una superficie de 29.574 km?, y una poblacion de 2.797.653
habitantes, lo que le otorga una densidad de 94,6 hab./km?, siendo la séptima
Comunidad Autonoma con mayor extension de Espafia, y también la séptima con menor

densidad de habitantes por km? (IECA 2010).

Ademas, las explotaciones de bovino constituyen la base econémica, social y
territorial de la agricultura gallega (Véazquez et al. 2012), siendo la Comunidad
Auténoma espafiola con el porcentaje mas elevado de granjas, pequefias propiedades y
poblacion rural (Pérez et al. 2006), ya que tan solo el 2,21% del monte en Galicia
pertenece al Estado o a la Comunidad Auténoma (Conselleria do Medio Ambiente
2001); todo esto se traduce en que es una de las regiones con mayor superficie forestal
de Europa, s6lo superada por Finlandia y Suecia (UNECE/FAO 2000), siendo
clasificada por Copena y Simén (2014) como un territorio basicamente forestal, con
1.763.000 ha de esta clase de superficie, lo que representa cerca del 60% del territorio

gallego (Consejeria de Medio Rural 2005).

En lo que respecta a sus caracteristicas geoclimaticas, con una altitud media
relativamente baja (358 msnm), alcanza las mayores cotas en las zonas montafiosas
orientales y surorientales, donde alcanza los 2100 msnm, lo que posibilita que los
vientos dominantes del oeste extiendan la influencia oceénica atlantica a todo el
territorio (Membiela et al. 1991); este hecho la encuadra en la zona biogeogréafica de

clima atlantico europea, y concretamente dentro de la zona himeda (precipitaciones
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medias anuales 1531 1/m?2) de clima templado (temperatura media anual de 14,2°C) de la
Peninsula Ibérica (Rodriguez y Ramil-Rego 2008, Meteogalicia 2015). Dichas
caracteristicas son las que convierten al noroeste de la Peninsula Ibérica en una de las

regiones con mayor productividad forestal potencial de Europa (Junta de Galicia 2001).

En lo que respecta a la fauna, con tan solo el 5,9% de superficie del territorio
nacional, Galicia presenta un total de 331 especies de vertebrados, que supone mas de la
mitad (52%) de las presentes en Espafia. Este porcentaje alcanza el 65,4% vy el 59,5% en
el caso de los mamiferos y las aves, respectivamente. Con respecto al resto de CCAA, el
porcentaje total de vertebrados presentes en Galicia se encuentra por encima de la media

nacional (50,9%) (MAGRAMA 2012).

4.1.2. Animales muestreados

En los ultimos afios la Federacion Gallega de Caza ha venido organizando
anualmente unas jornadas de cinegéticas bajo el formato de campeonatos regionales de
caza de zorros. Dicha actividad se suele desarrollar durante los fines de semana
comprendidos entre los meses de noviembre y febrero, estando autorizada por la
Conselleria de Medio Ambiente, maximo 6rgano competente en materia de caza,
proteccion de especies silvestres y medio ambiente de la Comunidad Autonoma de

Galicia.

Para la realizacion del presente estudio, y en colaboracion con la Federacion
Gallega de Caza y con la Universidad de Santiago de Compostela, se han obtenido
muestras de los animales abatidos en dichas jornadas, no obteniéndose en ningun caso
muestras de zorros cazados de manera ilicita. El muestreo se realizd siempre a partir de
animales muertos, y nunca sobre animales vivos, de manera que se cumplid

escrupulosamente con las directrices indicadas por la Comisién de Bioética de la
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Universidad de Murcia y de la Universidad de Santiago de Compostela que establece el
Real Decreto 53/2013 del Ministerio de la Presidencia del Gobierno de Espafia por el
que se establecen las normas basicas aplicables para la proteccion de los animales

utilizados en experimentacion y otros fines cientificos.

Se muestrearon un total de 260 zorros en el &mbito de las batidas (septiembre
2009-febrero 2010) organizadas por la Federacion Gallega de Caza y legalmente
autorizadas por la Junta de Galicia, en 2 de las 4 provincias gallegas (Lugo y
Pontevedra). En la Tabla 4 se muestran los datos de los 260 zorros analizados en
referencia a fecha de captura, al area geografica, nimero de ejemplares muestreados, y

distribucion por sexo y edad.

Sexo Edad *
Fecha Provincia Numero Machos | Hembras | Juveniles | Adultos
Lugo 41 24 17 17 24
2009 Pontevedra 43 27 16 6 37
Lugo 122 67 55 40 82
2010 Pontevedra 54 27 27 29 25
2009-2010 Total 260 145 115 92 168

Tabla 4. Fecha, zona de captura, nimero de zorros, sexo y grupo de edad (*Para estimar la edad de los ejemplares hemos seguido
los criterios descritos por Giraudox et al. (2001) basados en el desarrollo y desgaste de las piezas dentarias).

4.1.3. Toma de muestras, cultivo, aislamiento y deteccion de cepas ECVT

La toma de muestras se llevd a cabo in situ el mismo dia de la batida, a medida
que las cuadrillas de caza llegaban a la zona de control veterinario. Las muestras fecales
se recogieron mediante hisopado rectal con medio de transporte Stuart y se llevaron al

laboratorio para su procesado en el plazo de 24-48 h de su recogida.
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Los hisopos se sembraron en agar MacConkey lactosa (L-MAC) (Oxoid) y en
agar MacConkey sorbitol (Oxoid), suplementado con cefixima (0,05 mg/l) y telurito de
potasio (2,5 mg/l) (CT-SMAC), incubandose a 37°C durante 18-24 h. A continuacion se
analizd6 mediante reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) el area de crecimiento
confluente para los genes vtl y vt2 (Mora et al. 2007). De las placas (L-MAC y/o CT-
SMAC) cuyos confluentes fueron positivos, se sembraron 10 colonias en agar triptona
de soja (TSA) (Cultimed; Panreac) e incubaron a 37°C durante 18-24 h. Las colonias
individuales sembradas en TSA se analizaron para los genes vtl, vt2 y eae utilizando los
cebadores que aparecen en la Tabla 5. Si no se detectaban colonias positivas para los
genes analizados entre las 10 primeras colonias, se repetia el proceso con al menos otras
10 colonias mas. De cada muestra con colonias positivas, se seleccionaron aquellas que
mostraban diferentes caracteristicas genéticas en términos de la presencia o ausencia de

genes de virulencia, y se almacenaron en caldo nutritivo (Cultimed; Panreac) con agar

nutritivo al 0,75% (Cultimed; Panreac) a temperatura ambiente para futuros analisis.

Gen Cebador Oligonucledtido (5°- 3") Tamafo | Temperatura Referencia

vtl VT1-F1 TCGCTGAATGTCATTCGCTCTGC 539 55 Mora et al. 2011
VT1-NR2 TCAGCAGTCATTACATAAGAAC

vt2 VT2 FITTTCTTCGGTATCCTATTCCC 358 55 Mora et al. 2011
VT2 F2 TGTCTTCAGCATCTTATGCAG
VT2 R CTGCTGTCCGTTGTCATGGAA

eae EAE- V3F CATTGATCAGGATTTTTCTGGT 510 55 Mora et al. 2011
EAE-MBR TCCAGAATAATATTGTTATTACG

wzx-wzy 026 | wzx-wzy O26F AAATTAGAAGCGCGTTCATC 532 60 Durso et al. 2005
wzx-wzy O26R CCCAGCAAGCCAATTATGACT

0157 rfbE 0157-AF AAGATTGCGCTGAAGCCTTTG 497 55 Desmarchelier et al. 1998
0157-AR CATTGGCATCGTGTGGACAG

fliC-H7 H7-F GCGCTGTCGAGTTCTATCGAGC 625 55 Gannon et al. 1997
H7-R CAACGGTGACTTTATCGCCATTCC

fliC-H8 H8-F TAACAGCGCAAAAGACGATG 393 58 Mora et al. 2012
H8-R CCGAGAAGTTTTCGCATCAAT

fliC-H11 fliCRH11-1 ACTGTTAACGTAGATAGC 248 54 Durso et al. 2005
fiCRH11-2 TCAATTTCTGCAGAATATAC

fliC-H21 H21-F GGCGATTGCTAACCGTTTTA 549-556 58 Mora et al. 2012
H21-R CGTAAGTGAACCATCCGCAG

fliC-H28 H28-F ACGAAATCAAATCCCGTCTG 856 66 Mora et al. 2012
H28-R GCCGATTGAAGAGACTCAGC

Tabla 5.Cebadores utilizados para la deteccién y caracterizacion de las cepas ECVT. Tamafio (bp). Temperatura (°C).
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4.1.4. Tipificacion de antigenos O y H

La determinacion de los antigenos O y H se realiz6 siguiendo el método descrito
por Guinée et al. (1981), empleando para ello los antisueros O (O1 a 0185) y H (H1 a
H56).Cuando no habia reaccién con los antisueros H, las cepas se clasificaron como "no
tipables” (HNT), y las no moviles se clasificaron como (HNM). Para detectar la
presencia de los genes flagelares H8, H11, H21, y H28 en las cepas HNM se utilizaron
los cebadores que aparecen en la Tabla 5, clasificandose como ([H]) aquellos que
resultaron positivos. También fueron confirmadas mediante PCR las cepas O26:H11y

O157:H7.

4.1.5. Clasificacion de los seropatotipos

De acuerdo con los serotipos determinados, a las cepas ECVT aisladas se les
asignod unseropatotipo (A a E) de acuerdo con la clasificacion de Karmali et al. (2003),
y en base a los datos delos trabajos de Coombes et al. (2008), Girardeau et al. (2005) y

Hussein (2007), y de la propia informacion de la coleccién de cepas ECVT-USC.

4.1.6. Analisis filogenético

Las cepas aisladas fueron clasificadas segin uno de los cuatro principales grupos
filogenéticos de E. coli (A, B1, B2, y D) mediante el uso de PCR multiple (Clermont et

al. 2000).

4.1.7. Clasificacion de los subtipos de verotoxinas

Los subtipos vt fueron determinados mediante PCR multiple siguiendo el
protocolo recomendado por el European Union Reference Laboratory VTEC (EU-

RLhttp://www.iss.it/vtec/) (EU-RL 2013, Feng et al. 2011).
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4.1.8. Tipificado de la intimina

El gen eae que codifica la intimina fue amplificado mediante PCR y secuenciado

siguiendo el protocolo descrito previamente (Blanco et al. 2005, Mora et al. 2009).

4.1.9. Electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE)

Se utiliz6 la PFGE para resolver los perfiles de macrorrestricciéon de las cepas
ECVT aisladas siguiendo el protocolo descrito por Mora el at. (2009). Los perfiles
obtenidos fueron analizados con el software “BioNumerics fingerprinting”(Applied
Maths, St-Martens-Latem, Belgium) y comparados con otras cepas ECVT de la base de
datos del LREC-USC, para generar dendrogramasmediante el algoritmo UPGMA
(Unweighted Pair Group Method using Arithmetic averages) , basado en el coeficiente

de similitud Dice con una tolerancia de posicion de banda del 1,0%.

4.1.10. Analisis estadistico

Para los anélisis estadisticos utilizamos el test de Fisher con un valor de p< 0,05

para indicar una diferencia significativa.

4.2. Trichinella spp.

4.2.1. Area de estudio

Nuestro estudio sobre la presencia de Trichinella spp se centra de nuevo en la
Comunidad Autonoma de Galicia, por lo que las caracteristicas geoclimaticas,

socioecondmicas y bioldgicas son las mismas que las descritas en el apartado anterior.
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4.2.2. Animales muestreados

Para el estudio de la presencia de Trichinella spp. en los principales carnivoros
silvestres del noroeste peninsular se obtuvieron muestras de lobos y zorros provenientes

de distintas zonas del territorio gallego.

Concretamente, en lo que respecta al zorro, es considerado como especie
cinegetica dada su abundancia y amplia distribucién en todo el territorio, por lo que la
Consejeria de Medio Ambiente, maximo dérgano competente en materia de caza,
proteccion de especies silvestres y medio ambiente de la Comunidad Auténoma de
Galicia, autoriza batidas anuales en forma de campeonatos de caza; los campeonatos
son organizados durante los meses de noviembre a febrero por la Federacion Gallega de

Caza, tal y como se ha mencionado anteriormente.

La mayor parte de las muestras se obtuvieron de los zorros abatidos en dichas
jornadas. Solo un pequefio nimero de los animales muestreados (<2%) procedié de los
centros de recuperacién de fauna silvestre (CRFS) dependientes de la Direccion General
de Conservacion de la Naturaleza de la Consejeria de Medio Ambiente, Territorio e
Infraestructuras de la Junta de Galicia, tratindose de animales que ingresaron muertos o
fallecieron durante su estancia en los CRFS. Tal y como se ha indicado también en el
apartado del estudio de E. coli, el muestreo se realizd siempre a partir de animales
muertos, y nunca sobre animales vivos, de manera que se cumplieron escrupulosamente
las directrices indicadas por la Comision de Bioética de la Universidad de Murcia y de

la Universidad de Santiago de Compostela.

El numero final de ejemplares muestreados fue de 1196, provenientes de Lugo
(661), Pontevedra (262), La Corufia (206) y Orense (67); el 56,5 % de estos fueron

machos (43,5 % hembras) y el 35,2 % juveniles (64,8 % adultos) (Tabla 6).
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Provincia NUmero % Sexo % Edad %
Lugo 661 55,3 Machos Juveniles
Pontevedra 262 21,9 676 56,5 421 35,2
La Corufia 206 17,2 Hembras Adultos
Orense 67 5,6 520 435 775 64,8
Total 1196 100 1196 100 1196 100

Tabla 6. Zona de captura, nimero, sexo y grupo de edad de los ejemplares muestreados.

Con respecto a las muestras procedentes de lobos, hay que tener en
consideracion que la especie es considerada de interés comunitario por la Directiva
Habitat de la CE 92/43, estando bajo proteccion estricta al sur del rio Duero, pero es
considerada como especie cinegeética al norte (Anexo V), siendo las cuotas de caza

establecidas anualmente por las correspondientes comunidades autdbnomas.

La mayor parte de las muestras de nuestro estudio procedieron de los CRFS
gallegos, tratandose igualmente de ejemplares que ingresaron muertos o que fallecieron
durante la estancia en los mismos; tan solo el 5% (5/100) de los lobos procedieron de
batidas legales organizadas para el control de dafios a la ganaderia. Finalmente se
muestrearon 100 ejemplares procedentes de Lugo (42%), La Coruiia (35%), Pontevedra
(20%) y Orense (3%), con una sex ratio 1:1, y una distribucion parecida entre juveniles

y adultos (43/57) (Tabla 7).

Provincia Ndmero % Sexo % Edad %
Lugo 42 42 Machos Juveniles
Coruia 35 35 50 50 43 43
Pontevedra 20 20 Hembras Adultos
Orense 3 3 50 50 57 57
Total 100 100 100 100 100 100
Tabla 7. Zona de captura, nimeros, sexo y grupo de edad de los ejemplares muestreados.
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4.2.3. Toma de muestras

Los muestreos llevados a cabo en los ejemplares procedentes de los
campeonatos de caza se realizaban “in situ” una vez recopilados de manera individual

los siguientes datos:

Origen Campeonato cinegético-CRFS

Fecha Muerte-Muestreo

Localizacion Georeferencia

Sexo Macho-Hembra

Edad Juvenil-Adulto

Muestras Diafragma/Masetero/Lengua/Extremidad toracica

Tabla 8. Identificacion de los ejemplares estudiados y muestras musculares recogidas para | deteccion de larvas de

Trichinella spp.

Una vez identificado el animal, se procedié a la toma de muestras de los
musculos de preferencia para la localizacion del parasito (pilares del diafragma, lengua,
masetero o los flexores y extensores de la porcion distal de la extremidad toracica), se
almacenaron individualmente y se mantuvieron en refrigeracion hasta su llegada al
laboratorio de la Facultad de Veterinaria de Lugo; las muestras se mantuvieron
refrigeradas a 4°C si el andlisis se iba a realizar en un periodo inferior a 5 dias desde la
muerte del animal, o se congelaban a -20°C si el plazo era superior o si se iban a remitir

a la Facultad de Veterinaria de Universidad de Murcia para su posterior analisis.

En el caso de las muestras remitidas desde alguno de los CRFS, estas se
identificaban individualmente y se mantuvieron refrigeradas o se congelaban, al igual

que en el caso anterior, en funcion de cuando se fuese a realizar su analisis.

En lo referente a la calidad de las muestras, no se han tenido en cuenta aquellas

qgue no cumpliesen escrupulosamente las recomendaciones de la “Comisién
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Internacional de Triquinelosis” (ICT); todas debian tener un peso superior a 50 g y
debian proceder de musculos esqueléticos predilectos para la deteccion de las larvas de

Trichinella spp., preferentemente una porcion de cada zona (Gamble et al. 2000).

Para el andlisis de las muestras, se utiliz6 el método oficial de referencia
regulado por el Reglamento de Ejecucion (UE) 1375/2015 de la Comision de 10 de
agosto de 2015, para la digestion artificial de muestras colectivas. En concreto, el

protocolo seguido para cada muestra fue el siguiente:

- En primer lugar se retiraron los restos de material, organico o inorganico, que
pudieran influir en la digestion de las muestras (restos de pelo, grasa, tierra, etc.).

- Para realizar la digestion colectiva se pesaron 20 g de cada muestra de carnivoro
hasta completar 100 g, procedentes de 5 individuos, en un contenedor estéril; el
resto de las muestras se conservd para repetir la prueba en caso de ser necesario.

- La mezcla se homogeneizd en una picadora automatica, se afiadieron 10 g de
pepsina (1/10.000 NF - DINKO®) y se diluyd en un vaso de precipitado en el que
previamente se habian calentado 2 litros de agua, junto con 16 ml de &cido
clorhidrico (25%), a una temperatura de 47°C. Se mantuvo a dicha temperatura en
agitacion continua, con ayuda de un agitador imantado, durante 30 minutos; si se
detectaban fragmentos de musculatura sin digerir se mantenia 15 minutos
adicionales en agitacion.

- Tras la digestion se filtrd el contenido a través de un tamiz de 180 micras y se dejé
reposar durante 30 minutos en un embudo de decantacion, se recogieron 40 ml en un
decantador de cristal graduado, y se dejé reposar otros 10 minutos para que el
contenido se separe de nuevo.

- A continuacion se retiré con de una pipeta de cristal 30 ml de sobrenadante, y se

recogieron los 10 ml restantes en una cubeta de fondo cuadriculado, junto a otros 10
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ml de agua que se utilizaron para limpiar los restos del embudo; empleamos un
estéreomicroscopio a 40x para detectar la presencia de larvas de Trichinella spp.

- En el caso de detectarse larvas se procedio a repetir la digestiéon individual de cada
una de las muestras que formaban parte del pool de digestion positivo; en este caso,
se utiliz6 la mitad de agua (1 litro), pepsina (5 g) y acido clorhidrico (8 ml).

- Una vez aisladas las larvas de Trichinella spp. de los individuos positivos, se
pasaron a una camara de Favatti para su aislamiento. Para ello, con la ayuda de un
microscopio (10x aumentos), se recogieron las larvas con ayuda de una pipeta
Pasteur de cristal y se pasaron a un tubo conico de centrifuga de 15 ml, se afiadieron
10 ml de agua destilada y se dejé reposar 20 minutos; a continuacion se eliming el
sobrenadante y se deposito el sedimento en un tubo Eppendorf de 1,5 ml. Por ultimo
para limpiar y conservar las larvas, se afiadio etanol absoluto hasta el borde, se dejo
reposar 10 minutos y se deseché el sobrenadante para volver a enrasar con etanol
puro. Los Eppendorf correctamente identificados se precintaron con parafilm y se
remitieron al Centro de Referencia Internacional de Trichinella del Instituto
Superior de Sanidad de Roma para su identificacion mediante técnicas moleculares

segun el protocolo de Pozio y La Rosa (2003).

4.3. Ectoparasitos vectores en carnivoros autoctonos

4.3.1 Area de estudio

En el caso del area de estudio de los ectoparasitos presentes en zorros, también

se llevé a cabo en el territorio de la Comunidad Autbnoma de Galicia.
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4.3.2. Animales muestreados

Al igual que en el caso del estudio de E. coli, los ejemplares muestreados fueron
zorros provenientes de las competiciones cinegéticas organizadas por la Federacion
Gallega de Caza, manteniéndose las mismas premisas legales y bioéticas que en los

casos anteriores.

En total, durante los meses de enero y febrero del afio 2010, se muestrearon 224
zorros procedentes de Galicia, concretamente, 166 capturados en la provincia de Lugo
y 58 en Pontevedra. Los datos referentes a nimero de ejemplares muestreados, sexo,

grupo de edad y zona de captura aparecen reflejados en la Tabla 9.

Provincia NUmero % Sexo NUmero % Edad NUmero %
Lugo 166 74,1 Machos 122 54,5 Juveniles 90 40
Pontevedra 58 25,9 Hembras 102 45,5 Adultos 134 60
Total 224 100 Total 224 100 Total 224 100

Tabla 9. Zona de captura, nimero de zorros, sexo y grupo de edad de los ejemplares muestreados.

4.3.3. Recoleccion de ectoparasitos

La toma de muestras se llevo a cabo “in situ” el mismo dia del campeonato,
conforme las cuadrillas de caza llegaban a la zona de control veterinario, de forma que
transcurriese el menor tiempo posible entre que el animal era abatidos y se iniciaba la
toma de muestras; dicho tiempo siempre fue inferior a 5 horas, ya que los participantes
debian cazar y entregar las presas en el punto de control entre las 9 de la mafiana y las 2

de la tarde.

En el caso concreto de la recoleccion de las garrapatas, se examino con especial

atencion la cabeza, las orejas, el cuello, el perineo, la base de la cola, las axilas, vientre
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e ingles (Estrada-Pefia 2004b). Una vez detectada la presencia de garrapatas, el
siguiente paso fue separarlas de la piel del hospedador. La operacion fue llevada a cabo
con sumo cuidado para que no se rompiera el capitulo y, de esta forma, obtener
individuos integros en los que resultara factible su correcta identificaciéon. El
procedimiento consistié en sujetar la garrapata de la porcién del capitulo, lo mas cerca
posible de la piel, y a continuacion se extraia mediante traccion-rotacion, utilizando

unas pinzas metalicas de punta roma.

Tras la extraccion de las garrapatas detectadas en cada animal, se procedié a
conservarlas en etanol al 70% (Manilla 1998). El conjunto de ejemplares de un mismo
animal fueron conservados en un frasco de cristal de 25 ml con tapon de rosca,
debidamente etiquetados y sellados con parafilm (Estrada-Pefia et al. 2004b). En cada
bote se fijaron dos etiquetas, una fuera del bote de cristal y otra en el tapon; en ambas
etiquetas se anotd, con lapiz, el nimero de identificacion del individuo. De cada

individuo se anotaba la siguiente informacion:

Origen Campeonato cinegético-CRFS
Fecha Muestreo

Localizacion Georeferencia

Sexo Macho-Hembra

Edad Juvenil-Adulto

Tabla 10. Identificacion de los ejemplares de zorros estudiados (origen, fecha, localizacion, secoy grupo de edad).

Debidamente conservadas e identificadas, las garrapatas fueron remitidas al
laboratorio de la Unidad de Enfermedades Parasitarias del Departamento de Sanidad
Animal de la Universidad de Murcia, donde se procedi6 a la identificacion de cada uno

de los especimenes obtenidos.

69



Material y Métodos

El primer paso en la identificacion de las garrapatas fue lavar los ejemplares.
Cada garrapata fue depositada sobre una placa de Petri con una solucion acuosa de
hidréxido potésico al 5% durante 5-10 minutos en agitacion horizontal, retirdndose
posteriormente el exceso de liquido depositandolas sobre papel absorbente (Walker et
al. 2003). Es habitual que las garrapatas, sobre todo las especies de palpos cortos, lleven
adherido un tapon de cemento, que dificulta la identificacién; para quitarlo, se recurrid
al empleo de dos férceps muy finos, manipulando con cuidado la garrapata bajo un

estéreomicroscopio a 40x (Estrada-Pefia et al.2004).

La identificacibn de las garrapatas se realiz6 con la ayuda de un
estereomicroscopio a 40x, siguiendo los criterios morfométricos de Gil-Collado et al.
(1979), Marquez et al. (1992), Travassos (1994), Manilla (1998), Bouattour (2001),

Walker et al. (2003) y Estrada-Pefia et al. (2004).

La deteccion y toma de muestras de las pulgas, al igual que en el caso de las
garrapatas, se realizo “in situ” conforme los cadaveres iban llegando al punto de control

veterinario.

Una vez localizadas las pulgas, y con la ayuda de un nebulizador con etanol al
70%, se humedecia la zona para reducir el movimiento de estos ectoparasitos. Con las
mismas pinzas de punta roma utilizadas para la extraccion de garrapatas, se procedia a
recoger las pulgas, sin ejercer una excesiva presion para evitar su rotura o deformacion

y, con ello, facilitar la posterior identificacion del ejemplar.

Para la conservacion y almacenamiento de las pulgas se utilizaron los mismos

protocolos que en el caso de las garrapatas (Soulsby 1987, Estrada-Pefia et al. 2004).

Las pulgas fueron debidamente conservadas en botes, al igual que las garrapatas,

y remitidas al laboratorio de la Unidad de Enfermedades Parasitarias del Departamento
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de Sanidad Animal de la Universidad de Murcia, donde se procedi6 a la identificacién

de cada una de las pulgas obtenidas.

Para su identificacién, las pulgas se enjuagaron en agua y se sumergieron en
hidroxido de potasio (KOH) al 5% atemperado durante 10-15 minutos. Posteriormente,
las pulgas se transfirieron a una combinacién de alcohol y &cido clorhidrico (35%)
durante 5 minutos para ajustar el pH y, seguidamente, fueron sometidas a un proceso de
deshidratacion mediante pases seriados en etanol a concentracion creciente (50, 60, 70,
80, 90, 95 y 100%), durante 5 minutos cada inmersion. Por ultimo, las pulgas se
aclararon con xileno durante 5 minutos, y se montaron entre porta y cubreobjetos con
una gota de DPX, que es un medio de montaje anhidro para microscopia, evitando el
secado y deterioro de los ejemplares (Jittapalapong et al. 2008). Para la identificacion
de las especies de pulgas se utilizd un microscopio a 40x y las claves de Hopkins y

Rothschild (1953) y Beaucournu y Launay (1990).

4.4. Ectoparasitos vectores en carnivoros aléctonos

4.4.1 Area de estudio

La isla de Corvo, situada en el archipiélago de las Azores, se encuentra a mitad
de camino de los continentes europeo y americano (UTM Aeropuerto: 39.67150116,-
31.11359978) (Figura 7), y presenta una superficie 17kmz, lo que la convierte en la isla

mas pequefia y occidental del archipiélago.
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Figura 7. Localizacion de la isla de Corvo, archipiélago de las Azores (Portugal).

Su origen volcanico dio lugar a una geografia dominada por un gran crater
central, de 3,5 km de perimetro y una elevacion méxima de 718 m, rodeado de
escarpados acantilados rocosos en la mayor parte de la isla. El habitat predominante de
Corvo son los pastos con pequefias areas de cultivo; la cubierta vegetal nativa se reduce
a manchas en los acantilados y otras zonas inaccesibles de la isla, ya que las principales

actividades economicas son la ganaderia, vacuno principalmente, y la agricultura.

El clima, con clara influencia atlantica, se caracteriza por un periodo estival
moderadamente calido y soleado (temperatura media de 17,6°C) y otro invernal
(temperatura media de 14°C), con lluvias frecuentes (precipitacion media anual de
915,7 ml/m?2) y vientos fuertes (velocidad media de 19 km/h) (Hervias et al. 2013). La
isla fue colonizada en 1558 por los portugueses (Chagas y Matos 1989), siendo
permanente ocupada desde 1580 (Branco et al. 2008), existiendo en la actualidad un
Unico asentamiento humano (Vila de Corvo), con 437 habitantes, localizado en una

planicie de escasa altitud en el extremo sur de la isla.
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Gracias a las pequefias dimensiones y al aislamiento geogréafico de la isla, la
fauna se encuentra perfectamente catalogada. En lo que respecta a los vertebrados
autoctonos, existen dos especies de mamiferos quirdpteros (Nyctalus azoreum y
Pipistrellus spp.) (Rainho et al. 2002, Salgueiro et al. 2007) y 23 de aves, 16 especies
terrestres o dulciacuicolas (Anas platyrhynchos, Carduelis carduelis, Columba livia,
Columba palumbus, Coturnix coturnix, Fringilla coelebs, Gallinago gallinago,
Gallinula chloropus, Larusmi chahellis, Motacilla cinerea, Passer domesticus,
Scolopax rusticola, Serinus canaria, Sturnus vulgaris, Sylvia atricapilla y Turdus
merula) y 7 marinas (Calonectris diomedea, Puffinus assimilis, Puffinus puffinus,
Oceanodroma castro, Oceanodroma monteiroi, Sterna dougallii y Sterna hirundo) (Le

Grand 1983, Monteiro et al. 1996, Rodebrand 2011).

La introduccion de especies exoticas, ratas (Rattus rattus), ratones (Mus
domesticus), cabras (Capra aegagrus) y ovejas (Ovis aries), comenzd durante el
periodo de colonizacion (1558), siendo los gatos domésticos (Felis catus) introducidos
con posterioridad (1717), con el fin de controlar las poblaciones de roedores (Fructuoso
1591, Chagas y Matos 1989). En la actualidad los roedores se distribuyen,
principalmente, en las areas inferiores a los 250 m de altitud, mientras que cabras y
ovejas se distribuyen mayoritariamente por las zonas altas de los acantilados situados en
la vertiente oeste de la isla (Hervias et al. 2012). Con respecto a los gatos domésticos
que, como hemos indicado, fueron liberados intencionalmente para controlar las
poblaciones de roedores en las tierras de pastoreo, forman poblaciones asilvestradas que
actualmente viven sin control alguno, localizandose las mayores densidades en las zonas
bajas de la isla; en 2011, usando camaras trampa y técnicas de captura-recaptura, se

estimo que existian 163 gatos asilvestrados (Oppel et al. 2012).
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4.4.2. Animales muestreados

En nuestro estudio, la investigacion se basé en la poblacion de gatos
asilvestrados de la isla de Corvo. Pero, antes de entrar en detalles, debemos explicar
brevemente el ambito en el que fueron muestreados dichos carnivoros. Su estudio esta
directamente relacionado con el proyecto LIFE NAT/P/000649, que se basa en la
poblacién de pardelas de las Azores. Esta especie de ave es una de las especies
autoctonas emblematicas de la isla de Corvo, pues constituye el 70% de la poblacién
mundial, con entre 30.000 y 70.000 parejas reproductoras (Monteiro et al. 1996), siendo
el numero de individuos en Corvo relativamente mayor que en cualquier otra isla del
archipiélago (Furness et al. 2000); sin embargo, sus poblaciones se estan viendo
afectadas en todas las islas Azores por la depredacion de mamiferos introducidos
(Fontaine et al. 2011), estimandose que, en el caso de Corvo, esta alcanza el 81%
(Hervias et al. 2012), razon por la cual se puso en marcha el proyecto LIFE
(NAT/P/000649). Dicho proyecto, denominado “Islas Santuario para las aves marinas”,
se llevd a cabo en la isla de Corvo entre los afios 2009-2012, y tuvo como objetivo
investigar la viabilidad de un programa de erradicacion de mamiferos exoticos en estado
silvestre, dirigido a la proteccion de las especies nativas de aves marinas nidificantes en
la isla. Con este motivo se llevd a cabo un programa de captura, esterilizacion y
liberacion de gatos asilvestrados, aprovechando dichas actuaciones para conocer el

estado sanitario de los animales capturados.

Para la captura de los individuos analizados se utilizaron dos trampas modelo
Eezicatch y cuatro de tipo Eeziset. Las trampas se instalaron todas las noches durante
los meses de julio y agosto de 2010, seleccionandose las zonas mas frecuentadas por los
gatos (Oppel et al. 2012). Las trampas se cebaban con pescado al anochecer, siendo

revisadas al dia siguiente por la mafiana temprano.
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Una vez capturados los gatos, se les administraba una combinacion de ketamina
(4 mg/kg), butorfanol (0,3 mg/kg) y medetomidina (0,04 mg/kg) por via intramuscular
en una sola inyeccion (Laredo et al. 2001) como parte del protocolo anestésico para
llevar a cabo la esterilizacion de los animales, tanto machos (vasectomia) como hembras
(ligadura de oviducto). Todos los gatos recibieron por via intramuscular atipamezol
(0,15 mg/kg) como antagonista anestésico para conseguir una recuperacion rapida y
suave (Belda et al. 2005). Para evitar la recaptura de individuos ya esterilizados, y antes
de su liberacion, los gatos fueron marcados mediante la ablacién de 1/3 del pabelldn
auricular externo de la oreja izquierda (Cuffe et al. 1983). El Consejo Europeo para la
Proteccion de los Animales de Compafiia, en su articulo 10 (European Convention for
the Protection of Pet Animals 1987), prohibe el corte de orejas por razones no sanitarias
pero, sin embargo, autoriza dicha préactica cuando conlleve un beneficio para el animal;
en nuestro caso dicho procedimiento permitié la identificacion de los individuos ya
esterilizados, evitandose de esta manera repetir procedimientos anestésicos y

quirdrgicos de manera innecesaria.

4.4.3. Recoleccion de ectoparasitos

Una vez los gatos fueron anestesiados, y para comprobar la presencia de

ectoparasitos, se procedio al examen visual exhaustivo de todo el cuerpo.

A partir de este momento, para la recoleccién, conservacion e identificacion de
garrapatas se repiti6 el mismo protocolo que se ha descrito en el caso de los

ectoparasitos procedentes de los zorros de Galicia.

Para la recogida de pulgas, al igual que en el caso de las garrapatas, se
aprovecho el protocolo anestésico llevado a cabo para la esterilizacion los animales. En

este caso se humedecia la zona donde se detectaban pulgas con un nebulizador y etanol
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al 70% para reducir el movimiento del parésito, para posteriormente examinar la piel
cuidadosamente utilizandose un peine de liendres para una extraccién mas efectiva de
pulgas (Razmjo et al. 2013). En el resto de los pasos seguidos para la conservacion e
identificacion de estos parasitos, de nuevo seguimos los mismos protocolos que han

sido descritos en el apartado de los ectoparasitos de los zorros gallegos.

4.4.4. Analisis genetico de los gatos muestreados

Existen referencias que indican que los gatos fueron introducidos por el hombre
en la isla de Corvo antes de 1717 (Oppel et al. 2012), pero no existe ningin dato
fidedigno que mencione el numero original de animales que llegaron a la Isla; en base a
la bibliografia consultada, se sabe que existe una estrecha relacion entre el niUmero de
individuos introducidos en nuevos entornos y las cargas de ectoparasitos que estos
presentan (Cornell y Hawkins 1993, Mitchell y Power 2003, Torchin y Mitchell 2004,
Torchin et al. 2003, MacLeod et al. 2010). Teniendo en cuenta esta relacion, y con el
objetivo intentar interpretar los resultados de nuestro estudio, nos propusimos conocer
el nimero inicial de individuos que pudo dar origen a la poblacion actual de gatos
asilvestrados de Corvo; para ello, se utilizaron las muestras de piel procedentes del
pabellon auricular externo de los 48 ejemplares capturados y marcados durante el

proyecto.

Las biopsias fueron conservadas en etanol absoluto para preservar el material
genético, utilizdndose para la extraccion del ADN el kit Chelex® (Walshet al. 1991).
Posteriormente se llevd a cabo la amplificacion del ADN mitocondrial mediante PCR
utilizando una adaptacion del protocolo disefiado por Driscollet al. (2007). EI ADN
gendémico de 50 ng se someti6 a amplificacion por PCR, con concentracion final de 400

nM para cada cebador, en 1,5 mM de MgCI2 con KAPA Tagq ADN polimerasa
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(KapaBiosystems Inc.  Wilmington, MA). Los cebadores CD-ND56-F1C
(AACRTGGCTTTTTCAACTTTTA) y CD-ND56-R5B
(GTGCATGTACCAYATTGAGAA) se utilizaron en una PCR con un ciclo inicial a
95° C durante 3 minutos y 35 ciclos a 94° C durante 45 segundos, seguido de 30
segundos a 58° C, 45 segundos a 72° C y un ciclo final de 10 minutos a 72° C. El
producto de la PCR fue revisado mediante electroforesis en gel de agarosa, y
posteriormente purificado y secuenciado mediante Macrogen Inc. (Seul, Corea). Las
secuencias se obtuvieron mediante Aligming y GENIOUS v5 (Drummondet al. 2010).
Por altimo, las secuencias fueron alineados en CLUSTALW 2.0 (Larkin et al. 2007) y

los haplotipos fueron identificados mediante TCS 1,21 (Clemente et al. 2000).
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Resultados y Discusion

5.1. Seropatotipos, filogrupos y genes de virulencia de las cepas ECVT

aisladas de zorros

Con el objetivo de investigar la presencia de cepas de E. coli verotoxigénicas
(ECVT) en las poblaciones de zorro gallegas, una de las especies de fauna silvestre que
méas ha incrementado sus poblaciones en Europa en los ultimos afios, sobre todo en
zonas urbanas y periurbanas, asi como para analizar el riesgo epidemioldgico que dichas
poblaciones silvestres pueden representar para otras especies silvestres, el ganado
doméstico y para el propio ser humano, entre los afios 2009 y 2010 se analizaron un
total de 260 muestras fecales de zorros (1 muestra por animal) mediante cultivo
selectivo para E. coli y PCR sobre el crecimiento confluente de dichos cultivos
utilizando cebadores especificos de los genes vtl y vt2. De aquellos cultivos positivos se
localizaron colonias individuales mediante el mismo procedimiento y, posteriormente se

completo su caracterizacion feno- y genotipica.

El andlisis de confluentes mediante PCR mostré que 16 de los 260 zorros
muestreados (6,1%) eran positivos para los genes codificadores de las verotoxinas. De
esos 16 confluentes positivos, se recuperaron colonias ECVT de 5 muestras de zorros
(1,9%; 5/260) con un total de 6 colonias ECVT diferentes. La caracterizacion de las 6
cepas ECVT aisladas de zorros revelé que pertenecian a 6 serotipos (O5:HNM,
O9[H21], 098:[H21], O146:[H21], ONT:H16, O177:H11) y a 2 grupos filogenéticos (3
cepas al filogrupo A y 3 cepas al filogrupo B1). De acuerdo con la clasificacion de
Karmali (2003), las cepas aisladas pertenecieron a 3 seropatotipos: seropatotipo C
asociado a SUH (1 cepa O5:HNM), seropatotipo D asociado a diarrea(1 cepa O9[H21],
1 cepa 098:[H21], 1 cepa O146:[H21]) y seropatotipo E no asociado a patologia
humana (1 cepa O177:H11). El tipado y subtipado de verotoxinas revel6 que 2 cepas

eran vtl (2 del subtipo vtla), 3 cepas vt2 (1 del subtipo vt2a, 1 del subtipo vt2e y 1 del
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subtipo vt2g) y 1 cepa vtlvt2 (subtipos vtlcvt2b). Por dltimo, 3 de las 6 cepas ECVT
aisladas de zorros eran portadoras del gen eae, cuyo subtipado revel 2 subtipos de

intiminas (f, {1) (Tabla 11).

Seropatotipo | Serotipo (n°cepas) | Filogrupo | Tipado de genes

C O5:HNM (1) A vtlaeae-p1

D 09[H21] (1) A vt2e
098:[H21] (1) B1 vtlaeae-Cl
0146:[H21] (1) B1 vtic vt2b
ONT:H16 (1) A vt2g

E O177:H11 (1) B1 vt2aeae-B1

Tabla 11. Caracterizacion de las 6 cepas ECVT aisladas de zorros en el presente estudio.

Tres de las 6 cepas ECVT aisladas de zorros en este estudio (O5:HNM,
098:[H21] y 0146:[H21]) mostraban perfiles genéticos similares a otras cepas ECVT
de patologia humana de la coleccion del Laboratorio de Referencia E. coli de la
Universidad de Santiago de Compostela (LREC-USC); portando 2 de las cepas el gen
eae responsable de la lesion de adhesion y borrado; ademas, 4 cepas portaban subtipos
vt asociados con patologia humana (vtla, vtlc, vt2a, vt2b) (Friedrich et al. 2003, Jelacic
et al. 2003, Bielaszewska et al. 2013). Al comparar los perfiles de macrorrestriccion de
4 de las 6 cepas ECVT (2 sufrieron autodigestion) mediante PFGE se observo una alta
diversidad genética, en correlacion con la heterogeneidad de serotipos y perfil de genes

de virulencia (Figura 8).

Dice (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE-Xbal PFGE-Xbal
60 70 B0 90 100
IS IS I T |
sad Z-108a 098:[H21] B1 2009 Pontevedra Fox vila eae-g1
534 § | ll' ' Z-237 O5:HNM A 2010  Lugo Fox  wifaeaeBl
: 3 ' I Z-167a  O9[H21] A 2009 Lugo Fox w2e
| i1 Z215a  O148:H21 B1 2010 Pontevedra  Fox  wifcvizb

Figura 8. Dendrograma de los perfiles de PFGE de 4 cepas ECVT aisladas de zorros del presente estudio. A la derecha del
dendrograma figuran los codigos de cepa, serotipos, grupos filogenéticos, afio de aislamiento, origen geografico, y genes de
virulencia.
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Y al comparar sus perfiles de macrorrestriccion, la cepa O5:HNM aislada de
zorro formd un cluster de identidad 89,5% con una cepa de origen humano y una cepa

aislada de carne de vacuno (Figura 9).

Dice (Tol 1.0%-1.0%) {H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]

PFGE-Xbal PFGE-Xbal
IH42935/07a 076:H19 B1 2007 Human sbric
VTH-80 076:H19 B1 1998 Human sixlc
XA-22b O76:H19__ Bl 2009  Wild boar sixic
IH13541/08a 075:[H8] B1 2008 Human stxic six2b
IH56837/04a 0121:H18  B1 2004 Human six2a eae-€1
C-13a 026:H11 B1 2008 Roe deer sbla eae-B1
C-18a 026:H11 B1 2008 Roe deer stx1a eae-p1
026-172 026:H11 B1 2006 Human stxta eae-p1
C-145a 026:[H11]  B1 2009 Roe deer stxla eae-B1
C-115a 026:H11] Bl 2009 Roe deer sixta eae-p1
026-29 026:H11 B1 1988 Bovine feces stx1a eae-p1
026-18 0z26:H11 B1 1988 Bovine feces strla eae-p1
XA-70e Q26:H11]  B1 2009 Wild boar stxla eae-f1
IH53316/04a Qg8:H21]  B1 2004 Human stxla eae-{1
Z-108a 098:[H21] B1 2009 Fox stx1a eae-{1
CP144-6-28 O5:HNM A 2003 Bovine meat stxia stx2a eae-p1
IH39114/07f QO5:HNM A 2007 Human stx1a stx2a eae-p1
z-237 O5:HNM A 2010 Fox stxla eae-B1
C-104 0157:H7 D 2009 Roe deer stx2c eae-y1
0157978 O157:H7 D 2007 Human stxla st@c eae-y1
0157-737 O157:H7 D 2003 Human eae-y1
XA-108 O157:H7 D 2009 Wild boar sbr2c eae-y1
C-167-a 0121:H19  B1 2009 Roe deer six2a eae-el
C-47a 075:[H8] B1 2009 Roe deer sixlc six2b
XA-33a 075:[H8] B1 2009 Wild boar sixic stx2b
IH52224/05a O146:H21 B1 2005 Human sixtc six2b
XA-54a O146:H21 B1 2009 Wild boar stxic six2b
IH52332/04a O146:H21 B1 2004 Human sixtc six2b
C-3a O146:H21 B1 2009 Roe deer stxic sixzb
2-215a O146:H21 B1 2010 Fox sixic six2b
CP-144-8-21 O145:HNM D 2003 Bovine meat six1a eae-y1
IH38354/05a O145:HNM D 2005 Human sixla eae-y1
C-83a 0O145:H28] D 2009 Roe deer stx1a stx2d eae-y1
VTH106 0145:H28] D 1999 Human stxla eae-y1

Figura 9. Dendrograma de los perfiles de 17 cepas de fauna silvestre y 17 cepas de la coleccién LREC-USC (Fuente: Mora et al.
2012A la derecha del dendrograma figuran los codigos de cepa (en rojo las 3 cepas aisladas de zorro del presente estudio), serotipos,
grupos filogenéticos, afio de aislamiento, origen geogréfico, y genes de virulencia.

Hasta la fecha, se han realizado pocos estudios sobre la prevalencia de cepas
ECVT no 0157 en fauna silvestre y ademas, la mayoria de los estudios se han centrado
en ungulados: Caprioli et al. 1991 en Italia, Fukuyama et al. 1999 en Japon, Lillehaug et
al. 2005 en Noruega, Sanchez et al. 2009, Sanchez et al. 2010 en el suroeste de Espafia
y Hofer et al. 2012 en Suiza. El presente estudio es el primero que analiza la presencia
de cepas ECVT 0157 y no O157 en zorros, y aunque la prevalencia de aislamiento que
detectamos en zorros fue baja (1,9%), 3 de las 6 aisladas (O5:HNM, 098:[H21] y
0146:[H21]) mostraban los mismos serotipos y genes de virulencia que cepas de origen

clinico humano; ademas, 2 de los 6 serotipos (O5:HNM y 0146:[H21]) se encontraron
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entre los mas frecuentemente detectados en las cepas ECVT aisladas de pacientes del
Hospital Universitario Lucus Augusti (HULA) de la ciudad de Lugo entre los afios 2003
y 2011 (Mora et al. 2011). Es interesante destacar que el serotipo O146:[H21] no solo
se asocia frecuentemente (es de los mas prevalentes) a procesos de diarrea en humanos
en la provincia de Lugo, sino que ademas se aisla de la carne de vacuno y productos
vegetales vendidos en esta ciudad entre los afios 1995 y 2009 (Mora et al. 2007, Mora et
al. 2011, Herrera 2015). Ademas, si comparamos los serotipos encontrados en los
zorros de nuestro trabajo con los aislados del ganado bovino entre los afios 1993 y 1999
en Galicia (Blanco et al. 2004), observamos como O177: H11 aparece en las muestras
de dicho trabajo. Por ultimo, al relacionar los datos obtenidos en los zorros con los de
otros animales silvestres (jabali y corzo), estudiados en el mismo periodo y area
geografica (Mora et al. 2012), detectamos la presencia del serotipo 0146:[H21] en las
tres especies; fuera de nuestra area geografica, Miko et al. (2009), en un trabajo
realizado sobre muestras jabalies y corzos en Alemania, también detecta la presencia de

O5:HNM y 0146:[H21] en ambas especies.

A la vista de los resultados, y si aceptamos que el ganado vacuno es el principal
reservorio de cepas ECVT, podriamos afirmar que la fauna silvestre en Galicia juega un
papel importante en el ciclo de mantenimiento y transmision de este tipo de cepas, como
se desprende del nivel de similitud entre las cepas ECVT identificadas. Sin duda, las
altas densidades que alcanzan tanto ungulados silvestres, como el propio zorro, asi
como la ganaderia tradicional extensiva, semi-extensiva y trashumancia como préactica
habitual, el alto porcentaje de poblacion rural de Galicia, y las citadas caracteristicas
intrinsecas del propio patégeno (gran capacidad de dispersion, resistencia en el medio y
baja dosis infectiva), van a favorecer el contacto interespecifico entre las especies

domeésticas y las silvestres, y por tanto la transmision de patdgenos. Es importante
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destacar que esta transmision parece mantenerse en el tiempo, ya que se aislaron cepas

agrupadas en diferentes afios.

En el caso concreto del zorro, existen multitud de trabajos que ponen de
manifiesto el papel del canido como hospedador y potencial transmisor de diferentes
patdgenos infectocontagiosos, tanto a especies silvestres, domésticas y al propio hombre
(Truyen et al. 1998, Almeria et al. 2002, Desplazes et al. 2004, Davidson et al. 2006,
Letkova et al. 2006, Nagano et al. 2007, Splettstoesser et al. 2007, Balboni et al. 2013,
Hodzi¢ et al. 2014). Sin embargo, hasta el momento, no existia informacion sobre la
presencia de cepas ECVT en zorros, siendo nuestro estudio el primero en el que se han
aislado dichas cepas en la especie. Estos datos adquieren especial relevancia en el caso
del carnivoro por varias razones: en primer lugar ECVT es considerada el principal
agente patdgeno transmitido por los alimentos en todo el mundo, cepas que pueden
pasar desapercibidas en las especies silvestres, pero que en el hombre son causa de
diarrea, colitis hemorragica, sindrome urémico hemolitico e incluso de la muerte del
paciente (Smith et al. 2014). En segundo lugar, el incremento de las densidades de
zorros en los ultimos afios, sobre todo en areas urbanas y periurbanas de toda Europa, ha
provocado un aumento en la biomasa de los patdgenos que alberga y, con ello, la
transmision de patdgenos entre las diferentes especies con las que interacciona,
incluyendo el hombre (Hegglin 2003, Desplazes et al. 2004, Fischer et al. 2005,
Letkova et al. 2006, Reperant et al. 2007). En tercer lugar, LIoydSmith et al. (2005) y
Van Der Waal et al. (2014) hablan del término super-spreader (super-dispersador)
refiriendose a aquellos individuos que, bien por su conducta social, o por su capacidad
de diseminar patdgenos, estan altamente involucrados en su transmision; en este sentido
el zorro llega a alcanzar mayores densidades en los entornos antropomorficos,

convirtiéndose en una especie sinantrépica que vive en estrecho contacto con especies

83



Resultados y Discusion

domésticas y el hombre (Desplazes et al. 2004), lo que unido a su comportamiento de
marcaje con excrementos de sus limites territoriales (Guislain et al. 2007), en nuestro
caso las zonas urbanas y periurbanas, asi como en lugares de almacenamiento de
alimentos (Tolhurst et al. 2011), como granjas o basureros, incrementa los riesgos de
transmision a los animales domésticos y las personas, por lo que podria considerarse a
la especie como super-spreader. Por ultimo, y en cuarto lugar, la resistencia a
antimicrobianos ha pasado de ser un problema de salud humana a ser un problema
ecoldgico, al convertirse la vida silvestre en reservorio ambiental y crisol de la
resistencia bacteriana (Radhouani et al. 2014); por lo general, la vida silvestre no esta
expuesta a los agentes antimicrobianos clinicos, pero puede adquirir las bacterias
resistentes a los antimicrobianos a traves del contacto con los seres humanos, animales
y el medio ambiente, donde el agua contaminada con heces parece ser el vector mas
importante de contaminacion (Martinez 2009, Radhouani et al. 2014), por lo que
recientemente ha habido un creciente interés en el estudio de bacterias resistentes y
genes de resistencia aisladas de animales silvestres (Allen et al. 2011). De hecho, las
bacterias fecales como E. coli, facilmente diseminadas por los ecosistemas a través del
agua (Guenther et al. 2011), y las especies animales con mayor grado de asociacion con
la actividad humana, son las que mayores porcentajes de bacterias resistentes presentan
(Skurnik et al. 2006, Allen et al. 2010). Por lo tanto, la presencia de E. coli en zorros
puede tener consecuencias sanitarias, ecolégicas y econdmicas, siendo necesario

realizar nuevos trabajos que incluyan a este canido entre las especies estudiadas.

En definitiva, Escherichia coli es uno de los principales microorganismos del
tracto intestinal de la mayoria de mamiferos, no provocando habitualmente ECVT
enfermedades en los animales, pero si en los seres humanos. Hasta el momento, la

mayoria de estudios se han realizado sobre cepas O157:H7, y se ha considerado a los
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rumiantes el principal reservorio de ECVT zoonésicas; sin embargo, cada vez con
mayor frecuencia se asocian nuevas cepas no-O157:H7 con enfermedad humana, hasta
el punto de ser considerada infravalorada por algunos autores (Fairbrother y Nadeau
2006). En el presente trabajo ponemos de manifiesto la importancia epidemioldgica de
dichas cepas, asi como el papel que el zorro tiene en el mantenimiento y transmision en
nuestra zona de estudio. Por lo tanto, y a la luz de los datos obtenidos, no solo el ganado
vacuno, los ungulados silvestres, y las cepas O157:H7, se deben de tener en cuenta a la
hora de establecer programas de vigilancia epidemioldgica, el zorro como especie
sinantropica que puede alcanzar altas densidades en areas antropogénicas, y las cepas
no-0157:H7, deben ser otro de los factores a estudiar para una mejor comprension de la

ecopatologia del patdgeno.

5.2. Trichinella spp.

Con la finalidad de conocer la presencia de Trichinella spp. en los principales
carnivoros del noroeste peninsular, analizamos la presencia del parasito en 100 de lobos
y 1196 de zorros procedentes de Galicia; concretamente se estudiaron muestras de lobos

y zorros remitidos de las 4 provincias gallegas (Tabla 12):

Provincia
Especie Lugo Pontevedra La Corufa Orense Total
Lobo (Canis lupus 42 20 35 3 100
signatus)
Zorro (Vulpes vulpes) 661 262 206 67 1.196

Tabla 12. Nimero de individuos procedentes de cada provincia gallega.

De las 1.296 muestras analizadas en el presente estudio se recuperaron larvas de

Trichinella spp. en 12 (0,9%) de ellas. Concretamente resultaron positivos 3 lobos (el

3% de los individuos) y 9 zorros (el 0,75% de los ejemplares analizados). Las larvas
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aisladas fueron remitidas al Centro de Referencia Internacional de Trichinella del
Instituto Superior de Sanidad de Roma para su analisis genético. En los lobos se
identificaron dos especies de Trichinella: T. britovi y T. spiralis, en tanto que en los

zorros solo se detectd T. britovi (Tabla 13).

Provincia Sexo Edad
Especie Trichinella spp.
pect Lugo | Pontevedra | Corufia | Orense | Machos | Hembras | Juveniles | Adultos el PP
Lobo (C. lupus 1 1 1 0 1 2 0 3 T. britovi - T.

. . -
SIgnats) | a0 | sy | 28w | %) | @w) | @%) ow | 629 spiralis
Zorro (V. 5 1 1 2 4 5 2 7 T. britovi

vulpes)

(0,7%) (0,3%) 0,4%) | (2,9%) | (0,5%) (0,9%) (0,4%) (0,9%)

Tabla 13. Lobos y zorros positivos a Trichinella spp., procedencia, sexo y grupo de edad.

Si revisamos el estado de las principales especies silvestres implicadas en la
epidemiologia de Trichinella spp., comprobamos como en los ultimos afios muchas de
ellas estan siendo protegidas por la legislacion vigente, lo que ha limitado la toma de
muestras, y es un obstaculo fundamental para la comprension de la ecopatologia del
ciclo selvético del patogeno (Pozio 2005). Este es el caso del lobo ibérico (Canis lupus
signatus), en el que el ultimo estudio llevado a cabo en Espafia se remonta al 2001; en
dicho trabajo se analizaron mediante digestion artificial muestras de tejido
diafragmatico procedentes de 47 lobos del noroeste de Espafia. Las larvas de Trichinella
spp. aisladas se remitieron al Centro de Referencia Internacional de Trichinella del
Instituto Superior de Sanidad de Roma, para su analisis mediante RAPD (amplificacién
aleatoria de ADN polimorfico), identificandose tan solo una de las larvas, que

pertenecio a la especie T. britovi (Segovia et al. 2001).
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En nuestro estudio hemos analizado 100 muestras procedentes de Galicia, el 4%
de la poblacién total de lobo ibérico estimada, y el 1% de la poblacion de lobo en
Europa (Kaczensky et al. 2012). En Espaiia hasta el momento solo se han descrito dos
especies de Trichinella spp., T. spiralis y T. britovi (Rodriguez et al. 2008), habiendo
detectado en nuestro caso la presencia de ambas, ademas de una parasitacion mixta en
uno de los ejemplares. Segun la literatura revisada (Pozio 2000, Oivanen et al. 2002 y
Rodriguez et al. 2008), las parasitaciones mixtas se pueden detectar cuando se examina
una cantidad suficiente de animales en un area donde dos 0 mas especies de Trichinella
spp. coexisten. Por lo tanto, es razonable pensar que en nuestro caso hemos examinado
un namero suficiente de lobos, lo que ha permitido detectar dos especies de Trichinella,
un valor afiadido dada la escasa informacion que existe hasta el momento sobre la
epidemiologia del patdgeno en el lobo en Espafia. Ademas, estos resultados son de gran
valor, ya que es la primera vez que se cita una infeccion mixta por T. spiralis y T.
britovi en lobo en Europa, y la primera vez que se ha identificado T. spiralis en

muestras de lobo de Espafia.

Por otro lado, los resultados confirman el papel de los grandes carnivoros como
bio-acumuladores de patdgenos, debido a que estos predan muchos de los posibles
hospedadores de Trichinella spp. y pueden acumularlos dandonos una idea de los
patogenos presentes en el medio (Pozio 2000). En el mismo sentido, Scaramozzino et
al. (1993) consideran al lobo un "animal centinela” de la triquinelosis selvatica, ya que
al encontrarse en la parte superior de la cadena trdfica, puede darnos una idea de la
presencia del parasito en algunas de las especies que forman parte de su dieta y que
pudieran tener prevalencias muy bajas y dificiles de detectar. Tan solo en Europa se han
identificado 20 especies hospedadoras de T. spiralis y T. britovi (Pozio et al. 2009),

todas ellas posibles presas de lobo; en este sentido, el jabali (Sus scrofa), una de las
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principales presas en el noroeste de la Peninsula Ibérica (Nores et al. 2008 y Barja
2009), ha mostrado prevalencias del 0,04% en T. britovi y del 0% en T. spiralis en los
ultimos afios (Rodriguez et al. 2015), por lo que la presencia de T. spiralis y T. britovi
en lobos parece confirmar el papel “centinela” de la especie. Sin embargo, en Espafia, la
carne de jabali es una de las principales fuentes de infeccion para el ser humano
(Rodriguez et al. 2004), siendo la causa del 80% de los casos positivos entre los afios
1994 y 2006 (Martin et al. 2007), y aunque el jabali presente en la zona prevalencias
muy bajas, cercanas al 0%, es el ungulado mas ampliamente distribuido de la Peninsula
Ibérica (Rosell y Herrero 2002), y tanto su rango de distribucion como sus densidades
siguen aumentando actualmente (Gortazar et al. 2000, Acevedo et al. 2006, Bosch et al.
2012). Este incremento podria conducir a un aumento de la presencia de T. spiralis, con
el consiguiente riesgo de transmision al ciclo doméstico (Pozio et al. 2009), lo cual
podria dar lugar mediante un mecanismo de retroalimentacién al incremento de la
presencia de lobos infectados, aumentando la posibilidad de transmision a los jabalies,
dados los habitos carrofieros y canibales de estos (Gavaudan et al. 2012), por lo que es
fundamental el estudio de especies centinelas como el lobo. Este papel es ain mas
relevante en el caso de Galicia, ya que es la inica Comunidad Auténoma en la que no se
han detectado casos de Triquinella spp. humana en los Gltimos afios (Rodriguez et al.

2004, Martin et al. 2007), y en la que la presencia de este canido es constante.

Ademas, la mayoria de los estudios referentes a la presencia de Trichinella en
carnivoros silvestres se han llevado a cabo en animales cazados, zorros
fundamentalmente, lo que también ha limitado hasta el momento la comprension del
ciclo de selvatico de la triquinelosis (Pozio 2005). Campbell (1988), Pozio et al. (1996)
y Pozio (1998) afirmaron que el parasito afecta normalmente a carnivoros con un

comportamiento canibal y carrofiero, siendo el zorro rojo el principal reservorio en
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Europa, en tanto que los lobos generalmente juegan un papel secundario debido a sus
reducidas poblaciones; concretamente, en Espafia, el zorro es el carnivoro silvestre méas
abundante (Barbosa et al. 2005), siendo Galicia una de las zonas con mayores
densidades de la Peninsula Ibérica e incluso de Europa (Diaz 2009). Sin embargo,
dependiendo de las circunstancias locales, otros carnivoros pueden reemplazar esa
posicion (Enemark et al. 2000), pudiendo los lobos actuar como reservorio principal en
determinadas areas (Segovia et al. 2001). En este sentido, normalmente, donde zorro y
lobo son especies simpaétricas, la prevalencia del parasito es mayor en los lobos, tal y
como se refleja en diferentes estudios (Brglez 1988, Scaramozzino et al. 1993,
Stancampiano et al. 1994, Pozio et al. 1996, Beck et al. 2009, Pozio et al. 2009, Blaga
et al. 2009, Bakasejevs et al. 2012, Gavaudan et al. 2012 y Zivojinovic et al. 2013).
Esto concuerda con los datos obtenidos en nuestro trabajo, en donde el lobo alcanz6 una
prevalencia del 3%, mientras que so6lo el 0,75% de los zorros fueron positivos a
Trichinella spp. La razon de estas diferencias podria tener su origen en la alimentacion
de ambas especies; Franchimont et al. (1993), Oivanen y Oksanen (1993) y Zarnkeet al.
(1999) exponen que las prevalencias de Trichinella spp. son mayores en especies
estrictamente carnivoras que en las omnivoras. Lamentablemente, existen pocos
estudios que comparen las dietas de lobos y zorros en una misma area (Macdonald et al.
1980, Reig et al. 1985); sin embargo, Patalano y Lovari (1993), en uno de los pocos
estudios realizados simultaneamente sobre ambas especies, ponen de manifiesto la
mayor dependencia del lobo a una dieta estrictamente carnivora, adaptdndose el zorro a
otros recursos, como frutas e insectos. Mas recientemente, Remonti et al. (2005)
afirmaron que el zorro es una especie oportunista capaz de alimentarse de altos
porcentajes de materia vegetal, con menos de un 1% de posibles restos asociados a

comportamientos canibales, mientras que el lobo se alimenta fundamentalmente de
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ungulados silvestres (Capitani et al. 2004). Casulli et al. (2001) realizaron un estudio en
Rusia en el que atribuyeron las altas prevalencias de Trichinella en lobos de la zona al
consumo de perros domésticos y carcasas de lobos abandonadas por cazadores.
Ademas, los lobos matan y consumen carne de zorros (Boscagli 1995), e incluso de
otros lobos, lo que incrementa las posibles fuentes de infeccion frente a los zorros
(Zarnke et al. 1999). En definitiva, podemos considerar que el lobo juega un papel
fundamental en la epidemiologia de Trichinella spp. en el noroeste peninsular, mientras
que el zorro, a pesar de sus altas densidades, juega un papel secundario en nuestra zona

de estudio, tal y como se postula en estudios previos.

Con respecto a las especies de Trichinella detectadas, en Europa T. spiralis y T.
britovi son las dos especies mas comunes (Pozio et al. 2009); en este mismo trabajo se
afirma que en la mayoria de los paises T. britovi presenta mayores prevalencias (62,5-
100% de los aislamientos frente al 0,0-37,5% de T. spiralis), si bien en algunos paises,
entre ellos Espafa, T. spiralis es la especie mas detectada (del 56,3 al 84,2% de los
casos). Las razones a las que alude el estudio son la procedencia de la mayoria de las
muestras, el 87% de Extremadura, donde hasta no hace muchos afios el ciclo doméstico
estaba aun activo (Pérez-Martin et al. 2000), y a que solo un pequefio porcentaje, el
5,4% de las muestras, fueron aisladas de carnivoros silvestres, existiendo una fuerte
asociacion entre T. spiralis y el ciclo domeéstico y T. britovi y los carnivoros silvestres.
Esto concuerda con nuestros resultados ya que, a pesar de contradecir en principio los
datos de Pozio et al. (2009), y detectar mayores prevalencias de T. britovi (80% de los
casos positivos, frente al 10% de T. spiralis y 10% de infecciones mixtas por ambas
especies del paréasito), las muestras provienen del noroeste peninsular, donde no se han
detectados brotes de la enfermedad en humanos desde 1989 hasta la actualidad (Parras

et al. 2004, Martin et al. 2007, RNVE 2008, Perteguer et al. 2009, Alonso et al. 2011,
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ISCIII 1997-2015), vy el estudio se ha llevado a cabo sobre céanidos silvestres (lobos y
zorros). Ademas, los mayores porcentajes de T. britovi son consistentes con la
distribucion historica de la especie en Europa (Zarlenga et al. 2006) y con la mas
reciente circulacion de T. spiralis por el continente (Rosenthal et al. 2008). En este
sentido, Fonseca-Salamanca et al. (2009) apoyan esta hipotesis a través de estudios
genéticos realizados en muestras procedentes del norte peninsular, postulando que ha
habido una introduccidon mas reciente de T. spiralis junto a cerdos domésticos, frente al
endemismo de T. britovi, lo que también podria explicar las menores prevalencias de la

primera asociada a la fauna silvestre.

Sin embargo, aungue la epidemiologia de T. spiralis se encuentra fuertemente
asociada al ciclo doméstico, fundamentalmente a los suidos (Pozio et al. 2009, Ribicich
et al. 2010), también se ha detectado en la fauna silvestre, asociada al ciclo silvestre, de
diferentes paises de América, Asia y Europa (Ribicich et al. 2010). Concretamente,
Pozio et al. (1996) exponen que T. spiralis puede encontrarse en animales silvestres de
las regiones donde entran en contacto con animales domésticos parasitados; de hecho, la
deteccion de T. spiralis en animales silvestres sugiere que la transmision se produce por
la gestion inadecuada de los animales domésticos, bien sea por el acceso directo a
carcasas, 0 a los propios animales infectados en ganaderia extensiva (Pérez-Martin et al.
2000, Kapel 2005, Pozio y Murrell 2006) tal y como se ha comprobado en Espafia,
Finlandia y varios paises del este de Europa (Pozio 1998, Oivanen et al.
2002,Malakauskas et al. 2007). Aun asi, tal y como exponen Pozio et al. (2009) en su
trabajo “Hosts and habitats of Trichinella spiralis and Trichinella britovi in Europe”, los
bajos porcentajes de T. spiralis en carnivoros silvestres sugieren que estos no juegan un
papel importante en el mantenimiento y transmision del parasito en la naturaleza, en

contraste con el jabali, que es una pieza fundamental en su transmision a través del ciclo
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silvestre. Pone como ejemplo al zorro, indicando que en las zonas donde este no existe,
o donde el ciclo domestico ha desaparecido, las prevalencias del parasito en el carnivoro
son muy bajas (Rafter et al. 2005, Pozio 2007b) e incluso nulas (Pozio y La Rosa 1998,
Zimmer et al. 2008). En el presente trabajo detectamos que la prevalencia de T. spiralis
en zorros fue del 0% pero, sin embargo, en los lobos esta se incrementaba hasta alcanzar
el 40% de los lobos parasitados por Trichinella spp., lo que podria contradecirlo
anteriormente expuesto. Rafter et al. (2005) y Fonseca-Salamanca et al. (2009)
argumentan que T. spiralis puede mantener su ciclo selvatico perfectamente viable
durante afios, independientemente de la existencia de un ciclo doméstico. Esto
concuerda mas con los resultados obtenidos ya que, aungque no existen registros de
brotes causados por Trichinella spp. en cerdos en los Gltimos afios, y como hemos
indicado anteriormente, no se han producido brotes de la enfermedad en humanos desde
1989, hemos detectados altas prevalencias de T. spiralis entre los lobos parasitados, lo
cual puede tener una doble lectura: por un lado confirma la permanencia en el medio de
T. spiralis con independencia del ciclo doméstico, y por otro la importancia del lobo
como “bio-acumulador” y “centinela” frente a otros posibles hospedadores, tal y como

ya hemos mencionado.

Por ultimo, debemos resaltar que la presencia de Trichinella spp. no solo puede
tener repercusiones sanitarias para el resto de animales silvestres, domesticos y el
propio hombre, sino que también puede dar lugar a importantes pérdidas econémicas en
la zona; por un lado, la presencia de Trichinella spp. en carnivoros silvestres, y su
posible transmision a suidos silvestres, podria ser el desencadenante de problemas de
exportacion de productos carnicos y derivados, como lo demuestra el brote originado en
Suecia debido al consumo de carne de jabali importada de Espafia (Gallardo et al.

2007). Por otra parte, la legislacion europea (REGLAMENTO (UE) 216/2014) permite
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el reconocimiento oficial de las explotaciones de cerdos libres de Trichinella siempre
gue se haya aplicado un programa de vigilancia de la fauna silvestre basado en el riesgo
en las zonas en las que coexisten fauna salvaje y explotaciones que solicitan la
declaracion de libres de Triquinella, a fin de reducir las inspecciones veterinarias. Por lo
tanto, es esencial el estudio, y comprension, de la ecopatologia del parasito en la zona,
tal y como establece la legislacion sobre higiene alimentaria aplicada en toda la UE, en
virtud del Reglamento (UE) 2015/1375 de la Comision de 10 de agosto de 2015, segln
el cual los estados miembros deben poner en practica un programa de monitoreo en
todas las especies hospedadoras susceptibles a fin de minimizar las posibles
consecuencias que su presencia y una mala gestion de la fauna silvestre implicada puede
tener tanto en los aspectos sanitarios como econémicos de la zona. Recordemos que la
fauna silvestre es el mayor reservorio del género Trichinella en Europa, capaz de
mantener las prevalencias muy bajas durante afios al ser imposible su erradicacion
(Rafter et al. 2005, Hars et al. 2007), lo que la convierte en la principal fuente de
infeccion para los animales domésticos y para el hombre (Pozio y Murrel 2006), siendo
los carnivoros silvestres el orden mas importante en la epidemiologia del parasito
(Kapel 2000, Webster et al. 2002). En ese sentido, Pozio et al. (1998) afirman que se
puede conseguir mantener unas bajas prevalencias del parasito entre la fauna silvestre
mediante una buena gestidn de las basuras y restos de caza en la zona; sin embargo, en
Espafa es la actividad humana la que mayor influencia tiene sobre dicho ciclo como
consecuencia de una manipulacion inadecuada de las carcasas y visceras procedentes la
actividad cinegética (Pérez-Martin et al. 2000), ya que la principal via de transmision a
la poblacion humana es el consumo de carne de jabali (Rodriguez et al. 2004). Por ello,
es de vital importancia una deteccion precoz del parasito entre los carnivoros silvestres,

asi como la instauracion de medidas higiénico-sanitarias entre la poblacion de cazadores

93



Resultados y Discusion

en particular, y sobre toda la industria carnica relacionada y los propios consumidores
en general, tal y como ya han expuesto otros autores previamente (Pérez-Martin et al.
2000, Pozio y Murrell 2006, Giessen et al. 2007, Rosenthalet al. 2008, Széll et al. 2008,

Pozio et al. 2009, Ribicich et al. 2010, Szell et al. 2013).

En definitiva, nuestro estudio confirma los datos de trabajos anteriores (Pozio
2000b, Cvetkovic et al. 2011) en los que se afirma que los carnivoros silvestres juegan
un papel fundamental en la transmision de Trichinella spp. entre los animales
domésticos, y los ciclos silvestres, como consecuencia de su presencia en ambientes
sinantropicos y a que son los principales reservorios de Trichinella entre la fauna
silvestre; concretamente, el lobo, por su posicién en lo mas alto de la cadena tréfica
(Scaramozzino et al. 1993, Beck et al. 2009) y por el aumento en namero y distribucion
en Espafia, y otras zonas de Europa, en los Gltimos afios (Desnica y Okovic™ 2007,
Gavaudan et al. 2012), es un buen indicador de la presencia de Trichinella spp. en las
zonas donde habita. Por tanto, estudios de este tipo son fundamentales para conocer la
epidemiologia del parasito, asi como para prevenir su transmision a la fauna silvestre,
los animales domésticos y al hombre, tal y como postulan trabajos anteriores
(Scaramozzino et al. 1993, Beck et al. 2009, Gavaudan et al. 2012). Esto es
fundamental en nuestra zona de estudio, noroeste de la Peninsula Ibérica, en donde
encontramos la poblacién de lobos mas importante del Oeste de Europa (Kaczensky et

al. 2012, Linnell et al. 2012).

5.3. Ectoparasitos vectores en carnivoros autoctonos: el zorro en el noroeste

peninsular

Con el fin de conocer los ectoparasitos vectores que afectan al zorro en el

noroeste de la Peninsula Ibérica, y las posibles repercusiones sanitarias para el hombre,
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los animales domésticos y la fauna silvestre de la zona, durante los meses de enero y
febrero del 2010 se muestrearon 224 zorros procedentes de Galicia; concretamente se
analizaron 166 individuos procedentes de Lugo (74,1% de las muestras) y 58 de
Pontevedra (25,9% de las muestras), para la deteccion e identificacion de pulgas y

garrapatas.

Se localizaron pulgas y/o garrapatas en 170 de los ejemplares (el 75,9% de los
individuos muestreados). Fueron positivos a infestacion por pulgas 105 zorros (46,9%),
mientras que 118 (52,7%) lo fue solo a garrapatas. Si atendemos a la riqueza parasitaria
de ectoparasitos, 98 zorros (43,8%) presentaron una Unica especie, 60 (26,8%) dos
especies, en 10 zorros (4,5%) se detectaron tres especies, y 2 individuos (0,9%)

presentaron cuatro especies diferentes de ectoparéasitos (Tabla 14).

Ectoparasitos Pulgas y Pulgas Garrapatas 1 spp. 2 spp. 3 spp. 4 spp.
garrapatas
N° Positivos 170 105 118 98 60 10 2
Prevalencia 75.9% 46.9% 52.7% 43.8% 26.8% 4.5% 0.9%

Tabla 14. Prevalencias en las parasitaciones simples y mixtas de pulgas y garrapatas detectadas en zorros.

Tras revisar la bibliografia existente, se pudo comprobar que, de las 13 especies
de garrapatas y las 13 especies de pulgas citadas en zorros de la Peninsula Ibérica hasta
el momento (Encinas-Grandes 1986, Cordero del Campillo et al. 1994, Dominguez
1999, Serrano 2004, Dominguez 2004, Millan et al. 2007, Martinez-Carrasco et al.
2007, Gerrikagoitia 2010, Dominguez-Pefiafiel et al. 2011), en el presente estudio se
han identificado 10 de ellas, en concreto 4 especies de garrapatas (Ixodes hexagonus,
Dermacentor reticulatus, Ixodes ricinus y Rhipicephalus turanicus) y 6 de pulgas
(Ctenocephalides canis, Ctenocephalides felis, Pulex irritans, Paraceras melis,

Archeopsylla erinacei y Spilopsyllus cuniculi).
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En un primer andlisis, si observamos los datos obtenidos en los trabajos

similares llevados a cabo en Espafia en los Gltimos afios (Tabla 15), podemos observar

algunas diferencias entre los estudios realizados en el norte y en el sur peninsular.

Estudio, fecha y l. D. l. R. C. C. P. P. A. S
area geografica hexagonus | reticulatus ricinus turanicus | canis felis irritans | melis | erinacei | cuniculi
Presente estudio
(Galicia) 40,6 16,1 4,5 0,9 39,3 71 4 1,7 1,3 0,9
Dominguez 2004
(Burgos) 30,7 26,9 34,6 _ 31,8 7,6 30,7 7,6 _ _
Serrano 2004
(Soria)* 2,7 0,2 4,2 _ 16,1 2,2 67,2 1,1 0,7 2,2
Gerrikagoitia 2010
(Pais Vasco)** 21 9 7 _ 17 _ 50 0,5 0,5 0,9
Dominguez-
Pefafiel et al. 2011 39 28 22 6 33 6 39 B B B
(Burgos)
Martinez-Carrasco
et al. 2007 (Murcia) _ _ 1,8 _ _ 9,1 90,1 _ _ 3,6
Millan et al. 2007
(Andalucia) 0,9 34,2 58

Tabla 15. Prevalencia (%) de las especies de pulgas y garrapatas identificadas en zorros de la Peninsula Ibérica en los Gltimos afios.

*Serrano (2004): C. tichosa (5,7), |. canisuga (5), M. laverani (2,2), O. quirosi (2,2), N. fasciatus (1,1), R. sanguineus (3,5), C.
matina (0,7), T. poppei (0,7), C, andorrensis (0,7), D. marginatus (0,25), R. pusillus (0,2).

** Gerrikagoitia (2010): H. hispanica (7), I. canisuga (3), H. concinna (1), H. punctata (1), C. baeticus (0,5).

Podemos ver como existen diferencias significativas entre el nimero de especies

de ectoparasitos identificadas en los ejemplares del norte, en nuestro caso 10 especies de

pulgas y garrapatas, llegando a 20 en el trabajo de Soria (2004), y los del sur peninsular,

con tan solo 5 en Andalucia o 6 en Murcia. Estas diferencias ya fueron detectadas en

los trabajos de Millan et al. (2007), Gerrikagitia (2010) y Dominguez-Pefafiel et al.

(2011), aludiendo a factores medioambientales que dan lugar a un descenso en la

biodiversidad de especies de ectoparasitos presentes en el zorro, reflejandose como un
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gradiente decreciente norte-sur. En este sentido, aun siendo los zorros conocidos por
hospedar diversas especies de pulgas y garrapatas (Kocisova et al. 2006, Razmjo et al.
2013), sabemos que el parasitismo es el resultado de la interaccion entre los
hospedadores, los parasitos y el entorno, por lo que cambios en cualquiera de los
factores dan como resultado modificaciones en la interaccion (Buchmann y Lindestrgm
2002); estas interacciones son mas patentes en el caso de los ectoparéasitos, y
concretamente en pulgas y garrapatas, ya que pasan un alto porcentaje de su ciclo de
vida fuera del hospedador, lo que puede originar diferencias en las parasitaciones entre
distintas zonas bioclimaticas (Sonenshine 1993, Kern et al. 1999, Krasnov et al. 2001,

Fielden et al. 2001, Fielden et al. 2002, Krasnov et al. 2002a, Barandika et al. 2006).

Concretamente, la temperatura y la humedad son dos de los factores més
importantes que intervienen en la supervivencia, desarrollo y reproduccion de las pulgas
(Dryden1993), hasta el punto de ser, para algunos autores, la humedad mas importante
que la nutricion (Kwochka y Bevier 1987), y de forma analoga en las garrapatas,
algunas de las cuales van a requerir elevados porcentajes de humedad para su desarrollo
(Gray 1991, Sonenshine 1993, Barandika et al. 2006). Por ejemplo, I. ricinus es
particularmente sensible a las condiciones ambientales, ya que gran parte de su
desarrollo ocurre fuera del hospedador, mostrando una elevada exigencia higrométrica
(humedad relativa > 80%) para completar su ciclo; por lo tanto, podria llegar a ser méas
abundante en &reas con moderadas-altas precipitaciones y una cubierta vegetal
suficiente que mantenga la humedad, defendiendo algunos autores que sera mas habitual
en la zona norte de la Peninsula, encontrandose muy restringida su distribucion en la
mitad sur peninsular (Gray 1991, Estrada-Pefia et al. 1992,Camacho et al. 2003,
Dominguez 2004, Marquez et al. 2005, Barandika et al. 2006, Gray et al. 2009,

Medlock et al. 2013). Esto concuerda con nuestros datos, y con el del resto de trabajos
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reflejados en la Tabla 17, ya que en todos los casos la prevalencia de 1. ricinus es mayor

en el norte, y si observamos los datos climatolégicos proporcionados por la Agencia

Espafiola de Meteorologia (AEMET 1981-2010) comprobamos, por ejemplo, que en

Murcia existen meses que no se supera el 49% de humedad relativa, mientras que en

Lugo, de donde proceden la mayoria de nuestras muestras, ninglin mes desciende del

72% (Figura 8). De forma analoga en lo que se refiere a los datos de precipitacion,

Walker et al. (2010) indican que I. ricinus se localiza en zonas con precipitaciones

anuales superiores a los 800ml al afio, siendo asi en el caso de Lugo, con precipitaciones

superiores a los 1000 ml/afio, pero no en Murcia, donde no se alcanzan los 300 ml/afio

(Figura 10).
Zona Hr P ,ﬁﬂ'
Lugo 77 | 1052
Pontevedra | 72 1613 \LKEJ
Pais Vasco | 78 1507
Burgos 71 | 546 r
Soria 65 512 _ .
Murcia 52 297
Sevilla 59 539
Jaén 58 | 493
Cordoba 60 | 605
Huelva 66 525
Cadiz 61 | 523

a

Figura 10. Humedades relativas (Hr) y precipitaciones (P) medias anuales de las zonas estudiadas entre los afios 2004-2011.

Pero el clima y la vegetacion no explican por si solos la variabilidad de especies

de parasitos presentes en una zona (Estrada-Pefia 2001), los hospedadores son otro de

los factores que puede condicionar la presencia de los ectoparasitos, ya que estos van a

permitir su dispersion y supervivencia (Estrada- Pefia 2003). Asi por ejemplo, si nos
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fijamos en la distribucion del tejon (Meles meles), este se encuentra en bajas densidades
en areas con escasas precipitaciones como consecuencia de la limitacion de recursos que
estas presentan para el mustélido (Griffiths y Thomas 1993, Virgds y Casanovas 1999,
Revilla et al. 1999), localizandose sus principales poblaciones en las zonas atlanticas,
zonas humedas que proporcionen bosques con heterogeneidad de recursos (Freemark y
Merriam 1986, Griffiths y Thomas 1993, Roper 1993, Virg6s y Casanovas 1999,
Revilla y Palomares 2002); por otro lado, el tejon es el principal hospedador de la pulga
P. melis (Gil Collado 1949, Sanchez et al. 1973, Ancillotto et al. 2014), lo que podria
favorecer la presencia del ectoparasito en la zona norte de la Peninsula pero no en la sur,
tal como corroboran los resultados de nuestro trabajo o los realizados en Burgos, Soria o
Pais Vasco, donde localizamos al parasito, pero no en los de Murcia o Andalucia (Tabla
15). También encontramos ejemplos representativos en el caso de las garrapatas, las
cuales no son capaces de desplazarse por si solas mas de unos metros, por lo que deben
ser transportadas por sus hospedadores de forma habitual (Carroll y Schmidtmann
1996), hasta tal punto que algunos autores consideran que, por ejemplo, el mayor
determinante de la distribucién y abundancia de 1. ricinus es la dispersion por sus
hospedadores (Talleklint y Jaenson 1998). Walker et al. (2003) describen a esta especie
de ixddido como una garrapata adaptada a los climas frios y himedos, que parasita
fundamentalmente a ungulados silvestres; esto concuerda con las observaciones de
Dominguez (2004), que indica que el corzo (Capreolus capreolus) es el hospedador
adecuado para el mantenimiento de la especie en el norte de Espafia, o con el trabajo de
Gray et al. (2009), el cual hace referencia a la presencia del ciervo (Cervus elaphus)
para el mantenimiento de la especie. Sin embargo, las caracteristicas del habitat,
particularmente la vegetacion, también van a tener una fuerte influencia en la variedad y

abundancia de hospedadores presentes (Talleklint y Jaenson 1996), por lo que la
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distribucion de algunos parasitos va a depender de la de sus hospedadores, cuya
presencia a su vez va a estar condicionada por las variables ambientales (Price 1990,
Simberloff y Moore 1997, Fielden et al. 2002, Krasnov et al. 2002a). En el caso
anteriormente citado del corzo, su distribucion se encuentra fuertemente limitada por
factores climaticos a zonas con precipitaciones constantes, areas hdmedas con
influencia atlantica, no distribuyéndose de forma habitual por zonas con veranos secos
por las limitaciones de alimento y agua (Gaillard et al. 1993, Vincent et al. 1995,
Latham et al. 1997, Gortazar et al. 2000, Acevedo et al. 2005). En definitiva, aunque
diferentes especies de pulgas y garrapatas pueden ser introducidas en nuevos entornos
por los distintos hospedadores a los que son capaces de parasitar, estas pueden no
encontrar las condiciones ambientales adecuadas para su supervivencia a largo plazo
(Danielova et al. 2006), siendo necesario una combinacién de factores abidticos
(humedad y temperatura principalmente) y bidticos (vegetacion y hospedadores
adecuados) para su dispersion y establecimiento (Beaucournu y Launay 1990, Estrada-
Pefa et al. 2003, Dominguez 2004, Barandika et al. 2006, Gray et al. 2009, Mori et al.
2015). Por lo tanto, en nuestra zona de estudio, y en el norte de la Peninsula en general,
se dan a priori las condiciones bidticas y abidticas necesarias para la presencia de I.
ricinus, no asi en el sur peninsular, tal y como reflejan de nuevo las prevalencias

encontradas en los estudios llevados a cabo (Tabla 15).

Por lo tanto, las diferencias en diversidad de especies registradas entre el norte y
el sur de Espafia podria ser consecuencia de factores climaticos, precipitaciones
fundamentalmente, que a su vez van a posibilitar tanto el desarrollo de los ectoparasitos
en el medio, como la presencia de los hospedadores necesarios para su supervivencia a
largo plazo; en la Peninsula las precipitaciones van a oscilar entre los 300 ml anuales de

zonas del sur hasta los 2500 del norte (Romero et al. 1998, Serrano et al. 1999, AEMET
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1981-2010), existiendo diferentes estudios que establecen una relacion directa entre las
precipitaciones y la riqueza de especies a través de la productividad de recursos de
dichas zonas (Wright 1983, Waide et al. 1999, Gaston 2000, Currie et al. 2004, Evans et
al. 2005). En este sentido, Galicia con tan solo el 59% de superficie del territorio
nacional, presenta un total de 331 especies de vertebrados, que representan mas de la
mitad (52%) de las presentes en Espafia; este porcentaje alcanza el 65,4% y el 59,5% en
el caso de los mamiferos y las aves respectivamente. Con respecto al resto de CCAA, el
porcentaje total de vertebrados presentes en Galicia se encuentra por encima de la media
nacional (50,9%), mientras que Murcia, por ejemplo, no llega al 42%, siendo la tercera
comunidad auténoma con menor nimero de especies de vertebrados del territorio
nacional (Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente 2012). Si nos
centramos en especies concretas, por ejemplo, Palomo y Gisbert (2002) describen en el
Pais Vasco la presencia de 13 especies de carnivoros silvestres, algunas de ellas con una
distribucion generalizada como el zorro, el tejon, la comadreja, la gardufia, el turén y la
gineta; también citan la presencia del lobo, cuya poblacién del noroeste peninsular es la
mas importante de la especie en Europa Occidental (Kaczensky et al. 2012), habiéndose
extendido al norte del Duero por territorios donde se habia extinguido (Blanco y Cortés
2002). Gortazar et al. (2000) citan la introduccion del muflon (Ovis aries) y del gamo
(Dama dama) en numerosas areas, y la expansion natural de ciervos, jabalies, corzos y
rebecos (Rupicapra pyrenaica pyrenaica) en Aragén. También cabe destacar otros
estudios en los que se indica el incremento que se ha producido en las densidades de
tejones (Revilla y Palomares 2002) y corzos (Acevedo et al. 2005), o el citado caso del
zorro en Galicia, que alcanza una de las mayores densidades de Espafia (Diaz 2009,
Fidalgo et al. 2009). Es decir, segun Krasnov et al. (2004), existe una correlacion

positiva entre la riqueza de especies de ectoparasitos y el numero de posibles
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hospedadores, e incluso entre la diversidad de ectoparasitos que alberga una especie
hospedadora y las densidades de poblacion de esta Gltima, de manera que a mayor
densidad de hospedador hay una mayor biodiversidad de ectoparéasitos (Morand 2000,
Morand y Harvey 2000, Stanko et al. 2002, Nunn et al. 2003a, Lindenfors et al. 2007),
todo lo cual puede conducir a las diferencias en la diversidad de especies de

ectoparasitos detectadas entre los ejemplares del norte y del sur de Espafia.

En segundo lugar, si analizamos las diferentes especies de pulgas y garrapatas
identificadas en nuestro trabajo, lo primero que destaca es la presencia de algunas
especies propias de otros hospedadores principales. En este sentido, algunos autores
(Beaucournu y Launay 1990, Pérez-Eid 2007) indican que ciertas especies de
vertebrados pueden actuar como hospedadores accidentales de pulgas y garrapatas
propias de hospedadores habituales, siempre que los hospedadores principales se
encuentren presentes en el ambiente; concretamente, Dobler y Pfeffer (2001) exponen
que los zorros pueden albergar ectoparasitos presentes de forma habitual en otras
especies hospedadoras, tanto domésticas como silvestres, al predar o compartir el
territorio con dichos hospedadores. Esto corrobora, por ejemplo, la anteriormente citada
presencia de P. melis, pulga del tejon, en los trabajos del norte pero no en los del sur,
pero también la mayor prevalencia de S. cuniculi, pulga del conejo, en el sur, asociadas
en ambos casos a las mayores densidades de sus hospedadores principales en la zona

norte y sur peninsular respectivamente (Tabla 15).

En el caso de las garrapatas, Ixodes hexagonus ha presentado las mayores
prevalencias 40,6% (91/224), siendo también descrita en el resto de trabajos revisados
en zorros del norte peninsular, pero en ninguno del sur (Tabla 15). La especie aparece
de manera habitual parasitando erizos (Gern et al. 1997, Pfaffle et al. 2009, Pfaffle

2010, Pfaffle et al. 2011, Silaghi et al. 2012), distribuyéndose estos con mayor
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abundancia por la zona de influencia atlantica (Nores 2007); por otra parte, varios
trabajos citan al erizo como parte de la dieta del zorro (Sidorovich et al. 2006, Kidawa y
Kowalczyk 2011, Bassi et al. 2012), por lo que la existencia de mayores densidades de
este hospedador en la zona norte, y la predacion que el zorro pueda ejercer sobre el
erizo, podrian explicar las diferencias entre el norte y el sur de la Peninsula. Ademas, I.
hexagonus esta descrita como una especie endofila, asociada habitualmente a
madrigueras y otros tipos de refugios, que necesita elevados porcentajes de humedad
para su desarrollo (Travassos 1994, Hillyard 1996, Piesman y Gern 2008),
caracteristicas que también podrian favorecer el intercambio del parasito entre los

diferentes hospedadores que comparten dichos refugios.

Dermacentor reticulatus ha sido la segunda especie de ixddido mas prevalente
en los zorros estudiados, con una prevalencia del 16,1% (36/224) vy, al igual que en el
caso anterior, se describe como ectoparasito habitual del zorro en todos los trabajos
realizados en la zona norte peninsular pero no en areas del sur. La especie ha sido
descrita por Estrada-Pefia et al. (2004) como una especie adaptada a carnivoros
silvestres, y segun Dominguez (1999) es tipica de climas frios y humedos del norte
peninsular. Esto concuerda con su presencia en los zorros de nuestro estudio, ademas de
en los de Dominguez (2004), Serrano (2004), Gerrikagoitia (2010) y Dominguez-
Penafiel et al. (2011), y su ausencia en los de Martinez-Carrasco et al. (2007) y Millan
et al. (2007). Ademas, Hillyard (1996) y Estrada-Pefa et al. (2004a), la describen como
una garrapata activa durante los meses frios y adaptada a hospedadores de la Espafia
himeda, hecho que hemos podido constatar en nuestro trabajo al detectar el ectoparasito

de forma habitual durante los meses de invierno.
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Ixodes ricinus ha sido la tercera especie de garrapata mas prevalente en los
zorros de Galicia (4,5%; 10/224). Se la conoce como la “garrapata del ciervo”, ya que
parasita principalmente cérvidos, pero en general a ungulados silvestres y domésticos.
Ademas, es una especie tipica de zonas frias y himedas, restringiéndose su presencia en
la zona mediterranea a las areas de montafia (Walker et al. 2003); en este mismo
sentido, Estrada-Pefia et al. (2006) afirman que, aunque la especie puede aparecer en
toda Espafia, lo hara de forma mas escasa en las zonas mediterraneas. Para explicar
estos resultados podemos fijarnos en primer lugar en la presencia habitual de sus
principales hospedadores en la zona, ungulados silvestres (Gortdzar et al. 2000,
Acevedo et al. 2005), sin olvidar a la ganaderia tradicional extensiva, semi-extensiva y
trashumancia como préctica habitual en las zonas de estudio situadas al norte
(Clevenger et al. 1994, Zorita 1994, Frutos et al. 1998, Bernués et al. 2005, Rescia et al.
2008, Ruiz-Fons et al. 2010), zonas que recogen al mismo tiempo las mayores
precipitaciones de la Peninsula Ibérica (AEMET 1981-2010); por lo tanto, en estas
zonas se dan las condiciones bioclimaticas Optimas para favorecer la presencia de |I.
ricinus. Si tenemos en cuenta que, ademas de compartir el mismo territorio, numerosos
trabajos incluyen a los ungulados, tanto domésticos como silvestres, como parte de la
dieta del zorro (Papageorgiou et al. 1988, Cavallini y Volpi 1996, Baltrinaité 2002,
Diaz-Ruiz et al. 2011), podriamos explicar los resultados recogidos en la Tabla 15,
observandose que, aunque I. ricinus se ha citado en los estudios realizados tanto en el
norte como en el sur peninsular, las prevalencias son menores en los zorros del sur.
Ademas, Gray et al. (2009) indican que las fases adultas de la especie parasitan de
forma habitual a ciervos, mientras que las formas inmaduras son comunes en roedores,

siendo habitual encontrar I. ricinus parasitando al raton de campo (Apodemus
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sylvaticus) en el norte de Espafa (Gil 2002), el cual es citado como principal presa del

zorro en dicha zona (Diaz-Ruiz et al. 2011).

Rhipicephalus turanicus es otra de las especies de ixddido detectadas en nuestro
estudio, si bien es la que ha mostrado menores prevalencias con tan solo un 0,9%
(2/224). Al contrario que en los casos anteriores, R. turanicus es descrita como una
especie comun en el sur de la Peninsula Ibérica, pero rara en zonas hiumedas del norte
peninsular (Travassos 1994, Encinas 1986, Estrada- Pefia et al. 2004a); de hecho,
Encinas (1986) y Millan et al. (2007) indican que en el sur de Espafia puede reemplazar
a Dermacentor reticulatus con mayor distribucion en la zona bioclimatica atlantica,
mientras que R. turanicus se distribuye principalmente por zona la mediterranea
(Estrada- Pefia et al. 20044, b). Esto se pone de manifiesto al revisar los resultados de
nuestro trabajo en el R. turanicus ha sido la garrapata con menor prevalencia, mientras
que D. reticulatus ha sido la segunda més habitual en los zorros examinados; ademas,
Millan et al. (2007), la cita como una de las garrapatas mas importantes de los
carnivoros de Dofiana y alrededores, pero ausente o escasa en la zona norte de la

Peninsula Ibérica.

En el caso de las pulgas, Ctenocephalides canis es la especie que ha presentado
la mayor prevalencia (39,3; 88/224), seguida, aungue a distancia, de Ctenocephalides
felis (7,1%; 16/224). Las especies del género Ctenocephalides se han identificado en
carnivoros, edentados, lagomorfos, marsupiales, primates, roedores y ungulados
(Linardi y Guimardes 2000), adquiriendo también algunas de ellas importancia
zoonosica al ser capaces de parasitar al ser humano (Genchi 1992). Sin embargo,
Ctenocephalides canis parece estar mas adaptada a las especies silvestres que
Ctenocephalides felis (Dominguez-Pefiafiel et al. 2011), afirmacién que se pone de

manifiesto en los trabajos que Sréter et al. (2003), Kocisova et al. (2006), Meshgi et al.
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(2009) y Razmjo et al. (2013) realizaron sobre zorros, en los cuales aparece C. canis
como ectoparasito habitual del cénido, pero no detectaron en ningun caso la presencia
de C. felis. En este sentido C. felis, a pesar estar considerada como el ectoparasito mas
importante de los carnivoros domésticos (Rust y Dryden 1997, Rust 2005, Linardi y
Santos 2012), de estar bien adaptada a los entornos humanizados (Beaucournu y Launay
1990, Wall y Shearer 2001), y de estar considerada una de las especies de pulga mas
cosmopolita como consecuencia de su escasa especificidad (Beaucournu 1990), parece
asociarse de manera menos regular a las especies silvestres (Dominguez 2004,
Dominguez-Penafiel et al. 2011). Si nos fijamos en los resultados obtenidos en nuestro
trabajo, y en el resto de los trabajos realizados en el norte peninsular (Tabla 17), se
puede observar como en todos los casos C. canis presenta mayores prevalencias que C.
felis, datos que corroboran lo anteriormente expuesto. Sin embargo, en todos los
trabajos mencionados, excepto en el de Gerrikagoitia (2010), se cita la presencia de C.
felis, lo que podria ser consecuencia a las altas densidades que alcanza el carnivoro en
las zonas urbanas y periurbanas (Gloor 2002, Contesse et al. 2003, Reperante et al.
2007), donde C. felis es considerada la especie de ectoparasito predominante (Alcaino et
al. 2002, Gonzalez et al. 2004, Rinaldi et al. 2007), y de su interaccién con los

carnivoros doesticos, en los que, como hemos citado, es el ectoparasito mas importante.

Pulex irritans es la especie de pulga que ha ocupado el tercer puesto en lo referente a la
prevalencia en los zorros de nuestro estudio (4%; 9/224). A pesar de ser conocida como
la “pulga del hombre”, parasita a una gran variedad de hospedadores, incluyendo
animales domeésticos (Rahbari et al. 2008), la mayoria de los cuales pueden transmitirla
a carnivoros silvestres como el zorro (Crooks et al. 2001a, b, 2004). De hecho, Sréter et
al. (2003) indican que su presencia suele estar relacionada con el contacto entre el zorro

y animales sinantrépicos de zonas rurales y periurbanas; esto concuerda con el caracter
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generalista y la adaptacion a entornos humanizados del canido, hasta tal punto que es la
Unica especie de pulga identificada en todos los trabajos realizados sobre el carnivoro en
Espafia en los ultimos afios, tanto en el norte como en el sur, siendo ademés en casi
todos ellos el ectoparasito que mayores prevalencias ha presentado (Serrano 2004,
Martinez-Carrasco et al. 2007, Millan et al. 2007,Gerrikagoitia 2010, Dominguez-

Penafiel et al. 2011).

Paraceras melis, Archeopsylla erinacei y Spilopsyllus cuniculi han sido las tres
pulgas que menores prevalencias han presentado en nuestro trabajo. Estas prevalencias
han sido del 1,7% (4/224), 1,3% (3/224) y 0,9% (2/224), respectivamente. Estos
resultados demuestran que el zorro puede actuar como hospedador accidental de
especies de ectoparasitos que son habituales de otras especies de mamiferos, como es el
caso de las tres especies de pulgas antes mencionadas; de hecho, han presentado las
menores prevalencias en todos los estudios realizados sobre zorros en los Gltimos afios
(Tabla 15). En este sentido, Poulin y Morand (2004) y Bond et al. (2007) relacionan la
dieta y el rango geografico del hospedador con la riqueza de especies de parésitos que
puede presentar, y concretamente en el caso del zorro, diferentes autores indican que
puede albergar pulgas y garrapatas de sus presas o de los ambientes que comparten con
estas (Buckle y Harris 1980, Forchhammer et al. 2000, Sréter et al. 2003, Martinez-

Carrasco et al. 2007).

Paraceras melis, es un ectoparasito asociado fundamentalmente al tejon (Meles
meles) (Gil Collado 1949, Sanchez et al. 1973, Ancillotto et al. 2014). Sin embargo, la
hemos detectado en zorros de nuestro estudio, habiéndola también identificado
Dominguez (2004), Serrano (2004) y Gerrikagoitia (2010) en ejemplares procedentes
del norte peninsular. Algunos autores (Beaucournu y Launay 1990, Dominguez 2004,

Ancillotto et al. 2014, Mori et al. 2015) justifican este hecho con el uso del mismo
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territorio, y concretamente con el caracter endofilo de P. melis, caracteristica que
favorece el intercambio de la pulga entre los diferentes hospedadores en el interior de
los nidos y madrigueras que comparten. Por otro lado, Dominguez (2004) cita la
presencia de P. melis en 5 de los 7 tejones examinados (71,4%), ademas de en otros 4
carnivoros, entre ellos zorros y lobos, justificando este hallazgo en el hecho de que,
ademéas de compartir el territorio, estos otros carnivoros pueden adquirir la pulga
durante la predacion de tejones. En este sentido hemos citado que el zorro es una
especie generalista, capaz de explotar todos aquellos recursos que estén disponibles,
habiendo identificado Papageorgiou et al. (1988) al tején como parte de su dieta al

examinar el contenido géastrico de 190 zorros en Grecia, lo cual apoyaria esta teoria.

Algo similar ocurre con la presencia de Archeopsylla erinacei, ya que, aun
siendo el erizo europeo (Erinaceus europaeus) su hospedador habitual (Gomez y
Blasco-Zumeta 2001, Haigh 2011), la hemos detectado en nuestro trabajo. Esta especie
también ha sido citada por Serrano (2004) y Gerrikagoitia (2010) en zorros del norte de
la Peninsula Ibérica, lo que concuerda con el hecho de que varios estudios indican que
el erizo forma parte de la dieta del carnivoro (Sidorovich et al. 2006, Kidawa y
Kowalczyk 2011, Bassi et al. 2012) y, por tanto, existe la posibilidad de que los
parasitos de esta presa pasen al zorro. Por otra parte, cabe destacar que ni P. melis ni A.
erinacei han sido detectadas en ejemplares del sur peninsular, lo cual podriamos
justificar por las menores densidades que presentan sus hospedadores principales en el
sur (Revilla y Palomares 2002, Nores 2007). Por el contrario, en el caso de Spilopsyllus
cuniculi, una pulga altamente especifica del conejo silvestre (Oryctolagus cuniculus)
(Gomez y Blasco-Zumeta 2001), ocurre que las densidades de este lagomorfo son
mayores en la zona sur (Palomares 2003, Virgds et al. 2007), en donde el zorro

incrementa su consumo (Villafuerte et al. 1998, Diaz-Ruiz et al. 2011) y, por tanto, las
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probabilidades de actuar como hospedador accidental del ectoparasito. Si observamos
los resultados de los trabajos comparados en la tabla 15, podemos comprobar que las
mayores prevalencias de S. cuniculi han sido detectadas en el trabajo de Martinez-
Carrasco et al. (2007) realizado en Murcia, lo cual corrobora una vez mas la relacion

existente entre la presencia de los hospedadores habituales y los ectoparasitos.

En definitiva, Galicia, una de las regiones con mayor superficie forestal de
Europa, s6lo superada por Finlandia y Suecia (UNECE/FAO 2000), es la comunidad
autonoma espafiola con el porcentaje mas elevado de granjas, pequefias propiedades y
porcentaje de poblacién rural (Pérez et al. 2006), zonas en las que la intervencion
humana ha dado lugar a un paisaje heterogéneo y complejo (lIzquierdo y Barrena 2006,
Lasanta et al. 2006), aumentando la capacidad de carga de ciertas especies como
consecuencia de una mayor disponibilidad y variedad de recursos troficos menos
propensos a las variaciones estacionales (Gehring y Swihart 2003, Baker y Harris 2006,
Bradley y Altizer 2007, Dotta y Verdade 2007, Pita et al. 2009, Reperant et al. 2009,
Verdade et al. 2010). Estas circunstancias, en el caso del zorro rojo, como consecuencia
de su capacidad de adaptacion a diferentes medios (Palomo y Gisbert, 2002), se ha
traducido en incrementos de sus poblaciones en los ultimos afios, sobre todo en las
citadas areas urbanas y periurbanas, donde conviven con animales domésticos y el
propio ser humano (Hegglin 2003), alcanzando en Galicia las mayores densidades de la
Peninsula Ibérica e incluso de Europa (Diaz 2009, Fidalgo et al. 2009). Segin Krasnov
et al. (2004), existe una correlacion positiva entre la riqueza de especies de
ectoparasitos y el numero de posibles hospedadores, de manera que a mayor densidad
de hospedadoreshay una mayor biodiversidad de ectoparasitos (Morand 2000, Morand y
Harvey 2000, Stanko et al. 2002, Nunn et al. 2003a, Lindenfors et al. 2007). Esta

correlacion se ha puesto de manifiesto al comparar nuestros resultados con los
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obtenidos en otros trabajos realizados en distintas zonas de Espafia. Por ultimo, los
zorros son conocidos por albergar diferentes especies de pulgas y garrapatas, la mayoria
de ellas también descritas en el ser humano, animales domesticos y silvestres, y vectores
de potenciales agentes patdgenos (KociSova et al. 2006). Por esta razdn, el incremento
de las poblaciones de zorro en zonas sinantrdpicas, asi como las altas prevalencias de
ectoparasitos detectadas, podria aumentar el riesgo de transmision de enfermedades
vectoriales (Sréter et al., 2003, KociSova et al. 2006, Letkova et al. 2006, Martinez-
Carrasco et al. 2007, Meshgi et al. 2009, Razmjo et al. 2013), y seria necesario seguir
realizando estudios que evallen el papel epidemioldgico del zorro en el mantenimiento
de enfermedades vectoriales zoondsicas y de importancia veterinaria (Kruse et al. 2004,

Martinez-Carrasco et al.2007, Razmjo et al. 2013).

5.4. Ectoparasitos vectores en carnivoros aldctonos: el gato en la Isla de

Corvo

Con el fin de determinar la posible influencia que la introduccion de especies
aloctonas en ambientes atlanticos insulares tiene sobre los ectoparasitos asociados a
estas, entre los meses de junio y agosto del 2010 se capturaron y muestrearon 48 gatos
asilvestrados en la Isla de Corvo (Azores), el 29,4% (48/163) de la poblacion total
(Oppel et al. 2012). Concretamente se examinaron 25 machos (18 adultos y 7 juveniles)

y 23 hembras (17 adultos y 6 juveniles).

La identificacion de los parésitos recolectados confirmé la presencia de
Ctenocefalides felis y Rhipicephalus turanicus en el 91,7% (44 individuos) y el 10,4%
(5 individuos) de los ejemplares estudiados, respectivamente. Las prevalencias, edad,

sexo y zonas de captura de los individuos muestreados se recopilan en la Tabla 16.
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Especies Machos (%0) Hembras (%) Juveniles (%) Adultos (%) Zona de captura
C. felis 23(92) 21(91,3) 10 (76,9) 34 (97,1) 1-2
R. turanicus 3(12) 2 (8,6) 2 (15,3) 3(8,5) 1

Tabla 16. Especies y prevalencias de pulgas y garrapatas detectadas en los gatos muestreados, indicando el sexo, grupo de edad y
zonas de captura. La zona 1 alberga 0,73 gatos/ha, y la zona 2 presenta 0,03 gatos/ha (Oppel et al. 2012).

Desde que MacArthur y Wilson (1963, 1967) propusieron la “teoria de la
biogeografia de islas”, en la que se predice el nimero de especies presentes en los
ecosistemas insulares, varios estudios han tratado de aplicar esta teoria a la relacién
hospedador-parésito en diferentes especies de entornos insulares; es el caso de los
trabajos de Pippin y Shimada (1966) en roedores, Lewis (1968) en topillos y musarafas,
Mas-Coma y Feliu (1977) en micro-mamiferos, Bengtson et al. (1986) en roedores,
Scharf (1991) en pequefios mamiferos, Casanova et al. (1996) en roedores, insectivoros
y lagomorfos, Miquel et al. (1996) en roedores, Mas-Coma et al. (1998) en insectivoros
y roedores, Wilson et al. (1998) en roedores, Mas-Coma et al. (2000) en insectivoros y
roedores, Crooks et al. (2001) en carnivoros, Bellocq et al. (2002) en micro-mamiferos,
Wilson y Durden (2003) en vertebrados terrestres, y Torchin et al. (2003) en moluscos,
crustaceos, peces, anfibios, reptiles, aves y mamiferos). También se han realizado
trabajos acerca de los endoparasitos en gatos asilvestrados, entre los que destacan los de
Wallace et al. (1972), Rep (1975), Gregory y Munday (1976), Malloy y Embil (1978),
Roncalli et al. (1998), Fromont et al. (2001), Porqueddu et al. (2004), Adams et al.
(2008), Levy et al. (2008), y Millan y Casanova (2009). Sin embargo, nuestro estudio es
el primero que propone la aplicacion de dicha teoria a los ectoparasitos (pulgas y
garrapatas) presentes en gatos asilvestrados introducidos en un ecosistema insular, y los
resultados obtenidos son los primeros que intentan aportar informacion en este aspecto.

Por tanto, nuestro trabajo se planted con la intencidn de aportar datos relevantes, desde
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el punto de vista de la “teoria de biogeografia de islas", de la presencia de ectoparasitos

en carnivoros aldctonos introducidos en ambientes insulares.

En primer lugar, al analizar nuestros resultados, se aprecia que el numero de
especies de ectoparasitos identificados fue inferior al de la mayoria de los estudios
realizados en gatos asilvestrados continentales (Tabla 17). En nuestro caso solo
detectamos la presencia de una especie de pulga (Ctenocefalides felis) y una especie de
garrapata (Rhipicephalus turanicus), llegdndose a identificar hasta 10 especies
diferentes de pulgas en estudios realizados en Alemania (Visser et al. 2001) o 15 de

garrapatas en Africa (Horak et al. 2010).

Localizacién Autor Estudio Especies
Africa (Horak et al. 2010) Garrapatas 2,6,7,12,13, 14, 16, 20, 21, 24, 26, 29, 30, 31, 32
Australia (Coman et al. 1981) Pulgas 4,57, 14
Garrapatas 23
Australia (Schloderer et al. 2006) Pulgas 5,8, 14
Australia (Slapeta et al. 2011) Pulgas 5,8
Emiratos Arabes (Schuster et al. 2009) Pulgas 15, 17
Garrapatas 28
Etiopia (Kumsa et al. 2011) Pulgas 4,5,12
Estados Unidos (Akucewich et al. 2002) Pulgas 5,8,11, 13
Garrapatas 1,4,22
Grecia (Koutinas et al. 1995) Pulgas 4,5
Alemania (Beck et al. 2006) Pulgas 1,4,5, 14
Alemania (Visser et al. 2001) Pulgas 1,2,3,5,6,9,10,11, 14, 16
Hungria (Farkas et al. 2009) Pulgas 4,5
Japon (Shimada et al. 2002) Garrapatas 3,5,8,9 10,11, 13, 15,17, 18, 19
Nueva Zealanda (Guzman 1994) Pulgas 4,5
Portugal (Vaz et al. 2006) Pulgas 4,5
Garrapatas 13,28
Espafia (Garcia et al. 2012) Pulgas 4,5,12
Espafia (Millan et al. 2007) Pulgas 4,14
Garrapatas 13, 25, 27, 30
Tailandia (Changbunjong et al. 2009) Pulgas 5,8
Tailandia (Jittapalapong et al. 2008) Pulgas 5, 18
Reino Unido (Bond et al. 2007) Pulgas 1,4,5,12,14

Tabla 17. Especies de pulgas y garrapatas identificadas en gatos de diferentes continentes.

Pulgas: 1.Archaeopsylla erinacei, 2.Ceratophyllus gallinae, 3. .Ceratophyllus garei, 4.Ctenocephalides canis, 5.C. felis, 6.Ctenophthalmus assimilis,
7.Echidnophaga spp., 8.E. gallinacea, 9.Hystrichopsylla talpae, 10.Monopsyllus sciurorum, 11.Nosopsyllus fasciatus, 12.Pulex irritans, 13.P.
simulans, 14.Spilopsyllus cuniculi, 15.Synosternus pallidus, 16.Typhloceras poppei, 17.Xenopsylla astia, 18.X. cheopitis.

Garrapatas: 1.Amblyomma americanum, 2.A. hebraeum, 3.A. testudinarium, 4.Dermacentor variabilis, 5.Haemaphysalis spp., 6.H. colesbergensis,
7.H. elliptica, 8.H.longicornis, 9.H. megaspinosa, 10.H. japonica, 11.H. flava, 12.H. zumpti, 13.Ixodes spp., 14.I. corwini, 15.l.granulatus, 16.1.
myotomys, 17.1.nipponensis, 18.1. ovatus, 19. I. persulcatus, 20.1.pilosus, 21.1. rubicundus, 22.l1. scapularis, 23.l. tasmani, 24.Rhipicentor nuttalli,
25.Rhipicephalus spp., 26.R. gertrudae, 27.R. pusillus, 28.R. sanguineus, 29.R simus, 30.R. turanicus, 31.R. zambeziensis, 32.0tobius megnini.
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Estudios como el de Torchin et al. (2003), en el que se comparan los parasitos de
moluscos, crustaceos, peces, anfibios, reptiles, aves y mamiferos, ponen de manifiesto
que estos hospedadores poseen hasta el doble de especies de parasitos en sus lugares de
origen que en las zonas donde han sido introducidos. Varios autores intentan explicar,
con diversas razones, esta reduccion en la diversidad de parasitos que acompafian a una
especie desde su area de distribucion natural; en general se pueden resumir en tres
causas: menor probabilidad de introduccion del parasito junto a su hospedador,
reduccion de la supervivencia del parasito en el nuevo entorno y ausencia de
hospedadores alternativos, o necesarios, para completar el ciclo biologico de

determinados ectoparasitos (Torchin et al. 2003, MacLeod et al. 2010).

En relacion con la menor probabilidad de introduccion del parasito junto a su
hospedador, Torchin et al. (2002, 2003) indican que, a menudo, las especies
introducidas en un nuevo ambiente derivan de una poblacion inicial constituida por un
numero relativamente pequefio de individuos, por lo que la probabilidad de introducir
parasitos también se reduce, disminuyendo el nimero de especies de parasitos presentes
en dichos hospedadores en el nuevo entorno (Cornell y Hawkins 1993, Mitchell y
Power 2003, Torchin et al. 2003). De hecho, algunos autores cuantifican estas
reducciones en méas del 60% respecto a su area de distribucion natural (MacLeod et al.
2010), llegando incluso a superar el 75% segun otros (Torchin y Mitchell 2004). En este
sentido, sabemos que los gatos fueron introducidos por el hombre en la isla de Corvo
antes de 1717 (Oppel et al. 2012), y podemos suponer que debieron ser relativamente
pocos los individuos iniciales que llegaron a la isla, lo cual podria explicar, tal y como
defienden los autores citados, la baja diversidad de ectoparasitos identificados. Sin
embargo, en ninguno de estos trabajos existen registros fehacientes del numero

aproximado de individuos inicialmente introducidos. En nuestro caso, para intentar
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determinar dicho numero, aprovechamos las biopsias de los 48 ejemplares muestreados
para obtener informacion genética, consiguiéndose recuperar 43 secuencias de ADN
mitocondrial, las cuales se pudieron clasificar en 2 haplotipos. Estos haplotipos
pertenecen al clado IV definida por Driscoll et al. (2007), que incluye a los gatos
domésticos de diferentes partes del mundo. El haplotipo | fue el mas frecuente en Corvo
(38/43), siendo también el mas comun en el resto de paises estudiados, habiéndose
encontrado en gatos de EE.UU., Reino Unido, Portugal, Francia, Mongolia, Kazajstan,
Azerbaiyan, Israel, Arabia Saudita, Hungria y Rusia; el haplotipo Il, menos frecuente en
la isla de Corvo (5/43), es también menos frecuente estando presente solo en EE.UU.,
Reino Unido, Francia, Portugal, Israel y Hungria. El bajo nimero de haplotipos
mitocondriales detectados en nuestro estudio (haplototipos | y 1), podria corroborar la
hipotesis de que el numero de gatos inicialmente introducidos en la isla de Corvo fue
reducido, lo que a su vez apoyaria las hipétesis anteriormente citadas, explicando la baja

diversidad de especies de ectoparasitos detectadas.

Otro de los aspectos interesante es determinar qué especies de ectoparasitos
pudieron acompanar al hospedador hasta el nuevo entorno. En este sentido, Bengtson et
al. (1986) postulan que como las especies aloctonas suelen portar consigo solo una
fraccion de la diversidad de ectoparasitos que esta presente en su area de origen, las
especies de parésitos introducidas en los nuevos ambientes probablemente sean las de
mayores prevalencias en su area de origen. Si comparamos las altas prevalencias
mostradas por C. felis en nuestro trabajo (91,7%) con el de la mayoria de los trabajos
revisados (Tabla 18), comprobamos que en todos ellos, incluido el nuestro, C. felis es la
especie de ectoparasito que muestra las mayores prevalencias en gatos. De hecho, Rust
(2005) indica que la “pulga del gato” es el ectoparasito mas abundante en los gatos de

todo el mundo, pudiendo ser esta una de las posibles razones por las que C. felis es la
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Unica especie de pulga detectada en los gatos de la isla de Corvo, y por las que otras
especies de pulgas, también presentes de forma habitual en gatos continentales pero con
menores prevalencias, por ejemplo, Ctenocephalides canis: 5,3% (Koutinas et al. 1995),
7,3% (Beck et al. 2006), 1,4% (Bond et al. 2007), 1,9% (Farkas et al. 2009), 18%

(Kumsa et al. 2011), 1,1% (Garcia et al. 2012), pudieron no llegar a asentarse en la isla.

En lo que respecta a la reduccién en la supervivencia de los parasitos en el
propio hospedador, a pesar de haber sido introducidos en el nuevo entorno, Moir et al.
(2012), afirman que los artropodos parasitos que acompafian a las especies introducidas
en nuevos entornos podrian ser escasos para mantener poblaciones sostenibles a largo
plazo, por lo que el reducido namero inicial de gatos que llegaron a la isla de Corvo
podria haber llevado a la desaparicion de las especies de ectoparasitos menos
frecuentes. Este podria ser el caso de algunas especies que, aunque no de forma
habitual, si aparecen en bajas prevalencias en gatos, como Ceratophylus gallinae,
Ceratophylus garei, S. cuniculi, P. melis o P. irritans (Visser et al. 2001). Ademas, el
escaso numero de ectoparasitos que acomparian a estos animales se podria ver ain mas
reducido por actividades del propio hospedador, como el acicalado, actividad habitual
en gatos con ectoparasitos, que puede reducir hasta en un 17,6% diariamente la carga de
ectoparasitos (Hinkle et al. 1998, Eckstein y Hart 2000, Bush y Malenke 2008). Pero no
solo el propio hospedador puede reducir el numero de especies de ectoparasitos que
alberga, sino que la propia competencia interespecifica entre las larvas de pulgas
podrian haber reducido la supervivencia de otras especies y explicar la alta prevalencia
de algunas especies en detrimento de otras (Durden et al. 2005, Garcia et al. 2012); por
ejemplo, en el caso de C. felis, dado que sus larvas pueden alimentarse de las larvas de
otras especies de pulgas (Dryden 1993, Chesney 1995, Randolph 2004). Por ultimo,

también el propio entorno podria haber reducido la supervivencia de algunas especies de
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ectoparasitos como consecuencia de las condiciones desfavorables del medio, ya que las
condiciones medioambientales pueden afectar a la supervivencia y proliferacion de los
ectoparasitos (Fromont 2001, Osacar-Jiménez 2001, Akucewich et al. 2002, Garcia et
al. 2012); en este sentido, las garrapatas pueden ver limitada especialmente su
distribucion ya que, ademas de pasar gran parte de su ciclo de vida fuera del
hospedador, son relativamente inmoviles y tienen un pequefio tamafio corporal, lo que
limita su resistencia a las condiciones ambientales externas (Needham y Teal 1991). Por
ejemplo, R. sanguineus presenta un comportamiento endofilico, localizandose
habitualmente sobre paredes y mobiliario de entornos domésticos (Demma et al. 2005,
Dantas-Torres et al. 2006), y aunque es capaz de vivir en el exterior, se encuentra
normalmente en areas donde existen refugios cercanos (Dantas-Torres 2010). Ademas,
se la considera una garrapata especialista del perro doméstico, ocurriendo sobre este
hospedador todos sus estadios de desarrollo, y aunque se ha encontrado R. sanguineus
en otras especies, generalmente ocurre cuando su hospedador principal esta presente en
el medio para mantener la poblacién de garrapatas (Walker et al. 2003), no existiendo
en la Isla poblaciones ferales de este canido. En definitiva, en la actualidad se puede
considerar a R. sanguineus una especie cosmopolita capaz de parasitar diferentes
especies (Dantas-Torres 2010), sin embargo, en la isla de Corvo, la ausencia de su
principal hospedador en forma feral, y la escasez de construcciones a lo largo de la isla
(Hervias et al. 2012), habrian podido limitar su supervivencia en los propios gatos, a
pesar de poder haber sido introducido como demuestra su presencia en gatos de algunos

estudios (Vaz et al. 2006, Schuster et al. 2009).

Por ultimo, y enlazando con la anterior, la tercera causa que se ha planteado para
explicar la reduccion en la diversidad de parasitos que acompafian a un hospedador

aloctono en su nueva area de distribucion, es la debida a la ausencia de hospedadores
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alternativos y/o de hospedadores necesarios para completar el ciclo biolégico en
especies multihospedador (Torchin et al. 2003). En este sentido, como ponen de
manifiesto otros estudios (Koutinas et al. 1995, Cadiergues et al. 2000, Beck et al.
2006), C. canis es la segunda especie mas abundante en el gato, por lo que, en principio,
también podria haber sido introducida en la isla con este felino. Sin embargo, esta
especie se reproduce principamente en perros, zorros u otros canidos similares (Baker y
Elharam 1992), por lo que la ausencia de poblaciones ferales de perros en la isla de
Corvo, y la ausencia de otros canidos silvestres (Hervias et al. 2012) podria haber sido
la causa de que se redujera su transmision y supervivencia a largo plazo. De forma
anéloga, Bond et al. (2007) confirman la presencia de Spilopsyllus cuniculi y
Archaeopsylla erinacei en gatos como consecuencia de la exposicion a conejos y erizos
respectivamente. Sin embargo, de nuevo, sus principales hospedadores, conejos y erizos
respectivamente (Gémez y Blasco-Zumeta 2001), no estan presentes en la isla (Hervias
et al. 2012), lo que pudo reeducir su capacidad para transmitirse y sobrevivir a largo
plazo. De la misma manera, en el caso de las garrapatas, la ausencia de algunos de los
hospedadores necesarios para completar ciclos biolégicos complejos impedirian el
establecimiento de dicho parasito en el nuevo entorno. Es el caso de R. sanguineus,
antes mencionado; en concreto, Horak et al. (2010) afirman que esta especie de ixédido
es la garrapata mas frecuentemente encontrada en perros domésticos en varios estudios
Ilevados a cabo en Sudéafrica (Goldsmid 1963, Horak 1995, Bryson et al. 2000, Jacobs
et al. 2001, Horak y Matthee, 2003, Neves et al. 2004, De Matos et al. 2008) pero no se
detectd en gatos domésticos ni en los félidos silvestres de su estudio, ni en las 23
especies de carnivoros silvestres estudiados por Horak et al. (2000), lo cual podria
confirmar la estrecha relacion entre los perros domésticos y el ectoparasito. Es decir,

podemos indicar que, aunque se ha detectado la presencia de R. Sanguineus en gatos de
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algunos estudios (Vaz et al. 2006, Schuster et al. 2009), y podria huber sido introducida
en la isla de Corvo por alguno de los gatos que llegaron a ella, dificilmente hubiera

podido completar su ciclo debida a la ausencia de perros ferales en el entrorno.

Especies
Referencia
C. felis R. turanicus
Corvo (presente trabajo) 91,7% 10,4%
Grecia (Koutinas et al. 1995) 97,4% ND
Alemania (Visser et al. 2001) 91,6% ND
Estados Unidos (Akucewich et al. 2002) 92,5% 0%
Alemania (Beck et al. 2006) 89,8% ND
Australia (Schloderer et al. 2006) 77,5% ND
Reino Unido (Bond et al. 2007) 98,9% ND
Tailandia (Jittapalapong et al. 2008) 88,3% 0%
Tailandia (Changbunjong et al. 2009) 100% 0%
Hungria (Farkas et al. 2009) 95,1% 0%
Etiopia (Kumsa et al. 2011) 67% 0%
Espafia (Garcia et al. 2012) 99,5% ND

Tabla 18. Estudios realizados en gatos en los que se ha descrito la presencia de C. felis y R. turanicus. ND: No
determinado.

Con respecto a la presencia de R.turanicus en los gatos de la isla de Corvo, al
comparar los resultados con el de la mayoria de los estudios realizadosen los altimos
afios (Tabla 18), podemos observar que en ninguno de ellos aparece dicha garrapata
como parasito habitual del gato. La aparicion del ixodido parece contradecir la perdida
en la diversidad de especies de parasitos asociada a la introduccién fuera de su area de
distribucion natural; sin embargo, varios estudios ponen de manifiesto que especies de

ectoparasitos presentes en el entorno son generalmente adquiridas por los hospedadores
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aléctonos en el nuevo habitat (Cornell y Hawkins 1993, Poulin y Mouillot 2003,
Torchin et al. 2003, Torchin y Mitchell 2004, Romeo et al. 2014). Beaucournu y
Launay (1990) y Pérez-Eid (2007) lo justifican diciendo que determinadas especies
pueden actuar como hospedadores secundarios y, de esta forma, pueden mantener
cargas de parasitos no habituales en la especie siempre y cuando los hospedadores
primarios estan presentes en el entorno. En un estudio previo realizado en la isla de
Corvo sobre los parasitos de la pardela cenicienta (Calonectris diomedea), se comprobd
que estas aves albergaban dos especies de garrapatas descritas por primera vez en aves
marinas (Ixodes ricinus y Haemaphysalis punctata) (Hervias et al. 2013c), tratandose de
dos especies de ixddidos que parasitan principalmente al ganado doméstico (Walker et
al. 2003, Hervias et al. 2013c). Este hecho guarda relacion con la aparicién de R.
turanicus en gatos, y que también podria ser consecuencia, tal y como se indica en el
citado estudio, de la presencia de ganado doméstico (cabras y ovejas) en el mismo
entorno que fueron introducidas en Corvo, y que hoy en dia forman poblaciones ferales

sin ningun tipo de control sanitario (Hervias et al. 2012).

Por otro lado, Sleeman (1989), Forchhammer y Asferg (2000), Sréter et al.
(2003), Horaket al. (2004), Martinez-Carrasco et al. (2007), Mohammad (2008), Vilcins
et al. (2008) y Sev¢ik et al. (2010) indican que la presencia de algunos parasitos puede
dar informacion acerca de los habitos depredadores y/o el uso del habitat de sus
hospedadores habituales. En el caso concreto de los gatos de la isla de Corvo, se han
realizado estudios sobre su dieta que demuestran que sus principales presas son ratones,
ratas y aves (Hervias et al. 2013a), por lo que teniendo en cuenta que los estadios
inmaduros de R. turanicus parasitan de forma habitual roedores y aves (Manilla et al.
1982, Walker et al. 2000, Estrada-Pefia et al 2004), y que comparten un habitat

reducido (la isla tiene una superficie de 17km?), es razonable pensar que los gatos
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asilvestrados de Corvo hayan adquirido R. turanicus a partir del contacto con sus
principales presas, roedores y aves. Ademas, gracias a los resultados obtenidos en
estudios previos, sabemos que la presencia de gatos ferales es mas habitual en las zonas
bajas de la isla (Oppel et al. 2012), en tanto que las zonas altas coinciden con el area de
distribucion habitual de cabras y ovejas asilvestradas (Hervias et al. 2012) (zonas 1y 2,
respectivamente, de la figura 9), rumiantes que actlan como hospedadores principales
de los estadios adultos de R. turanicus (Estrada-Pefia et al. 2004). Por lo que respecta a
las ratas y ratones, también son mamiferos al6ctonos cuya distribucion en la isla es méas
homogénea (Hervias et al. 2012). En este sentido, conviene indicar que la abundancia
de garrapatas puede depender de la presencia de roedores (Smart y Caccamizel988,
Sonenshine 1993) y que, ademas, los contactos entre diferentes hospedadores
potenciales y/o la ausencia de las especies hospedadoras principales, puede dar lugar a
la presencia de parasitos en hospedadores inusuales (Lebarbenchon et al. 2006). Por
tanto, las bajas densidades de hospedadores definitivos en las zonas bajas de Corvo,
junto al contacto interespecifico con los hospedadores habituales de las formas
inmaduras (roedores y aves), puede que sea la causa favorecedora de la presencia de R.
turanicus en los gatos asilvestrados de la isla. A esto hay que afadir que los gatos
suelen desplazarse libremente por todo el territorio insular, lo que incrementa las
probabilidades de interaccion intraespecifica, ademas de disponer de lugares de
descanso adicionales al lugar de descanso habitual en donde los ectoparésitos pueden
persistir a la espera de un nuevo hospedador (Williams 1983). Este comportamiento
territorial de los gatos es importante en el caso de las garrapatas, ya que estos parasitos
pasan gran parte de su vida en el medio, mientras se desarrollan las fases externas de su
ciclo bioldgico, a la espera de la llegada de un nuevo hospedador para finalizar su ciclo

(Needham y Teal 1991, Gray 2002). En el caso de los gatos asilvestrados de Corvo se

120



Resultados y Discusion

ha comprobado mediante la utilizacion de localizadores GPS que pueden alcanzar areas
de campeo de hasta 73,9 hectareas (Hervias et al. 2013), en una isla de 17kmz, lo que

favoreceria el contacto entre la garrapata y el gato en las diferentes zonas de la isla.

Figura 11. Zonificacién y puntos de captura ( A) de los gatos asilvestrados.

Por altimo, otra de las razones que podrian explicar la presencia de R. turanicus
en los gatos de Corvo es la teoria de que existe una estrecha relacién entre la
especificidad parasito-hospedador y la probabilidad de anidar en un nuevo hospedador.
Segln esta teoria, cuanto menor es la especificidad parasito-hospedador, mayor es la
probabilidad de que dicho parasito busque hospedadores alternativos (Daszak et al.
2000, Cleaveland et al. 2001, Dobson y Foufopoulos 2001). Por lo tanto, al tratarse R.
turanicus de una especie generalista, capaz de parasitar a rumiantes domésticos como
camellos, cabras y ovejas, bufalos acuaticos, facoqueros, cebras, caballos, grandes y

medianos carnivoros, algunas especies de aves, erizos, musarafias, jerbos, roedores
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maridos y liebres (Walker et al. 2003, Estrada-Pefia et al. 2004), podria parasitar a los
gatos con mayor facilidad que otras especies de ixddidos con una mayor especificidad
parasito-hospedador; ademas, es probable que el estrecho contacto de los gatos con los
hospedadores de las formas inmaduras (roedores y aves) y la reducida presencia de los
hospedadores tipicos de las formas maduras de las garrapatas (cabras y ovejas) en las
zonas bajas, unido a las mayores densidades de gatos en estas zonas (zona 1: 0,73
gatos/ha. frente a zona 2: 0,03 gatos/ha. Figura 9) (Oppel et al. 2012) haya favorecido
esta nueva relacién parasitaria entre los gatos asilvestrados de la Isla y R. turanicus, ya
que, por lo general, cuanto mayor es la densidad de hospedadores, mayor sera la
biodiversidad de ectoparasitos (Morand 2000, Morand y Harvey 2000, Stanko et al.

2002, Nunn et al. 2003a, Lindenfors et al. 2007).

Por lo tanto, podemos afirmar como la escasa riqueza de pulgas y garrpatas
detectadas en los gatos asilvestrados de Corvo (Ctenocefalides felis y Rhipicephalus
turanicus), es consecuencia del reducido nimero de especies hospedadoras principales,
y secundarias, en el entorno; en el mismo sentido, la presencia poco habitual de R.
turanicus en los gatos de la Isla esta influenciada por la reduccion en el nimero de
especies hospedadoras principales, y secundarias, de dicha garrapata. Ambos ejemplos
ponen de manifiesto la relacion existente entre el nimero de hospedadores presentes en
un entorno y la riqueza de ectoparasitos detetados en dichos hospedadores. Diferentes
autores, entre otros Morand (2000), Morand y Harvey (2000), Stanko et al. (2002),
Nunn et al. (2003a) o Lindenfors et al. (2007), ya defendian esta idea afirmando que a

mayor densidad de hospedador mayor biodiversidad de ectoparasitos.

Para concluir, y como ya hemos hecho referencia, en los ultimos afios se ha
incrementado la preocupacion por la propagacion mundial de parasitos artropodos, y por

los patdgenos que estos transmiten, influido todo ello por los cambios ambientales y
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climaticos, asi como por el aumento del comercio internacional (Knols y Takken 2007,
Beugnet y Marie 2009, Cardoso 2010, Otranto y Dantas-Torres 2010, Cardoso et al.
2012, Dantas-Torres et al. 2012). Las enfermedades transmitidas por vectores
artropodos son de gran importancia para la salud humana y animal, y concretamente las
pulgas y garrapatas pueden ser eficientes vectores de un gran nimero patdgenos, con
graves repercusiones para la salud y la economia mundial (Shaw y Day 2005, Otranto y
Dantas-Torres 2010, Baneth et al. 2012). Mas concretamente, en lo que se refiere a los
ectoparasitos de los gatos, los casos clinicos de enfermedades transmitidas por vectores
felinos (ETVF) han aumentado en todo el mundo en los ultimos afios (Vilhena et al.
2013). Por ello, adquiere una especial relevancia las altas prevalencias de C. felis que
hemos detectado en los gatos de la isla de Corvo, dada la importancia que dicha pulga
ha adquirido en los Ultimos afios como potencial fuente de infeccion de distintas
enfermedades para el hombre (Zavala-Velazquez et al. 2002, Brown et al. 2003, Shawet
al. 2004, Horta et al. 2006, Marquez et al. 2006, Psaroulakiet al. 2006, Venzal et al.
2006, Eisen et al. 2008, Nava et al. 2008, Pérez-Osorio et al. 2008, Capelli et al. 2009,
Paz et al. 2010, Troyo et al. 2012). Sin embargo, el desconocimiento de la distribucion
y la epidemiologia de las ETVF de interés zoonosico, ha impedido la aplicacion de
medidas de control eficaces que prevengan la infeccion, no solo de los gatos, sino
también de otros animales y de los propios seres humanos (Otranto y Dantas-Torres
2010). En este sentido, Rolain et al. (2003) afirman que las pulgas del gato
posiblemente sean unos vectores de zoonosis mas importantes de lo que se piensa, y que
la transmision de patdgenos a los seres humanos es especialmente probable cuando los
animales de compafiia estan muy parasitados por pulgas (Van Der Snoek y Overgaauw
2011). Por ello, seria fundamental un control de las ETVF con el fin de reducir el riesgo

de la circulacion de patdgenos entre los animales de compafiia y los seres humanos.
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Pero no solo los seres humanos y sus animales de compafiia podrian verse seriamente
afectados por ETVF introducidas por los gatos en ambientes al6ctonos, sino que, como
afirman varios autores, las especies endémicas de entornos insulares, sobre todo
aquellas con cierto grado de proteccidn, son especialmente vulnerables a la introduccién
de nuevas enfermedades y sus vectores (Van Riper et al. 1986, Dobson 1988, Primack
1998, McCallum y Dobson 1995, Woodroffe 1999, Crooks et al. 2001b, Crooks et al.
2004), pudiendo tener la transferencia de vectores, y las enfermedades asociadas a
estos, consecuencias catastroficas en los ecosistemas naturales (Esbérard et al. 2005).
En este sentido hay que recordar que Corvo posee importantes colonias de diferentes
especies de aves marinas, muchas de ellas clasificadas como prioritarias por el Anexo |
de la Directiva Aves y como vulnerables por la Unién Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza (Hervias et al. 2012), y como hemos visto, en un estudio
realizado en la isla de Corvo sobre la pardela cenicienta, se comprob6 que estaba
parasitada por I. ricinus y H. punctata, siendo la primera vez que se citan en aves
marinas y, probablemente, consecuencia de la presencia de sus principales hospedadores
(Hervias et al. 2013c). Por lo tanto, aunque no se ha detectado hasta el momento la
presencia de R. turanicus ni C. felis en las pardelas de Corvo (Hervias et al. 2013c), la
presencia de gatos asilvestrados con altas prevalencias de ambos ectoparasitos podrian
favorecer su transmision a las aves marinas, lo que pudiera llegar a tener graves
consecuencias para las colonias de aves marinas nidificantes de la Isla, ya que por un
lado las aves marinas en la fase de cria son especialmente vulnerables a la presencia de
parasitos (Festa-Bianchet 1989, Oppliger et al. 1996) como consecuencia de los largos
periodos que pasan en tierra formando densas colonias que proporcionan excelentes
condiciones para la presencia de paréasitos (Clifford 1979), y del estrés asociado a esta

etapa, el cual debilita a su vez el sistema inmune (Bell 1980, Clayton 1991, Gustafsson
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et al. 1994). Esto a su vez provoca que los individuos mas intensamente parasitados
sean especialmente vulnerables a la predacion (Temple 1987, Packer et al. 2003). Por lo
tanto, el control de los gatos asilvestrados, y de sus FVBD, también deberia tenerse en

cuenta desde el punto de vista de la conservacion de las especies autoctonas de la isla.
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PRIMERA: La deteccion de cepas Escherichia coli verotoxigénicas
pertenecientes a 6 serotipos (O5:HNM, O9[H21], 098:[H21], O146:[H21], ONT:H16,
O177:H11) en zorros de Galicia constata que la especie actua como reservorio para
algunos seropatotipos importantes (O5:HNM) y frecuentemente implicados en casos
clinicos humanos (0146:[H21]) en el area geogréafica estudiada. Por lo tanto, el zorro,
juega un papel importante en el mantenimiento y transmisién de cepas Escherichia coli

verotoxigénicas para los animales de produccién que comparten un mismo habitat.

SEGUNDA: A pesar de que tanto el zorro como el lobo ibérico intervienen en el
ciclo selvético de Trichinella spp. en el noroeste de la Peninsula Ibérica, los resultados
obtenidos demuestran que el lobo tiene una mayor implicacion epidemioldgica en la
circulacién y persistencia de la biomasa del parasito en &reas naturales, asi como en el
mantenimiento de las dos especies detectadas en Galicia (T. spiralis y T. britovi). Este
papel preponderante concuerda con el hecho de que el lobo sea un superpredador
situado en el puesto superior de la piramide trofica, por encima del zorro y otros
hospedadores silvestres, circunstancia que lo convierte en la especie de eleccion para
investigar el anidamiento natural de Trichinella spp. en zonas donde cohabita con otras

especies de carnivoros silvestres.

TERCERA: La riqueza de especies de garrapatas y pulgas en los zorros de
Galicia, ademas de estar condicionada por los factores bioclimaticos atlanticos propios
del noroeste peninsular, depende también de la presencia de otras especies de
mamiferos que actuan como hospedadores principales de determinados ectoparasitos,
como es el caso de Ixodes hexagonus, Ixodes ricinus, Paraceras melis, Archeopsylla
erinacei y Spilopsyllus cuniculi. La deteccion de estas especies en el zorro indica que ha

existido un contacto entre este carnivoro y los hospedadores habituales de dichos
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ectoparasitos, ya sea por una relacion trofica del tipo predador-presa o bien por

compartir el mismo nicho ecoldgico de forma permanente o temporal.

CUARTA: La escasa riqueza de ectoparasitos de los gatos asilvestrados de la
isla de Corvo (Ctenocefalides felis y Rhipicephalus turanicus) es un claro ejemplo de
que, en condiciones de aislamiento geografico con un reducido nimero de especies
hospedadoras habituales y secundarias, el nimero de ectoparasitos tiende a reducirse
incluso cuando se dan las condiciones ambientales apropiadas y hay una especie
hospedadora generalista, en comparacién con otras areas bioclimaticas de influencia
atlantica, como es el caso del noroeste de la Peninsula Ibérica, en donde la presencia de
una gran variedad de mamiferos silvestres garantiza que pulgas y garrapatas puedan

completar su ciclo biolégico y mantenerse en el tiempo.
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Resumen

El aumento de la poblacion humana, y la cada vez mayor necesidad de recursos
que lleva asociado, esta provocando la invasion de diferentes ecosistemas y, con ello, un
mayor contacto entre la fauna silvestre, los animales domésticos y el propio hombre.
Algunas especies de carnivoros generalistas han sido capaces de adaptarse con éxito a
los entornos antropogeénicos, incrementando sus poblaciones; el hecho de que estén
situadas en lo alto de la cadena tréfica, que sean mas longevas y con mayor capacidad
de dispersion que otras especies, hace que estos carnivoros actlen como

bioacumuladores y potenciales transmisores de agentes infectocontagiosos.

El objetivo del presente estudio ha sido demostrar el papel epidemioldgico de los
carnivoros generalistas autctonos y aloctonos en el mantenimiento y dispersion de
algunos patégenos multihospedador con capacidad zoonoésica en &reas biocliméticas
atlanticas. Una parte del presente estudio se ha realizado en Galicia, donde existe uno de
los porcentajes mas altos de poblacion rural de Espafia y de ganaderia tradicional
extensiva y semiextensiva, ademas de mantener una de las mayores densidades de lobo

ibérico (Canis lupus signatus) y zorro rojo (Vulpes vulpes) de la Peninsula Ibérica.

En primer lugar se investigo la presencia de cepas de E. coli verotoxigenicas
(ECVT) en 260 muestras fecales de zorros mediante cultivo selectivo y deteccién por
PCR de genes del patotipo. Resultaron positivos el 6,1% de los ejemplares muestreados,
con un total de 6 cepas ECVT diferentes; 3 de las 6 cepas ECVT (O5:HNM, 098:[H21]
y 0146:[H21]) mostraban perfiles genéticos similares a otras cepas ECVT de patologia
humana aisladas en el mismo area geogréafica; y lo que es mas importante, el perfil de
macrorrestriccion de la cepa O5:HNM aislada de zorro mostro una similitud superior al
89% con una cepa de origen humano y una cepa aislada de carne de vacuno. Estos
resultados ponen de manifiesto el papel del canido como portador y potencial

transmisor de seropatotipos implicados en casos clinicos en el noroeste peninsular.
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En segundo lugar, se investigd mediante digestion artificial la presencia de
larvas de Trichinella spp. en 100 lobos y 1.196 zorros, resultando positivos el 3% vy el
0,73%, respectivamente. Se confirm6 mediante PCR multiple la presencia de T. britovi
y T. spiralis en lobos, asi como T. britovi en zorros. Tanto la prevalencia como el mayor
namero de especies de Trichinella identificadas, confirman que el lobo es el principal
bioacumulador del paréasito y, por tanto, la especie de eleccién a la hora de investigar su

epidemiologia en el ciclo selvatico gallego.

En tercer lugar se estudio la presencia de ectoparasitos en 224 zorros de Galicia,
obteniendo resultados positivos en el 75,9% de los ejemplares. Se identificaron 4
especies de garrapatas (Ixodes hexagonus, Dermacentor reticulatus, Ixodes ricinus y
Rhipicephalus turanicus) y 6 de pulgas (Ctenocephalides canis, Ctenocephalides felis,
Pulex irritans, Paraceras melis, Archeopsylla erinacei y Spilopsyllus cuniculi), algunas
de ellas parasitos habituales de otras especies de mamiferos con las que el zorro
comparte el territorio. Este hecho pone de manifiesto la relacion existente entre los
hospedadores de las diferentes especies de ectoparasitos que coexisten en nuestra zona

de estudio, asi como el papel del zorro como hospedador, y dispersor, de estos.

Por ultimo, con el fin de determinar cudl es el efecto de la insularidad sobre la
riqueza de ectoparasitos en un carnivoro aléctono en ambientes atlanticos, se analizaron
48 gatos asilvestrados (Felis catus) de la isla de Corvo (Azores). La escasa riqueza de
especies detectada, Ctenocephalides felis (91,6%) y Rhipicephalus turanicus (10%),
confirma que el aislamiento geografico puede reducir drasticamente el ndmero de
especies de ectoparasitos presentes en un carnivoro generalista. Los resultados
obtenidos confirman también la relacion existente entre los hospedadores de diferentes

especies de ectoparasitos que coexisten en la isla y la riqueza parasitaria detectada.
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Summary

The rising human population and its huge use of natural resources are triggering
human invasion of several ecosystems. Consequently, there is a greater contact between
wildlife, domestic animals and man himself, and more intra- and inter-specific

transmission of infectious agents.

Some generalist carnivore species have increased their populations due to their
successful adaptation to anthropogenic environments. As these species are positioned on
the top of the food chain, are long-lived and have greater dispersion capacity than other
species, these carnivore species act as bio-accumulator and potential transmitters of

many infectious agents.

Our study aims to demonstrate the epidemiological role played by native and
non-native generalist carnivore species in the maintenance and spread of some multi-
host zoonotic pathogens in Atlantic bioclimatic areas. It has been partially conducted in
Galicia, a Spanish area with one of the highest rural population and traditional extensive
and semi-extensive livestock raising. Moreover, Galicia shows the highest density of
Iberian Wolf (Canis lupus signatus) and Red Fox (Vulpes vulpes) in the Iberian

Peninsula.

The presence of verotoxigenc E. coli (VTEC) was evaluated in 260 fecal
samples from foxes, using specific cultures and further PCR on the confluent growth of
those crops. A result of 6.1% of positive samples was obtained from a total of 6
different VTEC strains. Characterization and comparison of these revealed that 3 of the
6 strains isolated from foxes VTEC, belonging to serotypes O5:HNM, 098: [H21] and
0146: [H21], showed genetic profiles similar to other human pathology VTEC strains
isolated in the same geographic area; and what is more important, the profile of

macrorrestriccion of the O5:HNM strain isolated from Fox showed a similarity over
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89% with a human strain and a strain isolated from beef.. These results highlight the
role of canids as carriers and possible transmitters of seropathotypes involved in clinical

cases in the peninsular northwest.

A total of 100 wolves and 1,196 foxes were analyzed for Trichinella spp. larvae
detection using an artificial digestion method. Trichinella britovi and T. spiralis in
wolves, and T. britovi in foxes were identified in 3% and 0.73% positive samples
respectively. The prevalence and the largest number of Trichinella spp. identified in
wolves, indicate that this carnivore is the main bioaccumulator and, therefore, the target

species to investigate in the epidemiology of the Trichinella sylvatic cycle in Galicia.

The prevalence of ectoparasites was studied on 224 foxes, obtaining a result of
75.9% of parasitized animals. Four species of ticks (Ixodes hexagonus, Dermacentor
reticulatus, Ixodes ricinus and Rhipicephalus turanicus) and six flea species
(Ctenocephalides canis, Ctenocephalides felis, Pulex irritans, Paraceras melis,
Archeopsylla erinacei and Spilopsyllus cuniculi) were identified. Some of these species
are able to parasitize other mammals that share the same habitat. This fact shows the
relationship between hosts of different ectoparasite species that coexist in our study

area, as well as the role of the fox as a host and dispersal agent of these.

Finally, 48 feral cats (Felis catus) were analyzed on the island of Corvo (Azores)
to determine the effect of insularity on the ectoparasite richness of non-native carnivores
in Atlantic environments. The low species diversity detected, Ctenocephalides felis
(91.6%, 44/48) and Rhipicephalus turanicus (10%, 5/48), confirms that geographical
isolation can reduce drastically the number of ectoparasite species on generalist
carnivores. The obtained results also confirm the relationship between the different

ectoparasite species hosts that coexist in the island and the detected parasite abundance.
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