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INTRODUCCION.

En Europa, la triquinosis ha sido descrita en las pasadas décadas como una zoonosis
emergente y/o reemergente, con 779 casos humanos confirmados en los estados miembros
en 2007, de los cuales 29 lo fueron en Espafia (EFSA, 2008). En el dltime decenio, los
brotes humanos por consumo de carmes de caza se estan dando en paises como Francia,
cuando se han utilizado vaiores de temperaturastiempo en la congelacion (Gari-Toussaint et
al., 2005) y en la coceion {Rangue et al., 2000}, que no destruyen el parasito. Las especies
Trichinella britovi, Trichinella nativa y Trichinella genotipo T6 han demostrado resistencia a la
congelacion en camnes de caza (EFSA, 2009).

En los paises mediterraneos, el zorro, carnivoro oportunista, es el reservorio primario en el
ciclo silvestre (Pozio et at,, 1996; 1998; 2009). En kuropa, por razones medioambientales,
es también la especie diana de las investigaciones epidemioldgicas sobre Trichinella spp.
{Balestrieri et al., 2007). El esiudio de Trichinefla spp. en esta especie, puede compensar las
escasas declaraciones oficiales de jabalies con friguina gue nofifican los veterinarios
clinicos. Sin embargo, seria interesante establecer la relacion epidemiolbgica existente entre
zorros y jabalies como reservorios de Trichinella spp., a fin de comprobar si el zorre puede
ser un buen Indicador de la triquinellosis en jabali, principal via de transmisién al hombre
desde el ciclo silvestre.

El Reglamento 2075/2005 regula el control oficial de la presencia de triquinas en las cames
de consumo. En la investigacion de triquinas, la fiabilidad en la deteccion depende del
musculo de eleccion en la especie animal diana, del peso de la muestra de carne, del grado
de infestacion (larvas por gramo / LPG) v del método de investigacion empleado (Fabregas y
de Benito, 2001).

El objetivo de este trabajo es localizar y caracterizar muestras positivas a Trichinella spp.
mediante el proceso siguiente: 1. Detectar el mayor nimero posible de larvas/quistes de
Trichinefla spp. en muestras musculares de zorro, con el métedo de digestion y con el
examen triquinoscopico en placas de compresion, para conocer la prevalencia de la
infestacién. En los procedimientos se tendran en cuenta las especificaciones descritas en e
reglamento citado y las limitaciones impuestas por los pesos de las muestras obtenidas. 2.
Cuantificar el grado de infestacion de las muestras positivas. 3. Determinar ios municipios y
las comarcas de procedencia de las muesira positivas, para elaborar un mapa
epidemiolbgico de las especies de Trichinella spp. en Cataltnya. 4. Identificar
taxonémicamente las especies de Trichinella spp. localizadas.

MATERIAL Y METODOS.

Las 286 rmuestras congeladas a —18° C, de masculo tibial anterior (musculus tibialis anterior)
de zorro (Vulpes vulpes), proceden del programa de control de predadores en cotos de caza
de Catalunya. Son muestras recogidas en el perfode 2002-2006. Este musculo es, entre
atros, de eleccién para la deteccion de Trichinefla spp. en zorros (Kapel et al., 2005), Las
muestras estan identificadas individualmente vy correlacionadas con los principales datos
biolégicos (sexo, edad aproximada, estado de carnes y lesiones) y geogréficos (municipio,
comarca v fecha de captura y de necropsia) de los animales de procedencia, en un archivo
Excel. Otrc material utilizado: carme de cerdo comercial (negativa a triquinosis) para
completar el peso total de muestra (100 gramos (g) de carne) en las digestiones, si fuera
necesario: fichas de control de las triquinoscopias vy de las digestiones; nevera isotérmica
para el transporte de muestras, congetador {(-18° C) y equipo informatico.

En la deteccién de triquinas participan 2 equipos: el A, formado por 3 veterinarios (de los
cuales sélo 2 son examinadores de preparaciones) gque pueden o no trabajar en
colaboracién, y el B, formado por un sélo veterinario. Todos ellos poseen experiencia
acreditada en la deteccion de triquinas y han sido entrenados conjuntamente.




Las muestras se pesan con una balanza de precision SARTORIUS ED 2248 para conocer
su peso neto, clasificarlas segun este criterio (menorde 39, 3-5g, 5-8gymayorde 8 g)y
distribuirias segn la comarca de origen. El instrumental, los reactivos utilizados y los
procedimientos seguidos estan reseflados en el capitulo {1 Método de deteccion de
referencia (Método de digestion. de rmuestras colectivas con ufilizacion de un agitador
magnetico} y en el capitulo l1l: Examen triquinoscdpice, del anexo : Métodos de detecciton vy
en el anexe il Examen de animales distintos de los porcinos, del Reglamento (CE) n®
2075/2005. El equipo A uiiliza un triquinoscopio de proyeccién marca OPTIC'S PEDRET de
60 aumentos (formato television) y el B, el modelo GT2000A de la misma marca, de 80x vy
100x.

Para optimizar los resultados, la metodologia que se sigue es: 1.1. Digestion inicial de hasta
20x5 g, de las muestras de mas de 5 g. 1.2. En caso de deteccién de positivos en la
visualizacién, ideniificacion individual del positive por friquinoscopia en placas de
compresion, con el resto de la muestra. 2.1, Con las muestras de menos de 5 g, la deteccién
individuai se hace directamente por triquinoscopia de placas. 2.2. Se lleva a cabo un
retrocontrol final por digestidn de estas Gitimas muestras con resultado negativo, con la
carne reciclada de las placas, si es necesario, y se conserva, en o posible, un resto de
carne para la técnica molecular.

De los positivos identificados individualmente, se envia muestra en fresco para la
identificacidn molecular de la especie implicada por la téenica ISSR-PCR (Manzano-Lorenzo
et al., 2008), al laboratorio de Parasitologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad
Complutense de Madrid.

RESULTADOS Y DISCUSION
Existian dos antecedentes: un positivo en Argencola y otro en Liés (la Cerdanya). En este
estudio no se han analizado muestras de esta comarca. Los resultados obtenidos y los
parametros técnicos de la investigacidn se muestran en ia Tabla 1.

Tabla 1. Datos de las muesiras positivas y paramefros técnicos de la investigacion.

o P o S e

EQUIPC A EQUIPO B
Zarros (n) 286
Veterinarios (n) 1-3 1
Municipio (Comarcal/Com.) Argencola (Anoia) Tremp (Paliars Jussa)
Alfitud (m) 700 468
Com. muestreadas/total Com. (n/n) 22/41 11/41
Muestras + Com./total muestras Com. (n/n) 179 214
Sexo (n) 1 hembra 2 hembras
£dad (afios) 6 3
Estado de carnes bueno aormal
iesiones no ectoparasitos
Fecha captura maya 2002 .
Densidad comarcal zorros (m’kmz) 0,28
LPG compresidn 1 23
LPG (cAmara contaje) 20 15
Quistes/fragmentos + placa 1 {n/n) 23M15=15
Quistes/fragmentos + placa 2 (n/n) 21M15=14
Quistes/fragmentos + placa 3 (n/n) 19/13 =15
1ISSR-FCR T, britovi T. britovi
Preparacién muestras (horas/h) 10
investigacién (h) a0 70
Digestion + visualizacién (n} 15 10
Triquinoscopia compresion (n) 44 81
Placas examinadas (n} 132 243
Tiempo examen/piaca {minutos) 8

Coste material fungible: 2 euros/digestidn
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La prevalencia haliada es del 1,05%, inferior a las halladas por otros autores en
Extremadura, 3% / n=227 {Enrique Pérez-Martin et al.,, 2000), Guadalajara, 8,8% / n=67
{Criado-Fornelio, 2000) y la Rioja, 4,2% / n=70 (Manzano-Lorenzo et al., 2008).

Como recomendaciones técnicas para la toma de muestras en las necropsias de zorros,
indicar que se debe disecar todo el diafragma y posteriormente: 1. Separar un paso minimo
de 10 g de diafragma para la investigacion de Trichinella spp. encapsuladas y no
encapsuiadas. 2. Cortar 50 g complementarios de diafragma para posteriores analisis,
segin anexo Il del reglamento. Para futuros estudios, deberia valorarse previamente el
efecto de los ciclos de congelacién-descongelacidn durante el manejo analitico de las
muestras para evitar sesgos en la visualizacion, por posible destruccian de larvas y quistes
yio disminucion de su viabilidad.

Para conciulr, insistic en que el peso de la muestra es el principal factor limitante a corregir
para mejorar la fiabilidad de la técnica y destacar que se confirma un foco estable de
prevalencia a Trichinella spp. en zorros en Anoia y que se detecta otro en el Pallars Jussa.
Se recuerda también que la coccidn tradicional (el estofado) hace seguro &l consumo de
carnes de caza.
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INVESTIGATION OF Triquinella spp. IN FOXES IN CATALONIA

ABSTRACT: The presence of Trichinella spp. was investigated in 286 frozen samples of
rmusculus tibialis anterior of foxes {Vulpes vuipes) in Catalonia. The samples were classified
according to weight. In those weighing more than 5§ g, the presence of Trichinella was
detected by the method of artificial digestion. With the positive findings, individual
ideniification was carrled out by trichinoscopic examination on a compression plague. On
samples weighing less than 5 g, individual detection was made directly by compression
trichinoscopy. A final retro control by artificial digestion was carried out on these latter
samples with negative results. The molecular identification of the Trichinella species involved
was performed using the ISSR - PCR technique. :

Three positive samples were detected (prevalence equals 1.05%) in the areas of Anoia and
Pallars Jussa. The molecular identification of the 2 samples from Pallars showed Trichinella
britovi {20 LPG and 15 LPG). The rate of examination carried out by an expert was one
compression plaque per 8 minutes. Technical recommendations were proposed for taking
the samples. The investigation concludes that the weight of the sample is the main limiting
factor and that two sources of prevalence exist in the above-mentioned areas.

Keywords: trichinella, investigation, fox, catalonia.
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