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1.1.- Reptiles

1.1.1.- Evolucion

Hace mas de 300 millones de afios, a principios del Carbonifero superior, se
origind una nueva clase de vertebrados, los reptiles, probablemente descendientes de un
grupo de anfibios, Labyrinthodontia (Anthracosauria).

Los avances evolutivos mas importantes de estos animales fueron el huevo
amnidtico, la respiracion pulmonar y el reforzamiento del esqueleto y el tegumento.
Estas nuevas adquisiciones permitieron que se independizaran de la vida acuética y asi
poder conquistar nuevos habitats disponibles en tierra. La cuspide de su evolucién la
alcanzaron durante el periodo Mesozoico, que durd unos 160 millones de afios y que se
conoce como “la edad de los reptiles”, por la enorme variedad de formas que lo
poblaron. Al final de este periodo desaparecieron la mayoria de los principales grupos
de reptiles, de los casi veinte érdenes que se sabe que existieron durante la época
Mesozoica, sélo cuatro sobrevivieron a los cambios geoldgicos y climaticos del periodo
que abarca el final de la era Mesozoica y el comienzo de la Cenozoica. En estos cuatro
ordenes se engloban todos los reptiles que en la actualidad pueblan la tierra (Zug, 1993;
Ackerman, 1997).

1.1.2.- Caracteristicas generales

La clase Reptilia (latin: repere, arrastrarse) es la primera de entre los vertebrados
auténticamente terrestres. Los reptiles se distinguen rapidamente de los anfibios por
varias adaptaciones que les permiten sobrevivir en regiones aridas y en el mar, habitats
prohibidos para los anfibios, debido a sus requisitos reproductores. Los reptiles tienen la
piel seca y escamosa, casi desprovista de glandulas, que es resistente a la
deshidratacion. Pero una diferencia mas importante fue el huevo amniético, con cascara,
gue contiene alimento y membranas protectoras que permiten el desarrollo embrionario

en tierra seca (Hickman et al., 2006).
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1.1.3.- Distribucién geografica

Los reptiles pueblan la casi totalidad de los ecosistemas terrestres y acuéticos.
Sin embargo, la mayoria de las especies se encuentran en las regiones tropicales y
subtropicales, que son las méas adecuadas desde el punto de vista climatolégico (Zug,
1993; Ackerman, 1997). La radiacién adaptativa de los reptiles se corresponde con la
aparicién de nuevos habitats, los cuales fueron proporcionados por cambios climaticos y
geoldgicos que estaban ocurriendo en el Tridsico, tales como variaciones de clima de
zonas frias a calientes, formacion de montafias, transformaciones de terreno (Hickman
et al., 2006).

1.1.4.- Clasificacidon taxondmica

La clasificacion morfoldgica de la clase Reptilia esta basada en la presencia o no

de &bsides en la region temporal del créneo.

La clase Reptilia presenta un total de cuatro subclases, Synapsida, Euyapsida
Diapsida y Anapsida. Los reptiles actuales pertenecen a las dos Ultimas, ya que los

reptiles de las dos primeras subclases mencionadas se extinguieron.

La subclase Diapsida se caracteriza por que, en su origen, los pertenecientes a
este grupo presentaban dos absides en cada region temporal, cada uno de los cuales
quedaba limitado por un arco en su parte inferior. Con el paso del tiempo, la evolucién
ha modificado estas estructuras Gseas. Los reptiles diapsidos estan divididos en dos

lineas principales.

Linea Lepidosauria, que etimoldgicamente significa “reptiles con
escamas”, que engloba a los 6rdenes Rynchocephalia y Squamata. El
orden Rhynchocephalia con una Unica familia y dos especies. El orden
Squamata con 7726 especies distribuidas en cuarenta y una familia,

agrupadas en los subdrdenes Ophidia, Sauria y Apoda.
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Linea Archosauria, que etimolégicamente significa “reptiles dominates”,
donde se incluyen grupos de reptiles extinguidos como los dinosaurios y
otros vivientes como el orden Crocodylia, con una Unica familia y

veintitrés especies.

La subclase Anapsida esta caracterizada por que los reptiles aqui incluidos no
presentan absides en la zona temporal, el Unico orden viviente es el Chelonia con 300

especies agrupadas en once familias (Frank y Ramus, 1995; Ernst y Barbour, 1997).

1.1.5.- Caracteristicas anatomicas

Los reptiles tienen una piel dura, seca y escamosa que les ofrece proteccion
contra la desecacion y dafios fisicos. La piel consta de una delgada epidermis, que se
muda periédicamente, y una dermis bien desarrollada y mucho méas gruesa. La dermis
estd provista de cromatdforos, las células presentan pigmentos que proporcionan
coloraciones llamativas. Las escamas caracteristicas de los reptiles estan formadas
principalmente por queratina, en algunos reptiles, tales como los caimanes, las escamas
permanecen a lo largo de toda la vida creciendo para reemplazar el desgaste. En otros,
tales como las serpientes y los lagartos, crecen nuevas escamas bajo las antiguas que
son entonces mudadas a intervalos. En los quelonios, crocodilidos y algunos saurios las
escamas pueden contener placas Oseas de origen dérmico (osteodermos) que
proporcionan mayor proteccion. Las dos partes del caparazon de los quelonios (espaldar
en posicion dorsal y plastron en ventral) constan de dos capas: la externa, compuesta
por placas cérneas y la interna, compuesta por placas dseas resultado de la fusion de
vértebras y costillas. Las glandulas cutaneas son pocas y localizadas (Hickman et al.,
2006).

El esqueleto de los reptiles estd compuesto por un nimero muy variable de
huesos, que se forman a partir de dos tipos de tejidos, el conjuntivo y el cartilaginoso.
Los huesos del craneo y de la cintura escapular proceden de la osificacion del tejido
conjuntivo, que se produce durante el desarrollo embrionario. El resto de huesos es fruto
de la osificacion del tejido cartilaginoso. La mayoria de los reptiles vivos poseen cuatro

extremidades y tienen la columna vertebral dividida en la region cervical, dorso-lumbar,
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sacra y caudal. Las principales excepciones son los ofidios, que carecen de

extremidades al igual que de cintura escapular y esternén (Hickman et al., 2006).

El sistema nervioso reptiliano es considerablemente mas evolucionado que el de
los anfibios. Aunque el encéfalo de los reptiles es pequefio, el cerebro ha aumentado de
tamafio en relacion con el resto del encéfalo. Los hemisferios cerebrales son bastante
grandes y existe una clara division entre la materia gris, situada cerca de la superficie, y
la materia blanca, méas hacia el interior. Los Iébulos épticos y olfatorios estan bien
desarrollados. Al igual que aves y mamiferos poseen doce pares de nervios craneales
(Hickman et al., 2006).

Los drganos de los sentidos, en general, estan bien desarrollados en los reptiles.
Los ojos, salvo en las culebrillas ciegas y las serpientes de vida subterranea, suelen ser
grandes y estan provistos de una pupila acorde a sus habitos. En los quelonios,
cocodrilos y la mayoria de los saurios, el ojo esta protegido por dos parpados mdviles,
superior e inferior, y una membrana nictitante. Todos los reptiles carecen de oido
externo. Las serpientes carecen de oido medio al igual que algunos saurios, los huesos
auriculares se encuentran fijos a la mandibula. Estos animales son muy sensibles a las
vibraciones transmitidas desde el suelo a través de los huesos del craneo (Hickman et
al., 2006).

El olfato estd sumamente desarrollado, prueba de ello es el gran tamafio de los
I6bulos olfatorios del cerebro. En los érdenes Chelonia, Squamata y Rynchocephala,
existe otro 6rgano olfatorio, el 6rgano de Jacobson o vomeronasal, formado por dos
tubos cilindricos provistos de células sensoriales olfatorias, este drgano esta inervado
por una rama del nervio olfatorio y es utilizado para oler la comida que se encuentra ya

en la cavidad bucal (Hickman et al., 2006).

Los principales organos respiratorios de los reptiles son los pulmones. En los
ordenes Squamata y Rynchocephala estos 6rganos tienen forma de saco y paredes
alveolares, mientras que en los 6rdenes Chelonia y Crocodylia estdn divididos en
compartimentos y estructurados de una forma muy similar a los de las aves y
mamiferos. El torax y el abdomen no estan separados por un diafragma y la respiracion

se realiza con la ayuda de musculos de la pared celémica (Hickman et al., 2006).
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Los reptiles tienen un sistema circulatorio doble e incompleto. El corazon esta
formado por tres cdmaras: dos auriculas y un ventriculo, salvo en los crocodilianos,
donde el ventriculo esta casi totalmente dividido en dos por un septo. La sangre venosa
retorna al corazén desde la cola y las extremidades traseras, pasando por los rifiones, a
través de un sistema porta-renal, la sangre procedente de la region abdominal retorna

por un sistema porta que atraviesa el higado (Hickman et al., 2006).

El aparato urinario consta de dos rifiones metanéfricos, con uréteres de
comunicacion al exterior propios, excepto en los chelonios y saurios que poseen vejiga
urinaria. Los productos de excrecién de los reptiles acuaticos son el amoniaco y la urea,
mientras que en los reptiles terrestres los productos de excrecion son el acido drico y los
uratos. Los conductos del aparato excretor, reproductor y digestivo desembocan en una
misma estructura, la cloaca, cuya abertura esta situada ventralmente, a la altura de la
base de la cola (Hickman et al., 2006).

El aparato digestivo es muy similar al de mamiferos y aves. No se ha
diversificado para la asimilacion de nutrientes especiales, ya que muestra una
uniformidad manifiesta que se extiende a casi todas las especies. La boca es siempre
grande, llegando hasta la parte posterior de los ojos y carece de labios. Las tortugas
carecen de dientes y poseen un pico corneo de crecimiento continuo. Los cocodrilos
tienen dientes fuertes implantados en alvéolos poco profundos en ambas mandibulas y
se reemplazan durante toda la vida (Zug, 1993; Johnson y Evans, 1995; Ackerman,
1997; Hickman et al., 2006).

El huevo de los reptiles es de tipo amnidtico que permite el desarrollo
embrionario en tierra seca. En el huevo amniético el embrién flota en el liquido
amnidtico y se desarrolla en un medio acuatico. Esta provisto de un saco vitelino que
contiene su reserva nutritiva. El alantoides, otra membrana, sirve de superficie de
intercambio gaseoso a través de la membrana coridcea o calcérea, el alantoides también
forma una camara que almacena residuos toxicos que se acumulan durante el desarrollo

embrionario (Hickman et al., 2006).
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1.1.6.- Caracteristicas fisiologicas y de comportamiento

Los reptiles son poiquilotermos, debido a ello los reptiles hibernan en las
regiones frias, donde el invierno es duro, y estivan en las regiones muy céalidas y secas.
Todos los reptiles tienen una temperatura corporal 6ptima que varia segun la especie y
la estacion. Para regular su temperatura aprovechan diferentes fuentes de calor externo,
como la luz solar directa o las piedras, los troncos y el suelo calentado por el sol.
Mediante el uso equilibrado de estas fuentes, las diferentes especies de reptiles
mantienen una temperatura corporal mas o menos constante que suele ser superior a la
del aire que les rodea. El no alcanzar la temperatura corporal optima les puede llevar a

un fallo fisiolégico incluida la inmunosupresion.

Los habitos alimentarios de los reptiles son muy variados. Los miembros de los
ordenes Crocodylia y Rynchocephalia, y de los subdrdenes Ophidia y Amphisbaenia
son carnivoros (incluyendo los de habitos insectivoros). EI orden Chelonia y el
suborden Sauria incluyen especies herbivoras y carnivoras. Los individuos carnivoros
consumen productos de origen animal, ya sea en forma de presa viva, huevos o
cadaveres. La dieta herbivora incluye productos vegetales tales como frutas, verduras,
raices, tubérculos, algas, etc. dependiendo de la especie y de los recursos que ofrezca el
habitat (Provet Healthcare Information 2000).

La fecundacion es interna y aunque la mayoria de los reptiles son oviparos,
algunas especies son ovoviviparas e incluso viviparas. Los huevos son eliminados a
través de la cloaca y depositados en el suelo, a resguardo, 0 en pequefios agujeros
excavados por la madre en la arena. Estos suelen ser abandonados a su suerte por los
progenitores. El periodo de incubacion es variable segln la especie y las condiciones
climatolégicas (Zug, 1993; Jonson y Evans, 1995; Ackerman, 1997; Hichman et al.,
2006).

Como todos los vertebrados, los reptiles poseen sistema inmunitario con
respuesta innata y adaptativa. Los tejidos linfoides en reptiles incluyen el timo, el bazo,
tejido linfoide asociado a mucosas (en sus siglas en ingles GALT) y la medula dsea. Los

tejidos linfoides de reptiles varian estructuralmente con la estacion. El timo y la pulpa
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blanca del bazo estan bien definidas en otofio, atrofiada durante el invierno y empieza a
desarrollarse en primavera y verano (Hussein et al., 1978; Hussein et al., 1979; El ridi et
al., 1981; Zapata et al., 1992).

El sistema inmunitario innato incluye componentes no especificos tales como
leucocitos, proteinas antimicrobianas y sistema del complemento, que responden
rapidamente como respuesta no especifica, primera linea de defensa. Algunas proteinas
inmunoldgicas se han puesto en evidencia en los Ultimos afios, por ejemplo las
lisozimas de los reptiles muestran una fuerte actividad antimicrobiana contra cepas de
Escherichia coli y Salmonella Typhimurium, demostrado en Caretta caretta
(Chattopadhyay et al., 2006). Otra molécula inmunitaria asilada en Emys orbicularis es
la conocida como TBD-1, este péptido demuestra una gran actividad contra E. coli,
Listeria monocytogenes, Candida albicans y Staphylococcus aureus meticilin-resistente
(Stegemann, 2009). Una proteina pequefia cationica fue aislada del cocodrilo
(Crocodylus siamensis), la cual demostrd una actividad antimicrobiana contra S. typhi,
E. coli, S. aureus, S. epidermidis, Klebsiella pneumoniae, Plesiomonas aeruginosa y
Vibrio cholerae (Preecharram et al., 2008). La presencia de la ruta alternativa y clasica
del complemento ha sido confirmada en los reptiles (Sunyer y Lambris, 1998). Se cree
que el complemento es el responsable de la actividad antivirica contra el virus de West
Nile y herpes simplex en el Alligator mississipiensis. La actividad del complemento fue
significativamente inferior por debajo de los 15°C, lo cual sugiere que los reptiles
pueden estar inmunocomprometidos en invierno cuando la temperatura del cuerpo es
baja (Merchant et al., 2005).

La fagocitosis por parte de los macrdfagos en reptiles también puede estar
afectada por la temperatura, en iguana (Hemidactylus falviviridis) se han registrado
altos niveles de fagocitosis y citotoxicidad en macrofagos esplénicos a 25°C y

practicamente ausente en temperaturas bajas (Mondal y Rai, 2001).

La fiebre es una parte de la respuesta inflamatoria de los vertebrados, en
animales homeotermos. Es un proceso fisioldgico en el que interaccionan las citoquinas
y el sistema nervioso central (Conti et al., 2004). Sin embargo en reptiles que son
poiquilotermos, la respuesta febril puede depender de la dosis del pirdgeno, en iguanas

del desierto (Dipsosaurus dorsalis) tras la inoculacion de Aeromonas hydrophila,
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bacteria Gram-negativa, se obtuvo una respuesta febril mientras que tras la inoculacién
de Staphylococcus aureus, bacteria Gram-positiva no se obtuvo respuesta (Merchant et
al., 2007). En galapagos (Terrapene carolina) con una dosis alta de pirégeno (0,025
mg LPS/g) se produjo una respuesta febril, sin embargo con una dosis baja (0,0025 mg
LPS/g) el incremento de temperatura fue insignificante comparado con el grupo control
(Amaral et al., 2002).

La respuesta celular de la inmunidad adaptativa también se encuentra en reptiles,
se han encontrado linfocitos T funcionales en serpientes, iguanas y galdpagos (Burnham
et al., 2005). Estudios de la funcionalidad de los linfocitos T revelan una fuerte
proliferacion en primavera y otofio, con lo cual la temperatura, el ciclo estacional,
determina la actividad de las células T (Farag y EI Ridi, 1984). Estudios mas recientes
también confirman que la proliferacion de los linfocitos en Mauremys caspita, frente a
mitogen Con A y phytohemaglutinin (PHA) fue extremadamente fuerte en primavera
pero disminuyd en verano, otofio e invierno (Mufioz y De la Fuente, 2001). La
contaminacion ambiental afecta a la proliferacion de los linfocitos, el mercurio afecto
negativamente a la respuesta celular, con lo cual los contaminantes ambientales pueden
colocar en situaciones de grave riesgo de enfermedad a los reptiles (Keller et al., 2006;
Day et al., 2007).

La respuesta humoral mediada por linfocitos B, se encuentra presente en los
reptiles con algunas ligeras diferencias. En estudios realizados con Trachemys scripta
(la tortuga de orejas rojas) se ha demostrado que estas células son capaces de fagocitar
(Zimmerman et al., 2009). Las células B de los reptiles son capaces de producir al
menos dos tipos de anticuerpos, IgM e IgY (Nataraja y Muthukkaruppan, 1985). La
IgM que es comun a todos los vertebrados, es también la primera que se produce, ésta
se origina en respuesta a infecciones de bacterias Gram-negativa y es un anticuerpo
litico con una vida media de 10 dias y muy eficaz activando el complemento (Coico et
al., 2003). La IgY tiene una vida media mas larga y se produce en gran cantidad y
proporciona mayor defensa contra las infecciones. Los galapagos, las tortugas y algunas
iguanas producen dos clases de IgY, una de 7,5S y otra de 5,7S, la funcidn de esta
ultima todavia se desconoce (Brown, 2002; Wei et al.,, 2009). También se ha
descubierto un anticuerpo parecido a IgA en el intestino del gecko leopardo

(Eublepharis macularius), éste podria ser una recombinacion entre IgM e IgY (Deza et
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al., 2007). Los reptiles también pueden producir IgD, pero la funcién no se conoce
todavia aunque se sabe que se expresa en la superficie de las células B, se postula que
puede modular la proliferacion de los linfocitos B (Geisberger et al., 2006). A pesar de
que la respuesta humoral en reptiles es parecida a la de los mamiferos, pero muy lenta 'y
a menudo no aumenta el titulo de la segunda exposicién. En reptiles, los anticuerpos se
pueden detectar alrededor de una semana pero en ocasiones no aparecen hasta la sexta u
octava semana post-inmunizacion (Grey, 1963; Marchalonis et al., 1969; Ingram y
Molyneux, 1983; Work et al., 2000; Pye et al., 2001; Origgi et al., 2001) y no son
detectados hasta las 34 semanas (Orrigi et al., 2001). La lentitud de la respuesta puede

ser debida a la temperatura (Grey, 1963; Zimmerman et al., 2009).

1.1.7.- Caracteristicas de Trachemys scripta elegans y Testudo

hermanni hermanni

1.1.7.1.- Trachemys scripta elegans (Wied-Neuwied, 1839)

Trachemys scripta elegans, es conocida como galapago de Florida, o tortuga de
orejas rojas, también llamada tortuga japonesa, a pesar de que no es originaria de Japon.
Se piensa que se le pudo asignar este nombre debido a que dentro del ojo tiene una
pequeria raya horizontal negra, que le da la apariencia de tener los 0jos rasgados.

Es una subespecie de tortuga semiacuatica perteneciente a la familia Emydidae,
originaria de la region que comprende el sureste de los Estados Unidos y el noreste de
México, aunque en la actualidad se encuentra en muchas otras partes del mundo gracias

a su comercio cComo mascota.

Esta especie se ha convertido en la tortuga mas comercializada del mercadoy en
una de las mascotas mas populares en los ultimos afios en numerosos paises, debido

entre otros factores a que su cuidado es relativamente sencillo (figura 1).
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Figura 1.- Trachemys scripta elegans.

1.1.7.1.1.- Clasificacion taxonémica

Trachemys scripta elegans pertenece al orden Chelonia, el Unico de la subclase
Anapsida, que los forman dos subdrdenes Cryptodira y Pleurodira. EI primero lo
componen tres superfamilias (Testudinoidea, Trionychoidea y Chelonioidea), estos

galapagos pertenecen a la familia Emydidae de la superfamilia Testudinoidea.

Trachemys scripta elegans es una de las nueve subespecies de las que se
compone la especie Trachemys scripta. Antiguamente, estas tortugas eran clasificadas
con el nombre de Chrysemys scripta elegans (Frank y Ramus, 1995; Ernst y Babour,
1997).

Clase Reptilia
Orden Chelonia
Superfamilia Testudinoidea

Familia Emydidae
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1.1.7.1.2.- Caracteristicas fisioldgicas y de comportamiento

Trachemys scripta elegans son animales poiquilotermos, por tanto dependen por
completo de la temperatura del ambiente (Boylan, 2003). Necesitan tomar
continuamente bafios de sol para calentarse y mantener su temperatura interna (figura
2). Si no logran mantenerse por encima de un umbral minimo de temperatura,

posiblemente no puedan realizar la digestion y defecacién con normalidad.

Figura 2.- Ejemplares de Trachemys scripta elegans tomando un bafio de sol.

Estos reptiles presentan actividad diurna, son excelentes nadadores, capturan
presas de las cuales se alimentan. Suelen estar alerta de los depredadores naturales y de
la gente, cuando se encuentran en peligro suelen huir lanzdndose frenéticamente de las
rocas o de donde estan descansando, aunque también pueden retraer su cabeza y sus

miembros dentro del caparazén.

Llegan a vivir entre 20 y 30 afios, pero algunos galapagos de esta especie pueden
llegar a vivir mas de 40 afios, en cautiverio su vida suele ser més corta. La calidad del

habitat en el que se encuentren también influye en su esperanza y calidad de vida.

13
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Estos galdpagos durante los meses de frio entran en un estado de sopor
denominado hibernacion, localizandose en el fondo de estanques o lagos poco

profundos durante esta época (Rodriguez-Garrido, 2009).

Trachemys scripta elegans son galdpagos omnivoros, sin emabrgo los mas
jévenes tienden a ser carnivoros (comen mas proteina animal), y cuando crecen se
vuelven mas herbivoros. Los galdpagos menores de 3 afios, necesitan recibir muchas
proteinas pues estan en una etapa crucial de su crecimiento. En la naturaleza suelen
alimentarse de grillos, caracoles de agua, peces de pequefio tamafio, lombrices de tierra

y otros pequefios animales.

Los machos alcanzan la madurez sexual antes que las hembras, cuando tienen
una longitud de plastrén de 9-10 cm y una edad de dos a cinco afios, en tanto que las
hembras tardan de cuatro a siete afios en alcanzar la madurez sexual, cuando tienen
entre 15 y 17 cm de longitud del plastron (Rueda-Almonacid, 2007). El periodo de
nidificacion es entre abril y julio, con un pico de mayo a junio, aungque puede variar
dependiendo de la zona climética. La hembra selecciona para la puesta zonas abiertas
no sombrias, donde el suelo no estd embarrado y con alguna proteccién vegetal
(Bringsege, 2006). Cada puesta tiene entre cuatro y treinta huevos, oblongos y con la
cascara suave, flexible, que tardan unos 60-90 dias en incubarse. Las hembras de
Trachemys scripta elegans pueden realizar dos o tres puestas por temporada
reproductiva. Un comportamiento interesante en la especie es que los neonatos
permaneceran en el nido hasta la proxima primavera cuando entran al agua (Rueda-
Almonacid, 2007).

1.1.7.1.3.- Habitat

Trachemys scripta elegans vive en una amplia variedad de habitats acuaticos de
agua dulce. Prefiere grandes masas de agua tranquilas y templadas con fondos blandos,
una abundante flora acudtica, ya que los adultos se van alimentar de plantas, y
confortables sitios de descanso fuera del agua, ya que tienen que salir a descansar (Carr,
1952; Ernst et al., 1994; Bringsge, 2002). Los habitats tipicos comprenden rios, amplios
canales, pantanos, lagos y lagunas. No es extrafio encontrarlos en pequefias lagunas de

agua dulce asociados con la presencia de grandes habitats acuaticos en las
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inmediaciones, e incluso se ha documentado la presencia de Trachemys en riachuelos y

pequerias lagunas estrechamente relacionadas a lagos (Carr, 1952).

También se ha observado que Trachemys scripta elegans puede tolerar periodos
de progresiva polucion (Carr, 1952). Un hecho documentado al respecto, son los
ejemplares que se han liberado en lugares visitados frecuentemente por el hombre, lagos
y lagunas de parques urbanos o recreativos, donde no sélo sobreviven, se reproducen y
aumenta la poblacion (Kordges, 1990; Thiesmeir y Kordges, 1991). La muerte de los
galapagos en zonas urbanas probablemente esté relacionado con el escaso nimero de
puntos terrestres de descanso y la falta de condiciones para la hibernacion, falta de

oxigenacion de agua, altas concentraciones de peces y aves acuaticas (Kordges, 1990).

1.1.7.1.4.- Distribucién geograéfica

Trachemys scripta elegans es originaria geograficamente del area que rodea al
rio Mississippi (EE.UU), llegando hasta el golfo de México. Se desarrolla en climas
calidos, particularmente en el cuadrante sudeste de los Estados Unidos. Tal area
comprende desde el sudeste de Colorado hasta Virginia y Florida. Habita naturalmente
en zonas donde haya alguna fuente de agua tranquila y templada. Estas zonas acuaticas
pueden ser estangues, lagos, pantanos, riachuelos, arroyos o rios con corrientes lentas
(Bringsge, 2006).

Al finalizar la Segunda Guerra Mundial la demanda de Trachemys scripta
elegans como mascota aument6 considerablemente, lo que conllevd una alta presién
sobre la poblacion en libertad. Por esta razdn se establecieron en el sur de Estados
Unidos varias granjas de cria de Trachemys, a finales de los afios sesenta existian méas
de 150 granjas. En 1975 la Food and Drog Administration (FDA) de Estados Unidos
prohibié la venta de galdpagos de menos de 10 cm de caparazon porque transmitian
salmonelosis. Con ello empezo6 la mayor exportacion de galapagos a paises del Viejo
Mundo, un mercado de mas de diez millones de ejemplares al afio, los primeros afios.
En los afios 80 se exportaron alrededor de uno a dos millones, y en la primera mitad de
los noventa fueron aproximadamente de tres a cuatro millones. En 1996 Estados Unidos
exportd casi ocho millones de tortugas, de las cuales el 28% fueron importadas por

Europa (Bringsge, 2006). EI comercio como mascotas y el posterior abandono de
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ejemplares por parte de sus duefios han expandido esta especie y se considera invasora
fuera de su area de distribucion natural. La especie Trachemys scripta elegans causa
impactos negativos en los ecosistemas que ocupa, desplazando otras especies de
galapagos con los que comparten dieta y espacios de cria, como el galadpago leproso
(Mauremys leprosa) y/o el galapago europeo (Emys orbicularis) en la Peninsula Ibérica.
Su voracidad y su caracter omnivoro la convierten en depredador de numerosas especies
de invertebrados y pequefios vertebrados, asi como plantas acuéticas, sin olvidar la
capacidad de transmitir enfermedades la hacen una especie con un potencial invasivo
importante (Mingot et al., 2003; Pendlebury et al., 2006).

Trachemys scripta elegans esta diseminada por el norte de Europa y la regién
Béltica, con incidencia en las &reas urbanas o periurbanas. En Alemania se han
encontrado poblaciones importantes en el estado de Nordrhein-Westfalen, en el area de
Rhine y Ruhr, y en Niedersachsen. Por razones historicas en el este de Alemania, la
densidad de Trachemys scripta elegans es baja (Laufer, 2007). En Dinamarca se han
encontrado individuos aislados, excepto en Hjarring al norte de Jutland. En la década de
los noventa, una poblacion de Trachemys scripta elegans sobrevivié en Sct. Kunds
Klide, en una laguna templada por recibir el agua de una factoria de Nestle, pero en el
resto de Dinamarca no era posible la reproduccion (Raumussen, 1995; Bringsge, 2001).
En Polonia se han observado esporadicamente en la zona oeste y sudoeste del pais, asi
como en otras partes del mismo (Najbar, 2001; Kopka, 2003). Se han descrito casos de
ejemplares que se han aislado en la parte europea de Rusia, en Finlandia en Lituania y
en Suecia. Y no se han encontrado en Estonia, las islas Faroe, Groelandia, Islandia,
Letonia y Noruega (Bringsge, 2006).

En Espafia, la presencia de la tortuga de Florida se ha convertido en un hecho
bastante habitual, como consecuencia de sueltas incontroladas de esta mascota,
encontrdndose con frecuencia en cauces de rios y lagunas (Martinez-Silvestre y
Cerradelo, 2000). Se han avistado en Huelva (Pérez-Santigosa et al., 2006), en Badajoz
(Silva y Blasco, 1995), y en numerosos parques Yy jardines urbanos, como por ejemplo
los jardines de la Estacion de Atocha en Madrid o en lagunas del campus de la
Universidad de Vigo, e incluso en el Barranco del Carraixet (Alboraya-Valencia), todo
ello debido a la suelta incontrolada de estas mascotas. Pero lo mas importante es que se
han citado numerosos casos de reproduccion en libertad como el de la charca de
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Masquefa en Barcelona (De Roa y Roig, 1997), o en diversas charcas de la comarca del

Priorat en el Sudoeste de Catalufia (Soler-Massana et al., 2006).

La presencia de Trachemys scripta elegans en la Comunidad Valenciana esta
ligado, al igual que en el resto de la Peninsula Ibérica, a la comercializacion de la
misma como mascota y posterior liberacion indiscriminada en lagunas y marjales. Cabe
destacar la evolucién de los ejemplares recogidos en los centros de recuperacion de
fauna de la Comunidad Valenciana, pasando de siete ejemplares en 1991, a 286 en
1999, 0 300 ejemplares en 2007 (Bataller et al., 2008).

La primera constancia de la aclimatacion de la especie en la Comunidad
Valenciana se produce en 1998 en cuatro localidades de Castellon: embalse de
Ulldecona, Prat de Cabanes, desembocadura del Mijares y el Marjal de Almenara, si
bien no es hasta 2004 cuando se documenta la reproduccion en el medio natural
(Sancho, 2004).

Existen varios humedales MARJAL DE PEiSCOLA

en la Comunidad Valenciana

donde coexisten poblaciones de " JARJAL DE NULES-BURRIANA

galapago europeo (Emys
MARJAL DE ALMENARA

orbicularis) con galapagos
= MARJAL DE LOS MOROS

exoticos, estas son de norte a sur: TS~ MARJAL DE RAFALELL Y VISTABELLA

marjal de Pefiscola, marjal de
Nules-Burriana,  marjal  de T~ JARJAL DE LA SAFOR-GANDIA
Almenara, marjal de los Moros,
marjal de Rafalell y Vistabella, y
marjal de La Safor-Gandia

(Bataller et al., 2008) (figura 3).
Figura 3.- Situacion de los marjales en la Comunidad

Valenciana (tomado de Bataller et al., 2008).
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1.1.7.1.5.- Situacion legal de Trachemys scripta elegans como especie invasora

El Consell VValenciano aprobd el Decreto 213/2009 de 20 noviembre de 2009 por
el cual se establece una serie de medidas para el control de especies exdticas invasoras
en la Comunitat Valenciana. Este decreto recoge el interés de la Union Internacional
para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) el cual recomienda prestar especial
atencion a las especies invasoras, ya que son la segunda causa de desapariciéon de
especies en el mundo. También el Decreto 213/2009 recoge las intenciones del
Convenio de Biodiversidad Biologica aprobado en 1992 y que Espafa ratificd en 1993,
que establece en su articulo 8.h “cada parte contratante, en la medida de sus
posibilidades, impedira que se introduzcan, controlara o erradicara las especies exéticas
que aparezcan en los ecosistemas, los habitats o las especies”. Por otra parte este
decreto cumple la voluntad que el Consejo de Europa elabord y dictd la Estrategia
Europea sobre Especies Exoticas Invasoras en 2004, en la que propone la prohibicion de
introduccidn de especies no nativas en el medio natural, el establecimiento de medidas

preventivas y la puesta en marcha de programas para su control.

La situacion concreta de todas las subespecies de Trachemys scripta la regula el

articulo 4 del Decreto 213/2009, en el cual dice textualmente:
Articulo 4. Actuaciones prohibidas.

“1. Respecto a los ejemplares vivos -incluidas sus larvas, crias o huevos- en el
caso de animales, y a los propagulos o fragmentos vivos de ejemplares en el
caso de plantas, incluidos en el anexo |, se prohibe en todo el territorio de la
Comunitat Valenciana y en las zonas marinas en las que la Generalitat ejerce
competencias medioambientales:

a. La liberacion, en el caso de animales, o la plantacion, siembra o dispersion,
en el caso de plantas.

b. El comercio, trafico o cesidn.

c. Su transporte, excepto el necesario para las tareas de erradicacion de estas
especies y, en el caso de ejemplares de cangrejo americano (Procambarus
clarkii) pescados legalmente, el transporte desde las areas de pesca a los puntos
de venta o consumo.”

Con lo cual queda totalmente prohibido la liberacion, comercio y transporte de

Trachemys scripta.
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Respecto a los ejemplares que actualmente se hallan en libertad, dicho decreto

también lo regula mediante el articulo 6.

Articulo 6. Actuaciones de control.

“1. La Conselleria competente en materia de medio ambiente redactard y
aplicara, en funcidn de las disponibilidades presupuestarias, planes de control y,
si procede, sustitucion de las especies exoticas incluidas en los anexos y los
hibridos que éstas podran formar. Se excluiran de este proceso los especimenes
monumentales segin la Ley 4/2006, de 19 de mayo, de la Generalitat, de
Patrimonio Arb6reo Monumental de la Comunitat Valenciana. Los planes de
control contemplaran:

a. Medidas de deteccion y eliminacién en los estadios iniciales de la invasion.
b. Actuaciones de contencidn para frenar el avance de una especie concreta, 0
de control o mitigacion para minimizar sus efectos sobre las especies nativas, o
de erradicacién si resultase posible. El plan de control deberd considerar el
grado de implantacion del taxdn asi como la dificultad que supone su control y
sus efectos, tanto sobre el medio como sobre las actividades econémicas que
éste sustente. Los planes de control podran establecer &reas en las que las
actuaciones difieran en su intensidad.

c. Un programa de seguimiento de las localidades donde se han llevado a cabo
actuaciones de contencion o erradicacion.

d. Si fuese necesario, un programa de restauracion de los habitats afectados.

2. No obstante lo anterior, se llevaran a cabo actuaciones urgentes de
erradicacidn, sin necesidad de redaccion de planes de control, cuando cualquier
especie exdtica invasora:

a. Afecte a especies y a habitats prioritarios contemplados en la Directiva
Europea de Habitats 92/43/CEE.

b. Ponga en peligro a taxones amenazados de flora o fauna silvestre incluidos
en los catalogos nacionales o autonémicos.

c. Amenace con dispersarse 0 muestre un ritmo creciente de dispersion, de
modo que el control de la invasion bioldgica pueda llegar a ser poco viable.

3. De acuerdo con lo establecido en el articulo 53 de la Ley 3/1993, de 9 de
diciembre, de la Generalitat, Forestal de la Comunitat Valenciana, la
Conselleria competente en materia de medio ambiente podréa delimitar la zona
afectada por las especies exoticas invasoras y declarar de utilidad publica su
erradicacion. Los titulares de los terrenos afectados por la citada declaracion de
utilidad publica quedan obligados a permitir en sus propiedades la ejecucion de
los trabajos de erradicacion y el establecimiento de las medidas que se
consideren oportunas para prevenir la dispersion de las especies exoticas
invasoras.”
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1.1.7.2.- Testudo hermanni hermanni (Gmelin, 1789)

La tortuga mediterranea o tortuga de tierra (Testudo hermanni hermanni) es una
de las especies de tortuga clasificadas tradicionalmente dentro el género Testudo. Se
trata de reptiles herbivoros y diurnos que pueden llegar a vivir edades comparables a las
de los humanos, y que se distribuyen desde el Levante Espafiol, al oeste, y hasta el
limite sur del mar Negro, al este. La destruccion de sus habitats y su popularidad como
animales de compafia han menguado significativamente las poblaciones silvestres y
han hecho indispensable la proteccion para asegurar el futuro de la especie a largo

plazo.

La tortuga mediterranea fue probablemente introducida en la peninsula Itélica
por los humanos del Neolitico, y desde la antigiiedad ha sido capturada y criada como
alimento, fuente de materia prima o animal de compafiia. Y con estos fines se distribuyo

por el sur de Europa (figura 4).

Figura 4.- Testudo hermanni hermanni.

1.1.7.2.1.- Clasificacion taxondémica

La tortuga mediterranea pertenece al orden Chelonia, el unico de la subclase

Anapsida, que los forman dos subdrdenes, Cryptodira y Pleurodira. ElI primero lo
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componen tres superfamilias (Testudinoidea, Trionychoidea y Chelonioidea), estas
tortugas terrestres pertenecen a la familia Testudinidae de la superfamilia

Testudinoidea.

Testudo hermanni es una de los nueve especies que forman el género Testudo, a
su vez esta especie presenta dos subespecie T. hermanni hermanni y T. hermanni

boettgeri (http://www.catalogueoflife.org).

Clase Reptilia
Orden Chelonia
Superfamilia Testudinoidea
Familia Testudinidae

1.1.7.2.2.- Caracteristicas fisiologicas y de comportamiento

Las tortugas mediterraneas son animales poiquilotermos, en primavera dedican
las primeras horas del dia y las ultimas, a tomar el sol. Siendo las horas centrales del dia
las que dedican a la busqueda de alimento. Por el contrario, en la época estival dedican
las primeras y Ultimas horas del dia a alimentarse. A temperaturas superiores a 27°C, las
tortugas se muestran apaticas y excavan pequefios agujeros cubiertos por vegetacion
baja 0 se esconden en pequefias grietas con el objeto de refrescarse. En las zonas més
calidas de nuestra comunidad llegan a practicar una ligera estivacion, disminuyendo

casi totalmente su actividad durante los dias mas secos y calurosos (Vetter, 2006).

En otofio, con la bajada de las temperaturas, los reptiles dejan de alimentarse
hasta veinte dias para poder vaciar completamente el intestino de restos de comida. Se
van volviendo mas apaticas y en noviembre o diciembre, segun la latitud, empiezan a
enterrarse o refugiarse en lugares protegidos, entrando en un estado de hibernacion. La
temperatura ideal para la hibernacion es de 5°C. Temperaturas inferiores a 2°C
provocan dafos cerebrales o la muerte, mientras que si son superiores a 10°C traen la
tortuga a un estado de subhibernacion, peligroso puesto que el animal consume mas
rapidamente las reservas de grasa que le deben durar todo el invierno. En estado natural,

las tortugas se entierran a profundidades inferiores a veinte centimetros.
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Son animales précticamente vegetarianos, prefiriendo plantas herbaceas,
leguminosas y frutos de diferentes especies. También consumen carrofia si se presenta
la ocasion, y complementan su dieta con invertebrados que puedan capturar, como

gusanos, lombrices, caracoles (fuente de calcio), etc.

Alcanzan su madurez sexual cuando miden cerca de 12 cm los machos y unos 15
cm las hembras, no dependiendo tanto de su edad como de la abundancia de alimento en
la zona en que viven y estimandose en condiciones naturales entre los siete y diez afios
el tiempo necesario para alcanzar las medidas mencionadas. El periodo de celo se inicia
poco después del comienzo de su actividad tras la hibernacion. Los machos suelen ser
territoriales, no alejandose de sus dominios demasiado y tolerando la presencia de otros
machos salvo cuando se acerca una hembra receptiva que puede originar un combate.
La nidificacion es entre los meses de mayo Y julio, el nimero de huevos generalmente
son de dos, y las puestas son realizadas con un intervalo de cinco a treinta dias. El
periodo de incubacion oscila entre 60 y 90 dias, el sexo de los recién nacidos varian en

funcién de la temperatura ambiental.

1.1.7.2.3.- Habitat

La tortuga mediterranea se halla en zonas con temperatura por encima de la
isoterma de 14 °C y pluviosidad anual por debajo de los 700 mm. Es una especie que se
distribuye desde el nivel del mar hasta los 400 m fundamentalmente, aunque en otras

poblaciones europeas puede alcanzar altitudes mas elevadas (Bertolero, 2002).

Los biotopos ocupados corresponden al dominio del bosque mediterraneo
aclarado: encinar, alcornocal, estepa, matorral y muy frecuentemente en la garriga,
como sucede en las Baleares. En dichos ambientes, es frecuente encontrarlas en las
zonas mas abiertas y con moderada pendiente, utilizando como escondrijo la vegetacion
arbustiva. En los periodos méas secos suele trasladarse a los fondos de los valles y/o
estivar semienterrada. No hay que olvidar que aunque es una tortuga netamente

mediterranea, necesita de una cierta humedad ambiental (Bertolero, 2002).
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1.1.7.2.4.- Distribucién geograéfica

El area de distribucion de la tortuga mediterranea se extiende desde Espafia hasta
Turquia, aungue la subespecie T. hermanni hermanni s6lo aparece hasta la zona del rio
Po en lItalia, siendo la subespecie T. hermanni boettgeri la que se encuentra en Europa
oriental (Cheylan, 2001; Bertolero 2002). Aunque las dos subespecies han reducido sus
efectivos poblacionales, la mas amenazada y que presenta un peor estado de
conservacion es la subespecie hermanni, estando la mayoria de sus poblaciones en fase

de desaparicion (Bertolero, 2002).

Testudo hermanni hermanni presenta una distribucion muy fragmentada,
sobretodo en Espafia y el sur de Francia, donde sélo persisten poblaciones aisladas. En
cambio, en Italia, en Cdrcega, Cerdefia y Sicilia ocupa areas mayores y su distribucion
es mucho mas continua. En Espafia se limita su presencia a la costa mediterranea,
situandose la Unica poblacién de origen natural en la provincia de Girona, en la Sierra
de I’Albera (Pleguezuelos et al., 2002). En otras zonas de Catalufia se han ido
realizando programas de reintroduccion de la especie, como en el Delta de I’Ebre
(Bertolero y Martinez-Vilalta, 1994), el Massis del Garraf y en la Sierra del Montsant
(Soler-Massana et al., 2005), con resultados bastante positivos. Ademas existen
poblaciones en Mallorca y Menorca, se cree que la especie fue introducida en las islas
hace 3000 afios (Bertolero, 2006). En Mallorca las poblaciones mas importantes se
encuentran en el noreste de la isla, en los Montes de Arta, aunque existen otras
poblaciones menos importantes en el este de la isla. En Menorca la tortuga mediterranea
estd presente en todo el territorio insular, aunque no se puede considerar su presencia

como continua u homogenea (Bertolero, 2006).

En la Comunidad Valenciana se encuentran citas de la presencia de Testudo
hermanni en publicaciones paleontoldgicas y arqueoldgicas, habiéndose localizado
restos de tortuga mediterranea en diferentes abrigos cuaternarios (Jiménez-Fuentes,
1995).

En el afio 1994 se inicia el proyecto de reintroduccién de la tortuga mediterranea

en la Comunitat Valenciana con el objetivo de crear una poblacion estable de esta
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especie en varias localidades de la provincia de Castellon, considerada el limite mas

meridional de su antigua distribucion.

En primer lugar se llevd a cabo una introduccion en el Parque Natural del
Desierto de las Palmas, que parecia disponer de la condiciones necesarias para llevar a
cabo este proyecto con ciertas garantias de éxito. Se realizaron varias actuaciones antes
de la liberacion de ejemplares, ya que era necesario comprobar que los animales se
aclimataban bien a la zona, por lo que se construyeron varios cercados de aclimatacion
en los que se liberaron individuos para su seguimiento. Tras comprobar la supervivencia
y reproduccion de estas tortugas en el cercado se procedié a la liberacion de las
tortugas, a los que se realizd un seguimiento con radiotracking para comprobar su
supervivencia en libertad, y que dio resultados positivos respecto a la adaptacion de las

Testudo hermanni hermanni en esta sierra de Castellén.

Una vez confirmado el éxito del proyecto en esta localidad, se decidio llevar una
segunda fase del proyecto en otra sierra litoral de la misma provincia, situada un poco
mas al norte, y también protegida como es el Parque Natural de Sierra de Irta. El
proyecto en esta localidad se inicié en 2005 y los resultados obtenidos tras un afio de
seguimiento parecian indicar la buena adaptacion de las tortugas liberadas,
considerando como indicador el aumento de peso de los individuos recuperados asi

como el numero de ejemplares marcados con emisor.

1.1.7.2.5.- Situacion legal de Testudo hermanni hermanni como especie protegida

Debido a su preocupante estado de conservacion, la tortuga mediterranea
aparece catalogada como “estrictamente protegida” en el Convenio de Berna de 1979, y
estd también incluida en el Anexo Il y IV de la Directiva Habitats de la CEE de 1992
(Directiva 92/43/CEE, de 21 de mayo). Esto implica que es necesario designar zonas
especiales para su conservacién y que son especies que requieren una proteccion
estricta. En la legislacion espafiola esta incluida en el Catdlogo Nacional de Especies
Amenazadas en la categoria “de interés especial” (Real Decreto 439/1990, de 30 de

marzo).
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En la Comunidad Valenciana aparece en el Catalogo Valenciano de Especies
Amenazadas en la categoria de “en peligro de extincion” (Decreto 32/2004, de 27 de
febrero), lo que supone la prohibicion estricta de las conductas de muerte, deterioro,
recoleccion, liberacién, comercio, exposicion para el comercio, transporte, intercambio,
oferta con fines de venta, captura, persecucién, molestias, naturalizacién y tenencia,
salvo que estuvieran autorizadas, de los ejemplares, huevos, larvas, crias o restos de esta
especie. También queda prohibida la destruccion y alteracion de su héabitat y, en

particular, la de los lugares de reproduccion, reposo, campeo o alimentacion.

1.2.- Importancia del estado sanitario en Ia
competencia entre especies autoctonas e invasoras

No existen caracteristicas que permitan pronosticar de manera definitiva si una
especie se va a convertir en invasora 0 no, pero si hay una serie de particularidades que,
solas o combinadas, favorecen el que un organismo sobreviva, se establezca y
reproduzca en un medio diferente al original. Por ejemplo, las especies llamadas
generalistas (que no tienen una dieta especifica, son adaptables, tienen tolerancia amplia
de temperatura, humedad o estacionalidad) y las conocidas como tipo R (estrategias de
reproduccion temprana, muchas crias por camada, capacidad de tener varias camadas en
el afio, poco cuidado parental y adaptacion a cambios bruscos en el tamafio de las
poblaciones) presentan mas riesgo que aquellas que tienen necesidades especificas.
Estos requerimientos especificos son los que limitan su sobrevivencia (tolerancia a
variaciones de temperatura de menos amplitud, dieta especifica, relaciones simbidticas,
ambiente especifico) o su reproduccion (estacionalidad, sustrato, disponibilidad de
parejas, alimento, etc.). Sin embargo, estas caracteristicas no necesariamente
determinan la “invasividad” de una especie; de la misma manera que ciertas
caracteristicas de un especie van a ser importantes en unos habitats y en otros no lo son
(Kolar y Lodge, 2001).

Cady y Joly (2004) anaden a lo anteriormente citado el aspecto sanitario, en el
que las especies autoctonas sean mas sensibles a ciertos patdgenos que las invasoras.
Este planteamiento no es extrafio, sélo hay que recordar la incidencia del cangrejo rojo

americano (Procambarus clarki), como portador de una afanomicosis (agente etioldgico
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Afanomicosis astaci) sobre el cangrejo ibérico (Austropotamobius pallipes) que es mas

sensible y ello ha llevado a la practica desaparicion de estos cangrejos de rio autdéctonos.

Existen pocos trabajos que describan la influencia que tiene el estado sanitario
de Trachemys scripta elegans sobre los galdpagos autdctonos. Los estudios realizados
por Cadi y Joly (2004), determinaron que las tortugas europeas (Emys orbicularis) de su
estudio perdieron masa corporal y aumento la mortalidad cuando compartian habitat con
Trachemys scripta elegans, estos autores afirmaron que no pudieron determinar la
estrategia de competitividad de las tortugas invasoras. Varias son las razones que les
llevaron a tales afirmaciones, en primer lugar no existe competencia por el alimento, al
tener dietas diferentes. En segundo lugar la competencia por los lugares de solana, tan
solo se podria dar en invierno, pero este factor no explica satisfactoriamente los
resultados. Otros aspectos que estos autores sugieren que podria afectar, son por una
parte la densidad de poblacién, que afectara con mayor medida a las tortugas europeas
gue a Trachemys scripta elegans y por otra parte que las especies de Emys sean mas
sensibles a agentes patdgenos que Trachemys (Cady y Joly, 2004).

1.3.- Agentes patogenos en quelonios

Existen pocos estudios sobre agentes patdgenos de Trachemys scripta elegans, y
Testudo hermanni hermanni, y se centran fundamentalmente en Salmonella, que
tradicionalmente ha sido el agente mas importante por el que se han visto afectadas. En
Esparia existen muy pocos estudios en los que se incluyen estos géneros (Tellez, 2003;
Hidalgo-Vila et al., 2004, 2007 y 2008a).

Los estudios sobre galapagos autdctonos en libertad marcan la direccion de
investigacion de busqueda de agentes patdgenos, por una parte en el dominio bacteria,
se sefiala con enfasis las enterobacterias, en concreto Salmonella (Mallaret, 1990;
Hidalgo-Vila, 2009). En Viridae, los Herpesvirus son buenos candidatos a colonizar a
estos reptiles (Origgi y Jacobson, 2000; Stacy et al., 2008). Respecto a la fauna
parasitaria se describe la presencia de helmintos (Serpinema microcephalus, Aplectana
sp., Falcastrua sp., Spiroxys, Spironoura y Capillariidae (Crespo et al., 2002; Hidalgo-
Vila et al., 2004) y la presencia de varias especies de Eimeria (Segade et al., 2006). La
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presencia de sanguijuelas de la familia Placobdella en poblaciones de Madrid y
Ourense, especialmente en los meses de verano (Ayres y Alvarez, 2008) parecen tener
preferencia por colocarse en el plastron de los ejemplares, aprovechando las uniones

entre placas, o las posibles heridas.

Los estudios sanitarios realizados en Testudo spp. son muy escasos Y sefialan la
infeccion por Salmonella en Testudo graeca (Gonzélez et al., 2005; Hidalgo-Vila et al.,
2007 y 2008b), Herpesvirus (Origgi et al., 2001), pero no se conocen estudios
especificos en Testudo hermanni hermanni. Los estudios epidemioldgicos de nematodos

que afectan es estos quelonios son practicamente inexistentes (Traversa et al., 2005).

1.3.1.- Bacterias

La via mas frecuente de transmision de las bacterias que colonizan el tracto
digestivo es la via fecal-oral, pero tambien se ha descrito la infeccién a través de
mucosas (conjuntiva, respiratoria, etc.), soluciones de continuidad por ejemplo en el
caso de Salmonella (Quinn et al., 1994). En el caso de los galapagos el agua de las
lagunas hace de elemento dispersante de las bacterias de una manera mas eficaz que el
medio terrestre. Por tanto el agua es un reservorio de estos microorganismos para la
infeccidn tanto de galapagos o personas que puedan entrar en contacto con el agua de
estas lagunas. La frecuencia de aislamiento de la bacteria refleja la probabilidad de
exposicion en el habitat natural, siendo mayor en peces después en reptiles, mamiferos y

por altimo aves (Bardon, 1999).

Salmonella

El reservorio de Salmonella (Salmon y Smith, 1885) es, principalmente, el
tracto intestinal de animales homeotermos y poiquilotermos. La mayoria de los
animales infectados se comportan como excretores subclinicos y, ademas, puede
aislarse ocasionalmente a partir de la sangre y 6rganos internos de los individuos
afectados. La via més frecuente de infeccion es la fecal-oral, pero también se ha descrito
la infecciobn a través de mucosas (conjuntiva, respiratoria, etc.), soluciones de

continuidad (Quinn et al., 1994) y por inhalacion (Adesiyun et al., 1998).
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Salmonella spp. son patégenos intracelulares facultativos, y de su capacidad de
invadir, sobrevivir y replicarse en el interior de las células eucariotas del hospedador
depende el éxito de la infeccién (Ohl y Miler, 2001). En general, en los animales
poiquilotermos la infeccion por Salmonella se limita al tracto gastrointestinal sin
invasion del tejido intestinal, la ausencia de invasividad de Salmonella en el tejido
intestinal se debe a la ausencia de foliculos linfoides en el intestino y a la incapacidad de

la bacteria para la adhesion e invasion de las células intestinales (Pasmans et al., 2003).

La naturaleza de la accion patdgena de Salmonella depende de numerosos
factores, como el serotipo, la cepa, la dosis infectiva, la via de penetracion, la naturaleza
del contaminante (alimento, animal, etc.) y el estatus inmunitario del hospedador (Le
Minor, 1992; Quinn et al., 1994; Old y Threlfall, 1998). La temperatura juega un
importante papel en la patogenia de la enfermedad, estudios realizados en tortugas del
género Trachemys infectadas experimentalmente, concluyeron que la persistencia y la
invasividad tisular de Salmonella resultd ser termodependiente. A baja temperatura
(26°C) se promovia la adhesion, pero a temperatura elevada (37°C) se promovia la
invasion de las células intestinales (Pasmans et al., 2002, Pasmans et al., 2003). Las
tortugas terrestres parecen ser las especies menos sensibles a esta enfermedad (Pasmans
et al., 2000).

Salmonella es capaz de sobrevivir nueve meses 0 mas en lugares tales como
suelos, agua dulce y salada, heces y piensos animales (sobre todo harinas de hueso y
sangre de pescado) (Quinn et al., 1994; D'Aoust, 1997). Asimismo, ha sido aislada de
diversos tipos de alimentos, principalmente huevos y otros productos de origen animal
(Le Minor, 1992; D'Aoust, 1997), aunque también se ha encontrado en frutas y
hortalizas destinados al consumo humano (Rampling, 1990; Report. 1993) y son
importantes contaminantes de los suplementos proteicos administrados a los animales
de abasto (Old y Threlfall, 1998).

Dependiendo del espectro de hospedadores, los serotipos de Salmonella se
dividen en tres grupos (Uzzau et al., 2000).
= Restringidos a un hospedador: son aquellos serotipos que se asocian con una
Unica especie, por ejemplo, Typhi (hombre), Gallinarum (gallina),
Thyphisuis (cerdo) y Abortusovis (oveja).
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= Adaptados a un hospedador: aquellos serotipos que son prevalentes en una
determinada especie, pero que también pueden causar enfermedad en otras,
como por ejemplo, Dublin y Choleraesuis, que se asocian generalmente con
enfermedad, sistémica en ganado bovino y porcino, respectivamente, pero
que también pueden causar enfermedad menos frecuentemente en otros
mamiferos incluido el hombre.

= Ubicuos: son aquellos que aunque son capaces de causar septicemia en un
amplio espectro de hospedadores, normalmente sélo inducen gastroenteritis
autolimitante a los animales afectados, como Typhimurium y Enteritidis.

La excrecion fecal es la fuente mas importante de contaminacién ambiental vy,
por lo tanto, con gran repercusion epidemioldgica (Morse y Duncan, 1974; Harwood et
al., 1999; Baudart et al., 2000).

En el caso de los animales, la eliminacion al medio coincide especialmente con
situaciones estresantes, como el transporte, diferentes operaciones de manejo, la mezcla
de animales de diferentes edades u origenes, la coincidencia con otras enfermedades,
etc. (Le Minor, 1992; Rodriguez et al., 1999). La eliminacién de Salmonella spp. por
parte de los reptiles es moderada, aunque los valores varien bastante en las diferentes

especies y lugares estudiados.

Varios son los estudios de prevalencia de Salmonella en diferentes especies de
quelonios, obteniéndose resultados muy dispares. En la coleccion de reptiles del
“National Zoological Park” de Washinton de 63 tortugas, solo dos (3%) fueron positivas
a la presencia de la bacteria (Cambre et al., 1980), sin embargo en Puerto Rico el 100%
de las tortugas acudticas de tiendas de mascotas fueron positivas a Salmonella (Tauxe et
al., 1985). El 21% de los huevos de tortuga de la especie Trachemys scripta elegans
importados en Canadéa eran portadores (D’Aoust et al., 1990). En un estudio del mismo
afo en dos granjas de Trachemys scripta elegans en el sur de Lossiana (EE.UU) se
detectaron un 12,4% (23/185) de crias positivas (Shane et al., 1990). En Francia el 10,5
% de 95 animales estudiados eran portadores (Mallaret, 1990). En las Islas Canarias se
aislo Salmonella en un 17,6% (6/34) en tortugas de las especies Testudo graeca
terristris 'y Testudo keinmanni (Monzon et al., 1995). En un estudio en Trinidad en el
“Emperador Valley Zoo” el 10% (4/40) de las tortugas eliminaban esta bacteria (Gopee
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et al., 2000). El 78,5% (106/135) de las tortugas de las especies Testudo hermanni y
Testudo graeca procedentes del “European Centre for Conservation of Chelonians” en
la Toscana Italiana fueron positivas a Salmonella (Pasmans et al., 2000). En la region de
Oslo (Noruega) la comercializacion de tortugas acuaticas estd prohibida, pero se estimo
que hubo unos 10.000 galdpagos como mascotas, de las cuales un 90% eliminaban la
bacteria en heces (Torfoss y Abrahamsen, 2000). En 2001, el 25,8% (15/58) de los
quelonios comercializados tanto en mercados legales como ilegales de Brasil
eliminaban Salmonella en heces (Sa y Solari, 2001). En Alemania el porcentaje de
deteccion fue menor, de 38 tortugas examinadas, 14 acuaticas y 24 terrestres, solo una
fue positiva a este microorganismo, ésta pertenecia a la especie Testudo hermanni
(Geue y Loschner, 2002). En tortugas acudticas pertenecientes a diez nucleos, entre
tiendas y colecciones privadas de Italia, se determind una prevalencia del 11,3% (7/62)
(Pasmans et al., 2002). Pfleger et al. (2003) determinaron una prevalencia del 14% de
Salmonella en muestras fecales de reptiles y anfibios aclimatados a terrarios y
acuaterrarios, 103 y 35 animales respectivamente. En Francia, se realiz6 un estudio con
52 quelonios, 5 galapagos y 47 tortugas terrestres y el 44% (23/52) fueron positivas a
Salmonella, todas ellas fueron tortugas terrestres (Strohl et al., 2004). En Japdn el
72,2% (13/18) de las tortugas mascotas eliminaban la bacteria (Nakadi et al., 2005). En
un estudio realizado por Saelinger (2006) en Norte América con 94 animales
pertenecientes a seis especies, no se detectd presencia de Salmonella. En el litoral
mediterraneo, mediante el aislamiento a partir de cultivos de bilis obtenidos mediante
colecistocentesis percutanea ecoguiada se detectd una prevalencia del 66,6% (22/33) en
ejemplares de Trachemys scripta elegans (Martorell, 2006). La prevalencia de
Salmonella spp. en Mauremys leprosa en el sureste espafiol fue del 9% (5/55), en
Trachemys scripta elegans en libertad se determino el 2,7% (1/36) y en la misma
especie pero en cautividad fue del 0% (0/23) (Hidalgo-Vila et al., 2008a).
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Otras especies bacterianas

Salmonella es la especie con mas referencias de aislamiento en quelonios, sin
embargo hay especies bacterianas que se han utilizado para estudio del sistema
inmunitario de los quelonios o que por sus héabitats naturales pueden colonizar a estos
animales y a los que se debe hacer referencia en este apartado. En el primer caso se
encuentra Staphylococcus (Stegemann, 2009), Escherichia coli, S. aureus, Klebsiella,
Plesiomonas, Vibrio (Precharram et al., 2008) o Aeromonas hydrophila (Merchant et
al., 2007). En el segundo caso, se encuentra Alcaligenes (Manage et al., 2000), Proteus
(Stamm, 1999), Enterobacter (Sramova et al., 1992), Edwardsiella (Ivenson, 1971;
Sechter et al, 1983), Pasterella (Biberstein y Dwight, 1999), Streptococcus (Bibertein,
1990b), etc. De este segundo grupo no se han podido encontrar referencias de

asilamiento de las mismas en los quelonios objeto del presente trabajo.

Alcaligenes (Castellani y Chalmers, 1919) se ha aislado en medios acuaticos
(Manage et al., 2000) y esta ampliamente distribuida en el medio natural, especialmente
en nichos oligotroficos acuéticos. Estas bacterias son nutricionalmente muy versétiles,
algunas especies pueden usar agentes quelantes del aminopolicarboxilato (p.ej. EDTA)
como fuente de carbono, y otros pueden degradar compuestos hidrocarbonados
aromaticos, incluyendo benceno y tolueno (Greene et al., 2000; Reinecke et al., 2000).
Alcaligenes no se ha citado en la literatura como un agente patolégico de quelonios, por
otra parte Alcaligenes es considerado como un microorganismo oportunista y poco
habitual como agente patdgeno en humanos, aunque se han descrito distintos procesos,
principalmente en pacientes inmunodeprimidos, neoplasicos y afectados por el SIDA
(Molla et al., 1996). También se han descrito en la bibliografia casos de meningitis
(Decré et al., 1992), neumonia (Gradon et al., 1993), sepsis de origen biliar, peritonitis
(Cathebras et al., 1994), infecciones del tracto urinario, queratitis (Siganos et al., 1993),
osteomielitis (Barton y Hoddy, 1993), artritis y bacteriemia sin foco aparente (Dupon et
al., 1993).

Las especies del género Aeromonas (Stanier, 1943) forman parte de la
microbiota habitual de ecosistemas (Hazen et al., 1978). Han sido halladas tanto en
aguas dulces (Kersters et al., 1996; Miranda y Castillo, 1996; Borrell et al., 1998; Gofii-
Urriza et al., 1999; Montes et al., 1999; Obi et al., 2003) como en agua marinas
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(Dumontet et al., 1996; Okpokwasili y Akujobi, 1996; Borrell et al., 1998; Sechi et al.,
2002), en aguas cloradas como en aguas no cloradas, en todo el mundo (Hazen et al.,
1978; Kaper et al., 1981;Van der Kooj et al., 1988), asi como en aguas embotelladas
(Borrell et al., 1998; Sisti et al., 1998; Croci et al., 2001; Ghenghesh et al., 2001; Massa
et al., 2001; Biscardi et al., 2002; Villari et al., 2003). Se han aislado tanto en animales
de sangre fria como en animales de sangre caliente (Mathewson y Dupont, 1992).
Aeromonas es también considerada como agente etioldgico de variadas patologias en
numerosos tipos de animales: peces (Austin y Wilkins, 1998), conejos (Paniagua et al.,
1998), perros y gatos (Ghenghesh et al., 1999) e incluso seres humanos (Janda, 2001),
localizandose en el aparato digestivo, causando problemas gastrointestinales en

individuos sanos o septicemia en individuos inmunocomprometidos.

Escherichia (Castellani y Chamers, 1919) es considerado el principal
microorganismo de la flora bacteriana normal de un individuo sano, pero puede ser
causa tanto de enfermedades intestinales como extraintestinales, e incluso septicemia
(Tannock, 1995; Hirsh, 1990a).

Las cepas de E. coli estan presentes habitualmente en el tracto gastrointestinal de
animales, incluyendo humanos (Kaper et al., 2004). El recuento de colonias se usa
como indicador de contaminacion fecal en sistemas de aguas potables. Varias pueden
ser las fuentes de E. coli que contribuyen a aumentar los recuentos de la bacteria en rios
y playas, se pueden incluir a los humanos, animales de granja, animales silvestres, aves

acuaticas, mascotas y reservorios ambientales (Ishii et al., 2006, 2007).

La infeccion por E. coli, parece de caracter universal, aunque irregular, pero su
prevalencia solamente se conoce con cierto detalle en Estados Unidos, Canadd,
Argentina y Europa Occidental, ya que en el resto de paises no ha sido estudiada
sistematicamente (Griffin y Tauxe, 1991; Frias, 1996). Diversos autores han estudiado
en Espafa la frecuencia de E. coli O157:H7 como causante de diarrea y se ha podido
demostrar que ésta es muy baja, probablemente entre 0,1 y el 1% de las diarreas
estudiadas. Se ha detectado en casos esporadicos (Prats et al., 1996; Blanco et al., 1996)
y también en brotes epidémicos aunque su nimero y extension ha sido muy limitada, el
mas importante se detecto en Barcelona en 2000 (Prats, 2001). Las cepas de E. coli se

pueden dividir en tres grupos, las que provocan enfermedad entérica, las que provocan
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septicemia y las que provocan enfermedad localizada no entérica, siendo las primeras
las mas numerosas. Segun su mecanismo de accién se han asignado seis categorias, E.
coli enterotoxigénica (ECET), E. coli enteropatogena (ECEP), E. coli enteroinvasiva
(ECEI), E. coli enteroagregativa (ECEA), E. coli adherente-difusa (ECAD) y E. coli
enterohemorragica (ECEH) (Quinn, 2002).

El habitat natural de Plesiomonas shigelloide (Habs y Schubert, 1962) es el agua
dulce, se han recogido de rios, lagos, estanques y sedimentos de muchos paises (Arai et
al., 1980; Kelly y Kain, 1991; Medema y Schets, 1993; Schubert y Pelz, 1993a;
Schubert y Pelz, 1993b; Aldova et al., 1999). Se han asilado tanto en paises tropicales,
como en zonas templadas e incluso en paises de clima frio como Suecia (Krovacek et
al., 2000). La recopilacién de la bacteria y/o el crecimiento en el agua depende de la
temperatura (Arai et al., 1980; Miller y Koburger, 1986; Medema y Schets, 1993), la
disponibilidad de nutrientes y el nivel de contaminacion de las aguas residuales
(Medema y Schets, 1993). La incidencia estacional es evidente, se presenta en las
estaciones calidas y puede estar ausente durante la estacion fria (Cooper y Brown, 1968;
Tsukamoto et al., 1978; Arai et al., 1980; Kelly y Kain, 1991). Plesiomonas también se
ha asilado en agua del mar, pero la supervivencia esta limitada a 22-25 h y a 100 m

desde el punto de liberacién de las aguas residuales (Zakhariev, 1971).

Plesiomonas shigelloides ha sido aislada de un amplio rango de animales de
sangre caliente y animales de sangre fria, e incluso en el hombre. La frecuencia de
aislamiento de la bacteria refleja la probabilidad de exposicion en el habitat natural,
siendo mayor en peces, después en reptiles, mamiferos y por Gltimo aves (Bardon,
1999). Es probable que P. shigelloides sea parte de la flora intestinal de peces de agua
dulce o de otros organismos de agua como reptiles y anfibios. La presencia esporadica
en las heces de animales puede ser debida a la colonizacion seguida de la ingestion de
peces, agua 0 comida contaminada por agua (Van Damme y Vandepitte, 1984). P.
shigelloides no es considerada como parte de la flora normal de los hombres. El estatus
de la bacteria en otros mamiferos se considera como comensal (Arai et al., 1980).

La infecciones en humanos con P. shigelloides es a través del agua, tales
infecciones muestran la misma estacionalidad que la recoleccion de organismos de agua

dulce, en ecosistemas contaminados por aguas residuales. La infeccion puede ser
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adquirida a través del agua de bebida (Tarabcak y Porazikova, 1973; Tsukamoto et al.,
1978; Krovacek et al., 2000), por contacto con agua contaminada o por consumir
comida lavada con agua contaminada (Greenlees et al., 1998). El inadecuado
tratamiento del agua de bebida fue la fuente de infeccién de 978 personas en Japdn
(Tsukamoto et al., 1978). P. shigelloides ha sido implicada en la causa de diarrea de
personas que practicaban actividades recreativas en el agua (Cabelli, 1978), en el rio

Mississippi en EE.UU. se describid el caso de un nadador (Soweid et al., 1995).

El pescado, marisco y crustaceos son una fuente importante de infeccion (Ueda
et al., 1963; Hori y Hayashi, 1966; Anon, 1983; Claesson et al., 1984; Downey y Clark,
1984; Marshall et al., 1996). El estudio de un caso control ha puesto de evidencia la
relacion entre la ingestion de marisco y la falta de tratamiento del agua (Kain y Kelly,
1989) y el consumo de marisco crudo. La ausencia de crecimiento a 5°C y la
destruccion por pasterizacion (60°C a 22 minutos) sugiere que la refrigeracion y el
cocinado inadecuado contribuyen a la infeccion de Plesiomonas shigelloides (Miller y
Koburger, 1986).

La gastroenteritis asociada con la infeccion de P. shigelloides en el hombre
puede presentarse como diarrea acuosa, invasiva y colitis disentérica, de cuadro
subagudo o cronico desde dos semanas a tres meses (Clark y Janda, 1991). A menudo
los estudios sefialan como causa de la enfermedad la produccion de la enterotoxina pero
las conclusiones clinicas sugieren que la enteroinvasion puede ser mas significativa. El
potencial patdgeno de P. shigelloides es bajo, lo que se traduce en una baja incidencia
de la enfermedad tanto en humanos como en animales (Holmberg et al., 1986; Kain y
Kelly, 1989).

Proteus (Hauser, 1885) estd ampliamente distribuido en el agua, en el suelo y
ocasionalmente en la comida, y puede formar parte de la flora normal del hombre y de
otros animales (Stamm, 1999). P. mirabilis y P. penneri fueron aisladas con mayor
frecuencia en pacientes con diarrea que en pacientes sanos, sin embargo su verdadero

rol en la diarrea no se conoce (Miller, 1986).

P. mirabilis ha estado implicada en bacteriemias (Berger, 1985;
Watanakunakorn y Perni, 1994), en meningoencefalitis neonatal (Grahnquist et al.,
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1992), empiema (Isenstein y Honig, 1990) y en osteomielitis (Marx et al., 1988). P.
penneri ha estado implicada en casos de bacteriemia y abscesos subcutaneos en
pacientes con leucemia linfocitica aguda (Ewing, 1962) y en urosepsis nosocomial en
pacientes diabéticos. También se ha sugerido que P. mirabilis juega un papel importante
en la artritis reumatoide (Wilson et al., 1997). Una complicacion frecuente en la
cateterizacion del tracto urinario es la infeccion por P. mirabilis (Mobley y Warren,
1987; Stickler et al., 1993). EI papel de éste como patégeno nosocomial ha sido
descrito en varias ocasiones (Luna et al., 2005), existiendo un Unico caso de infeccion

comunitaria por éste germen (Cdrdoba et al., 2005).

Las especies del género Klebsiella (Trevisan, 1885) se presentan de manera
ubicua en la naturaleza, probablemente tiene dos habitats comunes: el medio ambiente,
en el cual se halla en aguas superficiales, residuales, en el suelo, sobre las plantas, y las
superficies mucosas de mamiferos. En humanos portadores K. pneumoniae se encuentra
en las vias respiratorias superiores y en el tracto intestinal. Como patdgenos
oportunistas que son, las especies del género Klebsiella infectan principalmente a
individuos inmunocomprometidos que se hallan hospitalizados y padecen severas
enfermedades subyacentes, como pueden ser la diabetes mellitus o la obstruccion
pulmonar cronica. Las infecciones nosocomiales por Klebsiella son causadas
principalmente por Klebsiella pneumoniae, la especie mas importante del género desde
el punto de vista médico y estan asociadas a una alta morbilidad y mortalidad. Se estima
que el género Klebsiella es el responsable del 8% de las infecciones nosocomiales
bacterianas en los Estados Unidos y en Europa, lo cual la sitla entre los ocho patégenos
infecciosos mas importantes en hospitales. Klebsiella pneumoniae causa,
principalmente, infecciones del tracto urinario y neumonias, y es el segundo agente
causal, tras E. coli, de septicemias nosocomiales por bacterias Gram-negativo
(Podschun y Ullmann, 1998).

Enterobacter (Hormaeche y Edwards, 1960), usualmente, se encuentra
formando parte de la microbiota intestinal del hombre y/o animales sin ninguna
enfermedad manifiesta, o bien puede colonizar las diferentes mucosas, en especial las
del tracto gastrointestinal y urinario, ocasionando por tanto las infecciones a partir de
estas localizaciones (neumonia, septicemia, meningitis, abscesos abdominales ademas

de infecciones urinarias) (John et al., 1982). Las infecciones por Enterobacter pueden
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ser adquiridas tanto de fuentes enddgenas como exogenas. Esto no es sorprendente
debido a la ubicuidad del microorganismo, se han encontrado en heces humanas, en
animales, en agua, en plantas, en insectos y en productos lacteos (Sramova et al., 1992;
Shanahan et al., 1993). Informes de la National Nosocomial Infections Surveillance
System (NNIS) pusieron en evidencia que representantes del género Enterobacter
causaban el 11,2% de los casos de neumonia de pacientes en la Unidad de Cuidados
Intensivos (UCI), ocupando el tercer lugar después de Staphylococcus aureus (18,1%) y
Pseudomonas aeruginosa (17%). Las tasas correspondientes en las UCI de los pacientes
pediatricos fueron 9,8% para la neumonia, 6,8% de infecciones del torrente sanguineo, y
el 9,5% para las infecciones urinarias (NNIS, 1997, 1999, 2004). Una peculiaridad
afiadida a las infecciones nosocomiales de Enterobacter es la resistencia que presenta a
las cefalosporinas, beta-lactamicos, aminoglucésidos, trimetoprima-sulfametoxazol
(TMP-SMZ) y las quinolonas entre otros (Mensa, 2004).

El género Providencia (Ewing, 1962) estd muy relacionado con el género
Proteus, de hecho la existencia del géenero como tal fue muy discutida durante las
décadas de los cincuenta y sesenta, pero en la actualidad ya se considera un grupo con
entidad propia (O’Hara et al., 2000). Providencia, en concreto P. alcaligenes ha estado
relacionado en el pasado con organismos que causan brotes de diarrea (Singer y Bar-
Cahy, 1954; Sen, 1962) y mas recientemente se ha relacionado como un agente
etioldgico con la diarrea del viajero. Haynes y Hawkey encontraron una incidencia
mayor de esta bacteria en pacientes con diarrea que en pacientes sanos, particularmente
en nifios (Haynes y Hawkey, 1989). Otras especies de Providencia, como P. stuartii, se
ha puesto de evidencia que son patogenos oportunistas en humanos, en particular en
pacientes con catéteres urinarios 0 en pacientes con quemaduras extensas, pero no se

conocen estudios epidemioldgicos al respecto (Mino et al., 1997; Arslan et al., 1999).

Edwardsiella tarda (Ewing y McWhorter, 1965) ha sido aislada en aguas
(Sechter et al, 1983), asi como en serpientes, galapagos (Ivenson, 1971), ranas (Sharma
et al., 1974), gaviotas (Berg y Anderson, 1972), leones marinos y aligatores (Wallace et
al., 1966) y en suidos (Owens et al., 1974), e implicada en enfermedades humanas:
gastroenteritis (Altmann y Racz, 1970), bacteriemia e infecciones de heridas (Jordan y
Hadley, 1969), peritonitis (Clarridge et al., 1980), meningitis (Sacks et al., 1974). La
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infeccion por Edwarsiella es endémica en el sudeste de Estados Unidos, donde existe
una cria intensiva del bagre de canal o peces gatos (orden Siluriformes). Pero también
se han descrito algunos brotes en otras regiones, como por ejemplo en el sudeste de
Asia. La enfermedad se produce principalmente cuando la temperatura del agua oscila
entre 18°C y 28°C. El estrés, por hacinamiento por ejemplo, es a menudo un factor

predisponente (Hanson, 2000).

Morganella (Fulton, 1943) forma parte de la flora fecal habitual aunque también
se puede encontrar en la tierra y en las aguas residuales. Suele actuar como agente
patdgeno oportunista siendo responsable de infecciones del tracto urinario, de la
vesicula biliar e infecciones de heridas, a menudo se presenta en forma de brotes de
infeccion nosocomial (Eisntein, y Vatkins, 1998). Varios son los factores de riesgo
asociados a infeccion por M. morganii entre los que destacan la edad avanzada, la
presencia de enfermedades graves subyacentes, los antecedentes de hospitalizacién, el
uso reciente de antibioticos y sobre todo enfermos inmunocomprometidos (McDermott
y Mylotte, 1984; Kim et al., 2003).

El género Vibrio (Pacini, 1854) forma parte de la microbiota de los ecosistemas
acuaticos, tanto de aguas saladas como de aguas dulces, en las que a menudo se
encuentra asociado como comensal a diversos organismos acuaticos. Se ha descrito que
puede adherirse a la quitina de los caparazones de algunos crustaceos y puede colonizar
las superficies de algas, fitoplancton, copépodos y raices de plantas acuéaticas (Colwell y
Huq, 1994; Faruque et al. 1998). La adquisicion de factores de virulencia por parte de
algunas de estas cepas las capacita para colonizar la mucosa del intestino delgado
humano, en donde persisten, se multiplican y producen la toxina causante del célera
(Kaper et al., 1995). EI hombre es el Gnico hospedador conocido de V. cholerae, aunque
se postula de la existencia de reservorios ambientales, donde los vibriones
permaneceran en estado latente. También se ha postulado que los cambios climaticos
marcarian el inicio de una serie de eventos concatenados, como el incremento de la
temperatura del agua, de la concentracion de nutrientes y de la poblacion de plancton,
que se han asociado con el aumento del nimero de casos de célera (Colwell, 1996). La
forma de contagio de Vibrio spp. es por ingestion oral de agua o alimentos
contaminados con heces y/o vomitos de enfermos o portadores. Los estudios con

voluntarios humanos han sido Utiles para definir el porcentaje de bacterias que se debe
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de ingerir para padecer la enfermedad. Se ha demostrado que la administracion oral de
10" bacterias a voluntarios sanos, rara vez produce signo alguno de infeccion, pero tras
la neutralizacion del pH acido del estomago con bicarbonato, se produce la enfermedad
con 10* bacterias. Por tanto, el pH del estomago es un importante mecanismo de

defensa inespecifico contra V. cholerae (Farfan, 2002).

Las especies del género Pseudomonas (Migula, 1894) se encuentran
ampliamente distribuidas por la naturaleza, tanto en medios sélidos como liquidos, dada
su capacidad para sobrevivir en condiciones ambientales desfavorables (Hirsh, 1990b).
Las infecciones por Pseudomonas spp. tienen gran interés por su alta frecuencia y
resistencia antimicrobiana. La mayor parte de estas infecciones estdn producidas por
Pseudomonas aeruginosa y afectan fundamentalmente a pacientes inmunodeprimidos y
hospitalizados, es un patdgeno oportunista (Cuberos et al., 1998). En Pseudomonas no
existe una correlacion entre clones y hébitat, sino que los clones dominantes estan
distribuidos tanto en hébitat clinicos como en ambientales. Ademas, los aislados
clinicos y ambientales de clones de P. aeruginosa no pueden diferenciarse por sus
propiedades genotipicas ni quimiotaxonémicas, y son funcionalmente equivalentes en
caracteristicas relevantes para la virulencia y en la capacidad de colonizar, y de vivir en
los diversos ambientes. Este hecho podria ser debido a la versatibilidad de la especie,
que le confiere la capacidad de colonizacion de multiples nichos ecoldgicos, sin
especializacion. La importancia de P. aeruginosa como patégeno nosocomial radica
también en su relativa resistencia a los antisépticos y antimicrobianos. Todo esto
determina que sea frecuente aislar estas especies formando parte de la flora de pacientes
hospitalizados, sobre todo colonizando el tracto respiratorio en pacientes intubados. En
la transmision del microorganismo de un paciente a otro interviene de forma importante

el personal sanitario colonizado (Ruiz-Martinez, 2007).

Pasteurella multocida (Trevisan, 1887) coloniza el tracto gastrointestinal y
respiratorio de una gran variedad de mamiferos y aves, que constituyen su principal
reservorio (Holst et al., 1992). Las mucosas de las especies susceptibles son el
reservorio del género Pasteurella y puede ser diseminado a otros hospedadores,
pudiendo ser un hospedador reservorio para otro hospedador mas susceptible
(Biberstein y Dwight, 1999). Generalmente, la infeccidn se adquiere por la inoculacion

directa por contacto con secreciones de animales (Holmes et al., 1999). No se ha
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documentado transmision persona a persona ni transmisién por el agua o los alimentos
contaminados (Weber et al., 1984).

Las infecciones de Staphylococcus aureus (Rosenbach, 1884) son cada vez mas
frecuentes en todo el mundo (Laupland, 2003; Grundmann et al., 2006; Lescure, 2006),
al igual que las infecciones por Staphylococcus coagulasa negativo que han aumentado
en las ultimas décadas (Molinos, 2009). Las especies coagulasa positiva como S. aureus
y S. intermedius colonizan los conductos nasales distales, las coanas y la piel.
Especialmente cerca de los bordes mucocutaneos como la zona perianal, la genitalia
externa, también se pueden encontrar de paso por el tracto gastrointestinal (Quinn et al.,
2002). Las especies coagulasa negativa, especialmente S. epidermidis, son
predominantes en la microbiota normal de la piel, pero también colonizan el tracto
respiratorio superior (Biberstein, 1990a). Las enfermedades por Staphylococcus (p.ej.
pioderma, otitis externa, infecciones de heridas y del tracto urinario) surgen a menudo
enddgenamente. Los estudios en humanos sugieren una amplia colonizacion pocas
horas después del nacimiento. La aparicion de las infecciones clinicas estad determinada
por factores del hospedador. Los individuos proclives a las infecciones estafilocécicas
son los recién nacidos, hembras en lactancia, enfermos crénicos, los que presentan
afecciones cutaneas o incisiones quirurgicas y los inmunodeprimidos, ya sea por el uso
de corticosteroides, radioterapia, farmacos inmunodepresores o0 medicaciones
anticancerosas. Staphylococcus es un importante patdgeno tanto nosocomial como
comunitario, siendo capaz de infectar distintos tejidos y 6rganos, causando patologias
que a veces son extremadamente graves y en algunos de los cuadros clinicos pueden
estar implicados un amplio espectro de factores de virulencia (Dinges et al., 2000;
Mandell et al., 2000; Torres et al., 2001; Von Eiff et al., 2001; Peacock et al., 2002).

Las especies del genero Streptococcus (Rosenbach, 1884) de interés veterinario
pueden vivir de forma comensal en la parte superior del aparato respiratorio, en el tracto
digestivo y en el trato genital, siendo la transmision por inhalacién, ingestion o por
contacto sexual. La transmision también puede ser de forma congénita o mediante
fomites (Biberstein, 1990b). A este microorganismo se le ha identificado como el
agente causante de la neumonia, el neumococo es un patdgeno humano responsable no
solo de la neumonia, sino de enfermedades como meningitis y bacteriemias, y con altas

tasas de mortalidad y morbilidad. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la
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neumonia es actualmente la cuarta causa de mortalidad en el mundo y el neumococo, en
concreto, es el agente causal de entre el 10 y el 25% de los casos (Sahn, 1990). Ademas
de infecciones invasivas graves, puede producir otitis media y sinusitis. Coloniza las
vias altas del sistema respiratorio y, mas concretamente, la nasofaringe desde los
primeros dias de vida. Se considera, por tanto, que cualquier individuo ha estado
colonizado por neumococo en alguna etapa de su vida. La frecuencia de portadores
puede cambiar de unas zonas geograficas a otras dependiendo de muchos factores
(edad, ambiente, estacion del afio, etc.) y se ha estimado que mas del 60% de la

poblacion puede ser portadora (Austrian, 1986).
1.3.2.- Virus- Herpesvirus

Pocas son las referencias encontradas de virus en quelonios, pero éstas
mencionan a los Herpesvirus. La familia Herpesviridae contiene méas de 100 virus, han
sido aislados en peces, anfibios, reptiles, aves, mamiferos incluidos el hombre e incluso
en invertebrados, en ostras (Ardans, 1990). Los Herpesvirus son de especial
importancia por su amplia repercusion, su diversidad evolutiva, su implicacion en

importantes enfermedades de animales domésticos y el hombre.

Los Herpesvirus entran dentro de la célula eucariota fusionandose a la
membrana citoplasmatica y la replicacion ocurre en el interior del nucleo de la célula.
La envoltura procede de la membrana nuclear de la célula infectada e incorpora al
menos ocho glicoproteinas virales. Los viriones se acumulan en el reticulo
endoplasmatico hasta el final del procesado de las glicoproteinas en el complejo de
Golgi para posteriormente realizar la exocitosis. La infeccion activa provoca la muerte
de la célula. Las inclusiones intranucleares son caracteristicas de las infecciones de

Herpesvirus.

La extension de la infeccidn viral ocurre a través de puntos de contacto con las
células sin estar expuestos a los anticuerpos neutralizantes del virus en sangre o en
fluidos intersticiales. La respuesta inmunitaria mediada por anticuerpos va dirigida a las

glicoproteinas de la envuelta.



Estado Sanitario de 7. scripta elegansy T. hermanni hermannien la C.V.

Los Herpesvirus son fragiles y sensibles a detergentes y a solventes lipidicos,

por tanto son muy inestables en el medio ambiente (Quinn, 2002).

Los Herpesvirus de quelonios estan relacionados con la subfamilia
Alphaherpesvirinae (Quackenbush et al., 2001). Tanto los Herpesvirus que infectan a
galapagos como los que afectan a tortugas estan muy relacionados e incluidos dentro de
la subfamilia Alphaherpesvirinae, (Chelonia Herpesvirus, ChHV) relacionados
evolutiva y genéticamente con Archosauria (aves y crocodileos) y Lepidosauria
(serpientes e iguanas) (McGeoch y Gatherer, 2005). Los Herpesvirus de quelonios
causan letargia, anorexia, rinitis, conjuntivitis, glositis, estomatitis y presentan una alta
morbilidad y mortalidad, siendo Testudo hermanni la especie mas susceptible
comparada con otras especies del género (Hunt, 2006). EI 25% (16/63) de tortugas del
género Testudo con un rinitis-estomatitis de los centros de recuperacién de fauna
silvestre de Barcelona y Alicante, fueron positivas a Herpesvirus (ChHV) (Salinas et
al., 2011). Hasta donde hemos sido capaces de conocer no existen referencias respecto

a la prevalencia de estos Herpesvirus en Trachemys scripta elegans.

1.3.3.- Parasitos

1.3.3.1.- Protozoos

Pocas veces se ha denunciado la infeccion de protozoos en quelonios, y en las
ocasiones que se ha realizado han sido las especies del genero Eimeria (Schneider,
1875). El género Eimeria, perteneciente a la familia Eimeriidae, phylum Apicomplexa,
infecta frecuentemente a vertebrados, se han descrito mas de 120 especies del género
que parasitan a reptiles (Barnard y Upton, 1994). Casi todas las infecciones en la
naturaleza son autolimitantes aunque la coccidiosis puede causar alta mortalidad en
condiciones de cautiverio (Barnard y Upton, 1994). Los ooquistes del género Eimeria se
caracterizan por ser de pared delgada, esféricos o subesféricos que contienen cuatro
esporoquistes con dos esporozoitos cada uno de ellos. Los esporoquistes son débilmente
positivos a la tincion de PAS, y los esporozoitos son tefiidos fuertemente en la tincion
de Zielh-Neelsen y a la tincion de Gram (Helke et al., 2006).
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El ciclo bioldgico es directo, con transmision fecal-oral. Usualmente las especies
de Eimeria presentan predileccion por tejidos especificos, la infeccion esta limitada al
epitelio del intestino o al 6rgano especifico (McCully et al., 1970). En la clase Reptilia,
las infecciones mas frecuentes son en el tracto gastrointestinal, la l&mina propia del
intestino, seguida de la vejiga, conductos biliares y el higado (Levine, 1988). Solo
ocasionalmente se han registrado infecciones en otros sitios, tales como el bazo o
rifiones (Levine, 1988; Barnard y Upton, 1994; Helke et al., 2006).

Las especies de coccidios que se han hallado en Trachemys scripta elegans son:
Eimeria chrysemydis, Eimeria graptemydos, Eimeria lutotestudinis, Eimeria marginata,
Eimeria mitraria, Eimeria pseudogeographica, Eimeria scriptae, Eimeria stylosa,
Eimeria trachemydis (Duszynski et al., 2008). En la familia Testudinidae, en concreto
en Geochelone spp. se han hallado ooquistes de las especies Eimeria amazonensis, E.
carbonaria, E. carajasensis, E.wellcomei, e Isospora rodriguesae, pero no constan en

la bibliografia trabajos respecto a Testudo hermanni hermanni (Laison et al., 2008).

A pesar de ser poco comun, la diseminacién de coccidiosis en quelonios ha sido
descrita en alguna ocasion, por ejemplo Caryospora cheloniae ha sido sefialada como
causa de muerte epizodtica, transmitida al manipular recién nacidos y en individuos

subadultos de galapagos Chelonia mydas (Leibovitz et al., 1978; Gordon et al., 1993).

En Espafia se han descrito especies del género Eimeria en el galapago europeo
(Emys orbicularis) en Galicia (Segade et al., 2006), pero no se han encontrado citas al

respecto de las dos especies que son objeto de estudio en el presente trabajo.

1.3.3.2.- Helmintos

Respecto a helmintos que parasiten a quelonios, en concreto a Tachemys scripta
elegans, y Testudo hermanni hermanni, se postula que siguen el patron estandar del
grupo al cual pertenecen, pero en muchos casos no se conoce con exactitud el ciclo
bioldgico, sobre todo los helmintos de ciclo indirecto con hospedadores intermediarios.
Por ejemplo el trematodo Telorchis (Llhe, 1899) perteneciente a la familia Telorchiidae
(orden Plagiorchiida) parasito de Trachemys (figura 5), se postula que elimina huevos

con un miracidio en el interior, que es ingerido por un molusco acuatico donde el
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miracidio se convierte en una redia en lugar del esporocisto, y que la cercaria abandona
el molusco para enquistarse en larvas de odonatos y hemipteros (Cheng, 1978). Pero
existen pocos estudios para corroborar o refutar el ciclo propuesto, uno de ellos es el
realizado en moluscos del lago Chicnahuapan, en el estado de México, en el cual se han
encontrado cinco cercarias de Telorchis corti, tres en Lymnaea stagnalis y dos en
Physella cubensis, en mas de 1000 gasterdpodos estudiados (Barragan-Saenz et al.,
2009).

Huewvoa
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Figura 5.- Ciclo bioldgico del género Telorchis (Lihe, 1899).

ciclo bioldgico de los nematodos que utilizan hospedadores intermediarios, no se
conoce con exactitud. Se han localizado larvas de tercer estadio (L3) (que es la forma
infectante) en diferentes invertebrados y vertebrados inferiores (peces y anfibios). Del
orden Spiruida se han descrito dos nematodos que parasitan a los galapagos, Serpinema
(Yeh, 1960; familia Camallaninae; figura 6) y Physaloptera (Rudolphi, 1819; familia
Spiruroidea; figura 7), del primero se han encontrado L3 en copépodos que intervienen
como hospedadores intermediarios, peces y anuros que intervendrian como
hospedadores paraténicos (Moravec et al., 1998a) al igual que en ranas de la familia
Hylidae, Lysapsus limellum en Sudamérica (Gonzélez y Hamann, 2007). Del segundo
(Physaloptera), que libera huevos larvados en lugar de larvas de primer estadio (L;)
como Serpinema, se han encontrado Ls en dermapteros, ortopteros e incluso anfibios

aunque no se ha precisado todavia de qué manera se han infectado (Anderson, 2000).
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Figura 6.- Ciclo biolégico de las especies de Serpinema (Yeh, 1960).
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Figura 7.- Ciclo biolégico de las especies de Physolaptera (Rudolphi, 1819).
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La literatura cita dos nematodos mas que parasitan a los galapagos, Falcaustra
(Lane, 1915; familia Kathaniidae; figura 8) y Aplectana (Railliet y Henry, 1916; familia
Cosmocercida; figura 9), ambos del orden Ascaridida, pero con dos ciclos bioldgicos
diferentes. En Canada se encontraron L3 en el caracol Lymnaea stagnails (Bartlett y
Anderson, 1985), en Vietnam se han encontrado en peces de agua dulce (Sey y
Movarec, 1986), asi como también en Texas (Moravec et al., 1995a) y en la peninsula
del Yucatan en México (Moravec et al., 1995b). Estos peces pertenecen a los 6rdenes
Perciformes, Cypriniformes y Siluriformes. Todos estos hallazgos tienen en comin que
no se conoce con exactitud el papel de los invertebrados ni de los peces en el ciclo. Para
el género Aplectana se supone un ciclo bioldgico directo cuya forma infectante serian

los huevos larvados con la Ls en el interior (Golberg y Bursey, 2002).

Figura 8.- Ciclo bioldgico de las especies de Falcaustra (Lane, 1915).
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Figura 9.- Ciclo bioldgico de las especies de Aplectana (Railliet y Henry, 1916).
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Se han dedicado varios estudios a la sistematica de los oxidridos de las tortugas
palearticas (Seurat, 1918; Thapar, 1925; Dubinina, 1949; Petter, 1961, 1966). A
principios de la década se han citado cuatro generos de la familia Pharyngodonidae
(Tachygonetria, Mehdiella, Alaeuris y Thaparia) (Bouamer y Morand 2000, 2002,
2003, 2004, 2005; Boumaer et al., 2001a, 2001b, 2003). La mayoria de los estudios
realizados sobre estos oxidridos son meramente descriptivos y, en comparacion con
otros grupos, existen pocos datos sobre su biologia. Esto puede deberse en parte a la
ausencia en el grupo de patdgenos importantes para el hombre o los animales
domeésticos. Por otra parte, la sospecha de los primeros autores como Galeb (1878),
confirmada por los trabajos de Dobrovolny y Ackert (1934), de un ciclo bioldgico
directo, ha restado interés frente al estudio de la biologia de otros parasitos con ciclos
bioldgicos indirectos (Ruiz-Sanchez, 1996).

Los Oxyurida son nematodos parésitos del intestino posterior de numerosas
especies de invertebrados y vertebrados, los parasitos se alimentan de la materia fecal.
El ciclo bioldgico es directo (Anderson 1988) habla de una ‘monoxenia primaria” ya
que no parece que hayan existido hospedadores intermediarios para este grupo en el
curso de la evolucién. El estadio infectante se encuentra en un huevo que pasa al
exterior con las heces o es depositado en la region perianal del hospedador. La
transmision es por contaminacion oral, también se produce la autoinfeccion, los huevos
son puestos y eclosionan en la parte final del aparato digestivo (Ruiz-Sanchez, 1996) Al
igual que el resto de nematodos, pasan por cinco estados separados por cuatro mudas
(Maupas, 1899). Generalmente, las dos primeras mudas ocurren en el huevo antes de la
ingestion por el hospedador, pero Adamson (1989) cita algunas excepciones en las que
la segunda muda tendria lugar justo después de la ingestion, aunque siempre antes de la
eclosion. Las dos ultimas mudas se producen fuera del huevo, en el intestino del
hospedador. La eclosién de los huevos tiene siempre lugar dentro del hospedador. En el
interior del intestino se dan las condiciones adecuadas para estimular la secrecion, por
parte de la larva, de enzimas que atacan la cubierta, produciéndose una abertura por la

que sale.

Los huevos de los oxiuridos son particularmente sensibles a la baja humedad
(Geller, 1944; Anya, 1966) y no son tan resistentes a las condiciones adversas como los

de otros nematodos. Esto implica una pobre dispersion de los mismos que,
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generalmente, depende de la eliminacion del hospedador en el tiempo y en el espacio
(Adamson, 1989).

1.3.3.3.- Hirudineos

El género Placobdella (Blanchard, 1893) es un hirudineo de la familia
Glossiphoniidae que consta de diez especies (www.itis.gov). Este hirudineo es un
ectoparasito de quelonios y se suele situar entre las placas del plastron. Nunca se ha
encontrado directamente sobre el cuerpo o en el caparazén. La accion parasita es
directa, expolia nutrientes del hospedador debilitando al mismo (Cordero del Campillo
et al., 1999). En Espafa se han encontrado en la provincia de Madrid y en Orense
parasitando al galapago europeo (Emys orbicularis) pero no sobre Trachemys scripta

elegans (Ayres y Alvarez, 2008).

1.4.- Implicacion del estatus sanitario de quelonios en
Salud Publica

Al igual que el estado sanitario de los animales que forman un ecosistema es
importante para cada uno de ellos, para la poblacion humana es importante el estado
sanitario de los animales que estan en su entorno. Desde los animales que forman parte
de la dieta hasta los animales de parajes colindantes a poblaciones, pasando por los
animales que conviven diariamente con las personas y las mascotas. Los animales
objeto del presente estudio pueden formar parte de ecosistemas o ser mascotas, esto

Gltimo de manera ilegal.

Trachemys scripta esta frecuentemente infectada por bacterias del género
Salmonella. En Estados Unidos y Canada se demostraron varios casos de transmision de
salmonelosis a humanos procedentes de ejemplares de Trachemys scripta elegans como
mascotas, 1o que llevé a la prohibicion de su venta en el territorio (Bringsge, 2002). En
2008 los departamentos de Salud Publica de Philadelphia y Pensilvania en Estados
Unidos notificaron un brote de salmonelosis asociado a galapagos. El Centro de Control
de Enfermedades (CDC) realiz6 una investigacion al respecto, hallando 135 casos en 25
estados. El grupo mas afectado era el de los nifios de menos de cinco afios (CDC, 2010).
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Sin embargo en Europa tales casos son extrafios. La razon de esta diferencia es
desconocida, pero posiblemente los propietarios de estas mascotas tengan diferentes

comportamientos con ellas (Bringsge, 2002).

Es desconocido o practicamente desconocido lo que ocurre en las tortugas
invasoras en libertad en Europa, se cree que pueden transmitir salmonelosis y otros
patégenos a humanos, pero sin embargo no se han documentado tales casos (Bringsge,
2002).

Respecto a Testudo hermanni hermanni no conocemos que se haya
documentado hasta la fecha ningun caso de salmonelosis en el que esta tortuga fuera la
fuente de infeccidn, posiblemente por el escaso numero de ejemplares que existen, a lo

que se une que su tenencia como mascota esta prohibida.
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2.- OBJETIVOS
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Deteccion de los agentes zoondticos de importancia en Salud Publica, presentes
en la especie Trachemys scripta elegans, de los marjales de la Comunidad Valenciana.

Identificar los agentes patdgenos presentes en los galapagos Trachemys scripta
elegans de los marjales de la Comunidad Valenciana que pudieran representar un
peligro para la salud de los galapagos autdctonos y de otras especies protegidas del

mismo habitat.

Identificar los agentes patégenos presentes en las tortugas Testudo hermanni
hermanni que pudieran hacer peligrar la viabilidad de esta especie protegida en su

reintroduccion en los marjales de la Comunidad Valenciana.
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3.- MATERIAL Y METODOS
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3.1.- Trachemys scripta elegans

El presente trabajo se corresponde con un disefio descriptivo en el cual se
pretende identificar los agentes microbianos, viricos y parasitarios que se encuentran en

el quelonio Trachemys scripta elegans en la Comunidad Valenciana.
3.1.1.- Zona de estudio

En el afio 2008 la Conselleria de Medi Ambient, Aigua, Urbanisme i Habitatge,
actlo en diversos parajes de la Comunidad Valenciana para el control de galapagos
exoticos: marjal de Pefiiscola, marjal de Almenara y Estanque de Nules en la provincia
de Castelldn, y marjal de Rafalell y Vistabella, marjal de los Moros, marjal de La Safor,
y Bassa de S. Llorens en la provincia de Valencia. En estos humedales conviven los
galapagos exoticos Trachemys scripta elegans con los autéctonos Emys orbicularis y
Mauremys leprosa. El presente trabajo se centrara en los nuicleos poblacionales de este

territorio.
3.1.2.- Seleccion de la muestra

Durante el periodo comprendido de julio a octubre de 2008 se tuvo acceso a 105
galapagos de la especie Trachemys scripta elegans, gracias a un acuerdo entre la
Conselleria de Medi Ambient Aigua i Habitatge y la Universidad CEU Cardenal
Herrera (UCH-CEU). Noventa y nueve animales procedian de poblaciones en libertad,
animales que se habian introducido en habitats naturales no propios de la especie. De
ellos 32 procedian de la poblacion del marjal de Pefiiscola en Castellon, 25 del marjal
de Almenara, también en Castellon y 42 del marjal de La Safor-Gandia en Valencia.
Tan solo seis animales procedian de particulares que los habian depositado en el Centro

de Recuperacion de Fauna Salvaje “La Granja” en el Saler (Valencia).

Los animales de las poblaciones libres se capturaron por el personal de la
Conselleria, mediante trampas y fueron transportados individualmente en cajas de
plastico con agua de la laguna hasta la sala de necropsias de la Facultad de Veterinaria
de la UCH-CEU en menos de 24 horas.
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Para la captura de los galapagos se utilizaron nasas de pesca de anguila, que en
el territorio se denominan mornells (figura 10) y trampas flotantes (figura 11).

Las nasas estan formadas por una manga de red de 2 m de longitud y 15 mm de
luz de malla, ahuecada mediante una serie de anillos de didmetro variable. Estos anillos
conforman pequefios embudos también denominados “muerte”, hechos con el mismo
tipo de malla, de tal manera que facilitan la entrada de los galapagos, pero dificultan su
salida. Asimismo, para aumentar la eficacia de la trampa, en la entrada o boca de la nasa

se coloca una red-paradera, o pantalla, de 1 m de longitud.
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Figura 10.- Nasas de captura.

Para la captura de estos ejemplares, se colocaron las nasas bien tensadas y
apoyadas sobre el fondo del humedal. Deben mantener la entrada de la primera muerte
totalmente sumergida y la parte superior de las demas por encima del agua para evitar el
ahogamiento de los animales con respiracién pulmonar que puedan capturarse. Tanto la
vela como el extremo final de la Ultima muerte o embudo se ataron firmemente a estacas
clavadas en el fondo, de forma que no se hundan o suelten. Si fuera necesario, para
asegurar que la parte superior de las muertes o embudos queden por encima de la
superficie del agua, se colocaron flotadores dentro de los embudos o las muertes. En
este sentido, es conveniente colocar la ultima muerte orientada hacia las orillas o0 zona
mas somera Yy la vela hacia la zona mas profunda de la laguna. Las nasas se situaron en
zonas cercanas a manchas de vegetacion, o en pasos entre islas 0 grupos de vegetacion
y, preferentemente, a una profundidad no menor de 20 cm ni mayor de 50 cm. Se

dejaron actuar durante 24 horas en cada punto.



Por otro lado, las trampas
flotantes se han concebido
especificamente para la captura
selectiva de galdpagos. Este
sistema se compone de un cuadro
hecho de tubos de PVC que le
permite flotar. Este sostiene una
red de pesca, de malla no superior
a 15 mm de luz, cerrada por abajo.
Por la parte superior lo atraviesa

una tabla de madera de un metro de

Figura 11.- Trampas flotantes para galdpagos.
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longitud y de sus extremos salen dos tablitas de 40 cm a modo de rampas flotando en el

agua. Este sistema revela ser selectivo ya que sélo es aprovechado por animales

poiquilotermos para los bafios de sol. Se suben por las rampas y llegan a la tabla

superior, lo méas probable es que caigan dentro del marco quedando presas dentro de la

red cuando quieran volver al agua.

3.1.3.- Seleccion de los nucleos

De los marjales que habitan estos
galdpagos en la Comunidad Valenciana
se eligieron tres: el marjal de Pefiiscola
(Castellon),

(Castellén) y el marjal de La Safor-

marjal de  Almenara

Gandia (Valencia), ya que son las
poblaciones més numerosas y por tanto
con mejor eficiencia de trampeo.
También se muestrearon los ejemplares
en cautividad que fueron entregados por
particulares en el centro de recuperacion
de fauna salvaje “La Granja” en el Saler

(Valencia) (figura 12).

Marjal de
Pefiiscola

Figura 12.- Situacion de los nucleos de
captura de Trachemys scripta elegans, en el
mapa de la Comunidad Valenciana.
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Marjal de Pefiiscola (Castellon)

Toda la extension de este humedal estéd integrada en el término municipal de
Peniiscola en Castellon, tiene una extension de 101,06 ha y esta constituida por grupos
de pequefias albuferas y marjales litorales. Se considera que alberga una de las mayores
poblaciones mundiales de samaruc (Valencia hispanica).

El marjal de Pefiiscola estd incluido en el catalogo de zonas hiumedas de la
Comunidad Valenciana de 2000; sus coordenadas geograficas son: 40° 23’ Latitud
Norte, 0° 24° Longitud Este (figuras 13y 14).
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Figura 13.- Situacion de la marjal de Pefiiscola (Castellén) en el mapa (tomado del
catalogo de zonas hiimedas de la Comunidad Valenciana, junio 2000).

El aporte hidrico del marjal es de origen subterraneo y la descarga se realiza
directamente al mar mediante un canal (la gola) y subterraneamente, por filtracion. La

calidad del agua es considerada buena y apta para uso agricola.

La vegetacion es la tipica de estos ecosistemas mediterraneos dominada por el

carrizo (Phragmites australis) y las cafias (Arundo donax).
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En esta zona habitan peces ciprinodonidos de gran importancia bioldgica, como
el anteriormente mencionado samaruc, también es el Unico lugar de Europa donde se ha

encontrado el gasterépodo centroafricano Melanoides tuberculata. Las especies de

galdpagos autdctonos comparten habitat con la especie invasora T. scripta elegans.
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Figura 14.- Vistas del marjal de Pefiiscola (Castellon).

Margal de Almenara (Castellon)

Se situa al sur de la provincia de Castellon y al norte de la provincia de Valencia,
comprende 1540,83 ha en los términos municipales de Moncofar, Chilches, Almenara,

La Llosa, Quartell, Benavites y Sagunto. El uso predominante del suelo es de tipo
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horticola, este hecho constituye una singularidad importante del humedal junto a la gran

extension.

Las coordenadas geograficas del marjal son: 39° 46’ Latitud Norte y 0° 8’

Longitud Oeste (figuras 15y 16).
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Figura 15.- Situacion de la marjal de Almenara (Castellon) en el mapa (tomado del catélogo de
zonas himedas de la Comunidad Valenciana, junio 2000).

-

La descarga del agua subterranea procedente de la sierra de Espadan constituye
uno de los aportes hidricos del humedal, junto a los retornos de los riegos y aguas
residuales. La descarga de las lagunas se realiza de forma natural por canales y golas,

aparte de forma subterranea.

La vegetacion esta formada por diferentes poblaciones, cabe destacar entre las
especies de ribera distintas especies de juncos (Schoenoplectus lacustris,
Schoenoplectus littoralis, Scirpus maritimus), eneas (Thypha angustifolia, Thypha
latifolia), carrizo (Phragmites australis), el lirio amarillo (lris pseudacorus),
poligonaceas (Polygonum salicifolium), tamaris (Tamarix gallica, Tamarix africana),

retama de tintoreros (Genista tinctoria) y castafiuela (Cladium mariscus).
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Las poblaciones de gasterépodos son muy variadas, entre las cuales se
encuentran las siguientes especies: Theodoxus fluviatilis, Melanopsis dufourei,
Stagnicola palustris, Radix auricularia, Planorbis planorbis, y Pseudamnicola
conovula. Dentro de los moluscos bivalvos se encuentran tres especies de almejas:
Anodonta cygnea, Unio mancus, y Potamida littoralis. Los crustaceos méas frecuentes
son las gambetas comunes (Palaemonetes zariguieyi) y Dugastella valentina.
Igualmente es rico en peces con una ictiofauna formada por lisas (Mugil cephalus),
carpas (Cyprinus carpio), barbos (Barbus bocagei), anguilas (Anguilla anguilla),
Cobitis maroccana, samarucs (Valencia hispanica), fartets (Aphanius iberus), y las
introducidas gambusias (Gambusia affinis) y "black-bass” (Micropterus salmoides).
Los anfibios estan representados por la rana comun (Rana perezi) y entre los reptiles se
encuentran las tortugas de agua europea (Emys orbicularis) y leprosa (Mauremys
caspica) con el afiadido de las introducidas tortugas de Florida.

Figura 16.- Vistas del marjal de Almenara (Castellon).
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Marjal de La Safor-Gandia (Valencia)

Se situa en el sur de la provincia de Valencia, y se extiende por los términos
municipales de Tavernes de la Valldigna, Xeraco, Xeresa y Gandia, con una extension
de 1225,34 ha. Este humedal esta rodeado fundamentalmente de cultivos citricolas, y

pese a la presion antropica conserva comunidades vegetales y animales de gran interés.

Las coordenadas geogréaficas del marjal son: 39° 1’ Latitud Norte, 0° 11’
Longitud Oeste (figura 17 y 18).
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Figura 17.- Situacion de la marjal La Safor-Gandia (Valencia) en el mapa, (tomado del catalogo
de zonas himedas de la Comunidad Valenciana, junio 2000).

La alimentacion de las lagunas se debe fundamentalmente al agua subterranea,
aunque también contribuyen en menor medida el retorno de las aguas de riego y aguas
residuales. La descarga de éstas se realiza de forma natural por manantiales, aunque se
puede regular de forma directa por canales y golas asi como bombas de drenaje. La

calidad del agua es apta para uso agricola excepto las zonas de intrusion de agua marina.
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En las lagunas predomina el carrizo (Phragmites australis), y la espadafia o enea
(Thypha angustifolia, Thypha latifolia) en la ribera, en el marjal de Xeresa se
encuentran poblaciones de mansiega (Carex flacca), que forman unas matas de tallos
cilindricos, la grama de agua, herbéacea, que es aprovechada para el ganado, el lirio
comun con llamativas flores amarillas (Iris pseudacorus), y los juncos (Schoenoplectus
lacustris, Schoenoplectus littoralis, Scirpus maritimus). También se puede distinguir
nenufares (Nymphaea spp.) y lentejas de agua (Lemna minor), asi como la espiga de

agua (Potamogeton natans).

Figura 18.- Vistas del marjal La Safor-Gandia (Valencia).

En el agua se pueden encontrar peces como el gambusia (Gambusia spp.) y el
black-bass (Micropterus spp.). El primero (4-6 cm), de origen americano, fue
introducido a principios de siglo porque se alimentaba de las larvas del mosquito.
También son faciles de ver las ranas (Rana spp.) y hasta alguna culebra de agua (Natrix
natrix, Natrix maura), en el fondo de las lagunas. Se puede distinguir el cangrejo
americano, especie invasora de gran voracidad. Aparte de los reptiles acuéticos objeto

del presente estudio con sus homdélogos autéctonos.
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3.1.4.- Toma de muestras

Se transportaron los ejemplares de Trachemys a la sala de necropsias mediante
cajas individuales con el agua de la laguna. Los animales se sacrificaron mediante una
dosis de 5 mL de pentobarbital (Doletal ® Vétoquinol), en el seno venoso postoccipital.
Durante el tiempo que transcurre desde la inyeccion letal hasta que el animal muere, se
marcaba al animal con una cinta adhesiva en el caparazén con un codigo alfanumérico
que registraba el lugar de procedencia y el nimero de captura en ese lugar. El cédigo
asignado a cada animal estaba compuesto por tres términos, el primero se correspondia
con el lugar de procedencia (B1: marjal de Pefiiscola; B2: marjal de Almenara; B3:
marjal de Gandia; A: animales de cautividad). EI segundo término es un ndmero
consecutivo de captura de cada marjal y el tercer término la fecha de captura. Durante
ese tiempo también se empezaba a cumplimentar una ficha por ejemplar. Se tomaron los

datos de peso, edad, sexo y medidas de cada uno de los individuos (figura 20).

Los animales se clasificaron en tres estratos atendiendo a la edad: menores de
cinco afios, entre cinco y diez afios, y mayores de diez afios. Para la medida de longitud
del caparazén se tomé la medicién del largo recto del caparazén nucal-supracaudal, que
mide desde el punto medio anterior (escudo nucal) al extremo posterior de los escudos
supracaudales. Y para la medicion del ancho del caparazén se utilizo el ancho curvo del
caparazon, se midid por el punto mas amplio, es decir, la distancia entre los dos puntos
mas alejados del caparazén, para esta medicion
no hay referencias anatémicas (Eckert et al.,
2000). Durante la medicion del caparazon se
hizo un examen del mismo en busca de

ectoparasitos, al igual que de la piel (figura 19).

El examen parasitoldgico se dividié en

varias etapas. La primera consistia en el filtrado

del agua que contenia el recipiente de transporte

de cada uno de los animales. Con este protocolo  Figura 19.- Referencia para las
mediciones caparazon (en verde la
longitud del caparazén y en rojo la
arrastrados y liberados por el aparato digestivo. anchura del caparazon).

se podria identificar parasitos que hubieran sido
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& GENERALITAT + E
\Q&VALENOANA gu'i_':’ga’nd

Cardenal Herrera

CUESTIONARIO RECOGIDA DE INFORMACION DE CADA UNO DE
LOS ANIMALES MUESTREADOS- proyecto Trachemys

N° referencia

Fecha captura Fecha necropsia
Especie

Edad Sexo 319 Peso (g)
Longitud (cm) Anchura (cm)

Estado de salud y
otras

observaciones

MUESTRAS FXOPOL | CECAY OBSERVACIONES

Hisopo cloacal

Heces

Higado

Pulmén

Rinén

Bazo

Intestino

Piel

Examen de OBSERVACIONES

Corazbén

Intestino

Vejiga
urinaria

ANIMAL CON PROPIETARIO

Nombre de propietario/a

Direccion

Teléfono contacto

Convive con otros animales

Tipo de alojamiento

Alimentacién

Tratamiento con
antibioticos

Figura 20.- Cuestionario a cumplimentar de cada ejemplar de Trachemys scripta elegans, antes y
durante la necropsia.

65



66

Material y Métodos

Tras el sacrificio se tomaba un hisopo cloacal. Se introducia el hisopo por la
cloaca dandole pequefios giros durante unos segundos impregnando el mismo de heces
para la determinacion de Salmonella. Posteriormente, mediante una sierra oscilante se
separ0 el plastron del caparazdn. Una vez todas las visceras de la cavidad toracico-
abdominal al descubierto, se aisl6 el corazdn, el aparato respiratorio, el aparato
digestivo y el aparato excretor (tabla 1).

El corazdén se abrid longitudinalmente para su examen macroscopico y

parasitologico.

El aparato respiratorio, se abrié longitudinalmente desde la traquea hasta los
pulmones. Tras realizar un examen macroscépico del mismo se tomaron de forma
aséptica muestras de cada uno de los pulmones de la zona mas caudal de un centimetro
de diametro. Las muestras se utilizaron para el analisis microbiolégico, bacteriano y

virico.

Posteriormente se separd el higado del aparato digestivo, se realiz6 un examen
macroscopico del mismo y se tomo una muestra, de forma aséptica, de un centimetro de
didmetro para el analisis bacteriolégico. El higado sobrante se guardé congelado (-20°C)

en una bolsa etiquetada con el cddigo del ejemplar para estudios futuros.

Tras el examen macroscopico del bazo, se recogidé entero para su analisis

bacterioldgico.

A continuacion, cada uno de los rifiones del aparato excretor fueron
inspeccionados macroscopicamente. Se tomaron muestras de un centimetro de diametro

para el examen bacteriolégico.

Una vez desbridado el aparato digestivo se abrié longitudinalmente desde el
esofago a la cloaca para su estudio macroscépico y parasitologico, dejando los dos
ultimos centimetros distales sin abrir. Por dltimo el tramo distal del intestino grueso que
no se abrio6 se dividio en dos partes y se ataron los extremos con hilo de seda para que
no se derramara el contenido, una de las partes seria para el examen especifico de

Salmonella y la otra muestra se tomé para realizar bacteriologia general. También del
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extremo més distal del intestino grueso, antes de obtener las muestras para el examen
especifico de Salmonella y bacteriologia general, se recogieron heces para el examen

parasitologico.

Tabla 1.- Resumen de toma de la toma de muestras y analisis en Trachemys scripta elegans.

Organo o aparato Muestra recogida Andlisis realizado

Coraz6n Entero Macroscopico
Parasitolégico

Tréquea Entera Macroscopico
Pulmén Porcién caudal Macroscépico
Bacteriologia general

Herpesvirus

Higado Macroscoépico
Bacteriologia general

Bazo Macroscopico
Bacteriologia general

Rifiones Enteros Macroscdpico
Bacteriologia general

Intestino Entero Macroscopico
Parasitolégico 67
Centimetro distal Bacteriologia general
Salmonella
Hisopo cloacal Salmonella
Heces Parasitol6gico

Todas las muestras se recogieron en recipientes estériles.

El anélisis parasitologico de las muestras se realizd en los laboratorios de la
Universidad UCH-CEU. Para el andlisis microbiologico general de las muestras se
remitieron en refrigeracion a los laboratorios Exopol de Zaragoza. Las muestras para el
andlisis especifico de Salmonella se remitieron refrigeradas a los laboratorios del Centro
de Calidad Avicola y Alimentacion Animal de la Comunidad Valenciana (CECAV) en

Castelldn.
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3.1.5.- Andlisis laboratorial

3.1.5.1.- Aislamiento bacteriano general

Para el aislamiento general bacteriano, en primer lugar todas las muestras fueron
sembradas en Agar Columbia con 5% de sangre de cordero y Agar MacConkey. A
excepcion de las muestras de los digestivos que ademas se sembraron en Agar XLD
(agar xilosa, lisina y desoxicolato) y en caldo Rappaport-Vassidialis para el aislamiento
de Salmonella, en agar Skirrow para el asilamiento de Campylobacter y en agar TCBS
(Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa) para aislar Vibrio spp.

Para la identificacion bioguimica de las colonias se utilizaron tiras API, APl 20E
(Biomerial, Francia) para enterobacterias y Gram-negativo no fermentadoras, APl 20NE
(Biomerial, Francia) para Gram-negativo no enterobacterias, ID 32 GN (Biomerial,
Francia) para la identificacion de bacilos Gram negativo, APl 20 strep (Biomerial,
Francia) para identificacion de Streptococcus y Enterococcus, ID 32 (Biomerial,
Francia) para la identificacion de Staphylococcus, Micrococcus y géneros relacionados,

y APl 20A (Biomerial, Francia) para identificacion de microorganismos anaerobios.

3.1.5.2.- Aislamiento especifico de Salmonella

Para la deteccion y asilamiento de Salmonella se siguio la norma 1SO 6579:2002
En primer lugar, se realizo el preenriguecimiento no selectivo de las muestras en una
dilucion 1:10 en agua de peptona incubando a 371 °C durante 18+2 horas. Se
transfirieron100 pL de la muestra enriquecida, en tres gotas, a una placa de medio
Rappaport-Vassiliadis semisélido modificado (MSRV) y se incub6 a 41,5+1°C durante
24/48+3 horas. Se consideraron muestras sospechosas aquellas que presentaron halo
blanquecino en los puntos de inoculacion de la muestra. Se transfirieron 100 puL del
cultivo enriguecido a un tubo que contenia 10 mL de caldo de Rappaport-Vassiliadis
con soja (caldo RVS de enriquecimiento selectivo) y 1 mL a un tubo con 10 mL de
caldo de Muller-Kauffmann (caldo MKTTn de enriquecimiento selectivo). El tubo de
caldo RVS se incub6 a 41,5+1°C y el tubo con MKTTn a 37+£1°C, ambos durante 24+3
horas. A partir de los cultivos obtenidos (MSRV, RVS y MKTTn), se sembraron los dos
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medios solidos selectivos: XLD (Xilosa-lisina-desoxicolato) y XLT4 (Xilosa-lisina-
tergitol-4), que se incubaron a 37+1 °C durante 24+3 horas. Se seleccionaron cinco
colonias sospechosas, que se cultivaron en agar nutritivo a 371 °C durante 24+3 horas.
Finalmente, la confirmacién bioquimica se realizé con tira APl 20E (Biomerial,
Francia). Todas aquellas colonias de Salmonella aisladas fueron serotipadas siguiendo
el esquema Kaufman-White-Leminor.

La serotipificacion somatica (serogrupo O) se realizd a partir de cultivos en
agartripticasa de soya incubado a 37°C de 24 horas, verificandose que el cultivo se
encuentra en forma lisa. En primer lugar se realizo la serotipificacion somaética O sobre
una lamina de vidrio se enfrent6 una pequefia cantidad del cultivo con una gota de los
antisueros polivalentes OS-A y OS-B (dentro de ellos estan alrededor del 98% de las
serovariedades aisladas del hombre y de los animales). Se homogeniz6 suavemente la
lamina durante dos minutos, como méaximo. Si se producia aglutinaciéon con alguno de
los dos antisueros polivalentes, se probaban los antisueros de grupo O correspondientes
(Herrera et al., 2007).

La serotipificacion flagelar (serogrupo H) se realizé a partir de un cultivo en 5
mL de caldo flagelar incubado a 37°C durante 18-24 horas. Del caldo flagelar se separd
una alicuota de 0,5 mL en un tubo estéril al cual se le agregaron 5 mL de solucion
fisioldgica formolada al 1% y se dejé una hora a temperatura ambiente. En cuatro tubos
de ensayo se colocaron una gota de cada uno de los antisueros flagelares polivalentes
(HS-1, HS-A, HS-B y HS-C) y se agreg6 0,5 mL del caldo formolado. Se incubd una
hora a 50°C en bafio de agua y se leyd presencia o ausencia de fléculos con luz
indirecta. No se agitaron los tubos luego de la incubacién a fin de no disgregar los
floculos. Si el cultivo dio aglutinacion positiva con dos antisueros polivalentes se tratd
de una serovariedad difasica (que son la gran mayoria) y se enfrenté con los antisueros

de fase H correspondientes siempre por aglutinacion en tubo (Herrera et al., 2007).

Por ultimo, a cada una de las cepas de Salmonella aisladas se les realizo el
antibiograma, para lo cual se enfrentaron las colonias a los siguientes antibidticos:
ampicilina (10ug de carga de disco, OXOID), &cido nalidixico (30 pg, OXOID),
amikacina (30 pg, OXOID), amoxicilina-4cido clavulénico (20+10 pg, OXOID),
carbenicilina (100 pg, OXOID), cefotaxima (30 pg, OXOID), ceftazidima (30 ug,
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OXOID), ciprofloxacina (5 pg, OXOID), cloranfenicol (30 pug, OXOID), enrofloxacina
(5 pg, OXOID), gentamicina (10 pg, BIO-RAD), imipenem (10 pg, OXOID),
kanamicina (30 pug, OXOID), piperacilina (100 pg, OXOID), tetraciclina (30 pg, BIO-
RAD), trimetroprim-sulfametoxazol (1,25 + 23,75 ug).

3.1.5.3.- Aislamiento virico

Preparacion de las muestras

Se prepar6 una suspensién 1:10 con los pulmones, a través de su macerado en
morteros estériles (0,5 gramos de cada pulmoén con 4,5 mL Dulbecco’s Modified
Eagle's Medium (DMEM SIGMA D6429) dispensado en tubos con tapa de rosca y
estériles. Se centrifugaron todos los tubos a 1300 xg, durante 10 minutos, y se le
afiadieron 100 mL de comtibiodtico (SIGMA A5955), posteriormente se incubaron una

hora a 4° C y se guardaron a -20° C hasta su inoculacion.

Cultivos celulares e infeccion

Se emplearon cultivos primarios y secundarios de rifion de Trachemys scripta
elegans obtenidos en DMEM modificado y 10% de suero fetal bovino gamma irradiado.
Se inocularon cuatro pozos por muestra con 100 mL del in6culo. Las placas fueron
incubadas a 37° C en atmosfera de CO, durante 10 dias. Los cultivos inoculados se
revisaron diariamente bajo microscopio invertido, después de tres pases ciegos, se
anotd la presencia o ausencia de efecto citopatico. Las muestras clasificadas como
positivas fueron tefiidas con verde metilo pironina G, para la busqueda de cuerpos de

inclusion tipo Cowdry A.
3.1.5.4.- Aislamiento parasitoldgico
Para recoger cualquier tipo de helminto parasitario eliminado por estrés durante

el transporte, se filtro el agua de las cajas de transporte con unos tamices de 0,300 mm
de didmetro de poro, el primero, y de 0,150 mm el segundo.
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Por otra parte, el aparato digestivo que se extrajo durante la necropsia se abri6
con cuidado y se fue examinando el contenido y los tejidos, bajo lupa binocular (Optika
LAB2, ventix). Los parasitos encontrados se lavaban con suero fisiologico y se

observaban al microscopio para su identificacion.

En la ultima etapa, se realizaba un analisis coprolégico por el método cualitativo
de sedimentacion en formol-acetato de etilo para la deteccion de helmintos, en estadios
de huevo o larva, contenidos en las heces. Se coloco una muestra de heces con 3 mL de
formol al 10% en un mortero y se disgregaron las heces con la ayuda de un almirez. La
muestra liquida se pasé a un tubo de 10 mL usando un embudo y una gasa que sirvio de
filtro para retener material grosero, finalmente se rellend de formol al 10% hasta la
mitad del tubo. Posteriormente se le afiadié acetato de etilo hasta llenar el tubo,
quedando la solucién en dos fases, debido a que los liquidos son poco miscibles. Se
cerro el tubo y durante un minuto se agitoé de arriba abajo mediante movimientos secos
para mezclarlos bien. Posteriormente se centrifugd a 1400 rpm (876,4xg) durante dos
minutos, cuando se extrajo el tubo de la centrifuga se aspird parte de la muestra
mediante una pipeta Pasteur y se coloc6 una gota entre porta y cubre. Después de
esperarse un minuto se realizdé una blsqueda de huevos y formas larvarias al
microscopio con el objetivo de 10X (tabla 2). Los paréasitos obtenidos por los diferentes
métodos se conservaron en viales con etanol (70%) hasta su identificacion al

microscopio (Olympus CH30), previo montaje.

Para la determinacion de coccidios se utilizo la técnica coproldgica de McMaster
modificado que determina la presencia de ooquistes. Se pesaron dos gramos de heces y
disgregaron en un mortero con la ayuda de un almirez. Posteriormente se introdujeron
en un recipiente de plastico con perlas de cristal con 28 mL de agua y se agitaron
vigorosamente hasta que quedaron bien disgregadas las heces. La emulsion se filtro con
la ayuda de un colador con gasa doble recogiéndose el filtrado en un tubo de 10 mL y
centrifugandose durante tres minutos a 1500 rpm (939 xg). El sobrenadante se elimind y
se agitd el sedimento con un agitador mecénico y se enrasO hasta el nivel anterior
afiadiendose solucién salina. Una vez homogenizado el contenido con la ayuda de una
pipeta Pasteur se cargaron las dos hemicamaras de una camara de McMaster (volumen

de cada hemicamara: 0,5 mL, volumen de cada reticula: 0,3 mL). Se observaron al
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microscopio 6ptico las dos hemicdmaras contabilizando las formas parasitarias en cada

reticula para su cuantificacion (tabla 2).

Tabla 2.- Analisis coproldgicos.

Meétodo cualitativo de sedimentaciéon en formol-
acetato de etilo.

Método de McMaster modificado

T2 Se coloca una muestra de heces con formol
(10%) en un mortero y se machaca.

=\ Se pasa la muestra liquida a un tubo de cristal,
usando un embudo y una gasa que servira de
filtro. Se afadird mas formol si es necesario
hasta completar aproximadamente la mitad
del tubo.

=\ Se afiade acetato de etilo hasta llenar lo que
queda del tubo, quedando una solucién de dos
fases.

=\ Se tapa el tubo y se mueve durante un minuto,
de arriba a abajo con movimientos secos para
mezclarlo bien.

=\ Se centrifuga a 1400 rpm (876,4 xg) durante
dos minutos.

R Se aspira con una pipeta parte de la muestra 'y
se pone sobre un portaobjetos.

=\ Se cubre con un cubreobjetos y se espera un
minuto.

=\ Se realiza una blsqueda al microscopio (10X)
de huevos y formas larvarias que se
fotografian para su posterior identificacién.

= Pesar 2 g de heces.
=\ Disgregar las heces en mortero.

= Colocar las heces en un recipiente de
plastico con perlas de vidrio y afiadir 28
mL de agua. > agitar vigorosamente hasta
disgregar las heces.

= Filtrar la emulsién por mallas (400-500 y
150-160 pum) o colador con gasa (doble
capa).

= Recoger el filtrado, homogenizar y llenar
un tubo de ensayo 10 mL.

= Centrifugar el tubo durante tres minutos a
1.500 rpm (939 xg).

=\ Eliminar sobrenadante, agitar sedimento
(agitador mecanico) y afadir solucion
salina saturada hasta el nivel anterior (10
mL).

= Homogenizar el contenido y con ayuda de
una pipeta Pasteur cargar las dos
hemicdmaras de una cdmara de McMaster
Volumen de cada hemicamara= 0,5 mL
(ambas hemicadmaras 1 mL) Volumen de
cada reticula= 0,15 mL (ambas reticulas 0,3
mL).

= Observar las dos reticulas de la camara (0,3
mL) al M.O. (10x) y proceder a la
cuantificacién de formas parasitarias.

(Tomado de Hendrix, 1999)
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3.2.- Analisis microbiolégico del agua de los marjales

Se recogieron muestras de agua de las lagunas donde se capturaron los
ejemplares de Trachemys scripta elegans, una por laguna y en frascos estériles de 2L.
Inmediatamente se remitieron refrigeradas hasta los laboratorios de Biomaro de Madrid,
éstas llegaron antes de 24h desde la recogida.

Para el asilamiento de Escherichia coli se realizo el método estandar del
protocolo de la Norma I1SO 9308.1/2000. Una vez filtrada la muestra se cultivo en Agar
Lactosa TTC durante 21h a 36 °C. Las colonias sospechosas se cultivaron en Agar
Tryptone de soya durante 21h a 36°C y posteriormente se les sometia a la prueba de
oxidasa. Si el resultado era negativo a las colonias se les consideraba E. coli positivas.
Por otro lado, parte de las colonias sospechosas se incubaron a 44°C durante 21h en
Caldo de Triptéfano para posteriormente someterlas a la prueba del indol, si el resultado

era positivo se confirmaba la presencia de E. coli.

Para el aislamiento de Streptococcus spp. se utiliz6 el protocolo 1SO 7899. Para
la realizacion de este protocolo se filtraron 100 mL de la muestra y se colocd el filtro de
membrana sobre el medio de Slanetzy Bartley Agar, posteriormente se incubaron las
placas a 37°C durante 48 h. Tras la incubacidn, se consideran como colonias tipicas las
gue muestren un color rojo, marrén o rosado, en el centro o en toda la colonia,
consecuencia de la reduccién del TTC (cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio, incoloro) a
trifenilformazan (de color rojo). Las colonias sospechosas se sembraron sobre una placa
con agarbilis-esculina-acida, precalentada a 44°C. Se incuba a 44°C durante dos horas y
se lee la placa inmediatamente, dando un color marron a negro alrededor de la colonia.
En este medio, la esculina se hidroliza dando origen a esculetina (6,7-dihidrocumarina)
que se combina con los iones Fe** formando un compuesto de color marrén a negro. Y

se confirma mediante las tiras API 20 Strep (Biomerial, Francia).

Para la identificacion de Staphylococcus se realizé una siembra en profundidad

en BP+FC (medio Baird-Parker RPF gelosa+Caldo Fraser completo).
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La deteccion de otras bacterias se realizd6 mediante filtracion de membrana y
posteriormente se sembrod en superficie de CPS ID2, agar Mac Conkey, Medio Leeds y
Aeromonas agar. Se seleccionaron las colonias sospechosas y se utilizaron las tiras API
20E (Biomerial, Francia) para la identificacion de enterobacterias y especies Gram-
negativo no fermentativas. Se utilizaron las tiras APl 20 NE (Biomerial, Francia) para
Gram-negativo no pertenecientes a la familia Entorobacteriaceae.

3.3.-Testudo hermanni hermanni

3.3.1.- Zona de estudio

En la Comunidad Valenciana existen dos nucleos de la tortuga mediterranea
(Testudo hermanni hermanni), el cercado del Desierto de las Palmas en Castellén donde
se introdujeron para su estudio de aclimatacion en vistas a una reintroduccion de
Testudo hermanni hermanni en la Comunidad Valenciana tras haberse extinguido, y el
del Parque Natural de Sierra de Irta que es y va a ser el lugar donde se va a reintroducir

este quelonio en la Comunidad Valenciana.

3.3.2.- Seleccion de la muestra

Entre los meses de abril a octubre de Desierto de

2009 se muestrearon sesenta y nueve as Pal
animales de la especie Testudo hermanni Sierra de Irta
hermanni, gracias, también, a un acuerdo de
colaboracion entre Conselleria de Medi
Ambient Aigua i Habitatge y la Universidad
CEU Cardenal Herrera. Estos animales
pertenecian a tres nuacleos diferentes, 52
animales procedian de un criadero de
tortugas mediterraneas en la isla de Mallorca

Figura 21.- Situacion de los nucleos de

(Conselleria de Medi Ambient del Govern de  captura de Testudo hermanni hermanni,
] . en el mapa de la Comunidad Valenciana.
les Illes Balears), 17 animales procedian de

poblaciones en libertad, 10 de la reserva de
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la Sierra de Irta y 7 del paraje del Desierto de las Palmas, ambos en la provincia de
Castelldn y propiedad de la Conselleria de Medi Ambiente, Aigua i Habitatge de la
Generalitat Valenciana (figura 21). Para la captura de estos animales no fue necesario

ningun tipo de trampa, ya que se capturaron de forma manual.

3.3.3.- Seleccion de los ndcleos

Los ejemplares en libertad muestreados corresponden a los dos nucleos
poblacionales que existen en la Comunidad Valenciana, Desierto de las Palmas y Sierra
de Irta. Los animales de criadero procedentes de Mallorca son los que se introduciran en
el ndcleo de Sierra de Irta para su repoblacion.

Desierto de las Palmas (Castellon)

El Parque Natural del Desierto de las Palmas esté situado en la provincia de
Castelldn y ocupa parte de cinco términos municipales: Benicassim, Cabanes, La Pobla
Tornesa, Borriol y Castell6 de la Plana, sus coordenadas geogréaficas son 40° 4’ Latitud
Norte, 0° 4” Longitud Este. EIl parque esta enclavado en una serrania litoral de la
comarca de la Plana Alta, paralela a la costa, con abundantes crestas y roquedos. La
superficie protegida ocupa un total de 3.200 ha., alcanzando su cota maxima en el pico
del Bartolo con 729 m (figura 22 y 23).

: ’ ) 4558m
Figura 22.- Situacion del Parque Natural del Desierto de las Palmas (Castellén) (tomado de

http://orto.cma.gva.es).
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La mayor parte del territorio esta ocupada por diversos tipos de matorral, entre
los que cabe destacar especies como: romero (Rosmarinus officinalis), tomillo (Thymus
vulgaris), aliaga (Ulex parviflorus), brezo (Erica multiflora), albaida (Anthyllis
cytisoides), jara blanca (Cistus albidus) y jara negra (Cistus monspeliensis). En menor
medida se presentan formaciones de pinares, el pino rodeno (Pinus pinaster), que sélo
crece en los terrenos siliceos de areniscas rojas, y el pino mediterraneo (Pinus
halepensis) que habita en cualquier tipo de suelo. Este tltimo, debido a la facilidad para
diseminar sus semillas, ha ido invadiendo las zonas agricolas abandonadas,

sustituyendo, de esta forma, los antiguos bosques de carrascas y alcornogues.

La variedad de ambientes, permite la existencia de muy diversas comunidades
faunisticas, la variedad de anfibios es muy importante, asi como las més de 120 especies
de aves que se han catalogado. También es importante citar la variedad de mamiferos,
entre los que cabe destacar la gineta (Genetta genetta), la gardufia (Martes foina), la
comadreja (Mustela nivalis) y el tejon (Meles meles), y otros como el jabali (Sus
scrofa), el conejo (Oryctolagus cuniculus), el zorro (Vulpes vulpes), la ardilla (Sciurus

vulgaris), el erizo (Erinaceus europaeus) y varias especies de murciélagos.

(gt~ =1 L

Figura 23.- Vistas del paraje del Desierto de las Palmas (Castellon) (tomado de http://orto.cma.gva.es).
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Las tortugas, Testudo hermanni hermanni estaban situadas en un cercado de tela
metalica cuyos agujeros tienen unas dimensiones de 3 x 3 cm, y la extension del cercado

alcanza aproximadamente los 4.900 m? en la ladera Este del parque natural.

Sierra de Irta (Castellon)

El Parque Natural de la Sierra de Irta se encuentra situado al noreste de
Castelldn, en la comarca del Baix Maestrat. Ocupa parte de los términos municipales de
Pefiiscola, Santa Magdalena de Pulpis y Alcala de Xivert-Alcossebre.

La superficie protegida ocupa un total de 12.000 ha, sus coordenadas geograficas
son 40° 20’ Latitud Norte, 0° 21’ Longitud Este. Est4 formada por una sierra que
discurre paralela a la linea de costa a lo largo de 15 Km practicamente inalterados en la
que podemos encontrar acantilados, playas y calas. Destaca el acantilado de Torre
Badum por ser uno de los mas altos de la Comunidad Valenciana (figuras 24 y 25).

SANTA MAGDALENA DE PULPIS

0

a de Irta. (Castell

B732m

n (tomado de

Figura 24.- Situacion del Parque Natural de Sierr
http://orto.cma.gva.es).

No presenta grandes altitudes, el pico mas alto de 572 metros es el de Campanilles
y la proximidad al mar no permite la formacion de grandes barrancos, siendo el de

mayor longitud el Barranco de Irta con 6 Km.
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El matorral mediterraneo es la formacion vegetal dominante y hay especies
vegetales de interés que podemos encontrar tanto cerca de la costa como en los
barrancos que se adentran hacia el interior de la sierra. Predominan los matorrales
dominados por el palmito (Chamaerops humilis) y donde las Unicas formaciones
forestales son pinares de pino blanco (Pinus halepensis), que han sustituido a los
carrascales, vegetacion potencial de la sierra. Los pinares de la sierra son arboledas que

estan acompafiadas de lentisco (Pistacia lentiscus) y coscoja (Quercus coccifera).

La formacion vegetal dominante es la maquia litoral, formada por el lentisco
(Pistacia lentiscus), el espino negro (Rhamnus lycioides) y otros arbustos perennifolios
y esclerofilos de hoja pequefia que a menudo dan lugar a una trama de vegetacion

impenetrable.

De la fauna cabe destacar la presencia de aves marinas, anfibios y mamiferos que
suelen ser los mas dificiles de observar. La poblacion de mamiferos esta caracterizada
por la mediterraneidad de la zona, siendo todos los grupos de amplia distribucion,
destacan la ardilla roja (Sciurus vulgaris), el jabali (Sus scrofa), el zorro (Vulpes
vulpes), la gineta (Genetta genetta) y el tejon (Meles meles).

Figura 25.- Vistas de la Sierra de Irta (Castellon).



3.3.4.- Toma de muestras

Tras capturar el ejemplar y antes de
empezar con la toma de muestras se leyd la
identificacién del animal que presentaba en el
margen del caparazon. Los tres escudos
marginales del lado derecho indican los
millares, los tres del lado izquierdo indican las
centenas. Mientras que del octavo al doceavo
del lado derecho indican las decenas y por
ultimo, las unidades son indicadas por los del
lado izquierdo (figura 26). Los ejemplares no
se sacrificaron ya que figuran en el Catalogo
Nacional de Especies Amenazadas (Real
Decreto 439/1990, de 30 de marzo) y en el
Catalogo Valenciano de Especies Amenazadas
(Decreto 32/2004, de 27 de febrero).

Posteriormente se les pesd, se identifico el sexo y se midio longitudinal y

transversalmente, y se tomo nota de la edad de los ejemplares. Todos los datos se

registraron en una tabla (figura 27).

N° Edad en anos

ref. p Sexo <1 1-5a >5

Figura 26.- Codigo numérico utilizado en
el marcaje de los quelonios (tomado de
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Figura 27.- Tabla de recogida de datos de Testudo hermanni hermanni.

De cada ejemplar de Testudo se tomd un hisopo cloacal para la deteccién
microbiologica especifica de Salmonella, para ello los hisopos se introdujeron en la

cloaca del animal dandole pequefios giros durante unos segundos hasta que se

impregnaba de heces.
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También se les tomd dos muestras orales con hisopos estériles. El hisopo se
introdujo en la boca de la tortuga, dando pequefios giros, frotandolo con las paredes
internas de la cavidad hasta que quedaba impregnado de saliva. Uno de los hisopos se
introducia en un vial en seco y el otro en suero fisioldgico. La muestra con suero se
remitié para su estudio viroldgico especifico de Herpesvirus (ChHV) y la otra se guardd
a -40°C para estudios posteriores (tabla 3). Las muestras recogidas para la
determinacion de Herpesvirus (ChHV) se remitieron refrigeradas mediante transporte
urgente a los laboratorios del FTA Mikrobiologie, ZB Reptilien, Institut fiir Umwelt-
und Tierhygiene, Universidad de Hohenheim en Stuttgart (Alemania). Por otro lado, los
hisopos cloacales se remitieron para la determinacion especifica de Salmonella a los
laboratorios del CECAV.

También se extrajo sangre de cada animal, en viales sin anticoagulante y tras 8h
se centrifugo a 1500 rpm (939xg) durante cinco minutos para la separacion del suero.

Este se retird en otros viales y se congel6 a -40°C para estudios futuros.

Durante la manipulacién de los animales, el estrés de los mismos favorecia las

deposiciones, estas deyecciones se recogieron para el posterior andlisis parasitoldgico.

Tabla 3.- Resumen de la toma de muestras en Testudo hermanni hermanni.

Muestra Analisis
Hisopo cloacal Salmonella
Hisopo oral Herpesvirus (ChHV)

Futuros estudios
Sangre Futuros estudios
Heces Parasitos

Todas las muestras se recogieron en recipientes estériles y libres de DNAsas.
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3.3.5.- Andlisis laboratorial

3.3.5.1.- Aislamiento especifico de Salmonella

Para la caracterizacion de Salmonella se utilizaron dos pruebas, el protocolo 1SO
6579:2000, explicado anteriormente, y la PCR en tiempo real. Con las muestras
positivas al protocolo 1ISO 6579:2000 se serotiparon y se realizaron antibiogramas con

el mismo procedimiento explicado en el apartado 3.1.5.2.

Para la deteccion del material genético de Salmonella enterica se utilizo el Kit
de la empresa Applied Biosystems, denominado “TagMan Salmonella entérica
Detection Kit”. En primer lugar se realiz6 una dilucion 1/10 en agua de peptona
tamponada de la muestra, y se incubd a 37°C 16-20 horas. La extraccion del material
genético se empezd con la centrifugacion de 1 mL del caldo a 10000 rpm (9000 xg)
durante dos minutos. Después se retird el sobrenadante y se suspendio el pellet en 100
pL de PrepMan Ultra, se mantuvo 10 minutos a 100°C en un termobloque, para
posteriormente ser centrifugado a 10000 rpm (9000 xg) durante dos minutos y se realiz6
la dilucién 1/10 en agua Milli Q del extraido. Para la amplificacion y lectura, se realizd
una mezcla de Environmental master mix y Mix Salmonella en tubos eppendorff libres
de DNasas y RNasas, a continuacién se agité durante 10 segundos y se centrifugo a
8000 rpm (7200 xg) durante un minuto. Posteriormente se dispensaron 18 pL de la
mezcla en 12 pL de la muestra y se mezclaron con pipeteo. Con ayuda del
procedimiento especifico de equipo del Applied Biosystems 7300 Real Time PCR
System, se amplifico el fragmento especifico de Salmonella, siguiendo los ciclos de
temperatura de la amplificacion marcado 60°C durante cinco minutos, 95°C durante un
minuto y 45 ciclos de 95°C 15 segundos y 60°C un minuto. El fragmento amplificado se
chequed usando el equipo Applied Biosystems 7300 Real Time PCR System (Tebbs et
al., 2009).

3.3.5.2.- Extraccion del ADN virico

La extraccion del ADN se realiz6 mediante el uso de un Kit (DNeasy tissue Kit,
Qiagen, D-40724 Hilden, Alemania). Se centrifugd la muestra durante cinco minutos a
300 xg, se resuspendid el pellet en 200 pL de PBS, posteriormente a la muestra se le
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afiadio 20 pL de proteinasa K y 200 pL de buffer AL, la muestra fue homogenizada e
incubada posteriormente a 70°C durante 10 minutos. Tras la incubacidn se le afiadieron
200 pL de etanol (96-100%) a la muestra y se homogeniz6 mediante un vortex. Se
extrae la muestra mediante una pipeta incluido el precipitado y se introduce en un tubo
de 2 mL (DNeasy spin column) que proporciona el kit, posteriormente se centrifuga a
maés de 6.000 xg durante un minuto y se desecha el liquido que atraviesa la membrana.
Después de la centrifugacion se le afiaden 500 pL de Buffer AW1 y se centrifuga un
minuto a mas de 6.000 xg desechando el liquido que atraviesa la membrana. La spin
column se coloca en otro tubo de 2 mL y se le afiade 500 pL de Buffer AW2
centrifugandolo a la méxima velocidad 14000 xg durante tres minutos, se desecha el
liquido y la membrana del spin column se coloca en un nuevo tubo de eppendorff de 1,5
0 2 mL, a esta muestra se le afiade 200uL de buffer AE, dejando que se incube un
minuto a temperatura ambiente, posteriormente se centrifuga a mas de 6.000 xg durante

un minuto, obteniéndose el DNA de la muestra.

El “gene targeted” UL39 homdlogo con los primers OS (5’-
TGCACTTTGATGCGTGGGAT-3’) y OAS (5’-TTGATCGATTTCGAATGCCG-3’)
(MWG biotech GmbH Ebersberg, Alemania) fueron usados para el aislamiento de
Herpesvirus (ChHV), la reaccion de amplificacion fue llevada a cabo en un
termociclador PTC 100 (MJ Research, Watertown, MA) y consistié en 35 ciclos de
amplificacion, desnaturalizacion (un minuto a 94°C), templado (30 segundos a 54 °C), y
extension (30 segundos a 72°C), durante el ultimo ciclo de amplificacién, la fase de
extension fue de ocho minutos para extinguir la DNA polimerasa. Los fragmentos de
DNA obtenidos fueron separados por electroforesis con gel de agarosa (Origgi et al.,
2004; Marschang et al., 2006).

3.3.5.3.- Aislamiento parasitologico

Las muestras de heces fueron inspeccionadas macroscopicamente para detectar
la presencia de parasitos gastrointestinales adultos, los cuales serian lavados con suero
fisioldgico (pH 7,3) y almacenados en etanol 70°. Todas las heces fueron examinadas de
forma rutinaria utilizando métodos de flotacion con disoluciones de cloruro sodico
saturada, con una densidad de 1,2 g/cc. Se utiliz6 el método de McMaster modificado

tal y como se ha descrito anteriormente (tabla 2).
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3.4.-Analisis estadistico

Para caracterizar los agentes patdgenos (bacterias, virus y parasitos) presentes en
la especie invasora de las costas mediterraneas Trachemys scripta elegans, y determinar
si existen diferencias poblacionales a nivel sanitario entre los ntcleos de la Comunidad
Valenciana, se realiz6 un andlisis descriptivo de los datos obtenidos con el paquete
estadistico Statgraphics (Statgraphics Plus, Version 5.1, STSC Inc., Rockville, MD,
USA).

Para conocer la bacteriologia del agua de los marjales de la Comunidad
Valenciana y estudiar si existe relacion con la bacteriologia de los galapagos invasores
(Trachemys scripta elegans), se realiz6 un analisis descriptivo de los datos obtenidos
con el paquete estadistico Statgraphics (Statgraphics Plus, Version 5.1, STSC Inc.,
Rockville, MD, USA).

Para determinar si la especie autdctona Testudo hermanni hermanni presente en
las costas mediterraneas estan infectadas con Salmonella y caracterizar los virus se
realiz6 un Test chi-cuadrado con el paquete estadistico Statgraphics (Statgraphics Plus,
Version 5.1, STSC Inc., Rockville, MD, USA). El analisis estadistico de los datos
parasitoldgicos, recuentos de huevos por gramo de heces, se realizo la prueba F,
mediante el programa Microsoft Office Excel 2007. Para ello, se compararon dos
matrices de resultados (tortugas de vida libre vs tortugas de cautividad). Para determinar
si existen diferencias a nivel sanitario entre las poblaciones cautivas (criaderos) y los
nucleos poblacionales en libertad en la Comunidad Valenciana (Desierto de les Palmas
y Sierra de Irta, en Castelldn), se realizo un Test chi-cuadrado con el paquete estadistico
Statgraphics (Statgraphics Plus, Version 5.1, STSC Inc., Rockville, MD, USA) y
parasitos presentes en esta poblacion.

Las diferencias en la caracterizacion microbioldgica (bacterias, virus y parasitos)
en la especie invasora de las costas mediterrdneas Trachemys scripta elegans y la
especie autéctona Testudo hermanni hermanni, se determind mediante un Test chi-
cuadrado con el paquete estadistico Statgraphics (Statgraphics Plus, Version 5.1, STSC
Inc., Rockville, MD, USA).
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4.- RESULTADOS
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4.1.- Trachemys scripta elegans

En el periodo comprendido entre julio y octubre de 2008 se capturaron,
eutanasiaron y analizaron un total de 105 individuos de la especie Trachemys scripta
elegans, 73 (69,5%) individuos fueron hembras y 32 (30,5%) machos con edades
comprendidas entre cinco y diez afios (figura 28). De los ejemplares capturados, 99
(94,3%) procedian de poblaciones de vida libre y seis (5,7%) de poblaciones en
cautividad. Dentro de las poblaciones en libertad, 32 (32,3%) individuos pertenecian al
marjal de Peiiiscola, 25 (25,3%) al marjal de Almenara y 42 (42,4%) pertenecian al

marjal de La Safor-Gandia.
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Figura 28.- Relacion de ejemplares de Trachemys scripta elegans, segin procedencia y sexo. Los
numeros dentro de las columnas indican el nimero de individuos dentro de cada grupo (machos y
hembras).

4.1.1.- Estudio macroscépico de los 6rganos

El estudio macroscopico de los diferentes oOrganos reveld baja presencia de
lesiones. En la inspeccion del caparazon, piel, corazdn, trdquea y pulmon de los 105
ejemplares estudiados no se encontraron parasitos ni lesiones compatibles con agentes
infecciosos. El estudio macroscopico del higado de estos animales, reveld que el 27,6%
de ellos presentaban un higado ictérico. Esta lesion s6lo se detectd en animales de vida
libre, fundamentalmente en el nucleo de Peiiiscola, donde el 56,3% de los ejemplares

presentaban dicha lesion. En el marjal de Almenara el porcentaje de individuos con el
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higado ictérico fue del 36,0%, mientras que en el marjal de La Safor-Gandia fue del
4,7%. Otra lesidon macroscopica que se observo en este 6rgano fue el higado graso, con
una prevalencia del 5,7% de los individuos. Esta lesion no se observo en los animales de
cautividad ni en los del marjal de Pefiiscola. En el marjal de Almenara se observé en el

8,0% de los ejemplares estudiados y en el de La Safor-Gandia en un 9,5%.

El bazo de ninguno de los ejemplares estudiados presentd lesiones macroscopicas
al igual que los rifiones de los mismos. En el examen del intestino de los individuos

estudiados tampoco se hallaron lesiones macroscopicas.

4.1.2.- Estudio bacteriologico

De los 105 animales necropsiados, se obtuvieron resultados en bacteriologia
general de 95 animales. Los porcentajes de bacteriologia general estan realizados sobre

95 ejemplares, mientras que los especificos de Salmonella estan calculados con 105.

4.1.2.1.- Estudio bacteriologia por 6rganos vs poblaciones
4.1.2.1.1.- Pulmon

El 35,8% de los ejemplares de Trachemys scripta elegans examinados presentaban
infeccion por al menos un tipo de bacteria a nivel pulmonar. Los ejemplares de cautividad
poseian una infeccion bacteriana mas elevada (66,7%) que los individuos de vida libre
(33,7%). El nucleo de vida libre mas afectado fue Peiiiscola (46,9%), seguida de La
Safor-Gandia (28,1%) y Almenara (24,0%) (tabla 4).
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Tabla 4.- Distribucién microbiolégica por poblaciones en pulmdn de Trachemys scripta elegans.

Libertad
LA SAFOR - Cautividad | TOTAL
PENISCOLA ALMENARA GANDIA
Bacterias aisladas n % n % n % n % n %
Bacterias en general 15 46,9%* 6 24* 9 32% 4 66,7% | 34  358%*
Aeromonas hydrophila 3 9.4 6 24,0 4 12,5 13 13,7
Escherichia coli 4 12,5 5 15,6 2 33,3 11 11,6
Staphylococcus coag. negativo 5 15,6 1 4,0 4 66,7 10 10,5
Proteus spp. 2 6,3 2 33,3 4 42
Klebsiella sp. 1 3,1 2 6,3 3 32
Alcaligenes sp. 2 6,3 2 2,1
Pseudomonas sp. 2 6,3 2 2,1
Enterobacter cloacae 1 3,1 1 1,1
Enterobacter sp. 1 4.0 1 1,1
Pasterella spp. 1 3,1 1 1,1
Plesiomonas shigelloides 1 3,1 1 1,1
Providencia rettgeri 1 3,1 1 1,1
Streptococcus sp. 16,7 1 1,1
N 32 25 32 6 95

%: de ejemplares infectados; n: nimero de infectados; * porcentaje de ejemplares infectados por al menos un tipo de bacteria; N:
namero de ejemplares de cada una de las poblaciones.

Aeromonas hydrophila fue la bacteria aislada con mayor frecuencia (13,7%),
aparecio en las poblaciones silvestres, nunca en animales de cautividad. En el marjal de
Peiiiscola la prevalencia fue de 9,4%, en el de Almenara de 24,0% y en el de La Safor-

Gandia de 12,5%.

La presencia de Escherichia coli también fue importante, se aislé con una
frecuencia de 11,6%. Esta bacteria estuvo presente tanto en poblaciones silvestres
(10,1%) como en la de cautividad (33,3%). Los ejemplares de los nucleos de vida libre
mas afectados fueron los del marjal de La Safor-Gandia con un 15,6% y los de Pefiiscola

con el 12,5%, mientras que en la poblacion de Almenara no se aislo la bacteria.

Staphylococcus coagulasa negativo fue la tercera especie mas prevalente en
pulmones (10,5%). Los ejemplares mas infectados fueron los de cautividad con el 66,7%
frente al 6,7% de los de vida libre (tabla 5). Los ejemplares del marjal de Pefiiscola

presentaban un porcentaje de infeccion del 15,6%, frente al 4,0% de los ejemplares de
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Almenara, con un solo afectado. En la poblacién de La Safor-Gandia no se evidencio la

presencia de esta bacteria (tabla 6).

Tabla 5.- Tabla resumen de la infeccion de Tabla 6.- Tabla resumen de la infeccién de
Staphylococcus coagulasa negativo en Staphylococcus coagulasa negativo en pulmon,
pulmén de los animales del estudio. en los diferentes nacleos de Trachemys scripta

elegans en libertad.

Poblacidn n % positivos Nucleos de vida libre n % positivos
General 10 10,5 Peiiiscola 5 15,6
Cautividad 4 66,7 Almenara 1 4,0
Vida libre 6 6,7 La Safor-Gandia 0 0,0
n: nimero de individuos por nicleo. % positivos: n: nimero de individuos por nucleo. % positivos: porcentaje de
porcentaje de individuos positivos. individuos positivos.

El género Proteus mostrd una prevalencia del 4,2%. Solamente se aisld en
individuos de cautividad y en un ntcleo de vida libre (La Safor-Gandia). Los ejemplares
en cautividad presentaban mayor porcentaje de infeccion a esta bacteria (33,3%) que los

de vida libre (2,2%) (tabla 7).

Tabla 7.- Tabla resumen de la infeccién de Proteus spp. en los animales del estudio.

Poblacion n % positivos
General 4 42

Cautividad 2 2,2

Vida libre 2 333

n: nimero de individuos por nucleo. % positivos: porcentaje de individuos positivos.

La presencia de Klebsiella spp. fue de 3,2%, aislandose solamente en dos
poblaciones de vida libre, Peiiiscola y La Safor-Gandia con una frecuencia de aislamiento

del 3,1% y del 6,3% respectivamente.

Pseudomonas spp. y Alcaligenes spp. fueron las siguientes especies en porcentaje
de individuos infectados, ambas con el 2,1%. Ambas especies se aislaron sélo en un
nucleo, Pefiiscola. No se encontrd ningun ejemplar en cautividad infectado por dichas

bacterias.
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El resto de bacterias aisladas fueron Enterobacter cloacae, Enterobacter spp.,
Pasterella, Plesiomonas shigelloides, Providencia rettgeri, Streptococcus. SOlo se
encontr6 un ejemplar afectado para cada una de las bacterias. Streptococcus solamente se
aislo en cautividad (16,7%) y no en el resto de poblaciones de vida libre. En el marjal de
Almenara se identificd una especie sin determinar del género Enterobacter (4%), que no
se aislo en el resto de poblaciones. El resto de las especies unicamente se aislaron en

Pefiiscola en un porcentaje del 3,1%.

4.1.2.1.2.- Higado

Los cultivos microbioldgicos de las muestras determinaron que el 27,4%
presentan al menos alglin tipo de microorganismo bacteriano. La poblacion de cautividad
presentd mayor porcentaje de infeccion (33,3%) que la media de las poblaciones de vida
libre (26,9%). El nucleo de Peiiiscola es el mas afectado con un 40,6% de los ejemplares
con infecciones hepaticas. Le siguen la Safor-Gandia con un 21,9% y Almenara con

16,0% de los individuos (tabla 8).

Tabla 8.- Distribucion microbiolégica por poblaciones en higado de Trachemys scripta elegans.

Libertad
PENISCOL ALMENARA LASAFOR-  Cautividad | TOTAL
A GANDIA
Bacterias aisladas n % n % n % % n %
Bacterias en general 13 40,6* 4 16,0* 7 21,9% 2 33,3* | 26 274%*
Aeromonas hydrophila 5 15,6 3 12,0 2 6,3 10 10,5
Escherichia coli 1 3,1 1 4,0 4 12,5 6 6,3
i;‘(’g‘;’gvlzc"ccus coag. 2 63 1 40 1 30 1 167 | 5 53
Alcaligenes sp. 4 12,5 4 4,2
Klebsiella sp. 1 3,1 2 6,3 3 3,2
Proteus spp. 2 33,3 2 2,1
Enterobacter sp. 1 4,0 1 1,1
Pasterella sp. 1 3,1 1 1,1
Providencia rettgeri 1 3,1 1 1,1
Pseudomonas sp. 1 3,1 1 1,1
Streptococcus o hemolitico 1 4,0 1 1,1
Streptococcus f§ hemolitico 1 3,1 1 1,1
N 32 25 32 6 95

%: de ejemplares infectados; n: nimero de infectados; * porcentaje de ejemplares infectados por al menos un tipo de bacteria; N:

namero de ejemplares de cada una de las poblaciones.
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Aeromonas hydrophila se aisld6 en un 10,5% de las muestras analizadas, la
presencia de esta bacteria fue siempre en poblaciones de vida libre (11,2%) y nunca se
aislo en ejemplares de cautividad. La frecuencia mas elevada se present6 en la poblacion
de Pefiiscola con un 15,6%, seguida de la de Almenara con un 12,0% y por ultimo la de

La Safor-Gandia con el 6,3%.

Escherichia coli se aislo tinicamente en poblaciones de vida libre (6,3%). La
poblacion de La Safor-Gandia fue la que presentd mayor porcentaje de individuos
infectados el 12,5%, sin embargo los otros dos nucleos, Peniscola y Almenara tan solo

presentaron una muestra positiva a E. coli cada una de ellas.

Staphylococcus coagulasa negativo se aislo en el 5,3% de las muestras hepaticas
analizadas. La poblacién de ejemplares en cautividad presentaba un porcentaje de
infeccion mayor que los de vida libre (16,7% vs. 4,5%, respectivamente). La poblacion de
ejemplares de vida libre con mayor porcentaje de infeccion fue Peniscola (6,3%), seguida
de Almenara (4,0%) y La Safor-Gandia (3,1%), estas dos Ultimas con sélo un ejemplar

infectado cada una de ellas.

El género Alcaligenes tinicamente se aisld en individuos de vida libre de un tnico

nucleo (marjal de Pefiiscola), con un porcentaje del 12,5%.

Las especies del género Klebsiella se aislaron en un 3,2% de los ejemplares
examinados. No se aislaron en la poblacion en cautividad pero si en las de vida libre. En
el marjal de La Safor-Gandia el porcentaje de individuos infectados fue del 6,3% y en

Peiiiscola del 3,1%.

El género Proteus presentd un porcentaje de infeccion bajo, 2,1%. No se encontro
ningiin ejemplar de vida libre infectado con dicha bacteria, inicamente se aisld en la

poblacion de cautividad (33,3%).

Enterobacter spp., Pasterella spp., Providencia rettgeri, Pseudomonas spp.,
Streptococcus o hemolitico y Streptococcus B hemolitico, solo se evidenciaron en casos
aislados (1,1%) y siempre en poblaciones de vida libre, nunca en la poblacion de

cautividad. En la poblacion de Pefiiscola se aislo Pasterella spp., Providencia rettgeri,
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Pseudomonas spp. y Streptococcus  hemolitico en un 3,1% de los individuos analizados.
En la poblacion de Almenara se aislo Enterobacter spp. y Streptococcus o hemolitico en
un 4,0% de los casos. A pesar que los datos de aislamiento fueron dispares no se
evidenciaron diferencias significativas entre las poblaciones para cada uno de los

microorganismos.

4.1.3.1.3.- Bazo

Este 6rgano es el que presentd menor porcentaje de infeccion entre los estudiados.
Un 15,8% de las muestras evidenciaron la presencia de al menos una especie bacteriana.
La poblacion de cautividad fue la que presentdé mayor porcentaje de infecciéon con un
33,3%, mientras que en las de vida libre el porcentaje de infeccion fue del 18,0%.
Respecto a los nucleos de vida libre, la que presentd mayor presencia de bacterias en este
organo fue la poblacion de Peiiiscola con un 18,8%, seguida de la poblacion de La Safor-
Gandia con el 15,6%, y por Ultimo, la poblacion con menos afeccion fue la de Almenara

con un 8% de los bazos infectados (tabla 9).
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Tabla 9.- Distribucidon microbiol6gica por poblaciones en bazo de Trachemys scripta elegans.

Libertad
PENISCOLA ALMENARA LASAFOR- Cautividad | TOTAL
GANDIA
Bacterias aisladas n %o n % n % n % n %o
Bacterias en general 6 28,1* 8 8,0% 5 156 2 333* | 15 189*
Aeromonas hydrophila 2 6,3 8 8,0 1 3,1 5 52
Escherichia coli 2 6,3 3 9.4 5 52
Klebsiella sp. 1 3,1 3 9.4 4 42
ZZh;;lzcoccus. coag. 1 3.1 2 333 3 32
Alcaligenes sp. 1 3,1 1 3,1 2 2,1
Proteus spp. 2 333 2 2,1
Streptococcus o hemolitico 2 6,3 2 2,1
Enterobacter cloacae 1 3,1 1 1,1
Providencia rettgeri 1 3,1 1 1,1
Pseudomonas sp. 1 3,1 1 1,1
N 32 25 32 6 95

%: de ejemplares infectados; n: nimero de infectados; * porcentaje de ejemplares infectados por al menos un tipo de bacteria; N: nimero de
ejemplares de cada una de las poblaciones.



94

Resultados

Aeromonas hydrophila y Escherichia coli, fueron las especies que se aislaron con
mayor frecuencia, un 5,3% en ambos casos. No se aislaron en la poblacion de ejemplares
en cautividad. A. hydrophila se aislo en las tres poblaciones de vida libre mientras que E.
coli en dos. Aeromonas hydrophyla presentd un porcentaje de infeccion del 6,3% en la
poblacion de Peiiiscola, del 8,0% en la de Almenara y del 3,1% en la de La Safor-Gandia.
E. coli presentd un porcentaje de infeccion del 6,3% en la poblacion de Peiiiscola y del
9,4% en la de La Safor-Gandia, no pudiéndose aislar en las otras dos poblaciones del

estudio.

El género Klebsiella presentd un porcentaje de positivos del 4,2% en el total de los
individuos del estudio. No se aislo en la poblacion de cautividad, mientras que en las
poblaciones en libertad la frecuencia de aislamiento fue del 4,5%. Sélo se aislo la bacteria
en dos poblaciones en libertad, los marjales de Pefiiscola y La Safor-Gandia, con una

frecuencia del 3,1% y del 9,4%, respectivamente.

Staphylococcus coagulasa negativo se hallo en un 3,2% de los bazos analizados.
La poblacién de ejemplares de cautividad presentd mayor porcentaje de infectados
(33,3%) que las poblaciones de libertad (1,1%). La unica poblacion de vida libre en la que
se aisld esta bacteria en el bazo fue en la de Peiiiscola, con un 3,1% de individuos

afectados (tabla 10).

Tabla 10.- Tabla resumen de la infeccion de Staphylococcus coagulasa negativo en los animales
del estudio.

Poblacién n % positivos
General 3 32

Cautividad 2 33,3

Vida libre 1 1,1

n: numero de individuos por nucleo. %positivos: porcentaje de individuos positivos

Alcaligenes spp., Proteus spp., y Streptococcus o hemolitico presentaron una
prevalencia del 2,1% cada uno. El primero, Alcaligenes, se aislo en las poblaciones de

Peniscola y La Safor-Gandia con una prevalencia del 3,1% en cada una de las
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poblaciones. Sin embargo no hubo ningtn caso en individuos en cautividad. Proteus spp.
solamente se aislo en la poblacion de cautividad (33,3%), mientras que Streptococcus o
hemolitico solamente se aisldé en la poblacién de vida libre, La Safor-Gandia, con una
prevalencia del 6,3%.

Enterobacter cloacae presentd una incidencia global del 1,1%, no aislandose en la
poblacion de cautividad y si en una poblacién de vida libre, en el marjal de La Safor-
Gandia con un porcentaje de infeccion del 3,1%. Providencia rettgeri y Pesudomonas
spp. se aislaron en Pefiiscola con una incidencia poblacional del 3,1% para cada una de

ellas.

4.1.2.1.4.- Rifion

Tras los pulmones, los rifiones fueron los 6rganos con mayor porcentaje de
infeccion bacteriana. El 35,8% de las muestras analizadas estaban colonizadas por alguna
bacteria. La poblacion de cautividad presentd un porcentaje de infeccion mayor que las de
vida libre (50% y 34,8%, respectivamente). Respecto al estudio poblacional, el nucleo
con mayor afeccion bacteriana en rifion fue Pefiiscola (53,1%), seguido de La Safor-

Gandia (31,3%) y la poblacion de Almenara (16,0 %) (tabla 11).

Tabla 11.- Distribucién microbioldgica por poblaciones en rifion de Trachemys scripta elegans.

Libertad
PENISCOLA ALMENARA LASAFOR- Cautividad | TOTAL
GANDIA
Bacterias aisladas n % n % n % n % n %
Bacterias en general 17 53,1* 4 16,0* 10  31,3* 3  50,0* | 34 35,8%*
Aeromonas hydrophila 5 15,6 3 12,0 7 21,89 15 158
simptcones a0 s o -
Escherichia coli 6 18,8 6 18,8 1 16,7 7 7.4
Alcaligenes sp. 3 9.4 1 4,0 5 5,3
Proteus spp. 1 3,1 2 333 3 3,2
Pseudomonas sp. 3 9.4 3 32
Staph. coag. negativo 3 50,0 | 3 3,2
Streptococcus spp. 3 9,4 3 32
Providencia rettgeri 2 6,3 2 2,2
Acinetobacter sp. 1 3,1 1 1,1
Klebsiella sp. 1 3,1 1 1,1
N 32 25 32 6 95

%: de ejemplares infectados; n: nimero de infectados; * porcentaje de ejemplares infectados por al menos un tipo de bacteria; N:
numero de ejemplares de cada una de las poblaciones.
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La bacteria aislada con mayor frecuencia fue Aeromonas hydrophyla, presentando
una prevalencia en conjunto de 15,8%. Dicha bacteria no se aislo en la poblacion de
ejemplares cautivos y si en las poblaciones de vida libre con un porcentaje de infeccion
del 16,8%. Respecto a las poblaciones de vida libre los porcentajes de infeccion fueron de
un 15,6% en la poblacion de Pefiiscola, 12,0% en la de Almenara y 21,9% en La Safor-

Gandia.

Streptococcus o hemolitico fue el segundo microorganismo aislado con mayor
frecuencia (8,4%). No se aislo en la poblacion de ejemplares en cautividad, hallandose

unicamente en las poblaciones de Almenara (4,0%) y La Safor-Gandia (9,4%).

Escherichia coli presentd un porcentaje de infeccion del 7,4%, presentdndose
tanto en las poblaciones de vida libre (16,7%) como de cautividad (13,5%). El porcentaje
de ejemplares positivos de la poblacién de Pediiscola y la de La Safor-Gandia fue el
mismo (18,8%) y no se aislé en los ejemplares del marjal de Almenara. No se

encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los ntcleos.

Alcaligenes fue aislado en el 5,3% de las muestras examinadas. No se aislo de
muestras procedentes de la poblacién de ejemplares cautivos. En los unicos nucleos
poblacionales que se aislo Alcaligenes spp. fueron en las poblaciones de Peiiiscola (9,4%)

y en Almenara (4,0%).

Con un porcentaje de infeccion del 3,2% se aislaron Proteus, Pseudomonas,
Staphylococcus coagulasa negativo y Streptococcus spp. La primera, Proteus, se aislo con
mayor frecuencia en la poblacion de ejemplares en cautividad (33,3%). Unicamente se
aislo en un nucleo de vida libre, La Safor-Gandia (3,1%). Pseudomonas solo se hallé en
la poblacion de Peiiiscola con una prevalencia del 9,4%. Staphylococcus coagulasa
negativo se aislo en ejemplares en cautividad (50,0%) mientras que estuvo ausente en el
resto de las poblaciones estudiadas. Streptococcus spp. se aislo en la poblacion de

Peiiscola (9,4%) y no en el resto de las poblaciones.

Providencia rettgeri solo se aislo en Peiiiscola (6,3%). Mientras que Klebsiella
spp. unicamente en La Safor-Gandia (3,1%). Por ultimo, Acinetobacter spp. se aislo a

partir de un unico ejemplar del marjal de Peiiiscola (3,1%).
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4.1.2.1.5.- Intestino

Se pudo aislar al menos un tipo bacterias en el 65,3% de las muestras examinadas.
El intestino de los animales de las poblaciones de vida libre estaba mas colonizado por
bacterias que los de la poblacion de cautividad (66,3% y 50,0% respectivamente). No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre estos dos tipos de hébitats.
Por nticleos poblacionales los ejemplares con mayor presencia bacteriana fueron los del
marjal de La Safor-Gandia con un 84,4%, seguida de la poblacion de Almenara con un

80,0%, y por ultimo la poblacion de Peiiiscola con el 37,5% (tabla 12).

Tabla 12.- Distribucién microbiolégica por poblaciones en intestino de Trachemys scripta elegans.

Libertad
PENISCOLA ALMENARA LASAFOR- Cautividad | TOTAL
GANDIA

Bacterias en general n % n % n % n % n %
Bacterias aisladas 12 37,5 20 80,0 27 84,4* 3 50,0* | 62  653*
Aeromonas hydrophila 9 28,1 16 64,0 18 56,3 3 50,0 46 48,4
Escherichia coli 14 43,8 7 28,0 18 56,3 2 333 41 432
Plesiomonas shigelloides 4 12,5 5 20,0 2 6,3 11 11,6
Proteus sp. 3 9,4 1 4,0 4 12,5 8 8,4
Klebsiella 6 18,8 6 6,3
Vibrio cholerae 2 6,3 3 12,0 1 3,1 6 6,3
Proteus vulgaris 1 4,0 3 9.4 1 16,7 5 5,3
Salmonella sp. 3 7,14 3 2,8e
Citrobacter sp. 1 3,1 1 3,1 2 2,1
Edwarsiella tarda 1 4,0 1 3,1 2 2,1
Morganella morganii 1 4,0 1 3,1 2 2,1
Providencia sp. 1 4.0 1 16,7 2 2,1
Streptococcus beta hemolitico 1 3,1 1 3,1 2 2,1
Vibrio mimicus 2 6,3 2 2,1
Vibrio spp. 1 3,1 1 4,0 2 2,1
Alcaligenes sp. 1 3,1 1 1,1
Citrobacter braakii 1 3,1 1 1,1
Enterobacter cloacae 1 3,1 1 1,1
Enterobacter sp. 1 4,0 1 1,1
Escherichia hermannii 1 3,1 1 1,1
Providencia rettgeri 1 3,1 1 1,1
Streptococcus alfa hemolitico 1 3,1 1 1,1
Streptococcus spp. 1 3,1 1 1,1

N 32 25 32 6 95

%: de ejemplares infectados; n: numero de infectados; * porcentaje de ejemplares infectados por al menos un tipo de bacteria; N: niimero
de ejemplares de cada una de las poblaciones; % porcentaje infeccion sobre 42 ejemplares poblacion; ® porcentaje infeccion sobre 105
ejemplares totales.
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Aeromonas hydrophyla fue la bacteria mas frecuentemente aislada (48,4%), se
aislo en todas las poblaciones estudiadas. En la poblacion de ejemplares de cautividad y
en las poblaciones de vida libre el porcentaje de aislamiento fue semejante (50,0% y
48,3% respectivamente), no se encontraron diferencias significativas entre ambas
poblaciones. El nicleo con mayor frecuencia de aislamiento fue el de Almenara con el
64,0%, seguida de La Safor-Gandia con el 56,3%, y por ultimo la poblacion de Peiiiscola
con el 28,1%. No existieron diferencias significativas entre las poblaciones en cuanto a la

infeccion por A. hydrophyla.

Escherichia coli también se aisldé en los cuatro grupos poblacionales estudiados
con una incidencia global del 43,2%. En la poblacién de ejemplares de cautividad la
frecuencia de aislamiento fue del 33,3% frente al 43,8% de las poblaciones de vida libre.
Respecto al aislamiento de esta bacteria segin poblaciones, los intestinos mas
colonizados fueron los de la poblacion de La Safor-Gandia con el 56,3%, seguido de los
de las poblaciones de Pefiiscola con el 43,8%, y por tltimo la poblacion de Almenara con

el 28% (tabla 14).

Plesiomonas shigelloides fue aislada en el 11,6% de los individuos. No se aisl6 en
la poblacion de cautividad, pero si en las tres de vida libre (12,3%). El ntcleo mas
colonizado por Plesiomonas shigelloides fue el de Almenara con el 20,0%, seguido de

Peniscola (12,5%) y La Safor-Gandia (6,3%).

El género Proteus también fue aislado de la flora intestinal en los cuatro grupos de
estudio, en conjunto presentaron una prevalencia del 11,6%. Proteus vulgaris se aisld
tanto de poblaciones de vida libre como de la de vida en cautividad, con una prevalencia
global del 5,3%. La poblacion de cautividad tuvo una incidencia del 16,7% frente al 4,5%
que exhibieron las poblaciones de vida libre. Respecto al estudio por poblaciones de vida
libre, la que presentd mayor porcentaje de positivos fue La Safor-Gandia con el 9,4% y
por ultimo la poblacion de Almenara con el 4,0%. La especie del género Proteus que no
se pudo identificar, se aislé en poblaciones silvestres (9,0%) y no en la poblacion de
ejemplares de cautividad. El nticleo que presentd mayor porcentaje de positivos para esta
bacteria fue La Safor-Gandia, seguida de Peniscola y Almenara, con unos porcentajes del

12,5%, 9,4% y 4,0% respectivamente.
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Las especies del género Vibrio también se encontraron presentes en la flora
intestinal de estos galapagos, siendo la prevalencia de todas ellas en conjunto del 10,5%.
Ninguna especie de este género se aislo en la poblacion de cautividad. V. cholerae fue la
especie mas frecuente dentro del género (6,3%). Se aislo en todas las poblaciones de vida
libre (6,7%). El porcentaje mayor de aislamiento corresponde a la poblacion del marjal de
Almenara con un 12,0% de individuos afectados, seguido del 6,3% de la de Peniscola y el
3,1% a la del marjal de La Safor-Gandia. La especie V. mimicus tan s6lo se pudo aislar en
la poblacién de La Safor-Gandia con una prevalencia poblacional del 6,3% y del 2,1%
global. Se aislaron dos cepas del género Vibrio en las que no se pudo determinar la

especie, una en la poblacion de Pefiscola (3,1%) y la otra en la de Almenara (4,0%).

El género Streptococcus se aislo inicamente en poblaciones de vida libre (4,5%).
En la poblacion de Peiiiscola se aisld una cepa de Streptococcus o hemolitico y una de
Streptococcus P hemolitico, con una prevalencia para cada uno de ellos del 3,1%.
Streptococcus p hemolitico también se hallo en la poblacion de La Safor-Gandia, con un

porcentaje de colonizacion poblacional del 3,1%.

Citrobacter braakii y Citrobacter spp. en conjunto alcanzan un porcentaje de
aislamiento del 3,2%. Se aislaron en poblaciones de vida libre y nunca en la poblacion de
cautividad. En el marjal de La Safor-Gandia se aislaron los dos tipos de bacterias con la
misma frecuencia, el 3,1%. En Peniscola, también se aislo con la misma frecuencia una

especie del género Citrobacter que no se logro identificar (3,1%).

Klebsiella spp. se aislo en el 6,3% de las muestras de intestino. No se aisl6 en la
poblacion de ejemplares de cautividad y solamente se aislo en seis ejemplares de la

poblacion de La Safor-Gandia (18,8 %).

Edwarsella tarda y Morganella morgani se aislaron en el 2,1% de los individuos
analizados. Ambas se aislaron en el marjal de Almenara (4,0%) y en La Safor-Gandia
(3,1%). Las especies del género Providencia se aislaron tanto en la poblacion de

cautividad (16,7%) como en la de Almenara, de vida libre (4,0%).

Con un porcentaje global de positivos del 1,1%, se pudieron aislar una sola vez las

siguientes bacterias: Alcaligenes spp. en la poblacion de La Safor-Gandia (3,1%),
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Enterobacter cloacae en el marjal de Peiiiscola (3,1%), Enterobacter spp. en Almenara
(4,0%), Escherichia hermannii en la poblacion de Pefiiscola (3,1%), Providencia rettgeri

en los ejemplares de Peniscola (3,1%).

Salmonella spp. también se aislo del intestino de Trachemys scripta elegans.
Durante este estudio se han examinado 105 muestras de hisopos cloacales, 99 hisopos
cloacales pertenecian a ejemplares de vida libre y 6 de ejemplares de cautividad. No se
encontro presencia de Salmonella en los ejemplares de cautividad. Sin embargo, el 2,8%
de ejemplares en libertad muestreados eliminaban Salmonella en el momento del

muestreo, éstos pertenecian a la misma poblacion (La Safor-Gandia, 7,1%).

4.1.2.2.- Estudio bacteriologia por poblaciones

El estudio del estado sanitario de las diferentes poblaciones de Trachemys scripta
elegans pone de manifiesto los siguientes datos respecto a los agentes bacterianos. Se
estudiaron un total de seis individuos en cautividad y 99 en poblaciones de vida libre, 32

en el marjal de Pefiscola, 25 en Almenara y 42 en La Safor-Gandia (tabla 14).

La poblacion con mayor porcentaje de infeccion por bacterias fue la de cautividad,
el 83,7% frente al 51,6% que presentaban las poblaciones de vida libre. Dentro de las
poblaciones libres, el més poblado por bacterias fue el marjal de Peniscola con una
incidencia del 78,1%, seguido por la poblacion de La Safor-Gandia con el 43,8% y por

ultimo la de Almenara con tan so6lo el 28,0% (tabla 13).



Tabla 13.- Distribucidn de agentes infectantes por poblaciones de Trachemys scripta elegans.

Estado Sanitario de 7. scripta elegansy T. hermanni hermannien C.V.

Libertad
PENISCOLA ALMENARA  LASAFOR-  Cautividad | TOTAL
GANDIA
Bacterias aisladas n % n % n % n % n %
Bacterias en general 25  78,1* 20 80,0* 27  84,4%* 5 83,3* | 77,0 81,1*
Aeromonas hydrophila 16 50,0 19 76,0 21 65,6 3 50,0 59 62,1
Escherichia coli 19 594 8 32,0 21 65,6 3 50,0 50 52,6
Staph. coag. negativo 9 28,1 2 8,0 | 3,1 5 83,3 17 17,9
Plesiomonas shigelloides 5 15,6 5 20,0 2 6,3 12 12,6
Proteus sp. 3 9,4 1 4,0 4 12,5 2 33,3 10 10,5
Klebsiella 2 6,3 8 25,0 10 10,5
Alcaligenes sp. 5 15,6 1 4.0 2 6,3 8 8,4
Strept. alfa hemoitico 1 3,1 2 8,0 3 9.4 6 6,3
Vibrio cholerae 2 6,3 3 12,0 1 3,1 6 6,3
Proteus vulgaris 1 4,0 3 9.4 1 16,7 5 5,3
Streptococcus 4 12,5 1 16,7 5 5,3
Pseudomonas 4 12,5 4 42
Providencia rettgeri 3 9.4 3 32
Salmonella sp. 3 7,1 3 2,80
Enterobacter cloacae 2 6,3 1 3,1 3 3,2
Citrobacter sp. 3,1 1 3,1 2 2,1
Edwarsiella tarda 4,0 1 3,1 2 2,1
Enterobacter sp. 2 8,0 2 2,1
Morganella morganii 4,0 1 3,1 2 2,1
Pasterella 2 6,3 2 2,1
Providencia sp. 1 4,0 1 16,7 2 2,1
Vibrio mimicus 2 6,3 2 2,1
Vibrio sp. 1 3,1 1 4,0 2 2,1
Actinobacter 1 3,1 1 1,1
Citrobacter braakii 1 3,1 1 1,1
Escherichia hermannii 1 3,1 1 1,1
Strept. beta hemolitico 1 3,13 1 1,1
N 32 25 32 6 95

%: de ejemplares infectados; n: nimero de infectados; * porcentaje de ejemplares infectados por al menos un tipo de bacteria; N:
numero de ejemplares de cada una de las poblaciones; & porcentaje infeccion sobre 42 ejemplares poblacion; ® porcentaje

infeccion sobre 105 ejemplares totales.
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4.1.2.2.1.- Salmonella

Salmonella se ha aislado inicamente en tres ejemplares de la poblacion en libertad
de La Safor-Gandia con una prevalencia del 2,8%.
De los tres ejemplares Trachemys scripta elegans infectados por Salmonella uno

presentd el serotipo S. Rissen y los otros dos S. Typhimurium.

Comportamiento de Salmonella frente a los antibidticos, cepas asiladas de

Trachemys scripta elegans

Los antibiogramas de las colonias de Salmonella obtenidas exhiben gran
resistencia a una amplia gama de antibidticos. El 100% de las cepas fueron resistentes a
ampicilina, acido nalidixico, amikacina, cabernicilina, ciprofloxacina, clorafenicol,
enrofloxacina, tetraciclina imipenem y gentamicina. Dos de las cepas presentaron
resistencia total a amoxicilina-4cido clavulanico y cefotaxima, y una demostré una
resistencia intermedia a estos antibidticos. Una cepa presentd resistencia total a
ceftazidima, a kanamicina, y trimetoprim-sulfametoxazol y dos una resistencia
intermedia. Al unico antibidtico que evidenciaron sensibilidad las cepas de Salmonella
aisladas fue a piperacilina, una cepa sensible, otra con sensibilidad intermedia y la otra

resistencia total al antibidtico (tabla 14).

Tabla 14.- Resumen del resultado de los antibiogramas realizado a cepas de Salmonella procedentes
de muestras de Trachemys scripta elegans.

Antibidtico Resistencia total Resistencia Intermedia Sensible
n % de cepas n % decepas n % de cepas

Ampicilina 3 100

Acido nalidixico 3 100

Amikacina 3 100

Amoxicilina-Ac. clavulanico 2 66,7 1 33,3

Cabernicilina 3 100

Cefotaxima 2 66,7 1 33,3

Ceftazidima 1 333 2 66,7

Ciprofloxacina 3 100

Cloranfenicol 3 100

Enrofloxacina 3 100

Gentamicina 3 100

Imipenem 3 100

Kanamicina 1 333 2 66,7

Piperacilina 1 333 1 33,3 1 33,3
Tetraciclina 3 100

—

Trimetoprim-sulfametoxazol 333 2 66,7

n: nimero de cepas que presentan diferente grado de resistencia frente a cada uno de los antibidticos.
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El antibiograma realizado a las colonias de S. Rissen aisladas determind que era
sensible a la piperacilina, presento resistencia intermedia a tres antibidticos: cefotaxima,
kanamicina y trimetoprim-sulfmetoxazol. Y fue resistente a los nueve restantes utilizados
(ampicilina, 4cido nalidixico, amikacina, amoxicilina-ac.clavulanico, cabernicilina,
ceftazidima, ciprofloxacina, cloranfenicol, enrofloxacina, gentamicina, imipenem Yy

tetraciclina).

Las cepas de Salmonella enterica subsp enterica serotipo Typhimurium,
presentaron resultados diferentes en los antibiogramas segun del animal del que fueron
aislados. La cepa aislada del animal B3/28/240708 presentd una resistencia total a los
antibioticos amoxicilina-ac. clavuldnico, kanamicina, piperacilina y trimetoprim-
sulfmetoxazol, y la cepa aislada de la muestra B3/29/240708 present6 una resistencia
intermedia a esos antibioticos. Para el resto de los antibidticos utilizados en el
antibiograma el comportamiento fue semejante, resistencia intermedia a la ceftazidima y
resistencia total al resto (ampicilina, acido nalidixico, amikacina, cabernicilina,
cefotaxima, ciprofloxacina, cloranfenicol, enrofloxacina, gentamicina, imipenem Yy

tetraciclina).

4.1.2.2.2.- Otras especies bacterianas

Aeromonas

Aeromonas hydrophila presentd un porcentaje de infeccion del 62,1%. Se aislo
tanto en la poblacion de ejemplares cautivos (50,0%) como en las poblaciones de vida
libre (62,9%). Respecto al estudio por nucleos de vida libre, la poblacidon con mayor
prevalencia fue Almenara con el 76,0%, seguida de la poblacion de La Safor-Gandia con

el 65,6% y Peiiiscola que present6 el 50,0 %.

Escherichia

Escherichia coli se aisld en el 52,6% de los individuos analizados, tanto en la
poblacion de ejemplares cautivos (50%), como en las poblaciones de vida libre (53,9%).

De las poblaciones libres, el nticleo con mayor presencia de esta bacteria fue la de La
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Safor-Gandia (65,6%), seguida de la de Peniscola (59,4%) y por ultimo la de Almenara
(32,0%).

Staphylococcus

Staphylococcus coagulasa negativo presentd una prevalencia global del 17,9%. La
poblacion de ejemplares en cautividad presentaba mayor porcentaje que los ejemplares de
vida libre, 83,3% y 13,4%, respectivamente (tabla 15). De las poblaciones libres, la que
presentd mayor tasa de infeccion fue la poblacion de Peniscola (28,1%), seguida por la de

Almenara (8,0%) y por tltimo la de La Safor-Gandia (3,1%) (tabla 16).

Tabla 15.- Tabla resumen de la infeccién Tabla 16.- Tabla resumen de la infeccién de

de Staphylococcus coagulasa negativo en los Staphylococcus coagulasa negativo en los diferentes

animales del estudio. nacleos de Trachemys scripta elegans en libertad.
Poblacién n % positivos Ncleos de vida libre n %

positivos
General 17 17,9 Peqiiscola 9 28,1

Cautividad 5 83,3 Almenara 2 8,0
Vida libre 11 13,4 La Safor-Gandia 1 3,1

n: numero de individuos por nucleo. % de positivos: n: nimero de individuos por nucleo. % de positivos: porcentaje de

porcentaje de individuos positivos individuos positivos

Plesiomonas

Plesiomonas shigeloides se aisld con una prevalencia del 12,6%, siempre se
encontrd en poblaciones en libertad. La poblacion de Almenara presento un 20% de los
animales infectados, seguida de la poblacion de Pefiiscola con un 15,6%, y por tltimo la

poblacion de La Safor-Gandia con una prevalencia del 6,3%.

Proteus

Proteus sp. se encontrd tanto en poblaciones en libertad como en la poblacion de
cautividad, el porcentaje de animales infectados por esta bacteria fue del 10,5%, siendo la
poblacion de cautividad la que presentdé mayor porcentaje 33.3%, seguida de las
poblaciones de La Safor-Gandia (12,5%) y Peiiscola (9,4%), y por tltimo la de Almenara
con un unico animal infectado (4%). Sin embargo Proteus vulgaris se aisldé tanto en

poblaciones de vida libre como en las de cautividad (5,3%), la poblaciéon con mayor
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prevalencia correspondia a la poblacion de vida en cautividad (16,7%), aunque
correspondia a un Unico ejemplar. Respecto a las poblaciones de vida libre la de mayor
prevalencia correspondia a la de La Safor-Gandia (9,4%), seguida de la de Almenara

(4%), en la de Peiiiscola no se aisl6 esta especie.

Klebsiella

Klebsiella spp. se aislo en el 10,5% de los individuos. No se encontr6 en la
poblacion de ejemplares en cautividad, pero si en los de vida libre (11,2%). Aun asi,

solamente se pudo aislar en los ejemplares de Pefiiscola (25%) y La Safor Gandia (6,3%).

Alcaligenes

Alcaligenes se ha aislado exclusivamente en las poblaciones de libertad, la
prevalencia en el presente trabajo de dicha bacteria es del 8,4%. La poblacion con mayor
presencia fue la de Pefiscola con el 15,6% de los animales infectados, en las otras dos
poblaciones la prevalencia fue menor, La Safor-Gandia con el 6,3% y Almenara con el

4%.

Streptococcus

Streptococcus spp. se aislo en el marjal de Peiiscola y también en los ejemplares
en cautividad (12,5% y 16,7%, respectivamente). Streptococcus o hemolitico se aislé en
exclusiva en poblaciones de vida libre, la poblacion con mayor prevalencia fue la de La
Safor-Gandia con un 9,4%, seguida por la de Almenara con un 12% y por ultimo la de
Peniscola con un 3,1%. Streptococcus  hemolitico s6lo se pudo aislar en un ejemplar de

la poblacion de Peiiiscola.

Vibrio

Varias han sido las especies de Vibrio que se han podido aislar en el presente
estudio. La especie que mayor presencia ha tenido ha sido Vibrio cholerae (6,3%), que se
ha podido aislar en todas las poblaciones en libertad, Vibrio mimicus y otra especie de

Vibrio que no se pudo determinar se aislaron con el mismo porcentaje (2,1%) y también
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en poblaciones en libertad. Vibrio cholerae se pudo aislar en todas las poblaciones en
libertad, siendo la poblacion de Almenara la que presentaba mayor prevalencia (12,0%),
seguida de las poblaciones de Pefiscola y La Safor-Gandia con unas prevalencias de

6,3% vy 3,1%, respectivamente.

Pseudomonas

Pseudomonas spp. se aisld en cuatro ejemplares de la poblacion de Peiiiscola

(12,5%).

Providencia

Dos han sido las especies de Providencia que se han podido aislar, por una parte
Providencia rettgeri (3,2%) en la poblacion de Peiiiscola y otra especie del género que no
se pudo identificar, que se aislo en el marjal de Almenara (4,0%), de vida libre, y en los

ejemplares de cautividad (16,7%).
Enterobacter

Dos especies diferentes de Enterobacter se pudieron asilar en las poblaciones en
libertad. Enterobacter cloacae en las poblaciones de Peiiiscola (6,3%) y en la de La
Safor-Gandia (3,1%), siendo la prevalencia total del 3,2%. Enterobacter sp. se aislo
unicamente en la poblacion de Almenara.
Pasterella

Pasterella sp. se ha aislado en exclusiva en la poblacion de Pefiiscola (2,1%).
Citrobacter

Dos especies de Citrobacter se han aislado en poblaciones en libertad, Citrobacter
braakii (1,1% en la poblacion de La Safor-Gandia) y otra especie del género que no se ha

podido identificar en las poblaciones de Peniscola y La Safor-Gandia, con una

prevalencia total del 2,1%.
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Edwarsiella

Edwarsiella tarda se ha encontrado en el intestino de dos ejemplares, uno del

marjal de Almenara y otro en el de Gandia.

Morganella

Morganella sélo se determind en un 2,1%, en un ejemplar de la poblacion de
almenara y en otro de La Safor-Gandia, por tanto podemos indicar que su presencia es

testimonial.

En conclusion, dentro del estudio de la caracterizacion de la bacteriologia de
Trachemys scripta elegans en la Comunidad Valenciana, se ha observado que esta
especie el hospedador de Vibrio cholerae, Alcaligenes spp., Aeromonas hydrophila,
Proteus spp., Morganella spp., Providencia spp., Enterobacter spp., Escherichia coli,
Citrobacter spp., Edwarsiella tarda, Plesiomonas shigelloide, Klebsiella spp.,
Pseudomonas spp., Pasterella spp., Streptococcus spp., Staphylococcus spp 'y Salmonella
spp. Por otro lado, todas estas especies bacterianas aisladas en los galdpagos de la
Comunidad Valenciana se han encontrado en las muestras de agua de los marjales,

excepto Staphylococcus y Plesiomonas.

La poblaciéon con mayor biodiversidad microbiana es la de Pefiscola con 19
especies bacterianas diferentes. En general se puede comprobar que en las poblaciones
libres la biodiversidad es mucho mayor que en la poblacion de cautividad con 17 especies
diferentes en la poblacion de La Safor-Gandia y 14 especies diferentes en la poblacion de

Almenara, frente a las 7 especies aisladas de los ejemplares en cautividad (tabla 17).

Tabla 17.- NGmero de especies bacterianas identificadas segiin nucleo estudiado en Trachemys
scripta elegans.

Ndcleo n
Libre (Pefiiscola) 19
Libre (Almenara) 14
Libre (La Safor-Gandia) 17
Cautividad 7

n: nimero de individuos por nucleo.
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4.1.3.- Estudio de portadores de Herpesvirus (ChHV) en
Trachemys scripta elegans

Se estudiaron 95 muestras de pulmoén para la identificacion virica. Se aislaron 23
muestras sospechosas de infeccion, de las cuales solo 11 se confirmaron y
correspondieron a Herpesvirus (ChHV) (figura 29). El porcentaje de infeccion fue del
11,6%.

En los animales de la poblacién de cautividad no se aislé el virus, solamente se
aislo en individuos de vida libre, el porcentaje de infeccion en este tipo de hébitat fue del
12,3%. El nucleo poblacional con mas presencia de virus fue el del marjal de La Safor-
Gandia con un porcentaje de portadores del 25,0%, seguido de la poblacion de Almenara
con un porcentaje del 8,0% y de la poblacion del marjal de Pefiiscola con una presencia

del 3,13% (tabla 18).
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Figura 29.- Imagen de células con cuerpo de inclusién intranuclear tipo Cowdry A. Tincién
verdemetilo pironina G 1000x.

Tabla 18.- Porcentaje de infeccidn de Herpesvirus (ChHV) en funcion del ntcleo poblacional.

Nucleo n % de infeccion
Libre (Pefiiscola) 1 3,17
Libre (Almenara) 2 8,0%0¢
Libre (La Safor-Gandia) 8 25,00¢
Cautividad 0 0,0%>¢

n: numero de individuos por nucleo. % de positivos: porcentaje de individuos positivos. Los superindices a,b y ¢ indican diferencias
significativas entre las distintas poblaciones.
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4.1.4.- Estudio parasitologico en Trachemys scripta elegans

Un total de 105 ejemplares fueron examinados para su estudio parasitologico, de

los cuales el 7,6% (8/105) resultaron positivos a la presencia de parasitos.

Tras realizar el filtrado del agua contenida en las cajas de transporte no se observo
ninguna forma parasitaria. Asimismo, le técnica coprologica de McMaster modificada

tampoco mostrd la presencia de ooquistes en las heces.

La inspeccion macroscopica del caparazén y la piel reveld la ausencia de
ectoparasitos. Los drganos internos como pulmon, corazon, bazo e higado se encontraban
asimismo libres de endoparasitos, tanto en el caso de animales de vida libre como en el de

los mantenidos en cautividad.

Al realizar el examen del contenido digestivo tras la apertura del intestino, se
encontraron ejemplares adultos de una unica especie de trematodo, identificado como
Telorchis attenuata, Goldberg, 1911 (Digenea, Telorchiidae) (figura 30). La prevalencia 109
de parasitacion por este trematodo fue del 7,6% (8/105). Todos los animales en que se

hallaron trematodos tras la necropsia contenian ademds huevos en sus heces tras

procesarlas mediante el método cualitativo de sedimentacién en formol-acetato de etilo

(figura 31).

Figura 30.- Telorchis attenuata, Goldberg, 1911 Figura 31.- Huevos de Telorchis attenuata,
(Digenea, Telorchiidae). Goldberg, 1911 (Digenea, Telorchiidae).
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De los ocho animales positivos, siete procedian del marjal de Almenara, y uno del
marjal de La Safor-Gandia. La intensidad media de parasitacion fue de 11,3, y el rango de
carga parasitaria se encontré entre 1 y 33 trematodos adultos por galdpago. Por ltimo, la

abundancia o densidad relativa fue de 0,86.
4.1.5.- Estudio microbiologico del agua de los marjales

Al finalizar la captura y analisis de los individuos se tomé una muestra de agua de
cada una de los marjales estudiados. En las aguas del marjal de Pefiscola se han aislado
cepas de las bacterias Aeromonas spp., Alcaligenes spp. Citrobacter breakii,
Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Klebsiella spp., Pseudomonas alcaligenes,
Pseudomonas putida, Salmonella spp., Streptococcus fecales, Vibrio cholerae, Serratia
marcensis 'y Stenoprophomonas maltophilia. De las bacterias aisladas en este marjal, no
se encontrd ninguna especie de Serratia marcensis y Stenoprophomonas maltophilia en

los galapagos capturados en sus aguas (tabla 19).

Tabla 19.- Resultado del analisis microbioldgico de las aguas de los marjales.

Pefiiscola  Almenara  Gandia Peiliscola  Almenara  Gandia
Aeromonas sp. + + + Plesiomonas shigeloides - - -
Alcaligenes sp. + - - Proteus sp. - + +
Citrobacter breakii - - - Providencia sp. - - -
Citrobacter freundii + - - Pseudomonas aeroginosa - + +
Citrobacter sp. - - - Pseudomonas alcaligenes + - -
Edwarsiella tarda - - - Pseudomonas fluorenscis - + -
Enterobacter cloacae + - - Pseudomonas putida + + -
Enterobacter sp. - - + Salmonella sp. + + +
Escherichia coli + + + Staphyloccoccus aureus - - -
Klebsiella sp. + + + Streptococcus fecales + + +
Morganella morganii - - - Vibrio cholerae + - -
Pasteurella sp. - + - Vibrio sp. - + +

Bacterias no encontradas en los galapagos a pesar de su presencia en aguas.
Pefiiscola ~ Almenara  Gandia

Burkhoderia - + +
Rauoltella sp. - + +
Serratia sp. - - +
Serratia marcensis + + -
Stenoprophomonas maltophilia + - -

+: presencia de la bacteria en la muestra de agua del marjal, -:ausencia de la bacteria en la muestra de agua del
marjal.
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En las lagunas del marjal de Almenara se han aislado cepas de Aeromonas spp.,
Escherichia coli, Klebsiella spp., Pasterella sp., Proteus spp., Pseudomonas aeroginosa,
Pseudomonas fluorenscis, Pseudomonas putida, Salmonella spp., Streptococcus fecales,
Vibrio spp., Burkhoderia spp, Rauoltella spp., y Serratia marcensis. De las bacterias
aisladas en este marjal, no se encontrd ninguna especie de Burkhoderia burkhoderia,

Rauoltella sp. y Serratia marcensis en las tortugas capturadas en sus aguas (tabla 19).

En los humedales del marjal de La Safor-Gandia se aislaron cepas de las especies:
Aeromonas spp., Enterobacter, Escherichia coli, Klebsiella spp., Proteus spp.,
Pseudomonas aeroginosa, Salmonella spp., Streptococcus fecales, Vibrio spp.,
Burkhoderia spp., Rauoltella spp., y Serratia spp. De las bacterias aisladas en este marjal,
no se encontrd ninguna especie de Burkhoderia Burkhoderia, Rauoltella sp. y Serratia sp.

en los galdpagos capturados en sus aguas (tabla 19).

Existen cuatro especies bacterianas comunes en las diferentes marjales estudiadas:
Escherichia coli, Klebsiella sp., Salmonella sp., Streptococcus fecales (tabla 19). Las

cuatro especies fueron aisladas a partir de los galdpagos capturados de sus aguas.

El estudio de las aguas de los marjales pone de manifiesto que no existen
diferencias entre las especies bacterianas presentes en el agua y aquellas aisladas de las
muestras de Trachemys scripta elegans, a excepcion de Burkhoderia, Rauoltella, Serratia

y Stenoprophomonas que nunca se aislaron a partir de muestras de galdpagos.
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4.2.- Testudo hermanni hermanni

Desde el mes de abril a octubre de 2009 se tuvo acceso a 69 ejemplares de la
especie Testudo hermanni hermanni, 38 (55,1%) individuos fueron hembras y 31 (44,9%)
machos, con edades comprendidas entre cinco y diez afios (figura 32). De los ejemplares
capturados 52 (75,4%) procedian del Criadero de Mallorca, 10 (14,5%) de la Sierra de
Irta y siete (10,1%) del Desierto de las Palmas.
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Figura 32.- Relacién de ejemplares de Testudo hermanni hermani muestreados, segun
procedencia y sexo. Los nimeros dentro de las columnas indican el nimero de individuos dentro de
cada grupo (machos y hembras).

4.2.1.- Determinacion de Salmonella en Testudo hermanni
hermanni

Se examinaron 69 muestras de hisopos cloacales. 52 (75,4%) muestras
procedieron de criaderos y presentaron una incidencia para Salmonella del 59,616,9%.
Mientras que las muestras de los 17 (24,6%) animales de vida libre presentaban una
prevalencia del 11,849,5%. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas
respecto a la presencia de Salmonella en animales de cautividad y los de vida libre

(p<0,05) siendo los primeros los mas afectados por la bacteria.

Las técnicas utilizadas para el diagnéstico de Salmonella fueron PCR a tiempo

real y la Norma ISO 6579:2002 (anexo D). Se encontraron diferencias significativas entre
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las dos técnicas (p<0,05), los resultaros revelaron que el 47,8% (n=33) de las muestras
fueron positivas al método de PCR a tiempo real, sin embargo solo el 14,5% (n=10) de
las muestras fueron positivas mediante el método de la Norma ISO 6579:2002, todas las

muestras positivas a éste método lo fueron a la prueba molecular utilizada.

Los serotipos aislados a partir de muestras de Testudo hermanni hermanni son S.
Abony (n=5), S. Hermannsweder (n=1), S. Kottbus (n=1) y S. Salamae (n=3). En los
ejemplares de vida libre positivos del cercado del Desierto de las Palmas (Castellon)

presentaron el serotipo S. Salamae (n=2).

Comportamiento de Salmonella frente a los antibioticos, cepas asiladas de Testudo

hermanni hermanni

Los antibiogramas realizados a partir de las colonias de Salmonella aisladas,
muestran gran resistencia a una amplia gama de antibidticos testados. La ampicilina,
amikacina, amoxicilina-dcido clavulanico, cabernicilina, gentamicina, kanamicina,
piperacilina y tetraciclina presentaron resistencia total en el 100% de las cepas testadas.
El 70% fueron totalmente resistentes a la ceftazidima, mientras que el 30% presentaron
resistencia intermedia a este antibiotico. El 50% de las cepas, presentaron resistencia total
al 4cido nalidixico, el otro 50% de las cepas presentaron resistencia intermedia. El 40%
de las cepas testadas para la enrofloxacina y la ciprofloxacina presentaron resistencia
total, y el 60% de las cepas una resistencia intermedia. E1 30% de las cepas presentaron
resistencia total a cefotaxima y clorafenicol, mientras que el 70% de ellas presentaron
resistencia intermedia a dichos antibidticos. El 40% de las cepas exhibieron resistencia
intermedia a imipenem, el 20% de las cepas resistencia total y el 40% restante fueron
sensibles. El 10% de las cepas presentaron resistencia total al trimetoprim-
sulfametoxazol, mientras que el resto de las cepas (90%) mostraron resistencia intermedia

(tabla 20).
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Tabla 20.- Resumen del resultado de los antibiogramas realizados a cepas de Salmonella procedentes de
muestras de Testudo hermanni hermanni.

Antibiotico Resistencia total Resistencia Intermedia Sensible
n % de cepas n % de cepas n % de cepas

Ampicilina 10 100

Acido nalidixico 5 50 5 50

Amikacina 10 100

Amoxicilina-Ac. Clavulanico 10 100

Cabernicilina 10 100

Cefotaxima 3 30 7 70

Ceftazidima 7 70 3 30

Ciprofloxacina 4 40 6 60

Cloranfenicol 3 30 7 70

Enrofloxacina 4 40 6 60

Gentamicina 10 100

Imipenem 2 20 4 40 4 40
Kanamicina 10 100

Piperacilina 10 100

Tetraciclina 10 100

Trimetoprim-sulfametoxazol 1 10 9 90

n: nimero de cepas que presentan diferente grado de resistencia frente a cada uno de los antibidticos.

Las cinco cepas aisladas del serotipo S. Abony a partir de ejemplares de criadero
presenta diferente patrén de resistencia segun la muestra, sin embargo las cepas del
serotipo S. Salamae procedentes tanto de animales de criadero como de animales de

libertad presentan el mismo comportamiento (tabla 21).

Tabla 21.- Resumen del resultado de los antibiogramas realizados a cepas de Salmonella procedentes de
muestras de Testudo hermanni hermanni, segun el serotipo.

Antibidtico S. Abony S. Salamae  S. Hermannswerder S. Kottbus

RT RI S RT RI S RT RI S RT RI S
n n n n n n n n n n n n

Ampicilina 5 3 1 1

Acido nalidixico 32 3 1 1

Amikacina 5 3 1 1

Amoxicilina-Ac. 5 3 1 1

Clavulanico

Cabernicilina 5 3 1 1

Cefotaxima 3 2 3 1 1

Ceftazidima 5 3 1 1

Ciprofloxacina 3 2 3 1 1

Cloranfenicol 3 3 1 1

Enrofloxacina 4 1 3 1 1

Gentamicina 5 3 1 1

Imipenem 2 3 3 1 1

Kanamicina 5 3 1 1

Piperacilina 5 3 1 1

Tetraciclina 5 3 1 1

Trimetoprim-sulfametoxazol 1 4 3 1 1

RT: Resistencia total; RI: Resistencia intermedia; S: sensible; n:numero de cepas
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4.2.2.- Estudio de portadores de Herpesvirus (ChHV) en
Testudo hermanni hermanni

Las 69 muestras de hisopos orales de Testudo hermanni hermanni, se estudiaron
mediante pruebas moleculares (reaccion en cadena de la polimerasa, PCR) para

Herpesvirus (ChHV) y en todos los casos fueron negativas.

4.2.3.- Estudio parasitoldgico en Testudo hermanni hermanni

El estudio de parésitos gastrointestinales se pudo realizar en 58 de los ejemplares
que forman el estudio, debido a la imposibilidad de obtener heces en el momento de la

toma de muestras del resto de ejemplares.

El 98,3% (57/58) de las muestras de heces analizadas de las tortugas Testudo
hermanni hermanni presentaron formas parasitarias, huevos de oxiuridos. No se pudo
conocer la especie que parasita a las tortugas examinadas por varias razones, por un lado,
porque las tortugas no eliminaron ninguna forma adulta, y por otro, por la imposibilidad
de realizar necropsias para obtener
adultos, ya que son especies
protegidas. Pero a pesar de ello, por la
morfologia de los huevos se puede
afirmar que los nematodos pertenecen
a la familia  Pharyngodonidae,
pudiendo ser Alaeuris numidica,

Mehdiella  microstoma, Mehdiella

uncinata, Tachygonetria longicollis,

Figura 33.- Huevos de oxidridos (Familia
Tachygonetria conica o Tachygonetria ~ Pharyngodomidae) en heces de Testudo hermanni
hermanni.

palearcticus (figura 33).

La intensidad media de huevos por gramo de heces (hpg) de nematodos fue de

5532. La eliminacion de huevos por gramo de heces fue mayor en los ejemplares
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procedentes de criaderos que en los procedentes de los cercados de vida libre (tabla 22).

Existiendo diferencias significativas entre ambos grupos (prueba F: 9,9016-107).

Tabla 22.- Huevos de oxilridos por gramo de heces.

Criaderos Mallorca Vida libre
hpg hpg
(huevos por gramo) (huevos por gramo)
Intensidad media 5828 4397
Intensidad (rango) (67-29497) (0-4033)
ES (estandar) +6631,46 +2633,45

4.3.- Diferencias en la identificacion de agentes patogenos entre
la especie invasora de las costas mediterraneas Trachemys
scripta elegans y la especie autoctona Testudo hermanni
hermanni

Al comparar los resultados obtenidos en Trachemys scripta elegans y Testudo
hermanni hermanni en cuanto a la presencia de Salmonella, existen diferencias
significativas entre ambas poblaciones (p<0,05). Por otro lado, solo se han aislado
Herpesvirus (ChHV) en quelonios de la especie Trachemys scripta elegans (10,5%) y no
en Testudo hermanni hermanni. Por Gltimo, en relacion a las helmintiosis parasitarias
que afectan a los quelonios de este estudio, la especie Testudo hermanni hermanni
presenta una porcentaje de parasitacion mayor que Trachemys scripta elegans (98,3% y
7,6% respectivamente) existiendo diferencias significativas entre ambas poblaciones

(p<0,05).
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5.- DISCUSION
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5.1.- Trachemys scripta elegans

Al igual que el estado sanitario de cada ser vivo que forma un ecosistema es
importante para cada componente del mismo, en la poblacion humana es importante el
estado sanitario de los animales que estdn en su entorno, en este grupo estarian
contemplados desde los animales que forman parte de la dieta hasta los animales de
parajes colindantes a poblaciones, pasando por los animales que conviven diariamente
con las personas, como son las mascotas. Los animales objeto del presente estudio
pueden formar parte de ecosistemas o ser mascotas, en el primer caso se consideran
especies invasoras y en el segundo caso la legislacion actual no lo permite. Las
enfermedades zoondticas son un hecho muy estudiado desde la antigliedad siempre
unido al factor de compartir ecosistema del hombre y los animales, aumentando la
posibilidad de infeccion conforme se estrecha la relacién entre animal-hombre, sin
olvidar las caracteristicas propias del agente patdgeno. La transmision de
microorganismos de Trachemys al hombre se ha puesto en evidencia en algunas
infecciones importantes en Salud Publica, sobretodo la salmonelosis (CDC 2005; CDC
2007; CDC 2008; CDC 2010).

5.1.1.- Estudio macroscopico de los 6rganos

El higado de los ejemplares de Trachemys del presente estudio ha sido el érgano
que presentaba mayor nimero de lesiones macroscopicas, pero no se ha podido
comparar con otros estudios de la misma especie, ya que no se han encontrado
referencias bibliogréaficas al respecto por el escaso numero de trabajos publicados sobre

el estado sanitario de esta especie de galépago.

5.1.2.- Estudio bacteriologia

5.1.2.1.- Estudio bacteriologia por érganos vs poblaciones

Dentro de lo que se podria esperar, el intestino fue el érgano con mayor
prevalencia de bacterias (65,8%), debido a que es un o6rgano con poblacién
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microbidtica. Sin embargo en drganos como el higado, bazo o riidn donde no se
esperaria una presencia de bacterias, la prevalencia fue importante 27,8%, 18,9% y
15,8% respectivamente, al igual que en el pulmon que presentd una prevalencia del
35,8%. La especie de bacteria mas prevalente en todos los drganos fue Aeromonas
hidrophyla, bacteria que se ha asilado en reptiles, anfibios, peces (Mathewson y
Dupont, 1992). Pero no se han podido comparar los hallazgos del presente trabajo con
otros similares ya que no se han encontrado referencias bibliograficas por el escaso
numero de trabajos publicados sobre la microbiota general en diferentes 6rganos en esta

especie de galapago.

5.1.2.2.- Estudio bacteriologia por poblaciones

En el presente estudio se han aislado gran numero de especies bacterianas
potencialmente patdgenas para el hombre y otros animales de interés ecoldgico que
comparten hébitat con estos galdpagos. Por su importancia zoonotica destacan
Salmonella y Herpesvirus.

5.1.2.2.1.- Salmonella

El estudio de la infeccion de Salmonella en galdpagos ha sido el objetivo de las
autoridades de todo el mundo durante afios, por el uso extendido de estos animales
como mascotas, de hecho a Trachemys frecuentemente se les ha responsabilizado de la
salmonelosis en humanos, especialmente en nifios (Feeley y Treger, 1969; Mermin et
al., 1997; Woodward et al., 1997, Lynch et al., 1999; Torfoss y Abrahamsen, 2000;
Rodgers et al., 2002; CDC 2005; CDC 2007; CDC 2008; CDC 2010). En un estudio
realizado en Canada se ha estimado que entre el 3 y 5% de todos los casos de
salmonelosis en humanos estan asociados a la exposicion de animales exdéticos. El 55%
de estos casos estaban asociados a galapagos (Woodward et al., 1997). Por otro lado, en
Puerto Rico se ha detectado que alrededor del 85% de los casos de salmonelosis
humana esta ligado a los galapagos exdticos (Tauxe et al., 1985). En Europa, en
concreto en Alemania y Austria tras estudiar dos ejemplares de Trachemys no se

consiguio aislar la bacteria en las heces (Geue y Loschner, 2002). Este estudio pone de
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manifiesto que la prevalencia de Salmonella en los galapagos capturados en el litoral de
la Comunidad Valenciana es del 2,8%. Este porcentaje de infeccion es
aproximadamente igual al de otros ejemplares de la misma especie capturados del
Parque Nacional de Dofiana (4,5%, Hidalgo-Vila et al.,2008a) e inferior a otras especies
de galdpagos como Mauremys leprosae (12,0%) y Emys orbicularis (15,4%, Hidalgo-
Vila et al., 2007). En relacion a las condiciones de vida de los individuos estudiados
(cautividad vs. libertad), no se ha detectado la presencia de Salmonella en aquellos
ejemplares utilizados como mascotas. Hidalgo-Vila et al. (2008a), obtuvo el mismo
resultado al analizar ejemplares en cautividad de Trachemys scripta elegans, sin
embargo, el mismo estudio para otras especies puso en evidencia la infeccion por
Salmonella en un porcentaje del 5,1 % en Trachemys emolli y Pseudemys nelsoni.
Respecto a nuestro estudio hay que tener presente que solamente se analizaron seis
ejemplares en cautivad, por lo que hay que tener especial cuidado al valorar estos datos.
Sélo se detectd Salmonella en tres ejemplares de vida libre (2,8%), de nuevo un nimero
inferior al obtenido por Hidalgo-Vila et al. (2008a) para este tipo de galapagos en
libertad (5,7%).

El estudio de la EFSA (2010) pone de manifiesto que los principales serotipos
implicados en Salud Pudblica son Salmonella Enteritidis, Salmonella Thyphymurium,
Salmonella Hadar, Salmonella Virchow, Salmonella Infantis. En reptiles son numerosos
los serotipos de Salmonella hallados en todo el mundo. En Canada se han asilado los
serotipos S. Java, S. Stanley, S. Poona, S, Jangwani, S. Tilene, S. Litchfield, S.
Manhattan, S. Pomona, S. Miami, S. Rubislaw, S. Marina, S. Wassenaar (\Woodward et
al., 1997). En Puerto Rico se asilo S. Pomona (Tauxe et al., 1985). En Europa, en
concreto en el zooldgico de Roma se identificaron 22 serotipos diferentes, siete
pertenecientes a Salmonella enterica subsp. I, 4a la subespecie Illa y uno que no se
pudo tipificar (Corrente et al., 2004). En nuestras poblaciones de estudio en el levante
espafiol se han encontrado Unicamente tres ejemplares infectados, uno por S. Rissen y
dos por S. Thyphimurium. Sin embargo, en el Parque Nacional de Dofiana se aislaron
unicamente los serotipo Salmonella Postdam, y 9,12:1,v:z39 (Hidalgo-Vila et al., 2007).
Un estudio realizado por la misma autora en las lagunas de Acebuche y Portil, suroeste
de Espafia, también puso de manifiesto la presencia de S. Thyphimurium, ademas de
otros serotipos como S. Postdam, S. Bredeney, 4,12,27:b:[e,n,x] y S. Anatum (Hidalgo-
Vila et al., 2008a). Por otro lado, son muchos los autores que han descrito el serotipo S.
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Newport como un serotipo ampliamente distribuido en reptiles (Greenberg et al., 1976,
Abalem de Sa y Solari, 2001; Geue y Loschner, 2002; Corrente et al., 2004) y en
medios acudticos (Polo et al., 1999; Baudart et al., 2000), sin embargo, no se conoce

ninguna referencia bibliografica en la cual indique que se ha aislado en Espafia.

Comportamiento de Salmonella frente a los antibidticos, cepas asiladas de

Trachemys scripta elegans

En los ultimos afios la OMS ha denunciado el aumento de bacterias resistentes a
los antibidticos, disminuyendo las posibilidades de éxito en el tratamiento de
infecciones por microorganismos. En el presente estudio, Unicamente se realizaron tres
antibiogramas, debido a la escasa prevalencia de Salmonella. Por lo tanto, se debe tener
especial precaucion a la hora de interpretar los datos obtenidos, se deben valorar los
resultados para contribuir al conocimiento de las resistencias de las cepas de Salmonella
obtenidas a partir de galapagos. La resistencia a los antibiéticos de las cepas aisladas es
mas elevada que en otros estudios. Todas las cepas de Salmonella fueron resistentes a la
ampicilina, a diferencia de las cepas asiladas por Tellez (2003), en las que sélo el 1,6%
de las cepas presentaban una resistencia total. Corrente et al. (2004), observé que
Unicamente un 17,4% de las cepas aisladas fueron resistentes a dicho antibiético. Todas
las cepas del presente estudio fueron resistentes al acido nalidixico a diferencia de los
resultados de los antibiogramas realizados por Tellez (2003) que revelan un 5,3% de
cepas resistentes. Corrente et al. (2004) observo que Unicamente un 13,1% de las cepas
aisladas fueron resistentes a dicho antibidtico. La tetraciclina que en nuestro estudio
presenta una resistencia del 100%, en el estudio de Tellez (2003) tan sdlo fueron
resistentes a este antibiotico el 2,5% de las cepas, y en el de Corrente et al. (2004) el
19,6% de las cepas. Los antibioticos como la amikacina, ciprofloxacina, cloranfenicol,
gentamicina e imipenem que mostraron una resistencia total en todas las cepas del
presente trabajo, en el trabajo de Tellez (2003) presentaban alta sensibilidad a ellos.
Todas las cepas exhibieron una resistencia total a la carbernicilina y a la enrofloxacina,
mientras que solo presentaron resistencia el 1,2% y del 0,41% en el trabajo de Tellez
(2003) y Corrente et. al., (2004), respectivamente. Las cepas testadas presentaron una
resistencia importante a la ceftazidima (33,3% resistencia total y 66,7% resistencia
intermedia) mientras que en el trabajo de Tellez (2003) todas las cepas fueron sensibles

a este antibiotico. Los mismos datos se obtuvieron con la cefotaxina (66,7% de
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resistencia total) y el trimetoprim-sulfametoxazol (33,3%) que en el trabajo de Tellez
(2003) todas las cepas son sensibles a estos antibidticos. La piperacilina es el Unico
antibiotico al cual las cepas del presente estudio muestran sensibilidad (33,3%) pero
muy inferior al trabajo de Tellez (2003) en el cual el 99,2% de las cepas de Salmonella

fueron sensibles.

5.1.2.2.2.- Otras especies bacterianas

Aeromonas

Aeromonas hydrophila es una bacteria muy ubicua de los ecosistemas acuaticos,
tanto de agua dulce como de agua salada (Dumontet et al., 1996; Kersters et al., 1996;
Miranda y Castillo, 1996; Okpokwasili y Akujobi, 1996; Borrell et al., 1998; Gofii-
Urriza et al., 1999; Montes et al., 1999; Sechi et al., 2002; Obi et al., 2003). Se han
aislado tanto en reptiles, anfibios, peces como en animales de sangre caliente, incluso en
humanos (Mathewson y Dupont, 1992). En humanos puede producir infecciones
gastrointestinales con sintomatologia diarreica (Janda, 2001) e infecciones
extraintestinales desarrollando sepsia a través del tracto gastrointestinal (Janda y Abbot,
1998). En el presente estudio ha sido el microorganismo mas prevalente presente en
todas las poblaciones de vida libre y en las de cautividad. Ademas, se ha aislado a partir
de todos los 6rganos en los animales de vida libre, y en los intestinos de los individuos
en cautividad. Los galapagos son por tanto un reservorio importante de contaminacién
para los peces que conviven en los marjales, como por ejemplo para la poblacion de
samaruc (Valencia hispanica), que es una especie protegida. También pueden ser foco
de infeccion para humanos, ya que del ecosistema de agua dulce de los marjales puede
pasar facilmente a las playas, frecuentadas por numerosos bafistas sobre todo en la
época estival.

Escherichia

Escherichia coli se puede confirmar como un microorganismos habitual de la
microbiota intestinal de estos quelonios, al igual que en los animales de sangre caliente
(Kaper et al., 2004). Se ha encontrado tanto en las tres poblaciones de vida libre como

en los ejemplares de cautividad, ademas en las aguas de los tres marjales. El agua de los
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tres marjales podria estar contaminada tanto por las aguas residuales que abastecen las
lagunas como por las excreciones de los animales que viven en estos humedales. Todo
ello contribuye a aumentar los recuentos de esta bacteria y corrobora los estudios de
Ishii y colaboradores en 2006 y 2007, en los cuales enumera las fuentes que contribuyen
a aumentar los recuentos de estas bacterias en rios y playas.

Staphylococcus

En el presente estudio, Staphylococcus es el patégeno mas abundante de los
galapagos en cautividad, debido a su estrecho contacto con los humanos. Las especies
coagulasa negativos, como son los Staphylococcus encontrados en este estudio, son
predominantes en la flora bacteriana de la piel, pero también es capaz de colonizar el
tracto respiratorio (Biberstein, 1990). La prevalencia de Staphylococcus coagulasa
negativo en este estudio es mayor en la poblacion de cautividad, seguramente por un
contacto mas estrecho con humanos. El érgano mas colonizado por estas bacterias son
los pulmones, aunque puede colonizar otros 6érganos, como es el caso de dos ejemplares
de la poblacién en cautividad en que la bacteria se encontrd en todos los 6rganos
examinados menos en el intestino. Estos resultados indican que en esos individuos se
habia llegado al estado de septicemia e incluso se podria llegar a una toxemia como
muestran algunos estudios en otros hospedadores (Mandell et al., 2000; Torres et al.,
2001; Peacock et al., 2002).

Plesiomonas

El habitat natural de Plesiomonas shigelloides es el agua dulce, se han aislado de
rios, lagos, estanques y sedimentos de muchos paises (Arai et al, 1980; Kelly y Kain,
1991; Medema y Schets, 1993; Schubert y Pelz 1993a; Schubert y Pelz 1993b; Aldova
et al., 1999). En el hombre la infeccion se puede presentar como una diarrea acuosa y
colitis disentérica, de cuadro agudo a cronico desde dos semanas a tres meses (Clark y
Janda, 1991). A pesar que no se ha encontrado en el agua de los tres marjales, se aislo a
partir de muestras del intestino de los animales de los tres marjales. En el presente
estudio es el quinto microorganismo mas abundante a nivel global y el tercero a nivel
intestinal. Por tanto, en la linea de los estudios de Bardon (1999), se puede indicar que

estos galapagos presentan de forma habitual este microorganismo.
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Proteus

Proteus exhibe un mecanismo uropatdgenico que culmina su accion patdgena
con episodios de pieolonefritis y septicemia (Kunin, 1997). Dos de los ejemplares de
cautividad presentaban Proteus en todos los 6rganos, por tanto se puede considerar que
era una septicemia y ademas estos dos ejemplares eran del mismo propietario y
compartian estanque, con lo cual podia haber existido una contaminacién horizontal
entre ellos. Una hipétesis seria que los ejemplares de Trachemys de cautividad se
infectaran por el manejo de los propietarios, ya que Proteus es un residente habitual del
tracto intestinal humano (Sabbuba, 2003), y los de vida libre se infectaran a través del
medio en el que habitaban, ya que es una bacteria ampliamente distribuida en el agua y
en el suelo (Stamm, 1999), hipdtesis que es corroborada por las analiticas de agua del
presente estudio.

Klebsiella

Este género es muy ubicuo en la naturaleza, se considera que tiene dos habitats
comunes: el medio ambiente y los animales, incluido el hombre. En el primero se
localiza tanto en aguas superficiales y residuales como en el suelo (Podschun y
Ullmann, 1998). Klebsiella causa infecciones del tracto urinario y neumonias, y es el
segundo agente causal en importancia, tras E. coli, de septicemias nosocomiales
(Podschun y Ullmann, 1998). EIl presente estudio puede corroborar lo anteriormente
expuesto, ya que se ha detectado en el agua de los tres marjales, pero solo en dos de las
poblaciones de galapagos. Se ha encontrado en casi todos los drganos, aungue con una
prevalencia baja, en humanos se considera que es la segunda causa de septicemia,
después de E. coli (Podschun y Ullmann, 1998). Su poder de penetracion,
multiplicacion en el hospedador y resistencia al sistema inmunitario tiene gran

importancia en su patogenicidad (Williams y Tomas, 1990).

Alcaligenes

Alcaligenes es un germen oportunista y poco habitual como agente patdgeno

humano, describiéndose principalmente en individuos inmunodeprimidos, neoplasicos y
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afectados de SIDA (Molla et al., 1996). En los afios noventa se le asocio como agente
patogeno, entre otros, de la fibrosis quistica (Gilligan, 1991). Esta bacteria esta presente
principalmente en nichos oligotroficos acuaticos. En el presente estudio se ha
encontrado formando parte de la microbiota de los 6rganos de los galapagos,
principalmente en aquellos de los ejemplares del marjal de Pefiiscola y también se aislo
en el agua de esta marjal. Por otro lado, en el agua de los marjales de Almenaray de La
Safor-Gandia no se identificd la bacteria, y el nimero de animales portadores es
también mucho menor. Estos resultados nos hacen pensar que existe una interrelacion
animales-medio, contaminando el mismo, siendo ellos un reservorio de estos agentes.
Hasta el momento en la literatura cientifica no se ha descrito la presencia de ninguna

especie de Alcaligenes en Trachemys scripta elegans.

Streptococcus

Son muy pocos los Streptococcus encontrados en este estudio. Dicha bacteria se
localiza de forma habitual en el tracto respiratorio, digestivo, genital, pudiendo vivir de
forma comensal hasta que un factor estresante desencadenara la accion patogena del
microorganismo (Biberstein, 2000). Streptococcus es un patdgeno humano responsable
no solo de la neumonia, sino de enfermedades como meningitis y bacteriemias (Sahn,
1990). No se han podido encontrar referencias de esta bacteria en Trachemys. En el
presente estudio, este microorganismo es de los pocos que se han hallado en los
galdpagos procedentes de cautividad. La via de infeccién de los galapagos de vida libre
infectados, se debe a la presencia de Streptococcus fecales en el agua, procedente de
aguas residuales. Debido a la baja presencia de este microorganismo en los animales y
la identificacion de este microorganismo en el agua de los tres marjales estudiados, se
puede indicar que estos animales no son reservorios principales de este género
bacteriano, de hecho no se conoce ninguna referencia bibliografica que relacione este

microorganismo y los galapagos.
Vibrio
Varias han sido las especies de Vibrio que se han podido aislar en el presente

estudio. V. cholerae presenta un ciclo de vida libre, formando parte de la microbiota de

los ecosistemas acuaticos, tanto de aguas saladas como de aguas dulces, en las que a
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menudo se encuentra asociada como comensal a diversos organismos acuaticos
(Colwell y Hug, 1994; Faruque et al., 1998). La adquisicion de factores de virulencia
por parte de algunas de las cepas las capacita para colonizar la mucosa del intestino
delgado humano, en donde persisten, se multiplican y producen la toxina causante del
colera (Kaper et al., 1995). EI hombre es el Gnico hospedador conocido de V. cholerae,
aunque se postula de la existencia de reservorios ambientales, donde los vibriones
permaneceran en estado latente, también se ha postulado que los cambios climaticos,
influirian en la aparicion de nuevos brotes de célera. Estos cambios marcarian el inicio
de una serie de eventos concatenados, como el incremento de la temperatura del agua,
de la concentracion de nutrientes y de la poblacion de plancton, que se han asociado con

el aumento del numero de casos de colera (Colwell, 1996).

Pseudomonas

Las infecciones por Pseudomonas spp. tienen gran interés dada su alta
frecuencia y resistencia a los antibioticos (Cuberos et al., 1998). A parte no existe una
correlacion entre clones y habitats, los clones dominantes estan distribuidos tanto en
habitats clinicos como en ambientales, sin poderse distinguir sus propiedades
genotipicas ni quimiotaxondmicas y son funcionalmente equivalentes en caracteristicas
virulentas y de colonizacién (Ruiz-Martinez, 2007). La mayoria de las infecciones estan
asociadas a una alteracion de las defensas locales o sistémicas del animal y pueden
afectar a multiples érganos y sistemas (Ruiz-Martinez, 2007). En el presente estudio se
han detectado varias especies de Pseudomonas en las aguas de los tres marjales, pero
solo en la poblacion de Pefiiscola se ha evidenciado la infeccion de los galapagos por
este microorganismo. Las aguas de estas marjales pueden ser reservorios de
Pseudomonas para infecciones tanto de humanos como de otros animales, esto seria
posible por la gran versatilidad del género para colonizar multiples nichos ecoldgicos
(Ruiz-Martinez, 2007).

Providencia
Providencia es un patdgeno oportunista con manifestaciones clinicas diferentes,

principalmente infecciones urinarias y gastroentéricas con o sin diarrea (Eberspacher et

al., 1990; O’Hara et al., 2000). Se encuentran ampliamente distribuidas en el agua y en
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el suelo (O’Hara et al., 2000). Sin embargo en el presente trabajo no se pudo aislar del
agua de las lagunas y la prevalencia de la bacteria en los galdpagos de vida libre fue

muy baja.

Enterobacter

El género Enterobacter se encuentra formando parte de la flora intestinal del
hombre y/o animales sin provocar ninguna patologia. Sin embargo, también pueden
colonizar las diferentes mucosas en especial las del tracto gastrointestinal y urinario,
ocasionando infecciones como neumonia, septicemia, meningitis, abscesos abdominales
ademas de infecciones urinarias (John et al., 1982). Hasta donde se ha podido averiguar
no se ha encontrado referencia de esta bacteria en el hospedador estudiado, por lo cual
se puede suponer que Enterobacter no suele ser habitante habitual del intestino de
Trachemys. En el presente estudio, solo se ha aislado en dos individuos, y de diferente
poblacion (Pefiscola y Almenara). Se ha determinado la presencia de una especie de
Enterobacter sin determinar, en pulmén y en el higado, del mismo ejemplar, lo que
evidencia la capacidad invasiva de Enterobacter en estos galapagos. Sin embargo no se
evidenciaron lesiones durante la necropsia. Estos animales podrian haberse infectado a
partir de las aguas residuales que abastecen los marjales. En el marjal de Almenara no
se aislo la bacteria, aunque si que se aislo a partir de uno de los animales de esta
poblacion. El hecho, podria deberse a que sus aguas sufren aporte muy irregular, que

podria diluir o concentrar la microbiota, junto al azar que se da en la toma de muestras.

Pasterella

Pasterella sp. coloniza el tracto gastrointestinal y respiratorio de una gran
variedad de animales, mamiferos y aves constituyen su principal reservorio (Holst et al.,
1992). Generalmente el hombre adquiere la infeccion por inoculacion directa, al entrar
en contacto con secreciones de animales infectados (Holmes et al., 1999). En nuestro
estudio tan sélo se detectd en dos individuos del marjal de Pefiiscola y en el agua del
marjal de Almenara. Una hipétesis que podria explicar su baja prevalencia seria su

escasa supervivencia en el ambiente (Quinn, 2002).
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Citrobacter

El género Citrobacter se puede encontrar con frecuencia en el suelo, agua,
comida y en el tracto intestinal de animales. Estos microorganismos pueden causar
infecciones importantes, especialmente en hospedadores inmunocomprometidos como
enfermos del SIDA, pacientes con quimioterapia, etc. (Lipsky et al. 1980; Samonis et
al., 1991; Flaherty et al., 1993). En el presente estudio se ha encontrado tan solo en el
agua del marjal de Pefiiscola, y en tres ejemplares de Trachemys, dos del marjal de

Gandia y uno en el de Pefiiscola, en los tres casos en el intestino de los animales.

Edwarsiella

La presencia de Edwarsiella tarda en galapagos ha sido descrita también en
otros estudios (Ivenson, 1971). En peces produce petequias y hemorragias en diversas
localizaciones, e incluso meningoencefalitis (Hanson, 2000). E. tarda se ha encontrado
en dos ejemplares, uno del marjal de Almenara y otro del de Gandia. Este hecho, puede
suponer un riesgo para los peces de las lagunas que cohabitan con los galapagos del
presente estudio, en concreto con el samaruc (Valencia hispanica) que es una especie
autoctona en los humedales de la Comunidad Valenciana y protegida de acuerdo con la

legislacion valenciana.

Morganella

Morganella produce infecciones de diferente grado de gravedad en diversos
Organos, se han descrito en el tracto urinario, vesicula biliar, etc. (Smithson et al. 2004).
Y al igual que Providencia, especie muy similar, se encuentra ampliamente distribuida
en el agua y en el suelo (O’Hara et al., 2000). Sin embargo en el presente trabajo tan
solo un ejemplar presentaba infeccidn dicha bacteria.

En conclusion, dentro del estudio de la identificacion de la bacteriologia de
Trachemys scripta elegans en la Comunidad Valenciana, se ha observado que esta
especie es el hospedador de Vibrio cholerae, Alcaligenes spp., Aeromonas hydrophila,
Proteus spp., Morganella spp., Providencia spp., Enterobacter spp., Escherichia coli,

Citrobacter spp., Edwarsiella tarda, Plesiomonas shigelloide, Klebsiella spp.,
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Pseudomonas spp., Pasterella spp., Streptococcus spp., Staphylococcus spp vy
Salmonella spp. Por otro lado, todas estas especies bacterianas aisladas en los galapagos
de la Comunidad Valenciana se han encontrado en las muestras de agua de los marjales,

excepto Staphylococcus y Plesiomonas.
5.1.3.- Estudio virico en Trachemys scripta elegans

Los Herpesvirus son de especial importancia por su amplia repercusion y su
diversidad evolutiva, estando ligada a importantes enfermedades de animales
domésticos y el hombre. Los Herpesvirus establecen infecciones de larga duracion con
periodos de reactivacion, produciendo la fase clinica de la enfermedad. La eliminacién o
transmision de los virus puede ser intermitente o continua. En el presente estudio se
pone de evidencia la presencia de Herpesvirus (ChHV) en un 10,5% (11/95) de la
poblacion estudiada, sin embargo, no se ha encontrado ningun estudio que describa la
presencia de Herpesvirus (ChHV) en este tipo de galdpagos (Trachemys scripta
elegans). En el presente estudio, se pone de manifiesto que uno de cada diez galapagos
estd infectado y como consecuencia son un foco de infeccion para otros animales. La
poblacion del marjal de La Safor-Gandia es la que presenta mayor numero de
individuos infectados. En la actualidad se desconoce como se transmite dicho virus de
un individuo a otro, lo que si se conoce es gque estos virus son muy inestables en el
medio, son muy sensibles a detergentes y a disolventes organicos (Quinn et al., 2002).
Es poco probable y aventurado, con un 10% aproximadamente de positivos, citar que
estos galapagos pueden ser reservorio de Herpesvirus (ChHV) para infecciones
humanas por varias razones. La primera es el salto de especie, y por lo que se sabe,
estos virus son bastante especificos de especie (Quinn et al., 2002) sin olvidar que los
reptiles estan evolutivamente bastante separados de los mamiferos. Y en segundo lugar
aunque estos reptiles eliminen Herpesvirus (ChHV) al medio, es poco probable que
estos entren en contacto con humanos, ya que como se ha citado anteriormente son muy
inestables en el medio, y en este viaje hasta el ser humano deben atravesar diferentes

ecosistemas uno de agua dulce y otro marino.
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5.1.4. Estudio parasitologico en Trachemys scripta elegans

En el presente estudio no se han encontrado evidencias de parasitacion por
coccidios en Trachemys scripta elegans, en Espafia el indice-catalogo de zooparasitos
tampoco recoge ninguna evidencia de ello (Cordero del Campillo et al., 1994). En 2004
se describio Eimeria mitraria en Emys orbicularis en Galicia (Segade et al., 2004). La
literatura internacional a la que se ha tenido acceso tampoco recoge ningun caso de
coccidiosis en estas especies, aunque si existen evidencias de coccidiosis en Heosemys
depresa, perteneciente a la familia Geoemydidae (Siroky y Modry, 2006) o en Lissemys
punctata andersonii (Helke et al., 2006). Por lo tanto se podria aventurar que la
presencia de estos protozoos en galapagos en Esparia es muy baja, a pesar de los escasos
estudios que existen. Telorchis attenuata ha sido el Unico parasito que se ha encontrado
en los galapagos exoticos (Trachemys scripta elegans), este trematodo se ha descrito en
alguna ocasion como parasito de esta especie hospedadora en Yucatan México,
distribucion natural de la especie (Moravec y Vargas-Vazquez, 1998). En el presente
estudio el 7,6% de Trachemys presentaba el trematodo, todos los galapagos parasitados
excepto uno, pertenecen a la marjal de Almenara, lo cual pone de evidencia que se dan
mejores condiciones en el marjal de Almenara que en el de La Safor-Gandia para que
se cierre el ciclo bioldgico de Telorchis. La Unica especie de Telorchis encontrada en
Esparia fue T. solivagus en Granada y estaba parasitando al Galapago Leproso
(Mauremys caspica) (Cordero del Campillo et al., 1994). La falta de citas de T.
attenuata en Espafia a lo largo de la historia de la parasitologia de este pais y las citas
existentes de esta especie de Telorchis en su distribucién natural, a pesar de los escasos
estudios al respecto, nos pueden llevar a pensar que esta especie parasita ha sido
importada junto a los ejemplares de Trachemys que se importaron y que ha ido
perdurando a lo largo del tiempo. Tampoco hay que olvidar la gran confusion que existe
en la clasificacion de estos trematodos a nivel de especie y la antigiiedad de la literatura
al respecto. En el presente trabajo no se han aislado nematodos parasitando a estos
galapagos, a diferencia de otros estudios de helmintofauna realizados en Espafia, por
ejemplo el realizado en el Parque Nacional de Dofiana (Huelva) donde si que se aislaron
estos nematodos (Hidalgo-Vila et al., 2009).
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5.1.5.- Estudio microbiolédgico del agua de los marjales

En referencia a la identificacion bacteriana de los marjales donde habitaban los
individuos estudiados, cabe destacar la especie Vibrio cholerae por su importancia en
Salud Publica y que se ha aislo de los tres marjales estudiadas. Esta especie de Vibrio se
considera que forma parte de la microflora de los ecosistemas acuaticos y que se
encuentra asociada como comensal a organismos acuaticos (Colwell y Hull, 1994;
Faruque et al., 1998). V. cholerae produce un aumento de la pérdida de iones y de agua
a la luz del tracto intestinal, asociado a la secrecion de cloro y bicarbonato, ademas de la
inhibicion de la absorcion intestinal de cloruro soédico conduce a cambios en los
movimientos de los liquidos y dan como resultado una diarrea acuosa (Robles et al.,
1999). Esta especie, causa importantes epidemias, la primera referencia es debido al
cambio de estilo de vida del hombre hacia el sedentarismo, credndose los primeros
poblados, hace 10.000 afios y actualmente sigue en curso la séptima pandemia,
principalmente en paises en vias de desarrollo con casos esporddicos en paises
desarrollados (Byun et al., 1999; Farfan 2002). No es dificil que las bacterias de Vibrio
entren en contacto con el hombre, aunque en los marjales no es frecuente el bafio, éstas
descargan directamente al mar mediante golas y los tres marjales estan enclavadas en
playas importantes de la Comunidad Valenciana, pudiendo sobrevivir en aguas saladas.
Por otra parte hay que tener en consideracion que la dosis infectante tiene que ser
bastante elevada a no ser que el pH del estdbmago este neutralizado. Por tanto, para que
Vibrio cholerae produzca la enfermedad se tienen que dar varios factores concatenados,

que siendo poco probable, pueden suceder.
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5.2.- Testudo hermanni hermanni

La tortuga mediterrdnea denominada Testudo hermanni hermanni es una de las
especies de tortuga clasificadas tradicionalmente dentro el género Testudo. Se trata de
reptiles herbivoros y diurnos protegidos que pueden llegar a vivir edades comparables a
los humanos, y que se distribuyen ampliamente por el levante espafiol. Sin embargo,
nunca se le ha relacionado como fuente de alguna infeccién en humanos, posiblemente

por la legislacién vigente que prohibe su tenencia como mascota.

5.2.1.- Salmonella en Testudo hermanni hermanni

Son muy pocos los estudios de la prevalencia de Salmonella en quelonios en
libertad. En Marruecos, se examinaron un total de 28 ejemplares de Testudo graeca y la
prevalencia fue del 89,4% (Hidalgo-Vila et al., 2008b). Los estudios de Testudo
hermanni hermanni que se han realizado en la cuenca del mediterraneo, habitat de la
tortuga, y Salmonella son escasos, pero para Italia se ha publicado una prevalencia del
70% en tortugas en cautividad (Pasmans et al., 2000). En la zona central de Esparia el
41,5% de los reptiles examinados eliminaban Salmonella (Briones et al., 2004). En
Italia se detect6 un 34,5% de portadores en quelonios procedentes de tiendas, parques

zooldgicos y propietarios privados (Pasotto et al., 2002).

Los resultados de nuestro estudio para Testudo se diferencian con los del trabajo
de Hidalgo-Vila en el Parque Nacional de Dofiana (Hidalgo-Vila, 2007), donde el
100% (16/16) de las tortugas Testudo graeca estudiadas eran portadoras de Salmonella.
En nuestro estudio la prevalencia alcanzo el 47,8 % (33/69). Resultados similares a los
nuestros se obtuvieron de otro estudio realizado en mascotas de la especie Testudo
graeca, en el cual se recogian las muestras cuando el propietario llevaba el animal al
veterinario. Se reveld una prevalencia de Salmonella del 31% en 20 ejemplares (Tellez,
2003). Existen diferentes hipdtesis que pueden explicar las diferencias entre estudios
realizados en el mismo pais. En primer lugar a nivel de especie, aunque los dos
quelonios pertenecen al mismo género, puede existir una diferencia de sensibilidad a la
infeccion por Salmonella basada en la especie, aunque no conocemos ningun estudio

que corrobore esta hipdtesis. En segundo lugar no se tiene constancia si los ejemplares
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examinados pertenecian a la misma poblacién o a diferentes. Si pertenecieran a la
misma poblacion la infeccion horizontal (entre congéneres de la misma edad) y la
transmision vertical (fundamentalmente madre-hijos) seria mayor que si pertenecieran a
diferentes poblaciones como es el caso del presente estudio. En tercer lugar en el
presente trabajo se ha podido estudiar mas del cuadruplo de la poblacion del estudio de
Hidalgo-Vila (Hidalgo-Vila et al., 2007), o més del triple del trabajo de Tellez (2003), y
conforme se aumenta la poblacidn la prevalencia se acota mejor. Otra razon podria ser
debido a que la eliminacién de la bacteria no es continua y que en el presente estudio
solo se tomd una muestra y no tres de tres dias consecutivos como en los estudios

mencionados anteriormente.

Muchas son las dudas que se plantean respecto a la presencia de Salmonella, en
individuos de vida libre respecto a los que viven en cautividad. La prevalencia en
tortugas en cautividad es mucho mas elevada. En Europa, el porcentaje de tortugas
positivas a Salmonella procedentes de centros de cautividad italianos superaba el 70%
(Pasmans et al., 2000). En nuestro trabajo el porcentaje de infeccion de las tortugas
objeto de este estudio era mayor del 50%. Sin embargo este resultado es inferior al de
Pasmans (70%) para las colecciones de tortugas pero superior a la prevalencia del 31%
que se indica en un estudio espariol de Testudo graeca en cautividad (Briones et al.,
2004). No obstante, en el estudio de Hidalgo-Vila et al. (2007) todas las tortugas
(Testudo graeca) capturadas en el Parque Nacional de Dofiana fueron positivas a la
presencia de Salmonella, a diferencia de nuestro estudio en que las tortugas (Testudo

hermanni hermanni) de vida libre presentaban un rango de infeccion inferior, 12%.

Esta gran variabilidad de datos entre los diferentes estudios, puede deberse,
ademas de las razones citadas en el apartado anterior, a la técnica laboratorial utilizada
para el diagnostico de Salmonella. Muchas son las dudas que existen hoy en dia
respecto a la efectividad de las tecnicas que se utilizan para el diagnostico de
Salmonella dentro de una poblacion animal. Christensen et al. (2002) public6é que las
técnicas seroldgicas son técnicas poco practicas para trabajar a nivel de campo, ademas
de no poder diferenciar entre individuos que habian entrado en contacto con la bacteria
de aquellos que la portaban (Lo fo Wong et al., 2003). Por lo tanto es muy importante
que aquellos estudios que realizan programas de prevalencia o de control de patdgenos

se basen en la recogida de muestras adecuadas y el uso de técnicas lo suficientemente
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sensibles como para determinar el estatus sanitario de una poblacion (Heyndrickx et al.,
2002). Dos son los métodos que se han llevado a cabo para detectar la presencia de
Salmonella a partir de la muestras recogidas en las tortugas analizadas, el método 1SO
6579:2002 (anexo D) y la técnica de PCR a tiempo real. Todas las muestras que se
identificaron como Salmonella positivas por el método ISO también lo fueron por la
técnica de PCR. Sin embargo, fueron muchas las muestras diagnosticadas como
positivas por PCR y que por la técnica ISO fueron negativos. No se conoce ningun
estudio que compare las dos técnicas utilizadas con muestras de tortugas, pero si que
existen estudios parecidos en aves. Recientemente Temelli et al. (2010) obtuvo un
porcentaje de positivos mediante la técnica ISO 6579 del 55,6% y del 61,0% en el PCR
en hisopos cloacales de pollos, los porcentajes que obtuvieron en las dos técnicas son
muy similares entre ellos, a diferencia de nuestro estudio, en que si que existen
diferencias estadisticamente significativas entre estas dos técnicas. Autores como
Hadjinicolaou et al. (2009) o Hwa-Lee et al. (2009), demostraron una especificidad y
sensibilidad del 100% en la técnica de PCR. Sin embargo otros estudios obtuvieron
unos resultados de sensibilidad para Salmonella a través de hisopos cloacales algo
menor, un 84% (Temelli et al., 2010). Por otro lado, hay estudios que indican una
precision y sensibilidad del 65% y 56% respectivamente para la técnica 1SO 6579:2002,
bastante menor que la PCR, sin encontrar diferencias estadisticamente significativas con
otros medios de identificacion mediante cultivos (NMKL71, Nordic Committee on Food
Analysis; MSRV, Modified Semisolid Rappaport Vassiliadis) (Koyuncu y Haggblom,
2009).

Los principales serotipos implicados en Salud Publica son Salmonella
Enteritidis, Salmonella Thyphymurium, Salmonella Hadar, Salmonella Virchow,
Salmonella Infantis (EFSA, 2010). En Testudo graeca en Marruecos los serotipos
aislados de Salmonella enterica subespecie enterica fueron S. Abony, S. Richmond, S.
Kibusi, S. Potsdam, S. Pretoria, y para Salmonella enterica subespecie salamae fueron
9,12:259:1,5, 42:b:e,n,x,z15, 13,22:759:1,5, 17:9,t:z39 (Hidalgo-Vila et al., 2008b). En
Europa, en concreto en el zooldgico de Roma se identificaron 22 serotipos diferentes,
siete pertenecientes a Salmonella enterica subsp. I, 4a la subespecie Illay uno que no
se pudo tipificar (Corrente et al., 2004). De los cuatro serotipos diferentes de
Salmonella que se han aislado en Testudo hermanni hermanni en el presente estudio (S.

Abony, S. Hermannsweder, S. Kottbus y S. Salamae), s6lo hay uno en comdn con los
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obtenidos por Hidalgo-Vila et al. (2007) para Testudo graeca, éste es S. Abony. La
frecuencia de aislamiento de S. Abony fue mucho mayor que en el trabajo del Parque
Nacional de Dofana, 455% (5/11) y 12,5% (2/15) respectivamente. No hay
coincidencia entre los serotipos que se aislaron por Tellez (2003) en Testudo graeca (S.
Postdam y S. Canastel) con los aislados en nuestro trabajo. El serotipo S. Newport, que
segln numerosos autores, estd ampliamente distribuido en reptiles (Greenberg et al.,
1976; Abalem de Sa y Solari, 2001; Geue y Loschner, 2002; Corrente et al., 2004), no
se ha aislado en el presente estudio ni tampoco en el trabajo de Briones et al. (2004)
pero si en el de Hidalgo-Vila et al. (2007). Por otro lado, hay que destacar que en este
estudio se ha asilado el serotipo S. Thyphimurim, uno de los cinco que sefiala el
reglamento de la Unién Europea como de interés para Salud Publica (n.° 2160/2003), y
que junto al estudio de Hidalgo-Vila et al. (2008a) son los Unicos trabajos a los cuales
se ha tenido acceso, relacionados con quelonios en Espafia donde se haya aislado,

siendo por tanto un serotipo de riesgo para la transmision de la infeccion a humanos.

Comportamiento de Salmonella frente a los antibidticos, cepas asiladas de Testudo

hermanni hermanni

La resistencia a antibidticos en los ultimos afios ha sido un hecho preocupante
para la OMS debido al aumento del nimero de bacterias resistentes a antibidticos.
Disminuyendo, por tanto, las posibilidades de éxito en el tratamiento de infecciones por
microorganismos en el ser humano. Debido al bajo numero de colonias de Salmonella
aisladas a partir de las muestras de quelonios, muy pocos son los antibiogramas
realizados. Sin embargo, los resultados obtenidos en el presente estudio ponen de
manifiesto que las cepas de Salmonella aisladas presentan una resistencia a los
antibioticos mas elevada que otros trabajos publicados. Por ejemplo, todas las cepas de
Salmonella de nuestro estudio fueron resistentes a la ampicilina, a diferencia de las
cepas asiladas por Tellez (2003), donde solo el 1,6% de las cepas presentaban una
resistencia total a este antibiotico. También existen diferentes porcentajes de resistencia
a este antibidtico en el estudio de Corrente et al. (2004), un 17,4%. EIl porcentaje de
cepas resistentes al acido nalidixico en este estudio (62,5%) es muy superior a los
resultados de los antibiogramas realizados por Tellez (2003), que revelan un 5,3%,
siendo el antibidtico que mas cepas resistentes presenta. Nuestro resultado es todavia

muy superior al obtenido por Corrente et al. (2004) en su trabajo (13,1%). La



Estado Sanitario de 7. scripta elegansy T. hermanni hermannien C.V.

tetraciclina en nuestro estudio presenta una resistencia del 100%, mientras que en el
estudio de Tellez (2003) tan solo son resistentes a este antibidtico el 2,5% de las cepas,
y en el de Corrente et al. (2004) el 19,6% de las cepas. Las cepas aisladas en este
estudio presentan una resistencia total a la gentamicina, kanamicina o la amikacina,
mientras que en el trabajo de Tellez (2003) son sensibles. Otros antibi6ticos utilizados
en el presente estudio en el que las cepas de Salmonella presentan una alta resistencia
son: (de mayor a menor resistencia) ceftazidima (87,5%), ciprofloxacina (50,0%),
clorafenicol (37,5%), cefotaxima (37,5%), imipenem (25,0%), trimetoprim-
sulfametoxazol (12,5%). Cabe destacar estos resultados, ya que hasta el momento no se
habian encontrado cepas de Salmonella resistentes a los mismos (Tellez, 2003). Muy
alejado de nuestros resultados, encontramos el estudio de Geue y Lschner (2002), en el
cual todas las cepas de Salmonella fueron sensibles a todos los antibioticos testados.
Con lo cual se podria indicar que los perfiles de resistencia a los antibidticos son

representativos de una poblacion sometida a la presion antibidtica.

5.2.2.- Estudio de portadores de Herpesvirus (ChHV) en
Testudo hermanni hermanni

Todas las muestras de Testudo hermanni hermanni fueron negativas a
Herpesvirus, (ChHV). En 2004, se publicé un estudio similar con otras especies del
género Testudo que habitaban en zooldgicos en Reino Unido y que presentaban una
prevalencia del 8,2% (Soares et al., 2004). Si que existen estudios en Europa en los que
se ha aislado ChHV, siempre a partir de animales con sintomas respiratorios. En
Espafia, en concreto en Gerona se ha aislado ChHV a partir de individuos enfermos, en
poblaciones cautivas de Testudo graeca graeca (Muro et al., 1998). En el Sur de
Alemania se aisl6 ChHV en una coleccion de tortugas mediterraneas, (21 de ellas de la
especie Testudo hermanni hermanni), que presentaban sintomas complejos de rinitis y
estomatitis (Marschang et al., 1997). Con los resultados del presente estudio y hasta la
fecha se podria afirmar que las poblaciones de Testudo hermanni hermanni que habitan
en la Comunidad Valenciana estan libres de ChHV. Dos hipétesis dan validez a esta
afirmacion, por un lado la elevada sensibilidad de la técnica de diagndstico utilizada
(PCR) y por otro, porque segun se ha descrito, los animales que se infectan por ChHV

siempre presentan sintomas e incluso mueren (Hunt, 2006).
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5.2.3.- Estudio parasitologico en Testudo hermanni hermanni

En las muestras de heces de Testudo hermanni hermanni examinadas en el
presente estudio no se diagnostico parasitacion por coccidios. En el indice-catadlogo de
zooparasitos de Espafia tampoco se recoge ninguna cita de ello (Cordero del Campillo et
al., 1994). La literatura internacional a la que se ha tenido acceso no recoge ningln caso
de coccidiosis en esta especie, aunque si que existen evidencias de coccidiosis en
Heosemys depresa, perteneciente a la familia Geoemydidae (Siroky y Modry, 2006) o

en Lissemys punctata andersonii (Helke et al., 2006).

La helmintofauna que parasita a los ejemplares de Testudo hermanni hermanni,
es muy frecuente, siendo la intensidad muy elevada, tal y como refleja la cantidad de
huevos por gramo de heces obtenidos en este estudio. Estos datos son méas elevados que
los obtenidos en 2005 en Italia (Traversa et al., 2005). En dicho estudio los huevos por
gramo de heces en 37 ejemplares de Testudo hermanni hermanni, relevaba una media
de 1003 hpg (SD 1253,0), frente a los 5532 hpg (SD 6033,1) determinados en nuestro
trabajo. Las tortugas de vida libre presentan una tasa de parasitacion del 25% inferior a
las que proceden de criadero. Este hecho puede venir explicado por dos factores. El
primero y mas importante, es que se trata de un ciclo biol6gico directo, por tanto la
transmision es de congénere a congénere y la segunda razon es que las tortugas de
criadero viven mas hacinadas que las de vida libre, por tanto, la probabilidad de
contacto entre ellas y transmision de las formas parasitas es mas eficaz. Por otro lado,
existen estudios que demuestran que el alto porcentaje de parasitacion por miembros de
la familia Pharyngodonidae puede ser explicado por la baja patogenicidad del parasito,
la capacidad de supervivencia a los periodos de hibernacion, por las caracteristicas de
un ciclo bioldgico directo y el comportamiento y la ecologia del hospedador (Petter,
1966; Capelli et al., 1998).



Estado Sanitario de 7. scripta elegansy T. hermanni hermannien C.V.

5.3.- Diferencias en la identificacion de agentes infecciosos
entre la especie invasora de las costas mediterraneas
Trachemys scripta elegans y la especie autéctona Testudo
hermanni hermanni

Como se demuestra en el presente trabajo existen diferencias estadisticamente
significativas entre la prevalencia de Salmonella presente en individuos de la especie
Trachemys scripta elegans y los de la especie Testudo hermanni hermanni. Resultado
que se corresponde al obtenido en un estudio en el Parque Nacional de Dofiana, llevado
a cabo por Hidalgo-Vila et al., (2007). Entre las diferentes hipétesis que explican este
hecho, encontramos que los individuos de Trachemys eliminan Salmonella al medio
acuatico donde habitan, facilitando la epidemiologia de la infeccion entre los individuos
que coexisten en dicho habitat. Por otro lado, los individuos Testudo, al ser terrestres y
de hébitos alimenticios herbivoros, es mas dificil que se contaminen por ingestion de las
heces de los animales infectados (Andreu et al., 2000). Se considera que la alta
prevalencia de Salmonella en tortugas no debe de ser Gnicamente por la ingestion de
heces, posiblemente existe transmision cloacal durante la copula en la estacion de
apareamiento (Roques et al., 2004). En general, el medio acuatico se considera
favorable para la transmisién de Salmonella por muchos investigadores (Polo et al.,
1999; Baudart et al., 2000). Sin embargo, hay otros estudios que afirman que los
reptiles terrestres presentan una tasa de infeccion superior a los acuaticos (Greenberg et
al., 1976; Burnham et al., 1998).

En el presente trabajo se han encontrado Herpesvirus (ChHV) en quelonios de la
especie Trachemys scripta elegans y no en Testudo hermanni hermanni, en la literatura
no se han podido encontrar referencias de este virus en Trachemys, pero si en especies
del género Testudo (Marschang et al., 1997; Origgi y Jacobson, 2000; Origgi et al.,
2001; Origgi et al., 2004; Hunt, 2006; Marschang et al., 2009). Sin embargo, a pesar de
ello no existen diferencias estadisticamente significativas de la presencia de este virus
entre los dos hospedadores estudiados, posiblemente, este resultado se deba al bajo

ndmero de individuos infectados.

Independientemente de la especie helmintica parasita que afecta a los reptiles de

este estudio, los quelonios de la especie Testudo hermanni hermanni presentan un
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porcentaje de parasitacion mayor que Trachemys scripta elegans (98,3% y 7,6%
respectivamente) existiendo diferencias significativas entre ambas. Estas diferencias
pueden ser debidas a maltiples factores, desde el tipo de ciclo biolégico del parasito
hasta las condiciones de vida de los hospedadores. Los helmintos que se han encontrado
en Testudo en el presente estudio son de ciclo biolégico directo y los encontrados en
Trachemys son de ciclo bioldgico indirecto, por lo cual en este segundo caso se necesita
una mayor concurrencia de causas para la infeccién. Y en segundo lugar, las Testudo
son en su mayoria de criadero mientras que las Trachemys, en su mayoria son de vida

libre.

Los ejemplares de Trachemys scripta elegans y Testudo hermanni hermanni del
presente estudio son reservorios de importantes agentes zoonoticos como Salmonella
spp. Ademas, los ejemplares de Trachemys scripta elegans, también son reservorio de
otros agentes zoon6ticos importantes como Vibrio cholerae, y de numerosos agentes
nosocomiales. Cabe citar entre ellos Plesiomonas shigelloides, Proteus spp.,
Morganella morganii, Providencia spp., Pasterella multocida, Staphylococcus spp.
Solo se han aislado Herpesvirus de la especie Trachemys, sin embargo el grado de

parasitacion era mucho mayor en la especie Testudo.
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PRIMERA

Los agentes patdgenos de importancia en Salud Pdblica que se han identificado
en los galdpagos fueron Herpesvirus (11,6%), Vibrio cholerae (6,3%), Salmonella
(2,8%), el 66,6% de las cepas aisladas de Salmonella pertenecian al serotipo S.
Typhimurium, implicado en Salud Publica. También se identificaron diversas especies
de bacterias que pueden causar patologias en humanos en condiciones de
inmunodepresion como son: Aeromonas hydrophila, Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp. Escherichia coli, Alcaligenes spp., Plesiomonas shigelloide, Proteus
spp. Klebsiella spp., Pseudomonas, Providencia spp., Enterobacter spp., Citrobacter

spp. Y Morganella spp.

SEGUNDA

Los agentes patdgenos que se han identificado en los galapagos Trachemys
scripta elegans en los marjales de la Comunidad Valenciana que pueden representar un
peligro potencial para otros habitantes de las marjales son por un lado, las especies
bacterianos Aeromonas hydrophila y Edwarsiella tarda. También se encontraron
individuos positivos a Herpesvirus (ChHV) y portadores del género del trematodo

Telorchis.

TERCERA

El agente patdgeno aislado con mayor frecuencia en las tortugas Testudo
hermanni hermani fueron nematodos de la familia Pharyngodonidae (98,2%). Destacar

que Salmonella se identificd en el 47,8% de las muestras recogidas.
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RESUMEN

Cada vez es mayor la exigencia de conocer el estatus sanitario de aquellas
especies que conviven con el ser humano. Al igual que el estado sanitario de los animales
que forman un ecosistema es importante para cada uno de ellos, para la poblacién humana
es importante el estado sanitario de los animales que estan en su entorno. Es desconocida
0 practicamente desconocida la epidemiologia de los microorganismos que colonizan las
tortugas en Europa. Sin embargo, estos reptiles pueden suponer una importante fuente de
infecciones para los propietarios de las mismas, especialmente los nifios (CDC, 2010).
Trachemys scripta elegans, y Testudo hermanni hermanni, son las principales especies de
tortugas que habitan el territorio de la Comunidad Valenciana. Sin embargo, existen
pocos estudios sobre los agentes patdgenos que las colonizan y si estos son capaces 0 no
de afectar al ser humano. En Espafia existen pocos estudios en los que se incluyen estos
géneros (Tellez, 2003; Hidalgo-Vila et al., 2004, 2007, 2008a y 2008b).

Trachemys scripta elegans, conocida como galdpago de Florida, o tortuga de
orejas rojas, es una subespecie de tortuga semiacudtica perteneciente a la familia
Emydidae, originaria de la region que comprende el sureste de los Estados Unidos vy el
noreste de México, aunque en la actualidad se encuentra en muchas otras partes del
mundo debido a su comercio como mascota. EI Consell Valenciano aprob6 el Decreto
213/20009 de 20 noviembre de 2009 por el cual se establecen una serie de medidas para
el control de especies exaticas invasoras en la Comunitat Valenciana. Este decreto recoge
el interés de la Unidn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) que
recomienda prestar especial atencion a las especies invasoras, ya que son la segunda

causa de desaparicion de especies en el mundo.

Por otro lado, la tortuga mediterranea o tortuga de tierra (Testudo hermanni
hermanni) es una tortuga que se distribuye desde el Levante espafiol y hasta el limite Sur
del mar Negro. La destruccion de su habitat y su popularidad como animal de compafia
ha diezmado significativamente las poblaciones silvestres y ha hecho indispensable la
proteccion de la especie para asegurar su futuro a largo plazo. Debido a su preocupante
estado de conservacion, la tortuga mediterranea aparece catalogada como “estrictamente
protegida” en el Convenio de Berna de 1979, y esta también incluida en el Anexo Il 'y IV
de la Directiva Habitats de la CEE de 1992 (Directiva 92/43/CEE, de 21 de mayo).
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En este contexto los objetivos de este estudio son (i) Caracterizar los agentes
patdégenos (bacterias, virus y parésitos) presentes en la especie invasora del litoral
mediterraneo, Trachemys scripta elegans y determinar, si existen diferencias
poblacionales a nivel sanitario entre los ndcleos de la Comunidad Valenciana, (ii)
Determinar la bacteriologia del agua de las marjales de la Comunidad Valenciana y
estudiar si existe relacién con la bacteriologia de los galdpagos invasores (Trachemys
scripta elegans), (iii) Determinar si la especie autdctona Testudo hermanni hermanni
presente en la Comunidad Valenciana esté infectada con Salmonella, y caracterizar los
virus y pardsitos presentes en esta poblacion. Ademés de determinar, si existen
diferencias a nivel sanitario entre las poblaciones cautivas (criaderos) y los nucleos
poblacionales en libertad en la Comunidad Valenciana (Desierto de las Palmas y Sierra de
Irta, en Castellon) y (iv) Caracterizar los agentes patdgenos presentes en Trachemys
scripta elegans y Testudo hermanni hermanni de la Comunidad Valenciana que pueden

actuar como agentes zoondticos de importancia relevante en Salud Pablica.

En la primera parte de este estudio, afio 2008, se identificaron los
microorganismos presentes en 99 tortugas de la especie Trachemys scripta elegans que
procedian del Marjal de Pefiiscola en Castellon, del marjal de Almenara y del marjal de
La Safor-Gandia. También se estudiaron seis animales que procedian de particulares que
los habian depositado en el Centro de Recuperacion de Fauna Salvaje “La Granja” en el
Saler (Valencia). A su vez se analizaron muestras de agua de las marjales donde
habitaban las tortugas. Los resultados ponen de manifiesto que esta especie es
hospedadora de bacterias como Vibrio cholerae, Alcaligenes spp., Aeromonas hydrophila,
Proteus spp., Morganella spp., Providencia spp., Enterobacter spp., Escherichia coli,
Citrobacter spp., Edwarsiella tarda, Plesiomonas shigelloide, Klebsiella spp.,
Pseudomonas, Pasterella spp., Streptococcus spp., Staphylococcus spp y Salmonella spp.
Respecto al estudio de Herpesvirus, destacar que un 10,5% (11/95) de la poblacién
estudiada estaba infectada. Por Gltimo, el Unico parasito aislado de esta especie fue
Telorchis attenuata, con una prevalencia del 7,6% (8/105). El estudio de la bacteriologia
de las marjales pone de manifiesto que en las aguas del marjal de Pefiiscola se ha aislado
cepas de las bacterias Aeromonas spp., Alcaligenes spp., Citrobacter breakii,
Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Klebsiella spp., Pseudomonas alcaligenes,
Pseudomonas putida, Salmonella spp., Streptococcus fecales, Vibrio cholerae, Serratia

marcensis y Stenoprophomonas maltophilia. De las bacterias aisladas en este marjal, no
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se encontrd ninguna colonia de las especie de Serratia marcensis y Stenoprophomonas
maltophilia. En las lagunas del marjal de Almenara se han aislado cepas de Aeromonas
spp., Escherichia coli, Klebsiella spp., Pasterella spp., Proteus spp., Pseudomonas
aeroginosa, Pseudomonas fluorenscis, Pseudomonas putida, Salmonella spp.,
Streptococcus fecales, Vibrio spp., Burkhoderia spp, Rauoltella spp., y Serratia
marcensis. De las bacterias aisladas en este marjal, no se encontrd ninguna colonia
perteneciente a las especies Burkhoderia burkhoderia, Rauoltella sp. y Serratia
marcensis. Por ultimo, en los humedales del marjal de La Safor-Gandia se aislaron cepas
de las especies: Aeromonas spp., Enterobacter, Escherichia coli, Klebsiella spp., Proteus
spp, Pseudomonas aeroginosa, Salmonella spp., Streptococcus fecales, Vibrio spp.,
Burkhoderia spp., Rauoltella spp., y Serratia spp. De las bacterias aisladas en este marjal,
no se encontrd ninguna colonia de las especies de Burkhoderia burkhoderia, Rauoltella

sp. y Serratia sp.

Durante el afio 2009, se muestrearon 69 animales de la especie Testudo hermanni
hermanni. Estos animales pertenecian a tres nucleos diferentes, isla de Mallorca
(Conselleria de Medi Ambient del Govern de les llles Balears), de la reserva de la Sierra
de Irta y del paraje del Desierto de Las Palmas. Los resultados pusieron de manifiesto que
Salmonella spp. fue aislada Unicamente en el 14,4% (10/69) de los ejemplares de Testudo
hermanni hermanni en la Comunidad Valenciana mediante el procedimiento de la norma
ISO 6579:2002, mientras que fueron diagnosticadas como positivas por la prueba de PCR
el 47,8% (33/69). El 33,3% (23/69) fueron positivas a Salmonella mediante la prueba de
PCR y negativas al aislamiento mediante el procedimiento de la norma ISO 6579:2002.
Los animales de vida libre presentaban una prevalencia a Salmonella del 11,8 % (2/17),
mientras que en los animales de cautividad la prevalencia era del 59,6% (31/52). Los
individuos examinados en el presente estudio no presentaron infeccidén por Herpesvirus
(ChHV). Sin embargo, el 98,2 % de Testudo hermanni hermanni analizadas estaban
parasitadas por nematodos del grupo de los oxiuridos de la familia Pharyngodonidae.

Los ejemplares de Trachemys scripta elegans y Testudo hermanni hermanni del
presente estudio son reservorios de importantes agentes zoondticos como Salmonella spp.
Ademas, los ejemplares de Trachemys scripta elegans, también son reservorio de otros
agentes zoon6ticos importantes como Vibrio cholerae, y de numerosos agentes
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nosocomiales entre las que cabe citar Plesiomonas shigelloides, Proteus spp., Morganella
morganii, Providencia spp., Pasterella spp. y Staphylococcus spp. Solo se han aislado
Herpesvirus de la especie Trachemys scripta elegans, sin embargo el grado de

parasitacion era mucho mayor en la especie Testudo hermanni hermanni.
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SUMARY

Every day is grater the needing to know the health status of those species that
coexist with humans. As sanitary condition of the animals that form an ecosystem is
important for each of them, for the human population there is important the sanitary
condition of the animals that are in their environment. These day is not clear the
epidemiology of the microorganism that colonize the tortoises present in Europe.
Nevertheless, these reptiles can suppose an important source of infections for the owners,
specially for children (MMWR, 2010). Trachemys scripta elegans and Testudo hermanni
hermanni, are the principal tortoise species that live in the Valencian Region.
Nevertheless, few studies exist about the microorganisms that colonize them and if these
are capable or not of affecting the human being. In Spain, there is not many studies
addressed with this issue (Tellez, 2003; Hidalgo-Vila et al., 2004, 2007 y 2008).

Trachemys scripta elegans or tortoise of Florida is a subspecie of semiaquatic
tortoise belonging to the family Emydidae and is original of the region of south-east of
the United States and the North-East of Mexico. However, today this specie is present in
many other parts of the world due to his trade as pet. The Valencian Consell approved the
Decree on November 2009 (213/20009), stablishing a series of measures related with the
control of exotic invading species in the Valencian Region. This decree gathers the
interest of the International Union for the Conservation of the Nature (UICN) which
recommends to pay particular attention to the invading species, since they are the second

reason of disappearance of species in the world.

On the other hand, the mediterranean tortoise or tortoise of land (Testudo
hermanni hermanni) is a tortoise that is distributed from the Spanish east, in the western
part and up to the limit South of the Black sea. Because of the destruction of their habitat
and his popularity like pet the wild populations. This fact have decimated significantly the
population and have made the protection of the species indispensable to assure his long-
term future. Due to his worrying condition of conservation, the Mediterranean tortoise
turns out to be catalogued like " strictly protected " in Berna's Agreement of 1979, and is
included also in the Attached Il and 1V of the Board Habitats of the CEE of 1992 (Board
92/43/CEE, of May 21).
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In this context the aims of this study are (i) to identify the pathogenic agents
(bacteria, virus and parasites) presents in the invading species of the Mediterranean
littoral, Trachemys scripta elegans, (ii) to determine the bacteriology of the water of the
lagoon of the Valencian Community were this tortoises are present and to study if exists
relation between the bacteriology of the invading tortoises and the water of the lagoon
where they live, (iii) To determine if the autochthonous species present in the Valencian
Region (Testudo hermanni hermanni) are infected with Salmonella and to identify the
virus and parasites present in this population. Beside determining, if differences exist to
sanitary level between the captive populations (breeding-places) and the population cores
at liberty in the Valencian Community (Desert of the Palms and Irta's Saw, in Castellon)
and (iv) compare the pathogenic agents present in Trachemys scripta elegans and Testudo
hermanni hermanni of the Valencian Community that can act as agents zoonotics of

relevant importance in Public Health.

During year 2008, ninety nine tortoises of the species Trachemys scripta elegans
coming from Marsh of Pefiiscola in Castellon, the marsh of Almenara and of the marsh of
The Safor-Gandia were analyzed. Also, six tortoises from owners who had deposited
them in the Center of Recovery of Wild Fauna "The farm” in the Saler (Valencia).
Moreover, water samples of the marshes reported above were also analyzed. The results
of this study showed that this specie of tortoise is host of bacteria as Vibrio cholerae,
Alcaligenes spp., Aeromonas hydrophila, Proteus spp., Morganella spp., Providencia
spp., Enterobacter spp., Escherichia coli, Citrobacter spp., Edwarsiella tarda,
Plesiomonas shigelloide, Klebsiella spp., Pseudomonas, Pasterella spp., Streptococcus
spp., Staphylococcus spp and Salmonella spp. According with Herpesvirus's study, is
important to emphasize that in 10,5% (11/95) of the studied population were infected with
the virus. Finally, the parasitic study showed that only Telorchis attenuate was isolated
from tortoises in the 7,4% of the cases. The study of the bacteriology of the marsh reveals
that in the water of Pefiiscola's are present bacterias as Aeromonas spp., Alcaligenes spp,
Citrobacter Dbreakii, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Klebsiella spp.,
Pseudomonas alcaligenes, Pseudomonas putida, Salmonella spp., Streptococcus fecales,
Vibrio cholerae, Serratia marcensis and Stenoprophomonas maltophilia. However, non-
species of Serratia marcensis and Stenoprophomonas maltophilia were isolated despite
their were present in the tortoises captured in its water. In the lagoons of the marsh of

Almenara Aeromonas spp., Escherichia coli, Klebsiella spp., Pasterella, Proteus spp.,
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Pseudomonas aeroginosa, Pseudomonas fluorenscis, Pseudomonas putida, Salmonella
spp., fecal Streptococcus, Vibrio spp., Burkhoderia spp, Rauoltella spp., and Serratia
marcensis were isolated. However, non-species of Burkhoderia burkhoderia, Rauoltella
sp. and Serratia marcensis were isolated. Finally, in the wetlands of the marsh of The
Safor-Gandia species as Aeromonas spp., Enterobacter, Escherichia coli, Klebsiella spp,
Proteus spp, Pseudomonas aeroginosa, Salmonella spp., fecal Streptococcus, Vibrio spp.,
Burkhoderia spp., Rauoltella spp. and Serratia spp. were isolate. Non-species of

Burkhoderia burkhoderia, Rauoltella sp. and Serratia sp. were isolated.

During year 2009, sixty nine animals of the species Testudo hermanni Hermanni
were analyzed. These animals concerned to three different cores, island of Majorca
(Conselleria de Medi Ambient del Govern of them Illes Balears), the Saw of Irta and from
Desert of Las Palmas. The results revealed that Salmonella spp. was isolated only in 5
species of Testudo hermanni hermanni analyzed. Salmonella isolated in the species raised
in captivity, whereas this bacteria has not been isolated in those animals living at liberty.
The individuals examined in the present study did not present infection for Herpesvirus
(ChHV). Nevertheless, 98,2% of analyzed Testudo hermanni hermanni was parasitized

for nematodes of the group of the oxiurides of the family Pharyngodonidae.

In conclusion, Trachemys scripta elegans and Testudo hermanni hermanni of the
present study are reservoirs of important agents zoonotics as Salmonella spp. In addition,
Trachemys scripta elegans were reservoir of other important agents as Vibrio cholerae,
Plesiomonas shigelloides, Proteus spp., Morganella morganii, Providencia spp.,
Pasterella spp. and Staphylococcus spp. Only there has been isolated Herpesvirus of the
species Trachemys scripta elegans, nevertheless the degree of parasitism was very much

major in the species Testudo hermanni hermanni.
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Introduction
Traditional methods for Sa/monella isolation, confirmation and serotyping are too laborious and time consuming
(Van de Giessen, 1996). In recent years, several advances in diagnostic technology have been developed and mean
an important advance in infectious disease studies. These molecular techniques are based on the Polymerase Chain
Reaction and are characterized by being simple, rapid and discriminative (Fernandez-Cuenca, 2004).

The aim
The aim of this study was to compare the method ISO 6579:2002 (Annex D) with PCR techniques.

Material and methods
During spring and summer of 2009, 69 7éstudo hermanni hermanni tortoises samples were taken for Sa/monella
isolation. 17 tortoises were free-living tortoises and 52 were collected from rearing farms. Faeces samples were
collected with sterilized swabs and after sampling, tortoises were returned to their ecological niche. All samples
were analyzed according with the ISO 6579:2002 and PCR techniques.

PCR methodology: First a sample dilution 1/10 in
peptone water (1.5%) was done. Then, samples were
incubated to 37°C 16-20 hours.

The extraction of the genetic material was done in
different steps. Firstly, a centrifugation of 1 mL of
the diluted sample was done (10000rpm, 2 minutes).
Then, the pellet was mixed in 100 uL from PrepMan
Ultra. The culture was incubated 10 minutes to
100°C in a termobloque. Then, the incubated culture
was centrifugated again (10000rpm during 2
minutes).

For the amplification of Sa/monella, a mixture of the
sample with a Salmonella Mix was done. The
reagents were mixed in DNasas and RNasas free
eppendorff. Then the mix was centrifugated 8000
rpm during 1 minute. Finally, the Applied Biosystems
7300 Real Time PCR System amplified a specific
fragment of Salmonella. The amplification cycles
were 60°C during 5 minutes, 95°C during 1 minute
and 45 cycles of 95°C 15 seconds and 60°C 1 minu

Statistical analyses were performed using a
commercially available statistics package
(Statgraphics  Plus, Version 5.1, STSC
Inc., Rockville, MD, USA)

Results

Results showed that 48% of samples collected were positive for % " 7
Salmonella isolation. With PCR procedures, 48% (S.E £
were determined positive for Sa/monella. On the other hand, only 13% - Pl
(S.E £ 4,0) of the samples analyzed according with ISO were determined - v
positive for Sal/monella (figure 1). The difference between both -y

techniques were significant (p=0,0008).

Discussion and conclusion

ISO 6579:2002. First, the samples were pre-enriched in 1:10
vol/vol Buffered Peptone Water
(BPW, Scharlau®, Barcelona, Spain) and then incubated at
37x1 ©°C for 182 h. The pre-enriched samples were
transferred onto Semi-Solid Modification Rappaport
Vassiliadis (MSRV, Difco®, Valencia, Spain) agar plate (0.1
mL) and incubated at 41.5+1 °C for 24-48 h. The culture
obtained in MSRV was inoculated onto Xylose-Lysine-
Desoxycholate (XLD, Liofilchem®, Valencia, Spain) and
Xylose-Lysine-Tergitol-4 (XLT4, Biokar Diagnostics®, Pantin
Cedex, France) and incubated at 37+1 °C for 24-48 h. After
incubation, 5 colonies of Sa/monella were streaked onto the
surface of pre-dried nutrient agar plates
(Scharlab®, Barcelona, Spain) 37+1 °C for 24+3 h. Then, a
biochemical test API (API-20®, bioMerieux, Madrid, Spain)
was done to confirm Sa/monella spp (Figure 14).
Moreover, Sa/lmonella strains isolated were serotyped by the
Ministry of Environment and Rural and Marine Affairs
Reference Laboratory (Algete, Madrid, Spain) in accordance
with Kauffman-White-Le-Minor technique. According to
this technique, each strain has to be mixed with polyvalent
and monovalent antisera until the antigenic formula is
determined. One drop of antisera has to be mixed with the
strain in circular movements. If an agglutination reaction
was observed, the reaction was considered positive.

If agglutination was not observed, the reaction

was considered negative.

30 7

,v‘
35 /'-_,-’

”

o
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[ PCR .. 1506579:2002
Figure 1.-number of positive tortoises Salmonella

according to the method of diagnosis

e
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The results of this preliminary study showed that PCR could detect more positive samples than the ISO method.
The main problem of I1SO analyses is the time necessary to determine a positive sample. Consequently, more
modern, practical, cost-effective and suitable techniques for routine diagnosis should be developed to determine
the status of the flocks in a short period of time and with the highest sensitivity (Heyndrickx ez al., 2002).
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Introduction

Salmonella has long been recognized as an important zoonotic
pathogen of economic significance in animals and humans.
Turtles and other reptiles have long been recognized as source
of human Salmonella infects (CDC, 2010). Detection of
Salmonella in pet turtles has been the focus of extensive
research, however non several studies were available regarding
the Sa/monella situation in free living turtles in East Spain.

The aim

The aim of this study was to determine the prevalence of
Salmonella in wild and farming 7éstudo hermanni hermanni
tortoises collected from East coast of Spain.

Material and methods

During spring and summer of 2009, 69 Zéstudo hermanni
hermanni tortoises were caught and analyzed form Sa/monella.
17 animals were free-living tortoises and 52 were collected
from rearing farms. (figure 1) Free-living tortoises were caught
in Castellon (Spain). 10 tortoises were caught in Sierra de Irta
and 7 in Desierto de las Palmas (Spain) (figure 2, 3).

Figure 1.- tortoises farm. Figure 2.- Desierto de las Palmas (Castell6n-Spain)

~ g
Sierra de Irta (Castellon-Spain)
Desierto de las Palmas (Castellon-Spain) |

Figure 3.- geographical situation of free-living of tortoises.

Firstly, faeces samples were collected with sterilized swabs
and analyzed according with 1SO 6579:2002 (figure 4).
Then all tortoises were returned to their ecological niche.

Statistical analyses were performed using a commercially
available statistics package (Statgraphics Plus, Version
5.1, STSC Inc., Rockville, MD, USA).

Figure 4- sewer of Testudo hermanni hermanni.
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Results

During spring and summer of 2009, 69 7eéstudo hermanni
hermanni were trapped. 52 animals were farming tortoises
and 17 were free-living tortoises. Results showed that 60%
(S.E * 6.9) of 7éstudo hermanni tortoises from farms were
positive for Salmonella. On the other hand, 18 % (S.E = 9.5) of
free-living 7eéstudo hermanni were positive for Salmonella
isolation.

-
-

Farming tortoises free-living tortoises

Figure 4.- number of tortoises positive for Salmonella

The main serotype isolated from the tortoises was S. Abony
(50% of cases). Moreover, S. Salamae was isolated in 30% of
cases. Finally, S. Kottbus and S. Hermannsweder were both
isolated in 10% of samples collected.

Regarding Salmonella resistance to antibiotics all strains
isolated from free-living tortoise were resistant against most
common antibiotics (ampicilin, clavuranic-
acid, amikacin, cabernicillin, cefotaxime, ceftazidime, ciproflo
xacine, cloranfenicol, enrofloxacine, gentamicine, imipenem,
kanamicin, peneracilin, tetracicline and trimetoprim-
sulfametoxazol )

Discussion

Pasmans et al. (2000) published that tortoises from european
farms showed a prevalence nearly to 70% of animals trapped
(Pasmans et al., 2000). Our results showed that spanish farms
have tortoises with a Sal/monella prevalence around 60%.
Nevertheless, the results from free-living 7estudo hemanni
hermanniwere so different.

Different results were obtained in the National Park of
Doiiana, Huelva (Spain) where 100% of the animals analyzed
were contamintated with the bacteria (Hidalgo-Vila er
al., 2007). Briones et al. (2004) showed that free-living tortoises
from spanish coasts were totally negative for Salmonella
isolation.

According with the serotypes isolated S. Abony was the most
prevalent Sa/monella strain isolated. This serotype was also
isolated in Donana's park, but at a lower percentage 12.5%
(Hidalgo-Vila et al., 2007).

Conclusion

These results are preliminary and we cannot conclude.
Nevertheless, the fact that free-living tortoises from the East
Spain were less contaminated with Sa/monella than those from
farms could be related with a minor contact with congeners
and minor stress. More studies are necessary.
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