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PROLOGO

La importancia del sector ganadero de Castilla y Ledn no solo deriva de
las producciones de todos los subsectores pecuarios, de las que nuestra region
es lider a nivel nacional, sino también por su importancia en la fijaciéon de po-
blacion en las zonas rurales y su relaciéon con la potente industria agroalimen-
taria castellana y leonesa. En este contexto, la Sanidad Animal es un pilar
fundamental que garantiza la salud y la productividad de la ganaderia y de la
fauna silvestre.

La Sanidad Animal es un factor de regulacion que facilita la apertura de
mercados, proporcionando garantias de seguridad alimentaria y de referencia
clave en el control de las zoonosis y la preservaciéon del medio ambiente. El
término «Una sola salud» fue introducido en el lenguaje sanitario a comien-
zos de la década del 2000, como respuesta a enfermedades de origen animal
gue amenazaban la salud humana y representa toda una filosofia de trabajo
gue pone en valor “los esfuerzos de colaboracion de multiples disciplinas, a
todos los niveles, para lograr una salud dptima para la humanidad, los ani-
males y el medio ambiente”.

En relacion con la tularemia, las diferentes consejerias de la Junta de Cas-
tilla'y Ledn, han intervenido en su diagndstico, asistencia y control desde los
primeros casos descritos en los animales y el hombre, hace ya mas de 20
anos, propiciando ademas la inquietud necesaria para su conocimiento en
los ambitos de los Universidades de nuestra region.

Desde la Consejeria de Agricultura y Ganaderia se lideraron (y se sigue
haciendo) numerosas intervenciones relacionadas con el diagndstico y la vi-
gilancia de la enfermedad, tanto sobre la fauna salvaje (principalmente liebres
y roedores), como de los potenciales contagios a los animales domésticos. De
esta manera se ha organizado la lucha y control con el objetivo final de lograr
su prevencion en el hombre. La Direccion General de Produccion Agropecua-
ria e Infraestructuras Agrarias ha sido responsable de esta tarea integrando
el trabajo del Laboratorio Regional de Sanidad Animal (que ha supuesto el
pilar diagnoéstico esencial en este trabajo). Ademas, el Instituto Tecnoldgico
Agrario de Castilla y Ledn (ITACYL) ha sido también un instrumento critico
para canalizar las intervenciones realizadas, particularmente en la coincidencia
del control de una plaga de topillo campesino (Microtus arvalis) a la que tam-
bién se han asociado riesgos. Desde la Consejeria de Sanidad, a través de
la Red de Vigilancia Epidemioldgica de la Direccion General de Salud Publica,
se han desarrollado las investigaciones de los brotes de tularemia en humanos
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gue han permitido preparar tanto al sistema de vigilancia como al sistema
asistencial en la deteccién precoz de casos aislados y de situaciones epidémi-
cas. Las investigaciones y actuaciones de todos los érganos implicados se han
realizado siempre en un marco de colaboracion y coordinaciéon que ha per-
mitido el abordaje integral de la tularemia.

Con la perspectiva de la experiencia acumulada en estos afios parece muy
pertinente la oportunidad de esta publicacion, en la que se recoge los aspec-
tos mas importantes del trabajo desarrollado en el control de la tularemia,
tanto en animales como en humanos, en el que las Universidades publicas
de la Comunidad han colaborado activamente. En los Ultimos anos, esa co-
laboracion se extendié también a la Academia de Ciencias Veterinarias de
Castilla y Ledn, que se ha encargado de la coordinacion de esta publicacion,
gue hoy ponemos en sus manos. Confiamos en que sea un referente Util para
todos los que por una u otra razén deseen encontrar datos referidos al co-
nocimiento de aspectos etioldgicos, epidemiolégicos o de control de la tula-
remia en Castilla y Ledn.

Valladolid, marzo de 2017
Milagros Marcos Ortega Antonio Maria Saez Aguado
Consejera de Agricultura y Ganaderia Consejero de Sanidad

Junta de Castillay Le6n
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INTRODUCCION

En el otofio de 1997 los cazadores de buena parte de Castilla y Ledn de-
nunciaban el hallazo en el campo de numerosos cadaveres de liebres, una si-
tuaciéon que hizo intervenir en primera instancia a los servicios dependientes
de la Consejeria de Agricultura y Ganaderia, quienes iniciaron un proceso sis-
tematico de busqueda de la causa responsable. Se inicid, entonces, un estudio
de muestras procedentes de aquellos animales en el Laboratorio Regional de
Sanidad Animal, a la vez que se solicité la colaboracion del Laboratorio Cen-
tral de Veterinaria, dependiente del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimen-
tacion, de Algete (Madrid). Al final, a partir de una liebre procedente de
Montealegre (Valladolid) se logré el aislamiento de un microorganismo que
fue identificado como Francisella tularensis, el agente etiolégico reconocido
como causa de la tularemia. Al tiempo que esto sucedia, las autoridades sa-
nitarias confirmaron el primer caso humano en Valladolid en la semana del
22 al 28 de septiembre. En un caso y otro, hombre y animales, pudo cono-
cerse después mediante estudios seroldgicos e incluso el aislamiento e iden-
tificacion del agente, de su existencia anterior, desde 1994.

Desde aquellas fechas la tularemia se ha convertido en un importante pro-
blema en Castilla y Ledn, asociado siempre a la manipulacion de liebres pro-
cedentes de caza y enseguida también por su coincidencia, con una plaga de
topillo campesino (Microtus arvalis) que alcanzé dimensiones espectaculares
en 2007 y en la que ya se registraron aislamientos del agente de la tularemia
en esta especie, aunque muy lejos de los encontrados en las liebres.

La Junta de Castilla y Ledn puso en practica, desde el principio, un Plan
de Vigilancia de la Fauna Silvestre que fue reconocido oficialmente en 2010
(Orden AYG 1535/2010. Plan de Vigilancia Sanitaria Permanente de la Fauna
Silvestre de Castilla y Ledn), que ha mantenido un seguimiento que no solo
reconoce el interés de ambas especies, sino que las amplia a otras (otros la-
gomorfos, roedores y otros micromamiferos) sobre los que se viene insistiendo
de forma particular. A la vez, se puso en marcha también un Plan Director de
Lucha contra Plagas Agricolas en Castilla y Ledn (Acuerdo 53/2009, de 14 de
mayo) por el que se llevaba a cabo la creacion de un Observatorio de Vigilan-
cia'y Control de Plagas con competencias claras de actuacion en relaciéon con
estos roedores, cuya declaracion oficial de plaga fue realizada entonces me-
diante la orden AYG 556/2007.

Desde los primeros momentos las Universidades Publicas de Castilla y Ledn
a través de sus expertos, igual que otras instituciones, han venido colabo-



rando como asesores en la toma de decisiones en relacién con la enfermedad
y algunos de sus grupos iniciaron también estudios de investigacion tanto en
el ambito humano como animal, concediendo a este importante problema
toda la importancia e interés que se desprende de su asentamiento en esta
Comunidad Auténoma, un hecho, por otra parte, en consonancia con lo que
desde mucho tiempo antes viene sucediendo en otros paises europeos.

Esta publicacion resume la situacion de la tularemia en Castilla y Leén a
fecha de agosto de 2016, recogiendo toda la informacioén disponible, tanto
a nivel humano como animal, sobre su etiologia, epidemiologia y control, asi
como sobre sus vectores posibles, vivos e inertes, en el ambito de la Comu-
nidad Auténoma, una situacion que se mantiene, en la confianza que la ac-
tualizacion de vigilancia permanente es el mejor procedimiento para
anticiparse con éxito al control de la enfermedad.

Todo parece que la enfermedad, a través de sus vectores y alguno de sus
reservorios-mantenedores o amplificadores de la infeccion, se ha adaptado a
nuestro territorio. Recientemente, en 2014, se volvié a vivir, ya por tercera
vez, un brote de la enfermedad que tradujo algunos cambios en su perfil epi-
demiolégico, como la aparicion de casos en nuevos hospedadores silvestres,
incluyendo lagomorfos y algunos de los pequefios micromamiferos que con-
figuran la microfauna de nuestros bosques y campos.

Ala vez que ello, las investigaciones llevadas a cabo han permitido conocer
en estos anos sistemas nuevos de control, y poco a poco, ir profundizando
en alguno de los secretos de la enfermedad y su causa, aunque todavia quede
mucho por conocer.

Confiamos en que los datos que recoge esta monografia, en la que se ha
implicado directamente la Academia de Ciencias Veterinarias de Castilla y
Leodn, afiada transparencia a la gestion de la enfermedad, dé a conocer el in-
gente trabajo realizado (por lo general escasamente conocido) y contribuya
directamente a difundir su conocimiento.

Leon, febrero de 2017

Elias F. Rodriguez Ferri
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CAPITULO I. TULAREMIA

Brevemente, la tularemia puede definirse como una zoonosis transmitida por
vectores, contagiosa, de multitud de hospedadores. También como “una septi-
cemia de origen bacteriano, altamente contagiosa, de los roedores y de otros
mamiferos, aves, reptiles y peces, transmisible al hombre, de alta mortalidad en
individuos no tratados”. La enfermedad recibe su nombre del condado califor-
niano de Tulare, en los EE.UU., donde fue observada por primera vez entre las
ardillas en 1911 en el curso de una investigacion llevada a cabo por McCoy sobre
peste bubdnica observando que algunas de las lesiones, que en principio recor-
daban a las de la peste, eran debida a otro microorganismo. Ciertamente que el
agente, en otros muchos aspectos, era semejante al de la peste (entonces deno-
minado Pasteurella pestis) pero se diferenciaba de aquél, entre otros rasgos ca-
racteristicos, porque no crecia en los medios de cultivo habituales utilizados para
su crecimiento; de hecho, durante algun tiempo fue imposible cultivarle, pero en
1912, McCoy y Chapin (1) lograron el cultivo en medios con yema de huevo.

El microorganismo fue denominado Bacterium tularense en referencia al lugar
donde se llevé a cabo el primer aislamiento (Tulare, como se ha dicho). Mas tarde,
fue denominado Pasteurella tularensis y, finalmente fue redenominado como Fran-
cisella tularensis en honor a Francis, del Laboratorio de Higiene, del Servicio de
Salud Publica de los Estados Unidos, quien habia probado en 1919 el papel de las
liebres en la transmision de la enfermedad al hombre, ademas de aportar otros
estudios referidos a las relaciones entre estos agentes y otros, como las especies
del género Brucella.

Francis fue el primero en denominar a la enfermedad “Tularemia” y, ademas
de las ardillas, comprobd que afectaba a las liebres (Lepus californicus) en algunas
regiones del oeste del rio Mississipi y, en otras zonas, a los conejos de cola blanca.
Este mismo autor, en otros estudios establecié que la enfermedad humana de-
nominada “fiebre de la mosca del ciervo” era tularemia, debido a la picadura de
la mosca “ Chrysops discalis” que previamente se habifa alimentado de conejos o
de liebres infectadas. Otras evidencias experimentales indicaron después que nu-
merosos invertebrados como garrapatas, pulgas, mosquitos, etc., podian
transmitir la enfermedad, de hecho ha recibido también después otras deno-
minaciones muy descriptivas, en distintas partes del mundo, que aluden a algun
caracter particular de su presentacion, vehiculo de transmisiéon o infeccion, o el
autor que realizé la primera descripcion; asi, se ha denominado “fiebre de téba-
nos”, “fiebre de los conejos”, “fiebre de las liebres silvestres”, “enfermedad de
Ohara” o “enfermedad de los cazadores de ratas de agua”. El primer caso en
seres humanos fue descrito por Vail, Wherry y Lamb en 1914.
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1. Género Francisella. Francisella tularensis

En la actualidad, el género Francisella, de la familia Francisellaceae, deno-
minaciones ambas en honor a Edward Francis (2), dentro de la clase Gamma-
proteobacteria, incluye un total de 7 especies cuya diferenciacion se basa en
la similaridad del ADN y en la composicién de acidos grasos, a saber: F
guangzhouensis (de procedencia ambiental, aislada de un sistema de aire
acondicionado en Guanzhu, China (3)), F. halioticida (aislada en Japdn de una
caracola de mar), F. hispaniensis (aislada en Espafia de la sangre y orina de
un paciente con septicemia y pielonefritis grave) (4), £ noatunensis, F. novi-
cida, F. philomiragia, F. piscicida (aislada de bacalao) y F. tularensis. En F. no-
atunensis se diferencian dos subespecies, subsp. noatunensis y la subesp.
orientalis, aisladas de peces; de igual modo, en F. philomiragia se describen
2 subespecies, subsp. noatunensis y subsp. philomiragia (ambas patdgenos
de peces, aisladas de bacalao).

F. philomiragia se considera un importante patégeno de las ratas almiz-
cleras y del pescado (la subespecie noatunensis causa una enfermedad gra-
nulomatosa crénica en el bacalao del Atlantico y también ha sido descrita en
pacientes humanos con enfermedad granulomatosa crénica en condiciones
de importante depresion con insuficiencia de sistema inmune, habiéndose
propuesto como especie nueva (k. nonatunensis, syn. F. piscicida) y dentro de
ella la subespecie orientalis (5). Recientemente se han descrito también F. asia-
tica como especie nueva, aislada a partir de la tilapia (6).

Aunque el género Francisella carece de parientes proximos patdgenos existe
una rama filogenética (clado) que incluye el endosimbionte de artrépodos Wol-
bachia pérsica. De igual modo, aunque distante, se relaciona también con los
patégenos Coxiella burnetii y Legionella pneumophila.

Francisella tularensis

1.1. Caracteres microbiolégicos

Francisella tularensis es un pequefo bacilo o cocobacilo Gram negativo, in-
movil y no esporulado, de pequefio tamafo (0,2 x 2 micras), dotado de una
capsula o seudocapsula extracelular de composicion compleja (gltcido-lipido-
proteica). Es aerobio y de crecimiento lento (2 a 10 dias de incubacién a 37°Cy
un pH de 6,8 a 7), aunque los subcultivos acortan el periodo y puede obtenerse
crecimiento en 48 6 36 horas. Produce colonias pequenas, transparentes, con-
fluentes, mantecosas y emulsionables en agua. Necesita de aminoacidos azu-
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Figura 1.
Tincion de Gram de £ tularensis y cultivo en medio de Thayer Martin.

frados para el crecimiento, en particular cisteina, aunque también se han descrito
excepciones (Bernard et al., 1994) (7) y para su cultivo suelen utilizarse medios
ricos como el agar sangre o el agar chocolate suplementados, o el medio de
Thayer-Martin, modificado.

Se han descrito alternativas de interés para el primoaislamiento de F. tularensis
a partir de muestras clinicas, habida cuenta del bajo rendimiento de los métodos
de cultivo tradicionales, siendo este procedimiento considerado el “gold stan-
dard"” (la prueba de referencia) de los métodos diagndsticos (ver después). Me-
rece especial relevancia a este respecto, un medio transparente descrito por
Pavlovich y Mishan’kin (1987) escasamente conocido en Occidente debido a su
publicacion en ruso, que ha sido recuperado y reevaluado recientemente con
buenos resultados (8). El medio incorpora extracto de cerebro, bactotriptona y
casaminoacidos a los que se anade después de la esterilizacion una mezcla de
glucosa y sales, y para su condicion de selectivo una mezcla de antibiéticos que
incluye colistina, anfotericina B, trimetoprim, sulfametoxazol y vancomicina.

En lo que se refiere a F. tularensis, la especie tipo y mas importante del
género, se diferencia en las subespecies holarctica, mediasiatica, novicida y
tularensis (9) aunque es preciso sefialar que la consideracion de F. novicida
Ccomo una subespecie de F tularensis ha generado cierta polémica (10), si
bien buena parte de la bibliografia actual (11), incluyendo el Manual de
Bergey de Bacteriologia Sistematica (12), reconoce esta clasificacion en base
a la alta similaridad genética unido a las relativamente escasas diferencias
fenotipicas.
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Las subespecies de F. tularensis se diferencian bioquimicamente (pro-
duccioén de acido del glicerol y actividad citrulin ureidasa), por su composicion
genética y por su virulencia, pero no antigénicamente. Incluyen:

e F. tularensis tularensis (también denominada nearctica o tipo A, de Jellison),
gue se distribuye por América del Norte. Estudios recientes han propuesto su
division en los subtipos (ramas filogenéticas) Aq y A en base a diferencias
genéticas, en el tipo de transmisién y distintas areas geograficas de distribu-
cion en Estados de USA (13),

* F. tularensis holarctica (también denominada palaearctica o tipo B, de Jellison)
antes denominada también subespecie palaearctica, que se distribuye por
todo el hemisferio norte, desde América del Norte a Europa, Asia y Japon.
En ella se diferencian tres biovares: los tipos | (sensible a eritromicina ¢ erys),
Il (resistente a eritromicina ¢ eryR) y la biovariedad japénica. Las dos primeras
variantes se han descrito repetidamente en el occidente y oriente europeo,
respectivamente, aungue también se superponen en su distribucién geogra-
fica. La subespecie japdnica, que se caracteriza por fermentar el glicerol, se
aisla principalmente en Japén (14), aunque en los Ultimos afos se ha descrito
también en China y Turquia (15).

e F. tularensis mediasiatica, que incluye cepas que se aislan en el foco asiatico
central de la Unién Soviética y

e F. tularensis novicida (descrita habitualmente en América y, recientemente,
también en Australia) (16), que se considera una especie rara y su interés
radica principalmente por su uso como modelo de estudio extrapolable a
las caracteristicas de F. tularensis, mas que por otros hechos.

En el Cuadro 1, se recogen las subespecies de F. tularensis y algunas ca-
racteristicas particulares de cada una de ellas. Los tipos Ay B de F. tularensis
se consideran los mas importantes, habida cuenta su relacion con enferme-
dades que padecen el hombre y los animales, pues son la causa principal de
tularemia en todo el mundo. El tipo A esta presente casi de modo exclusivo
en América del Norte, mientras que el tipo B se ha descrito en muchos lugares
del hemisferio Norte, sobre todo en Asia y también en Europa (como hemos
indicado), siendo el tipo habitualmente descrito en Espafa.

En lo que hace referencia F. tularensis subsp. novicida o F. novicida aunque se
considera un patégeno del hombre raro, como antes, en condiciones de pacien-
tes inmunocomprometidos, su interés reside en la actualidad por el importante
papel que esta rindiendo, como modelo, para el estudio de aspectos de la pato-
génesis y respuesta del hospedador, dada la importante ventaja que supone res-
pecto de F. tularensis, habida cuenta de que con ella, el trabajo no requiere de
condiciones de bioseguridad, que son imprescindibles en el caso de ésta, man-
teniendo sin embargo muchas de las condiciones del ciclo intracelular.
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Cuadro 1.
Especies y subespecies reconocidas del género Francisella

Especie  Subespecie Tipo Subtipos Virulencia Distribucion
y Biovares
F. tularensis  tularensis Subtipos A1 Muy alta ~ América del Norte
(nearctica) A y Ay (una descripcion
en Europa)
holarctica B Biovares | Alta Hemisferio norte
(palearctica) (eryS), Il (América del N.,
(eryR) y Europa, Asia y Japon)
japdnica
mediasiatica - - Alta Asia central
novicida - - Baja Rara, en todo
el mundo

1.2. Caracterizacion y tipificacion

La tipificacion de F. tularensis posee un gran interés epidemiolégico, toda
vez que los tipos, que se diferencian bioguimica pero no antigénicamente,
como hemos senalado, estan fuertemente relacionados con la virulencia. En
la tipificacion bioquimica se consideran, fundamentalmente, la actividad ci-
trulin ureidasa y la fermentacion del glicerol y glucosa, ademas de otras ca-
racteristicas que incluyen la presencia de catalasa y oxidasa, la produccion de
SH», la presencia de B-lactamasas y el crecimiento en NaCl al 6% y en SB-
TSA (en 2 dias); en los Ultimos tiempos, se han venido utilizando métodos ra-
pidos. Dos recomendaciones comunes incluyen los métodos RapID ANA Il y
RapID NH (/Innovative Diagnostic Systems).

La metodologia molecular o genética para llevar a cabo el agrupamiento de
aislados de casos clinicos o de portadores animales, se ha incorporado reciente-
mente. Se ha puesto de manifiesto, por ejemplo, la utilidad de métodos de ti-
pado genémico basados en el uso de la hibridacién de fragmentos del ADN
cromosdmico después de la restriccidon con enzimas EcoRl y Pstl, con sondas de
secuencias “minisatélites” del bacteriéfago M13DNA o Helicobacter pylori, tanto
con caracter intra como interespecifico (17).
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Debe quedar constancia en cualquier caso, que después de la secuenciacion
del genoma humano, la aplicacion de las técnicas de secuenciacion genémica
alcanzaron también a estos microorganismos. El genoma completo de £ tula-
rensis fue secuenciado por primera vez en 2005, a partir de la subespecie tu-
larensis (tipo A) cuyo interés clinico y posible uso en bioterrorismo, justificd
sobradamente el estudio (18). Un afo después se completd también el analisis
gendmico de la cepa OSU18 correspondiente al tipo B (subespecie holarctica)
de F tularensis (19). En los afios siguientes, los avances en las tecnologias de
secuenciaciéon masiva han permitido la incorporacién de nuevas secuenciacio-
nes genémicas tanto del tipo A como del tipo B, sean éstas completas o par-
ciales, una circunstancia que permite su analisis comparado y la obtencién de
datos importantes en relacién con la evolucion de estos microorganismos.

F. tularensis subsp. holarctica posee un genoma de pequefo tamafo, de
alrededor de 1,8 Mb, con baja diversidad genética entre las bases, pese a lo
cual cuando se acopla la secuenciacion completa con el analisis de polimor-
fismos candnicos de nucledtidos Unicos con analisis con/sin analisis de inser-
ciones y deleciones, han podido identificarse varios grupos filogenéticos
denominados “clados genéticos” con zonas de distribucion geografica prin-
cipales. El clado B.12, por ejemplo, se distribuye principalmente en paises de
Europa Central y del Este (desde Austria a Rusia y Eslovaquia). Dentro del
clado B.6, el subclado B.FTNF002-00 es el descrito en nuestro pais (20), ade-
mas de haberlo sido también en Francia, Italia y Holanda donde también se
han descrito aislados del clado B.12 importados, segun parece, a partir de
liebres (21) y tanto uno como el otro han sido identificados igualmente en
Alemania y Suiza, mientras que en Noruega, Finlandia y Suecia, y en general
en toda la franja norte de Europa, los clados B.4, B.6 y B.12 han sido descritos
en varias ocasiones, igual que algunos de sus subclados (22) incorporandose
el B.16 también en la parte asiatica de Turquia (23).

Como es sobradamente conocido, la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) ha sido adaptada a los principales patégenos veterinarios con multiples
aplicaciones. Algunas de las técnicas mas modernas de clasificacion de cepas
epidémicas son la AP-PCR, (arbitrarily primed PCR), REP-PCR (repetitive ex-
tragenic palindromic PCR) o ERIC-PCR (enterobacterial repetitive intergenic
consensus PCR). En la AP-PCR (24), se utilizan primers arbitrarios en condi-
ciones de amplificacion de baja astringencia para establecer huellas de ge-
nomas complejos, proporcionando una herramienta que permite evaluar la
distancia genética existente entre diferentes organismos. Los primers utiliza-
dos son secuencias cortas que posiblemente se repiten varias veces en el ge-
noma de la bacteria. Los métodos rep-PCR (REP-PCR y ERIC-PCR) son un
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conjunto de técnicas cuyo objetivo es generar, también, huellas de ADN que
permitan discriminar entre especies o cepas bacterianas, pero este método
supone la aplicacion de primers basados en familias de cortas secuencias re-
petitivas extragénicas muy conservadas, presentes en casi todas las especies
del reino procariota. El objetivo de dichos primers pueden ser secuencias re-
petitivas palindromicas (REP-PCR) o bien secuencias intergénicas repetitivas
consenso (ERIC-PCR) (25). Ambos métodos, REP-PCR y ERIC-PCR, han sido
evaluados como técnicas muy Utiles en la identificacion, tipado e investigacion
epidemioldgica de aislamientos clinicos de distintos géneros y especies (26);
(27); (28); (29), incluyendo F. tularensis entre otros. Huellas de ADN obtenidas
mediante estas técnicas han sido cruciales para la diferenciacion entre algunas
especies y para el establecimiento de relaciones clonales entre aislamientos
dentro de una misma especie. En Espafa ya se aplicé con éxito esta metodo-
logia a la tipificacion de aislamientos de F. tularensis (30).

La secuenciacion de ADN, en particular del gen que codifica para la regién
hipervariable del ARNr 16S, ha sido muy utilizada en la tipificacion, especial-
mente en el caso de nuevas especies y siempre presenta un gran interés epi-
demiolégico. La secuenciacion del ADN del ARNr 16S fue utilizada en F
tularensis ya en 1990 (31) para la discriminaciéon de especie y también en la
demostracion de la aparicion del microorganismo por primera vez en Suiza
en marmotas (Callithrix jacchus) (32).

La incorporacién de otros métodos de tipificacién genética de alta resoluciéon
a £ tularensis ha sido una constante en los ultimos afos (33), incluyendo el
PFGE (pulsed-field gel electrophoresis) (34), RFLP (restriction fragment length
polymorphism) (35), que caracterizan este microorganismo a nivel de especie
y subespecie, o el AFLP (amplified fragment length polymorhism), el MLVA (mul-
tilocus variable number tandem repeat analysis) (36), que también han sido uti-
lizados para diferenciar las subespecies. La hibridacién comparativa del genoma,
el MLVAy la PCR basada en el estudio comparativo de los genomas, mapeado
y emparejamiento de las secuencias (37), ha permitido discriminar incluso den-
tro de las subespecies, determinando por ejemplo la existencia de variantes
geogréficas, siendo la MLVA la de mayor poder discriminatorio, excepcion
hecha de la secuenciaciéon completa del genoma. En nuestro pais, se ha apli-
cado MLVA a la discriminacién genética entre cepas de F. tularensis, por inves-
tigadores de Castillay Ledn (Ariza et al., 2014). La aplicacion de estos métodos
en algunos brotes de tularemia sucedidos en Europa Central, ha permitido com-
probar la implicacién simultanea de varios genotipos sugiriendo que en muchos
casos son los factores ecolégicos los que activan los brotes méas que descansar
la responsabilidad en clones especificos del agente (38).
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1.3. Infectividad de Francisella tularensis

F. tularensis es un microorganismo extremadamente infeccioso, pues dosis
muy bajas pueden resultar ya mortales para el cobaya o el ratén. Clasica-
mente, la virulencia de las subespecies de F. tularensis se ha venido determi-
nando midiendo el nimero de microorganismos necesarios para producir la
muerte del 50% de los animales infectados, sean estos ratones, ratas, coba-
yas o conejos. También se ha relacionado con la virulencia el tiempo necesario
para producir la muerte de los animales infectados, considerando siempre la
variacion referida a dos vias de infeccién, subcutanea o respiratoria.

Ratones y cobayas son altamente susceptibles tanto al tipo A como al tipo B
de F. tularensis, con una DLqqq de solamente 1 UFC ' por via subcutanea (39).
Como hemos indicado, las diferencias entre las dos subespecies, tanto en cobaya
como en ratodn, se producen en relacion con el tiempo necesario para producir
la muerte de los animales. En el caso del tipo A, la inoculacién de menos de 103
UFC produce la muerte en un tiempo mas corto que el necesario para el mismo
efecto, cuando se inoculan F. tularensis de tipo B, un efecto que también se des-
cubre entre poblaciones de cepas de una subespecie y otra (entre los subtipos
A1y Ay, incluso entre Aqp y A15 6 Ay) (40). De forma contraria a lo que sucede
con el ratén o el cobaya, donde se observan diferencias marcadas entre las
subespecies, es cuando se utiliza el conejo como animal de experimentacion
(Kingry and Petersen. 2014). En esta especie animal, la inoculacion subcutanea
una DLq g de una sola UFC de la subespecie £t.tularensis equivale a una DL
formada por 10° UFC de la subespecie F.t. holarctica (tipo B) (Olsufjev et al.,
1959). Las ratas son menos susceptibles que los conejos, tanto en el caso de
una subespecie como de la otra, con DL1qq senaladas para Ft.tularensis y F.t.ho-
larctica que van de 108 a 107, por via subcutanea (Olsufjev et al., 1959).

Tanto el tipo A (F. tularensis tularensis) como el tipo B (F. tularensis holarc-
tica) son también altamente infecciosos para el hombre. En cualquier caso,
el tipo A es el mas virulento y se considera el responsable de mas del 80%
de los casos humanos y de la practica totalidad de los casos mortales descritos
histéricamente (por lo general en individuos no tratados), especialmente des-
pués del contagio por inhalacion (41). El tipo B es menos virulento, modera-
damente virulento; en el hombre raramente produce casos mortales. F.
tularensis mediasiatica es apatégena para el hombre y F. novicida se considera
escasamente virulenta y raramente se asocia con enfermedad humana.

' Unidades Formadoras de Colonias
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En los ultimos afios hemos aprendido mucho sobre el modo en que £ tu-
larensis ejerce su poder patégeno y los factores que utiliza en ese propdsito.
La mayoria del conocimiento disponible sobre la patogenia de la tularemia
deriva de estudios realizados en ratones infectados indistintamente con cepas
vivas atenuadas, como la cepa vacunal LVS (derivada del tipo B) o con la cepa
SCHU S4 (derivada del tipo A) o con cepas virulentas de F. tularensis, admi-
nistradas por via intradérmica, subcutanea o respiratoria, siendo mucho
menos utilizada la via oral, aunque también existen estudios sobre ello. Re-
cientemente, Kuolee et al. (2007) (42) utilizaron esta via en el modelo ratén,
con la cepa LVS. También se han utilizado monos, a los que se ha expuesto a
la cepa menos virulenta SCHU S-4 del tipo A (43).

1.4. Factores de virulencia

Existe acuerdo en identificar la condicion de patégeno intracelular con la vi-
rulencia de £ tularensis, tanto para el hombre como para los animales. Se ha
sefalado, también, que su capacidad para colonizar diferentes lugares del hos-
pedador sugiere una enorme capacidad de adaptacion a multitud de ambientes
internos (44), desconociéndose mayoritariamente, sin embargo, qué mecanis-
mos o que factores de virulencia son utilizados con este propésito. Los datos
procedentes de la secuenciacion del genoma de F. tularensis y sus subespecies
ponen de manifiesto que no produce toxinas ni utiliza algunos de los sistemas
de secrecion mas comunes en otros microorganismos patégenos intracelulares,
ni tampoco utiliza mecanismos similares de escape a los que han sido descritos
en el caso de Listeria o Shigella, por poner el ejemplo de otros patdgenos intra-
celulares facultativos. Los estudios mas recientes comienzan sin embargo, a arro-
jar luz sobre la intervencion de genes de virulencia especificos, necesarios para
que la infeccion termine en éxito (enfermedad). Aunque la caracterizacion de
estos genes todavia esta en sus comienzos, la larga lista de mutantes disponibles
en la actualidad que manifiestan defectos en la virulencia, ponen de manifiesto
que el ciclo biolégico de estos microorganismos es a la vez complejo y multi-
forme, por lo que para poder interpretar la patogénesis es critico ese conoci-
miento. La mayoria de los estudios sobre factores de virulencia han sido
realizados en ratones BALB/c utilizando métodos de estudio de la virulencia in
vivo, principalmente STM (Signature-Tagged Mutagenesis) (45) con el que se
identificaron mas de 300 mutantes atenuados para la infeccién pulmonar. Re-
cientemente se ha secuenciado el genoma de tres cepas de F. tularensis y se ha
estimado la existencia de mas de 2.000 genes aunque a muchos de ellos no se
les ha asignado aun ninguna funcién biolédgica reconocida. La cepa LVS derivada
del tipo B de F. tularensis, que es relativamente avirulenta para el hombre pero
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letal para el raton, en el que da lugar a un cuadro muy semejante al que se ob-
serva en la tularemia humana, ha centrado buena parte de los estudios de pa-
togénesis y respuesta inmune durante la tularemia. A continuacion referimos
brevemente los factores de virulencia mas reconocidos en la actualidad:

e Capsula. Se admite la existencia de capsula (otros autores definen como
seudocapsula) anticomplementaria, rica en carbohidratos, que se relaciona
con la resistencia a varios ambientes y situaciones de estrés generadas por
el hospedador. Mutantes acapsulados de la cepa LVS (F.t. holarctica) obte-
nidos mediante naranja de acridina (46) producen fenotipos rugosos en
medios de cultivo sélidos y su estructura superficial carece de la capa elec-
trodensa tipica que se observa en las colonias de tipo salvaje lisas por mi-
croscopia electrénica. Estos mutantes son mas sensibles a la capacidad
bactericida del suero por accion del complemento y son menos virulentos
o atenuados para el raton.

e Lipopolisacarido (LPS). Comparado con el de otras bacterias Gram ne-
gativas, el LPS de F. tularensis es atipico, con una actividad inmunobiolé-
gica relativamente baja, cuya explicacion se desconoce, aunque se ha
descrito que el lipido A es diferente al que esta presente habitualmente
en otras bacterias, pues carece del radical 4'-fosfato que se observa en el
dimero de glucosamina y ademas esta hipoacilado, todo ello cuando se
compara por ejemplo con el LPS de Escherichia coli. Como quiera que sea,
el resultado es que el LPS no activa una respuesta proinflamatoria elevada
a nivel de macréfagos, reduciendo la respuesta inmune por parte del hos-
pedador infectado.También se ha observado que las cepas rugosas deri-
vadas de Ft.tularensis (cepa Schu S4) son menos virulentas y menos
inmundgenas en el ratéon que las cepas salvajes de las que proceden (47),
lo que viene a poner de manifiesto su relacién con la resistencia a factores
bactericidas generados por las células hospedadoras. En general, el LPS se
relaciona con la invasiéon de los macréfagos (ver después).

¢ Adhesinas. Los analisis de secuencias genémicas de varias cepas de Franci-
sella han revelado la existencia de grupos o clusters de genes que comparten
homologia con determinantes de los pili de tipo IV de especies como Neisseria
meningitidis o Pseudomonas aeruginosa y estas estructuras han sido obser-
vadas en crecimientos obtenidos en varios medios de cultivo. Su posible re-
lacién con la virulencia asienta, como en otros casos, en la atenuacion de
mutantes incapaces de expresarlos.

En diferentes estudios llevados a cabo con la cepa Schu S4 de F. t. tularenis,
con la cepa LVS de Ft. holarctica o con F. novicida, se ha comprobado que
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en todas estas subespecies se descubren al microscopio electrénico este tipo
de estructuras aunque su funcion parece diferente, incluyendo no solo la
adherencia en modelo macréfago, sino en algunos casos también para un
sistema de secrecion de tipo Il (48).

También se han descrito adhesinas no estructurales, de caracter protéico,
como una proteina de membrana externa denominada FsaP (49)y el factor-
Tu de elongacion de Francisella (EF-Tu) que se ha identificado como un me-
diador de la unién del patdégeno a células THP-1, union que puede
neutralizarse mediante anticuerpos especificos frente a él.

¢ Isla de Patogenicidad (FPI Francisella Pathogenicity Island). Esta pre-
sente, por duplicado, tanto en el caso del tipo A como del tipo B de £ tula-
rensis mientras que F£ novicida solo presenta una copia (50). Mide
aproximadamente 33,9 kb y de los 17 ORF (marcos de lectura abierta) que
presenta, la mayoria se requieren en el curso de la patogénesis. Se incluyen,
por ejemplo, varios componentes de un sistema de secrecion similar al tipo
VI'y en muchos casos estan regulados por condiciones ambientales, inclu-
yendo la disponibilidad de hierro o la presencia de peréxido de hidrégeno,
ademas de varios factores reguladores. Mutaciones en cualquiera de estos
genes atenuan el crecimiento de F. tularensis en macréfagos, células de in-
secto o ratones.

e Reguladores transcripcionales. Se incluyen varios:

e MglAB (Macrophage growth locus), que se identificé primeramente en
F. novicida situdndose mglA y mglB en un operén que codifica proteinas.
MglA funciona como un factor de transcripcion global en F. tularensis que
regula la expresion de mas de cien genes, incluyendo los de la FPI, y su
eliminacion o silenciamiento reduce o atenua la capacidad de F. tularensis
para inhibir la maduracion del fagosoma y el escape al citoplasma, redu-
ciendo también su capacidad de multiplicacion y crecimiento en macro-
fagos y otras células (51). MglA regula positivamente los genes de la FPI
pdpA, pdpD, iglA, igIC e igID.

® SspA es un factor de transcripcion con alta homologia con el anterior.
Tanto en F. tularensis como en las cepas LVS, SspA y MglA se asocian con
ARN-polimerasas e interactian de modo que la asociacion de uno con la
polimerasa, requiere la presencia del otro (52), co-regulando el mismo
grupo de genes.

® PmrA es un regulador de muchos genes (incluyendo los de FPI) que com-
parte homologia con otros de Salmonella y que regula la expresion a tra-
vés de la cascada de transduccion de sefales basadas en la fosforilacion.
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En F. tularensis, los mutantes son atenuados en macréfagos y ratones y
en el caso de F. novicida son mas sensibles a los péptidos antimicrobianos
que la cepa salvaje.

* FevR (Francisella effector of virulence regulation) es requerido para la
replicacion de F. tularensis LVS y F. novicida en macrdéfagos humanos y
murinos (53) igual que en células epiteliales, aunque se desconoce el
mecanismo. Los mutantes son incapaces de bloquear la actividad de la
NADPH oxidasa después de infectar neutrofilos.

e MigR (Macrophage intracelular growth regulator) es un regulador de la
expresion de genes de virulencia del que se desconoce el mecanismo, in-
cluso si el resultado es directo o si simplemente se trata de intermedio,
pero los mutantes son atenuados (Buchan et al., 2009).

También se ha descrito una proteina de la superfamilia de las inmunoglobu-
linas denominada IgIC (una proteina de 23 kD) que se implica en la rotura de la
sefal del receptor de los linfocitos T (TCR) relacionandose con la virulencia, pues
los mutantes son atenuados.

Ademas de los anteriores, se han descrito otros factores de virulencia im-
plicados en la patogénesis de F. tularensis resultado directo de los estudios
genéticos y de produccion de mutantes llevados a cabo en los ultimos afos,
aunque la gran mayoria todavia estan en proceso de estudio (ver revision de
Pechous et al., 2009); es el caso por ejemplo, de la existencia de ‘fosfoanti-
genos’, que expanden células gd-T (de significado desconocido) y los siste-
mas de captacion de hierro, mal conocidos, aunque se ha descrito el gen
fur (un regulador).

Uno de estos estudios, en fase de desarrollo en la actualidad, se refiere a
la relacion entre la virulencia de F. tularensis y su capacidad de resolver su de-
manda nutricional en el citoplasma de la célula hospedadora. F. tularensis es
auxotrofica para 6 aminoacidos, que incluyen histidina, lisina, metionina, cis-
teina, arginina y tirosina y en la practica, las células hospedadoras poseen
una capacidad limitada para proporcionar la mayoria de estos aminoacidos
(en particular cisteina del que necesita cantidades importantes) y con ellos de
transportadores eficientes, como sucede con el transportador AnsP, que re-
sulta esencial para la proliferacion de F. tularensis en los macréfagos y para
la produccion de tularemia en el modelo ratén (54) representando, lo uno y
lo otro (aminoacidos y transportadores), un factor limitante en la evolucién
nutricional y metabolica de este patdgeno, que condiciona su supervivencia
en el citoplasma de la célula (55).
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2. Patogénesis de la Tularemia
(origen y desarrollo de la tularemia)

Sefialemos, en principio, que los 6rganos diana principales de £ tularensis
incluyen los ganglios linfaticos, pulmones y la pleura, bazo, higado y rifiones,
siendo sus dianas celulares principales los macréfagos, células dendriticas, neu-
trofilos, células epitelioides, hepatocitos y fibroblastos. En individuos sin tratar,
los bacilos inoculados en la piel o en las membranas mucosas se multiplican lo-
calmente y después difunden hacia los ganglios linfaticos regionales, donde con-
tintan multiplicdndose, pudiendo diseminarse desde alli a diferentes érganos y
sistemas del cuerpo. En las fases tempranas de la infeccion la bacteriemia puede
ser un hallazgo comun. La reaccion tisular inicial es una necrosis focal, intensa-
mente supurativa, que incluye grandes acumulaciones de neutréfilos seguido
de la invasion de los macréfagos, células epitelioides y linfocitos. Las lesiones
supurativas se hacen granulomatosas y el analisis histopatolégico de los granu-
lomas revela una zona central necrética, algunas veces caseificada, rodeada por
una capa de células gigantes multinucleadas y fibroblastos dispuestos radial-
mente, de forma similar a como sucede en el caso de otras enfermedades que
cursan con procesos semejantes, como la tuberculosis (56).

Experimentalmente, monos inoculados con la cepa SCHU S-4 desarrollan
bronquiolitis aguda en 24 a 48 h después de la exposicion a particulas de 1 a 8
micras que incorporan el patdgeno (57). A las 72 h desarrollan inflamacion en
el tejido peribronquial y en los septos alveolares. La bronconeumonia se ca-
racteriza, ademas, por hipertrofia de los ganglios linfaticos traqueobronquiales,
con hiperemia y lesiones inflamatorias discretas de 0,2-0,5 cm de diametro en
el parénguima pulmonar. En ausencia de tratamiento la enfermedad progresa
a consolidaciéon y organizacién neumonica, formaciéon de granulomas y ocasio-
nalmente fibrosis intersticial cronica (Dennis et al., 2001). En el hombre, también
después de la exposicion por inhalacién, se desarrolla inflamacién hemorragica
de las vias aéreas, que puede progresar a bronconeumonia, con espacios al-
veolares repletos de mononucleares. Las pleuritis con adherencias y efusion, asf
como linfadenopatias hiliares, son frecuentes (58).

En el caso de ratones infectados por via intragastrica con una cepa viru-
lenta del tipo A, se produjo la difusion a los ganglios linfaticos mesentéricos
e inmediatamente después al higado y bazo, localizaciones donde el micro-
organismo se multiplicé activamente, originando después una infiltracion de
neutréfilos y necrosis tisular, que derivé al paso a la sangre e infeccién gene-
ralizada letal (KuolLee et al., 2007).
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F. tularensis es un patégeno intracelular facultativo que coloniza diferen-
tes tipos celulares, como hemos visto, en los que después de evadir la for-
macion del fagolisosoma se multiplica. En cualquier caso, la patogenia de
la tularemia, a pesar de los avances en su conocimiento producidos en los
Ultimos anos, aun presenta grandes lagunas de comprension (Pechous, et
al., 2009).

En estudios de invasion celular llevados a cabo con la cepa LVS en el mo-
delo ratén, inoculados por diferentes vias, se ha podido comprobar que £
tularensis puede utilizar varios mecanismos de entrada y tiene capacidad
igualmente de utilizar distintos receptores de la superficie celular para fijar
la bacteria e iniciar la internalizacién y una vez dentro, alterar el proceso
bactericida normal de los fagocitos y ‘escapar’ del mecanismo defensivo ce-
lular por un procedimiento todavia desconocido, que implica la degradacién
de los lipidos de las membranas de las vacuolas fagociticas de una forma
tan efectiva, que en un tiempo tan corto como 12 horas, las bacterias co-
mienzan a multiplicarse en alto numero en el citoplasma celular, lo que
eventualmente conduce a la muerte de la célula y presumiblemente la in-
feccion se traslada a las células vecinas con una fase extracelular muy corta,
como se ha descrito con cepas atenuadas (LVS) en el modelo ratén, inocu-
ladas por distintas vias (59).

Después de la entrada en el fagosoma F. tularensis evita la fusion con los
lisosomas, sale del fagosoma y se replica en el citoplasma celular induciendo
a la célula a sufrir piroptosis, una forma singular de apoptosis altamente in-
flamatoria habitual de los patégenos intracelulares, que da lugar a la libera-
cion de la bacteria desde la célula 'y, como hemos indicado, rapidamente
infecta una nueva célula; la muerte celular consiguiente debe entenderse que
forma parte de la respuesta defensiva del hospedador. Al contrario que otros
patégenos, este microorganismo permanece en el fagosoma un tiempo esti-
mado entre 3y 4 horas en los que suprime la acidez fagosémica. La proteina
IglC es responsable de apoptosis (60).

2.1. Contagio e Infeccién

La entrada del microorganismo en el hospedador animal o en el hom-
bre, se produce por diferentes vias, principalmente por picadura, a través
de cortes, heridas o pinchazos en el caso del hombre, durante la manipu-
lacién de animales o cadaveres de animales enfermos, o por via digestiva
(consumo de carne procedente de animales infectados o enfermos, mal
cocinada, en el caso del hombre, o entre los animales, por consumo de ca-
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daveres o carrofia de animales muertos como consecuencia de la enferme-
dad, de agua contaminada, etc.) o por via respiratoria, al inhalar polvo en
suspension conteniendo bacterias adheridas a las particulas. Después de
la entrada, el microorganismo utiliza dianas celulares, principalmente del
sistema monocito-macréfago (fagocito-mononuclear o reticulo endotelial),
ademas de células de otras estirpes como linfocitos y células epitelioides,
difundiéndose a través de la sangre, ocasionalmente con bacteriemia,
sobre todo al comienzo del proceso y también por el sistema linfatico.

Se pueden descubrir bacterias o restos celulares procedentes del endotelio
de los capilares en el higado, bazo, nédulos linfaticos, pulmones o médula
6sea, originando focos necréticos (necrosis hepatica y neumonia fibrinone-
crética multifocal (61) (62)) que ocasionalmente se han descrito también en
placas de Peyer y que pueden ser causa de trombosis.

2.2. Colonizacion

F. tularensis presenta una fase extracelular en su ciclo biolégico, aunque
los aspectos de mayor interés se refieren a su capacidad de supervivencia y
multiplicacién dentro de las células del hospedador que incluyen, como
hemos indicado, principalmente macréfagos, células dendriticas, polimorfo-
nucleares neutrofilos, células endoteliales, hepatocitos y células de tipo Il del
epitelio de los alvéolos pulmonares. Quede claro, por tanto, su condicion de
patdgeno intracelular facultativo. Aunque se han identificado varios tipos de
receptores en la célula hospedadora, los factores bacterianos que contribuyen
a la unién con la célula todavia no han sido bien caracterizados.

Un tipo de adhesina potencial esta representado por los pili de tipo IV a los
gue ya nos hemos referido, por analogia a lo que sucede en otras muchas es-
pecies de bacterias, cuya fijacion a los receptores correspondientes, iniciaria el
proceso de invasion en las células diana. En estas, se han implicado diferente
tipo de receptores con la particularidad de que el predominante, que media el
proceso de union, depende de si Francisella esta o no opsonizada. Los receptores
de manosa (MR), por ejemplo, parece que desempefian un papel importante
en el caso de bacterias no opsonizadas (tanto en £ novicida como en F. tularensis)
durante la fagocitosis por macréfagos humanos y murinos (Moreau and Mann,
2013) (63). Por otra parte, en el caso de bacterias opsonizadas, dependiendo
del tipo de opsonina, también puede implicarse un tipo u otro de receptores.

La opsonizacion con suero redirige las bacterias hacia el receptor CR3 del
complemento, tanto en el caso de macréfagos como de neutrofilos o de células
dendriticas. También se han implicado en la fagocitosis de franciselas opsoniza-
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Figura 2.
Adhesinas de Francisella tularensis y receptores correspondientes en
células (Dibujo cortesia del Dr. Luis A. Calvo S&ez)
(Moreau and Mann, 2013)

das con suero por parte de macréfagos humanos o murinos, entre otros, otro
tipo de receptores como los receptores “basurero” de tipo A (SR-A), receptores
para la cadena gamma del Fc de las inmunoglobulinas (Fcy), la nucleolina o la
proteina A surfactante del pulmon (SP-A).

Después de la entrada en la célula, £ tularensis se localiza dentro de un
fagosoma que sufre un proceso de maduracion progresivo, abocado a un
fagolisosoma bactericida después de la union a los lisosomas celulares, reple-
tos de enzimas. Tales fagosomas adquieren de forma progresiva y secuencial-
mente, marcadores como los EEA-1, CD63, LAMP-1, LAMP-2 y Rab7, que
son indicativos de un proceso de maduraciéon normal (64), aunque tales
interacciones no conducen a la fusién con los lisosomas. Durante la madura-
cion se produce la acidificacion progresiva del contenido del fagosoma, me-
diada por una ATPasa (v-TPasa), que es tanto un requisito como una
consecuencia de la propia maduracion.
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Una funcién bactericida principal de los fagosomas es la produccién de espe-
cies reactivas al oxigeno (ROS) durante el proceso conocido como “estallido res-
piratorio” que tiene lugar en la fase final de la digestién, mediado a su vez por
un complejo multiproteico enzimatico denominado NADPH oxidasa ubicado a
nivel de la membrana fagosomal, capaz de convertir el O, (oxigeno molecular)
en aniones superdxido especialmente toxicos. Este complejo, que utiliza el
NADPH (nicotinamida adenina dinucleétido fosfato) como agente reductor, re-
duce el oxigeno libre a superédxido, que se combina espontaneamente con otras
moléculas produciendo radicales libres, muy reactivos, como los aniones OH,
H>O», hipoclorito, acido hipocloroso, peroxinitrito (ONOQO"), hipoyodito y oxido
de nitrégeno, entre otros, en el caso de algunos tipos celulares y bajo ciertas con-
diciones. La reaccion principal puede resumirse asi: NADPH + 205 = 205" +
NADP* + H*.

El complejo NADPH oxidasa esta integrado por dos proteinas de mem-
brana que juntas forman flavocitocromo bggg y varios componentes solubles,
gue son translocados a la membrana fagosomal activada. El flavocitocromo
contiene el centro redox (oxidacion-reduccion) de la NADPH oxidasa y es el
sitio para las subunidades citosélicas del complejo enzimatico (65). Se ha
visto que tanto F. tularensis como F. novicida neutralizan la produccién de
ROS alterando, al menos, dos etapas diferentes en la activacién de la NADPH
oxidasa, lo que sucede tanto en F. tularensis tularensis como en F. tularensis
holarctica. La neutralizacion de la actividad de la NADPH oxidasa exalta la su-
pervivencia de F. tularensis en los macréfagos, pero no esta claro que esto
suceda igual en el caso de los neutréfilos y otros tipos celulares.

En la resistencia de F. tularensis a las especies reactivas al oxigeno se han res-
ponsabilizado varios determinantes bacterianos, por ejemplo, la produccién de
fosfatasas acidas, que pueden inhibir el estallido respiratorio (66). Aparte de
ellas, también se han implicado en la resistencia otros determinantes genéticos,
como los relacionados con la biosintesis de pirimidina (genes carA, carB'y pyrB)
aungue no esta claro su mecanismo de actuacion (67) que es lo que sucede
también con el factor de transcripcién FevR que regula la expresion de una gran
cantidad de genes, incluyendo los de la FPI (Francisella Pathogenicity Island)
(Wehrly et al., 2009) que también interviene en la inactivacion de la NADPH oxi-
dasa y en consecuencia en la produccién de las especies reactivas al oxigeno
(ROS) en los neutrofilos, como ha sido demostrado recientemente (68).

F. tularensis codifica al menos, dos superoxido dismutasas que intervienen
en la detoxificacion del anion superéxido a HyO5 y O5. En el mismo sentido,
mutantes de F. tularensis LVS que no producen catalasa, son atenuados en el
ratéon, lo que hace pensar en su condicion de factor de virulencia (69).
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Por ultimo, F. tularensis, igual que sucede con F£. novicida en fagosomas
de macroéfagos y otros tipos celulares de procedencia humana o murina, se
libera en el citoplasma celular rompiendo la membrana del fagosoma tan solo
entre 1y 8 horas post-infeccion (70) segun el modelo de estudio utilizado
(ver después). El escape es una fase critica para la proliferacion intracelular,
en lo que parece intervenir el sistema de secrecién de tipo VI codificado por
la isla FPI, como ya hemos indicado, aunque también se han implicado fos-
fatasas acidas, genes carA-B y pyrB (también mencionados), ademas de otros
de funcion desconocida (Celli y Zahrt, 2013).

Una vez liberada en el citoplasma, la capacidad de F. tularensis para multipli-
carse alli es también otro aspecto critico y clave del ciclo bioldgico intracelular, en
el que tiene lugar la expresion de factores que interaccionan con otros, derivados
de la célula hospedadora.

La capacidad de multiplicacion intracitoplasmatica de F tularensis, se rela-
ciona con la virulencia y de hecho se puede afirmar que es la consecuencia de
tal condicion. En este sentido, por ejemplo, mediante estudios de transcripté-
mica, se ha identificado el requerimiento de la expresion de genes relacionados
con la biosintesis de purina (purMCD), de la y-glutamiltranspeptidasa (ggt) asi
como otros varios, todos ellos precisos para la multiplicacion bacteriana, aunque
se piensa que debe haber todavia otro importante nimero de genes que tam-
bién contribuyen a este proceso y que por el momento no han sido descritos
(71). En la Figura 3, se representa el esquema del ciclo celular de £ tularensis
segun propuesta de Celli y Zahrt (2013). Como puede observarse el ciclo se inicia
por su inclusion en un fagosoma, su liberacion y replicacion citoplasmatica se-
guida de la muerte celular, liberacién de la bacteria y nueva infecciéon celular.

2. Patogénesis de la Tularemia (origen y desarrollo de la tularemia




citosdlica

Figura 3.
Ciclo intracelular de Francisella tularensis
(Dibujo cortesia del Dr. Luis A. Calvo Saez)(Celli y Zahrt, 2013)
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3. Respuesta Inmune en la tularemia

3.1. Inmunidad Innata

A grandes rasgos, el comportamiento de la respuesta inmune innata
no es diferente del que se observa en el caso de otros patégenos intrace-
lulares, con una respuesta inflamatoria precoz en la que inicialmente se in-
ducen, como hemos visto, citoquinas proinflamatorias y de tipo Tht,
incluyendo IL-12, TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa) e INF-y (interferéon
gamma) (Pechous et al., 2009), estos dos Ultimos esenciales en el control
de la infeccion como lo demuestra que su deplecién convierte infecciones
tipicamente subletales en infecciones mortales (72).

Los mecanismos de la inmunidad innata son capaces de controlar ne-
gativamente la proliferacion celular de estos microorganismos. Macréfa-
gos, células dendriticas y NK (células asesinas naturales, “natural killer")
son las responsables de la inducciéon rapida de produccién de citoquinas
después de la infeccion. La activacion de los macréfagos de ratén y la con-
siguiente produccion de citoquinas proinflamatorias tiene lugar a partir de
los receptores TLR-2 que median una sefal que puede ser critica en el re-
conocimiento precoz de los patégenos. La activaciéon de los macréfagos y
otros fagocitos profesionales por el IFN-y es también muy importante para
la contencion inicial de F tularensis ya que estas células son la primera
diana del organismo tanto para la infecciéon como para la multiplicacién
del patégeno (73). Junto a los macréfagos, los neutréfilos son muy impor-
tantes en el control de la infeccion en las primeras etapas, aunque su im-
portancia puede diferir segun los tejidos. En estudios llevados a cabo en
ratones se observa que su deplecién incrementa la sensibilidad para un
tipo de infeccién sistémica, mientras que tiene escaso o nulo efecto en el
caso de una infeccion respiratoria localizada (74).

En el proceso de control a cargo de la inmunidad innata, el IFN-y es esencial
y se ha comprobado que restringe el crecimiento intracelular de varias cepas de
Francisella en distintos modelos de estudio, aungue no se conoce el mecanismo,
gue parece depender de la generacion de oxido nitrico por una sintasa inducible
(INOS) sin que afecte el proceso de escape del fagosoma, aunque algunos au-
tores lo admiten. Ademas, la activacion de los macréfagos por la IL-4 controla
también la multiplicacion de la cepa LVS en estas células.

Como quiera que sea y, en cualquier caso, las bacterias son reconocidas
por varios tipos de receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) loca-
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lizados tanto en la superficie celular como en los endosomas, como sucede
con los TLRs (receptores toll-like) o en los compartimentos citosélicos, como
los receptores tipo Nod-/ike (NLRs) y unos y otros (que actian como sen-
sores intra o extra-celulares de componentes microbianos o de danos ce-
lulares) reconocen patrones moleculares asociados a los patégenos (PAMPs)
o patrones moleculares asociados al dafio (DAMPs) iniciando, conjunta-
mente con la proteina adaptadora molecular ASC (Apoptosis-associated
Speck-like protein containing a CARD, un tipo de activador de la transcrip-
cién: Caspase Activation and Recruitment Domain) respuestas proinflama-
torias, entre las que destaca la activacion del inflamasoma 2, que dirige la
activacion de la caspasa-1 (cistein proteasa caspasa-1) procesando y libe-
rando las citoquinas proinflamatorias IL-1 y IL-18. Tanto ASC como la cas-
pasa-1 desempefian un papel critico en la defensa del hospedador frente
a F. tularensis, como se ha demostrado experimentalmente.

A consecuencia de su peculiar estructura, el LPS de Francisella tularensis
es muy poco endotéxico y no induce sefales mediadas por el TLR-4 esti-
mulando en vez de ello TLR-2, lo que da lugar a la produccién de citoquinas
proinflamatorias (75), aunque también es capaz de suprimir la sefalizacién
mediada por TLR y la secrecion de citoquinas proinflamatorias inducidas
por otros agonistas.

La activaciéon de la caspasa-1 va seguida de la escision y activacion de
citoquinas proinflamatorias (IL-1 y IL-18) y de la inducién de muerte celular
via piroptosis, circunstancias que son requeridas para la respuesta inmune
innata frente a los patégenos intracelulares, como es el caso que nos
ocupa. En respuesta a la presencia de F. tularensis en el citoplasma, las cé-
lulas secretan IFN-B que activa el receptor de IFN de tipo 1, un requisito
previo para la activacion del inflamasoma. Pese a los esfuerzos del hospe-
dador para inducir la activacién del inflamasoma, F£. tularensis modula y
atenua esta via de defensa limitando su eficacia e induciendo, finalmente,
la muerte celular, como se ha sefialado (76). En la Figura 4, se recogen las
fases de activacion de la respuesta innata en macréfagos.

En estudios llevados a cabo sobre la fagocitosis por macréfagos, se ha
comprobado que F. tularensis disminuye su capacidad y la de células den-
driticas, para responder a la unién de los receptores TLR con estimulos se-
cundarios, como sucede con el LPS (77), a la vez que se induce la secreciéon

2 Elinflamasoma es un complejo citoplasméatico multiproteico responsable de la activacion
de los procesos inflamatorios que induce la muerte celular programada por un proceso
distinto de apoptosis, denominado piroptosis
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Francisella tularensis

dominio HIN
dominio PYD

dominio CARD
caspasa-1 p20
caspasa-1p10

Figura 4.

Acontecimientos que tienen lugar durante la activacion de la respuesta
inmune innata frente a £, tularensis en macréfagos. TLR-2 induce una
respuesta transcripcional que conduce a la expresion de citoquinas proinflamatorias
que al final activan la caspasa-1y conducen a la muerte celular
(Dibujo cortesfa del Dr. Luis A. Calvo Saez) (Jones and Monack, 2011)(78)

de prostaglandina E que inhibe la secrecion de IL-2 y promueve una res-
puesta Th2 que, como es sabido, resulta ineficaz en el aclaramiento de los
patégenos intracelulares. Cuando se replica en los neutrofilos, F. tularensis
inhibe el estallido respiratorio. En cualquier caso, la contribucion precisa
de todos estos mecanismos al control practico de la infeccién todavia no
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se ha evaluado suficientemente, aunque no hay dudas que tanto la evasion
como la supresion de la respuesta inmune, resultan esenciales en el caso
de las cepas altamente virulentas y justifican las diferencias que se aprecian
en el caso de las subespecies de F. tularensis.

3.2. Inmunidad adaptativa

Tanto en el caso del hombre como en modelos animales, concentraciones
subletales de F. tularensis inducen una fuerte inmunidad protectora, en par-
ticular después de una segunda exposicion de recuerdo o secundaria (79)
detectandose niveles altos de anticuerpos en el suero, muy persistentes, aun-
gue su importancia practica desde el punto de vista de la respuesta inmune
no esta del todo clara, sobre todo cuando se trata de cepas virulentas (no
proporcionan proteccion suficiente frente al patdégeno), hecho que si sucede
cuando se trata de cepas de virulencia moderada o baja, como lo demuestran
estudios de transferencia pasiva de anticuerpos llevados a cabo en animales
(80). En cualquier caso, entre 2 y 3 semanas post-infeccion se desarrolla una
respuesta adaptativa humoral con presencia de IgG, IgM e IgA. De forma pa-
ralela, pero mas precoz (se detecta una semana antes) y mas efectivas, a con-
secuencia de la naturaleza intracelular facultativa del agente, también se
detecta una respuesta celular. Como quiera que sea, la reinfeccion es un su-
ceso raro, aunque en el hombre se han descrito varios casos.

La apariciéon de anticuerpos tiene lugar en la seqgunda o tercera semana,
como se ha indicado, presentando un pico alrededor de la tercera o cuarta
semanas. Son anticuerpos de gran persistencia, incluso en niveles altos, que
se mantienen hasta los 6 meses 0 mas. Se han descrito, en el hombre, casos
de anticuerpos (especialmente de tipo IgG y menos en el caso de IgA e IgM)
después de 25 afos del padecimiento de la infeccion (81). No existe, sin em-
bargo, relacion directa entre el titulo de anticuerpos y la gravedad de la in-
feccion y, desde el punto de vista diagnostico, una serologia negativa no
excluye infeccion pasada o la ausencia de respuesta de base celular. Como
se vera mas adelante, una seroconversion significativa, se considera suficiente
para el diagnostico seroldgico confirmativo de la tularemia 2-3 semanas des-
pués del primer analisis.

Igual que ocurre con otros microorganismos intracelulares, la defensa
adaptativa frente a la tularemia se relaciona directamente con la inmunidad
de base celular (82), fuertemente dependiente de linfocitos T, particularmente
CD4+ y CD8*, siendo capaces de resolver con éxito en el ratéon infecciones
por F. tularensis virulenta de tipo A, igual que por LVS 6 F. novicida (83). Las

TULAREMIA. UNA APROXIMACION A SU ESTUDIO INTEGRAL EN CASTILLA Y LEON



células T, tanto CD4 como CD8, ante la presencia de los antigenos de F. tu-
larensis proliferan y se diferencian en células efectoras productoras de IFN-y,
a la vez que expresan no solo receptores oy sino también y8, los cuales mul-
tiplican hasta 6 veces su presencia en la corriente sanguinea convirtiéndose
en predominantes. Estos receptores reconocen compuestos fosforilados, de
bajo peso molecular, no peptidicos (fosfoantigenos), que han sido definidos
como factores de virulencia como hemos sefalado, aunque en general se re-
conoce falta de conocimiento en lo que se refiere a la participacion de recep-
tores de linfocitos, co-receptores y perfiles de memoria o restriccion por el
MHC (complejo principal de histocompatibilidad). Siempre es muy evidente
la activacion de los macréfagos, cuyo patron de resistencia o susceptibilidad
a la infeccion cambia cuando se exponen a la accion del IFN- y y de las cito-
quinas proinflamatorias.

Un aspecto al que cada vez se presta mas atencién, con implicaciones
practicas desde el punto de vista preventivo respecto del desarrollo de vacu-
nas, tiene que ver con que la respuesta no es igual segun la via de exposicion
al agente, particularmente cuando se refiere a la comparacion entre la infec-
cion respiratoria y la infeccion sistémica, que sobre todo se sustancia cuando
se compara el papel de los neutréfilos y las especies reactivas al nitrégeno,
en el tiempo de inflamacion inicial. En el ratén, la infeccién sistémica inducida
por via intradérmica o subcuténea produce la aparicion inmediata de infla-
macion en los primeros dos dias post-infeccion en los que se detecta una pro-
duccion importante de IFN-y (Elkins et al., 2007), mientras que cuando la
infeccion se produce por via respiratoria, este tipo de respuesta se retrasa
hasta los 3-5 dias y en este tiempo se produce una intensa multiplicaciéon y
acumulo de microorganismos en higado y bazo, ignorandose el motivo (84),
aunque algunos autores (85) lo han relacionado con una menor presencia de
células T secretoras de IFN-y y su acumulacién en bazo y pulmones con un
incremento en la produccion de prostaglandina E, lo que en conjunto puede
interpretarse en el sentido de que las cepas virulentas de F. tularensis alteran
la respuesta de células.

3.3. Escape o subversioén de las defensas, innata y
adaptativa del hospedador

Después de su entrada en el hospedador, en pleno proceso de infeccion, £
tularensis debe ser capaz para prosperar, de resistir a las defensas del hospe-
dador o, si se quiere, evadirse de su accion neutralizante o bactericida. En el
periodo extracelular, en la fase inicial de la infeccion, hasta el 75% de las cepas
viables, infecciosas, sean de la cepa atenuada LVS de F. t. holarctica o de la cepa
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SchuS4 de £ t. tularensis, en la sangre, estan presentes fuera de las células,
tanto que la infeccion haya tenido lugar por via intranasal o intradérmica en el
raton (Forestal et al.,, 2007), lo que viene a demostrar que esta fase es relevante
en la difusién del agente a la vez que sugieren la necesidad de superar las de-
fensas extracelulares correspondientes, entre las que es preciso mencionar al
menos el complemento y diferentes péptidos antimicrobianos.

El sistema del complemento es una de las defensas extracelulares prin-
cipales presente en la corriente sanguinea de los mamiferos que, en ultimo
extremo, produce la lisis de bacterias y otros organismos mediante la forma-
cion de un complejo proteico de ataque a la membrana (C5-C9) que forma
poros en la membrana bacteriana o bien promoviendo su destruccion por fa-
gocitos, favorecida por la opsonizacion bacteriana con restos de proteinas
del complemento (86). En el curso del proceso se forman, ademas, moléculas
que promueven la inflamacion y reclutan células al sitio de infeccion (princi-
palmente macréfagos y linfocitos T).

Parece obvio pensar que para mantener tanto la viabilidad como la integridad
de £ tularensis se hace necesario inhibir o neutralizar la activacion de este factor
sérico, de hecho, igual que para prevenir la liberaciéon de componentes bacte-
rianos inmunoestimuladores (patrones moleculares asociados al patégeno,
PAMPs) que podrian activar un incremento o exaltacion de la respuesta inmune.

Aunque el C3, que se puede considerar el factor central de la cascada de
activacion, se una a la membrana de la bacteria, ésta (F tularensis) debe ser
capaz de escindir la proteina en fragmentos inhibitorios mas pequefios (C3bi
y C3d) que neutraliza la capacidad del C3 para continuar la activaciéon y ge-
nerar el complejo de ataque a la membrana (MAC). Si bien por el momento
el mecanismo de inactivacion del C3 en la superficie de F. tularensis es des-
conocido, un factor producido en el suero, el factor H* se une rapido a la su-
perficie de la bacteria e inhibe la formacién de la convertasa del C3 (C4b2b).

La actividad inhibidora del complemento por parte de £. tularensis depende
del antigeno O (oligosacaridos del LPS) como se ha demostrado con mutantes
deficientes, que son significativamente mas sensibles al complemento que
las cepas salvajes (87) a la vez que diferencia también esa sensibilidad entre
F. tularensis y F. novicida (los mutantes de ésta Ultima son mas de 2.000 veces

3 Elfactor H es una glicoproteina sérica que regula la activacién del complemento controlando
como cofactor la actividad del factor | y mediando en la escision del C3b en la via alternativa.
Ejerce su accion protectora sobre las células propias al unirse a glicosaminoglucanos (GAGs)
de su membrana externa, pero no sobre las bacterias o virus (que carecen de ellos).
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mas sensibles que los de su cepa salvaje correspondiente) probablemente de-
bido a diferencias estructurales en el antigeno O.

Adicionalmente, mutaciones en genes relacionados con la produccién de
capsula también son origen de cepas atenuadas tanto in vitro como in vivo,
un hecho que podria justificarse por la similaridad estructural entre el anti-
geno Oy la capsula (un polimero de subunidades de tetrasacarido) (88), asi
como debido a un componente glicoproteico que recibe el nombre de “com-
plejo semejante a la capsula” hecho que justifica que algunos mutantes de-
ficientes en antigeno O también lo sean en la producciéon de capsula (89).
Todavia mas, en los ultimos afos se ha descrito que F. tularensis puede unir
en su superficie plasminégeno, que puede convertirse en plasmina y ésta unir
fibrindgeno (90), una estrategia que se sabe que utilizan algunas bacterias
para unirse al factor H y lograr la resistencia al complemento. Por otra parte,
la conversion del plasminégeno en plasmina capacita también a F. tularensis
para degradar moléculas solubles como los anticuerpos, directamente rela-
cionadas con la inmunidad adaptativa y la propia activacion de la via clasica
del complemento (91).

Los péptidos antimicrobianos cationicos son moléculas del tipo de de-
fensinas, denominados hbD-1, hbD-2 y hbD-3, presentes en la mucosa res-
piratoria humana, incapaces de eliminar estos microorganismos, habiéndose
descrito que el mecanismo de resistencia tiene que ver con la alteracion de la
carga eléctrica de su superficie mediante la modificacién del LPS debida a la
eliminaciéon de grupos fosfato del lipido A (92), que les permite repeler estas
moléculas (cargadas positivamente) o bien haciendo uso de un sistema de
eflujo (flujo inverso) similar a los descritos en el caso de algunas bacterias re-
sistentes a los antibidticos. También se ha sefialado que el antigeno O y/o la
capsula, pueden contribuir a la resistencia, aunque ni el mecanismo ni la im-
portancia del sistema se conocen por el momento suficientemente (93).

Invasion celular. La invasion de las células diana no es sino un procedi-
miento que utiliza F. tularensis con objeto de escapar de las defensas extra-
celulares. En el caso de los macréfagos, la diana celular mas importante
donde £ tularensis reside primariamente en las primeras etapas de la infec-
cioén, se ponen en marcha multiples estrategias dirigidas al escape de la de-
fensa, desde la facilitacion de la invasion, a burlar la destrucciéon fagosémica
0 a modular las vias y recursos de defensa citosélica.

Después de gue tiene lugar el contacto con los receptores de su superficie,
estos emiten protrusiones asimétricas que rodean completamente a la bacteria
invaginandola en el citoplasma en una vesicula fagosémica, un fenémeno que
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se ve facilitado por la presencia de anticuerpos opsénicos, pero que también
se produce en bacterias no opsonizadas. En estudios llevados a cabo con la
cepa LVS se ha descrito que Francisella puede reclutar dominios lipidicos, ricos
en colesterol (balsas de lipidos) con caveolina-1, mientras que en hepatocitos
y otras células no fagociticas hacen uso, con el mismo propésito, de dominios
de colesterol dependientes de clatrina®, en definitiva permitiendo que £ tula-
rensis pueda invadir tanto fagocitos como no fagocitos (94).

La eficiencia de la invasion por los macréfagos depende en buena medida
de si las bacterias estan recubiertas o no por anticuerpos (opsoninas) en una
relacion 10 a 1 siendo critico en éstas Ultimas (no opsonizadas) la disponibi-
lidad de receptores de manosa en la superficie celular. Sin embargo, después
de la invasion, las bacterias opsonizadas escapan del fagosoma con una ci-
nética lenta y retardada, replicandose moderadamente en el citoplasma, al
contrario que las bacterias no opsonizadas, que escapan rapido del fagosoma
y se replican con fuerza en el citosol (95). El breve tiempo en que las bacterias
permanecen en el fagosoma representa una fase muy dinamica de la infec-
cion intracelular durante la cual £ tularensis debe escapar activamente de las
defensas celulares, incluyendo la acidificacion del fagosoma, las especies reac-
tivas de oxigeno y los péptidos antimicrobianos.

Durante la acidificacion del fagosoma, el pH interior desciende hasta va-
lores muy bajos, lo que impide que muchos tipos de bacterias sean incapaces
de multiplicarse, en tanto que otros son capaces de subvertir el mecanismo
bloqueandolo, escapando del fagosoma o manteniendo su pH interno en
condiciones compatibles con la vida bacteriana pese al bajo pH del ambiente.
En F. tularensis se ha demostrado que la acidificacién del fagosoma asegura
una rapida liberacién y la replicacion correspondiente (96).

Otra habilidad que debe presentar £. tularensis para completar la invasion ce-
lular, tiene que ver con la capacidad para eludir las especies de oxigeno reactivo
(ROS) producidas en el fagosoma por la NADPH oxidasa. Como ocurre también
con otros patégenos intracelulares facultativos, Francisella es capaz de bloquear
su ensamblaje (a partir del flavocitocromo bggg localizado en la membrana plas-
matica y de otros —Rac2, p47°', p40rhoxy p67°- presentes en el citosol), tanto
en macrofagos como en neutrofilos (McCaffrey and Allen, 2006) utilizando, por
gj., fosfatasas acidas. Ademas, estos microorganismos pueden utilizar también

4 Lacaveolina-1 es una proteina integral de la membrana celular presente en “balsas lipidicas”
que forman cavéolas, invaginaciones que se aprovechan para la invasion bacteriana. Las cla-
trinas, también proteinas de la membrana celular, forman cavidades que alojan receptores de
lipoproteinas, por ejemplo, de la membrana externa de las bacterias.
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diferentes estrategias para neutralizar ROS, como el bloqueo de su produccion
en complejos ya ensamblados o detoxificandoles mediante la produccion de ca-
talasa y otras proteinas como las superédxido dismutasas (97) (98).

El escape del fagosoma es la fase final de la subversion de Francisella para
evitar su digestion por las enzimas lisosémicas y alcanzar libre el citoplasma,
donde puede comenzar su multiplicaciéon. En bacterias no opsonizadas escapa
rapido (menos de 1 hora), mientras que tarda entre 2 y 4 horas en el caso de
Francisella opsonizadas y el mecanismo intimo, todavia no se conoce bien,
aunque se requiere de la presencia de proteinas codificadas genéticamente
en la isla de patogenicidad, utilizadas para un sistema de secrecion de tipo
VI, esencial en el proceso (99). Por otra parte, para facilitar el escape, F. tula-
rensis debe subvertir la accion de diferentes factores del hospedador que han
evolucionado a lo largo del tiempo para controlar la infeccion, incluyendo la
produccién de citoquinas, el incremento de la produccién de ROS y otros.

Tanto a nivel de la membrana externa de la célula, como en las vesiculas
fagosdmicas o endosdmicas (en células no fagociticas), los receptores TLR (Toll-
Like), como ya hemos indicado, reconocen moléculas presentes en los pato-
genos (PAMPs, patrones moleculares asociadas a los patégenos), que son
criticas para el comienzo de la invasion, después de su activacion, permitiendo
ademas el entorno de citoquinas necesario para que comience la inmunidad
adaptativa. Es facil entender, por ello, que una clave del éxito de F. tularensis
en la invasion intracelular, incluso en el futuro de su situacién extracelular, por
breve que sea, dependera de su capacidad para evitar el reconocimiento y
subvertir la respuesta inflamatoria del hospedador.

Respecto de algunos agonistas de TLR, como sucede con la flagelina, que
no codifica, la situacién facilita la no activaciéon de los TLR-5. Se ha demos-
trado, en cualquier caso, que F. tularensis puede subvertir la activacion de TLR-
9 probablemente limitando la liberacion de ADN mediante la resistencia a
algunos agentes antimicrobianos y/o por modulacién directa de las sefales
que activan los TLR-9 (Jones et al., 2012). En el caso de los TLR-4, considerados
sensores principales de muchos Gram negativos, el LPS de Francisella no le ac-
tiva tan eficientemente como puede suceder por ejemplo en el caso de Esche-
richia coli, 1o que indudablemente representa una ventaja para el agente (100).
Por otra parte, la mayor parte (entre el 70 y el 90%) del lipido A (el compo-
nente endotdxico del LPS) se presenta como lipido “libre”, es decir, no aso-
ciado a polisacarido alguno (el antigeno O), una cuestion singular, que resulta
critica para la patogénesis. Por esta razén se le concede el caracter de meca-
nismo de virulencia que implica a la membrana externa, puesto que tanto el
LPS como el lipido A libre es un pobre activador del TLR-4, lo que en la practica
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podria traducirse en una forma de escapar a la deteccion del patégeno por
estos receptores. Sin embargo el TLR-2, que se considera un receptor implicado
primariamente en la respuesta inflamatoria precoz en macréfagos a F. tula-
rensis, puede amortiguarse o atenuarse en el proceso de activacién, redu-
ciendo su expresion, por los mismos mecanismos que se utilizan para resistir
la accion de péptidos antimicrobianos o mediante la liberacion de lipoproteinas
bacterianas.

En definitiva, es un hecho constatado que las F. tularensis virulentas son
capaces de eludir el reconocimiento de los TLR y la activacién posterior que
conduce a la respuesta inflamatoria, aunque el mecanismo en algunos casos
todavia no se conoce suficientemente.

Dentro del citoplasma celular, una vez que F. tularensis ha superado las de-
fensas anteriores, su objetivo es multiplicarse para lograr altos recuentos sin
sufrir el efecto de la respuesta inmune, lo que supone todavia un nuevo desafio,
toda vez que durante la multiplicacion se produce la liberaciéon de nuevas mo-
léculas (PAMPs) que son reconocidas por receptores citosoélicos que provocan
después una respuesta capaz de aclarar las bacterias. Entre estos se incluye la
familia de receptores NLR (Nod-like receptor) que responden a diferentes mo-
léculas agonistas como la flagelina, peptidoglicano, componentes del sistema
de secrecion de tipo lll o toxinas RTX. En el caso de Francisella, estos receptores
pueden reconocer y responder a las subunidades de muropéptidos del pepti-
doglicano y, alternativamente, estas bacterias son capaces de escapar de los
NODs modificando el peptidoglicano o suprimiendo la sefal de activacion (101).

La activacién del inflamasoma hace que las células infectadas se sometan
a una forma de muerte programada denominada piroptosis, a la que ya nos
hemos referido, que puede permitir que las bacterias infectantes se liberen
en el ambiente extracelular donde pueden ser fagocitadas por macréfagos o
neutréfilos ademas de que desde las células muertas se produce la liberacion
de citoquinas proinflamatorias como la IL-1 y la IL-18 que reclutan y activan
otras células, que al final aclaran las bacterias. Las F. tularensis virulentas no
activan eficientemente el inflamasoma.

Debe precisarse, sin embargo, que cuando las dianas celulares, principal-
mente macréfagos, se activan por citoquinas proinflamatorias, sobre todo
por IFN-y, los fagocitos son capaces de superar las estrategias de escape pues-
tas en marcha por F. tularensis. El IFN-y regula mas de 200 genes, muchos de
los cuales estan implicados en la movilizaciéon de defensas tan importantes
como la produccion de éxido nitrico (NO), la induccion de autofagia o el in-
cremento de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad de
ambas clases (I y Il), implicadas en la presentacion del antigeno a los linfocitos
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T, un procedimiento que también puede terminar con el aclaramiento de F
tularensis y promover la supervivencia del hospedador en base a la victoria
de los sistemas defensivos aunque, por el momento, muchos de los meca-
nismos implicados no se conocen o no se conocen lo suficiente.

3.4 La restriccion derivada del abastecimiento nutritivo
y su escape

Dentro o fuera de la célula hospedadora, F. tularensis y las Francisella en ge-
neral, deben asegurar durante el proceso de colonizacién, en la infeccion, el
abastecimiento nutritivo necesario para permitir el crecimiento y la multiplica-
cion, sea en el espacio extracelular (la matriz extracelular) o en el interior celular
siendo este, al final, un recurso mas y muy importante, de defensa frente a los
patdgenos. Por parte bacteriana los estudios genémicos han podido averiguar
la multitud de genes relacionados tanto con la obtencién de energia, como los
que se refieren a la sintesis de macromoléculas que dado su papel, se consideran
de virulencia (102), como sucede con los genes implicados en la biosintesis de
purinas y pirimidinas o los relacionados con la gluconeogénesis y glucolisis (103).

El abastecimiento de hierro por parte de F. tularensis representa uno de
los puntos mas importantes y hasta la fecha mejor estudiados dada su im-
portancia relativa en relacion con las multiples actividades enzimaticas y co-
enzimaticas en las que participa, ademas de otras como las funciones redox,
etc. La mayor parte del hierro disponible (el 99,9%) es intracelular y del escaso
hierro extracelular, una escasisima fraccion esta presente en forma libre, mien-
tras que la mayor parte forma complejos proteicos en los que ademas el hierro
estd oxidado como ion férrico (3*), como ocurre en la lactoferrina o la trans-
ferrina o el grupo hemo séricos (algunos de los cuales, ademas, se deplecio-
nan en el curso de la infeccion como se ha demostrado en voluntarios
humanos (104)), en cualquier caso formas altamente insolubles. Asi se en-
tiende también que la invasion celular represente una ventaja desde este
punto de vista, aunque las bacterias no renuncian a su captacion extracelular
para lo que en algunos casos (no en este) utilizan también estrategias (pro-
duccién de toxinas) capaces de liberar extracelularmente compuestos intra-
celulares (como sucede con la hemoglobina, por ejemplo). Dentro de las
células, las principales fuentes estan representadas por las enzimas redox,
gue contienen hierro y el almacenado en forma de ferritina y lactoferrina.

Los receptores de transferrina, la principal forma de abastecimiento de
hierro extracelular, que estan formados por las proteinas TbpB y ThpA, estan
sobreexpresados durante la infecciéon experimental con la cepa LVS e incluso
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se deslocalizan en las primeras fases de formacion de fagosomas que contie-
nen bacterias y su incremento en la infeccién podria tener como consecuencia
el acceso a complejos intracelulares de hierro a la vez que descienden los ni-
veles de hierro del suero, todo lo cual, al final, permite incrementar de forma
significativa la cantidad de hierro intracelular, que sostiene la multiplicacion
de F. tularensis (105).

Junto a los receptores de transferrina sérica, F. tularensis ha desarrollado,
como otras bacterias, la capacidad para el uso de sideréforos, un tipo de mo-
léculas pequefas con alta afinidad para secuestrar complejos de hierro, que
permite completar las estrategias de abastecimiento. Debe sefnalarse, sin em-
bargo, que las concentraciones elevadas de hierro intracelular también tienen
su parte negativa pues pueden contribuir a un incremento de la susceptibili-
dad al oxigeno reactivo, hecho que explica menores niveles en las cepas mas
virulentas que en las atenuadas (como sucede en la cepa Schu54 respecto de
la cepa LVS).

4. Epidemiologia de la Tularemia

Inicialmente puede afirmarse, que la tularemia es una zoonosis de epide-
miologia compleja en la que el nicho ambiental fundamental y consecuente-
mente su reservorio primario, permanece todavia desconocido o es
incompleto, con varias propuestas que aunque en algunos casos se aproxi-
man o explican en parte la situacion, en ninguna se satisface plenamente.
No obstante, la mayoria de autores se inclinan por considerar que las liebres
(lagomorfos) y pequefos roedores cumplen al menos la condicién de mante-
nedores y amplificadores de F. tularensis, a la vez que importantes fuentes de
infeccion humana (106). Otros autores ponen énfasis especial en diferentes
invertebrados (principalmente garrapatas) e incluso en el agua (107), (108).

En cualquier caso, desde un punto de vista general se acepta la existencia
de varios ciclos epidemiol6gicos condicionados por factores ambientales,
como la propia topografia de la regién en la que se describen brotes o casos,
la presencia de corrientes naturales de agua o de charcas de agua estancada,
el tipo de microorganismo implicado (especie y subespecie) y, muy impor-
tante, la presencia de hospedadores susceptibles y de vectores adecuados.

Consideraremos algunos aspectos de interés en relacion con la epidemio-
logia de la enfermedad y los caracteres mas relevantes de interés de su agente
etioldgico, desde el punto de vista epidemioldgico.
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4.1 Caracteres de F. tularensis, de interés epidemiolégico

Desde el punto de vista epidemiolégico existen numerosas cuestiones de
interés.

4.1.1. Distribucion geografica de las subespecies patéogenas

Como se ha sefalado antes, el tipo A (subespecie tularensis) se distribuye
preferentemente en Norteamérica, con particularidades concretas entre los
Estados americanos, que justifican la propia subdivision en subtipos sefialada.
Por otra parte, aunque en Europa no se habia sefalado la presencia de esta
subespecie, se describio el aislamiento de algunas cepas en Eslovaquia entre
1986 y 1988, y en Austria en 1990, a partir de mosquitos, garrapatas y mi-
cromamiferos (109). Estos hallazgos se han considerado de un gran interés
dada la virulencia de la subespecie y se ha recomendado su vigilancia extrema,
considerandose incluso su posible origen antropogénico. No obstante, por el
momento, la presencia de esta subespecie en Europa no representa motivo
de preocupacion sanitaria.

La subespecie holarctica (tipo B) se distribuye por todo el mundo, en el
hemisferio norte. Es la encontrada en Espafia en los brotes reconocidos hasta
el momento, pero resulta especialmente comun en el norte y centro de Eu-
ropa, Rusia y Japén, donde ocasionalmente produce brotes y casos de distinta
Importancia.

La zona de influencia de la subespecie mediasiatica esta representada por
Asia 'y Japon en particular, mientras que la distribucion de F. novicida vuelve
a ser fundamentalmente Ameérica y, en los Ultimos afios, se ha descrito tam-
bién en Australia.

4.1.2. Supervivencia de F. tularensis en el ambiente

Desde el punto de vista epidemioldgico es destacable la supervivencia de
esta especie que, pese a carecer de endosporos, verdaderas capsulas u otro
tipo de atributos relacionados con la resistencia o estabilidad en el medio am-
biente, es capaz de sobrevivir periodos prolongados en la naturaleza, en
particular en invierno, hasta 3 y 4 meses. La congelacién no le afecta y se
mantiene viable en cadaveres congelados o en condiciones de humedad ade-
cuadas. La relacion de la capacidad infectiva con la via de ingestién oral fue
explorada en un estudio llevada a cabo por Adcock et al. (2013) con las dos
subespecies principales (tularensis y holarctica) comprobando in vitro su ca-
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pacidad relativa escasa para resistir el ambiente acido del estbmago en el
hombre frente a un fluido gastrico de sintesis, lo que segun los autores expli-
caria la elevada dosis infectiva gastrointestinal comparada como la baja dosis
oral (110).-

F. tularensis puede sobrevivir en agua, suelo y cadaveres de los animales.
En el agua sobrevive semanas o meses, siendo este un aspecto de gran inte-
rés en la difusion de la enfermedad, pues el liquido elemento puede conta-
minarse por la presencia de cadaveres de animales muertos de tularemia y
ser vehiculo de contagio al beber, tanto en el caso de los animales como del
hombre. F. tularensis se ha aislado de muestras de agua y lodo almacenadas
a 7°C durante hasta 14 semanas y en agua corriente hasta 3 meses. En un
estudio experimental se inocularon muestras de agua y se mantuvieron a
temperaturas de 5, 8 y 25°C determinando la viabilidad al cabo de un mesy
solo a la temperatura de 8°C se recuperaron los microorganismos en cultivo,
mientras que a las temperaturas extremas (5 y 25°C) aungue no se recupera-
ron, si que permanecian metabdlicamente activos (111). En Noruega se ha
descrito ademas, la posibilidad de que amebas de vida libre de la especie
Acanthamoeba castellani puedan actuar como reservorios de F. tularensis en
periodos interepidémicos (112) y recientemente se ha descrito también que
F. tularensis tipo A provoca rapidamente el enquistamiento de los trofozoitos
debido a la secrecion de un factor que permite la supervivencia hasta 3 se-
manas después de la infeccion, siendo esta condiciéon esencial para la super-
vivencia y la razéon que justifica su persistencia ambiental (113).

En los cadaveres de animales infectados puede sobrevivir periodos varia-
bles, de hasta 4 meses en frio, aunque otros autores sefialan que los cambios
bioquimicos que se suceden en el cadaver eliminan la bacteria en pocos dias.
En cualquier caso por precaucion, se aconseja manejar los cadaveres de ani-
males sospechosos con precauciones estandar, completadas con proteccion
de mucosas y evitando la generacion de aerosoles o nubes de polvo o frag-
mentos organicos en suspension evitando la fragmentaciéon de los cadaveres
y tejidos sélidos, particularmente huesos (114), por el mismo riesgo.

Como quiera que sea, siempre la persistencia en los aerosoles es escasa,
inactivandose rapido como consecuencia del efecto combinado de las radia-
ciones ultravioleta, la desecacion y la oxidacion. Se ha comprobado ademas,
que la temperatura del aire afecta de modo importante a la viabilidad de este
agente, de tal modo que por encima de 24°C la tasa de muerte se incrementa
logaritmicamente y a 49°C la tasa de supervivencia es insignificante (115). En
estudios con la cepa LVS de F. tularensis holarctica se comprobd la pérdida
de viabilidad en aerosoles humedos y secos en tiempos tan cortos como 2
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minutos, dependiendo fundamentalmente de la humedad relativa (116). Por
ultimo, F. tularensis es muy labil tanto al calor (se inactiva a 55°C después de
diez minutos de exposicidn) como a los desinfectantes ordinarios.

En paja seca, procedente de las camas de los animales, se han descrito
periodos de superviencia de hasta 6 meses(117).

4.2. Hospedadores, reservorios y vectores de infeccion

F. tularensis es ubicua y esta capacitada para alojarse en multitud de hos-
pedadores vivos. Hasta la fecha se ha descrito a partir de mas de 150 tipos
distintos de vertebrados, incluyendo mamiferos, aves, peces, anfibios y rep-
tiles, ademas de unas cien especies de invertebrados, algunos de los cuales
resultan criticos en el mantenimiento y difusion de la infeccion; en conjunto,
mas de 250 especies animales, incluyendo el hombre (118). Los datos ante-
riores hacen de la tularemia una de las zoonosis (sino la que mas) con distri-
bucion y epidemiologia mas complejas de cuantas se conocen (119), con
interrelaciones entre especies y con el medio ambiente, que ocasionalmente
permiten el paso al ser humano, de forma directa o indirectamente.

Esta condicion de especie de hospedadores multiples, como ocurre a me-
nudo, va pareja de la seleccién de unos pocos que tienen la condicion de re-
servorios que constituyen las fuentes de infeccion tradicionales para otras
especies, y el hombre. Debe sefialarse aqui que éste término solo se refiere a
los que constituyen fuentes de infeccién, pero como se ha sefialado, el reser-
vorio primario (verdadero reservorio), mantenedor del agente sin que en el
mismo se produzca enfermedad en periodos interepidémicos, por el mo-
mento se desconoce (120) (121). El papel de reservorio fuente de infeccion
en el curso de brotes de la enfermedad, se reserva fundamentalmente a los
lagomorfos y algunos roedores, entre los animales vertebrados, asi como a
algunas especies de garrapatas y mosquitos, entre los invertebrados, habién-
dose sugerido incluso el papel de amebas acuaticas, como ya hemos visto.

Como quiera que sea, entre los animales domésticos, algunas especies
son susceptibles en mayor o menor grado, pero no se comportan como ver-
daderos reservorios, igual que sucede con el hombre, de tal modo que la in-
feccion estd condicionada a la presencia de otra fuente de infeccién, no
actuando como mantenedores-eliminadores del patdgeno. Se incluyen en
este grupo ovejas, caballos, perros o gatos. Las ovejas son la especie que se
considera de mayor interés, pudiendo desarrollar clinica, aunque raramente,
mientras que en otras especies solamente se descubren evidencias serologi-
cas. Los bovinos se consideran resistentes.
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Perros y gatos pueden adquirir la infeccion, especialmente estos ultimos,
ocasionalmente con clinica, por lo general como consecuencia del contacto
o consumo de roedores infectados. Los perros pueden actuar como fuente
de infeccion, especialmente en lo que se refiere a los vectores artropodos (ga-
rrapatas) (122).

En el tipo A (subsp. tularensis) se consideran reservorios-fuentes de in-
feccion principales el conejo de cola de algodon (Sylvilagus audubonii) comun
en América, la liebre (Lepus spp), roedores acuaticos y muchos tipos de ga-
rrapatas.

La denominacioén de la tularemia como ‘fiebre de los conejos’ acufiada en
Ameérica del Norte al principio de su descripcién, alude precisamente a la aso-
ciacion de su presentacion entre los cazadores y tramperos de conejos vy lie-
bres, quienes aconsejaban posponer la época de caza de estas especies hasta
el final del invierno, cuando la mayor parte de los animales enfermos, ya ha-
bian muerto como consecuencia de la enfermedad. Se ha afirmado que la
emergencia de la tularemia en el noreste de los Estados Unidos se debi¢ a la
importacion de conejos (Sylvilagus floridanus) desde los Estados surefios, con
destino a cotos de caza (Belding y Merril, 1941) (123) produciéndose en aque-
llas regiones los primeros casos humanos y el asentamiento de la enfermedad
de forma endémica. En la actualidad, aunque algunos autores citan el conejo
como reservorio, las dudas son mas que evidentes pensando mas en conta-
gios ocasionales a partir de otras fuentes, incluso en fomites ambientales o
en artrépodos. En cualquier caso, el conejo (Sylvilagus spp) en aquellas lati-
tudes se asocia con riesgo de exposicibn humano, aunque pueda ser mas
apropiado considerarle un hospedador de amplificacion (124).

En América del Norte se ha insistido repetidamente en que las auténticas
fuentes de infeccion (reservorios y vectores) de la tularemia son garrapatas, in-
cluyendo principalmente las especies Amblyoma americanum y Dermacentor
variabilis en las regiones del Sur, Central y Este, mientras que en el Oeste, son
mas comunes D. andersoni (especialmente en California) y la mosca Chrysops
discalis. En Amblyoma americanum, que se alimenta de la sangre humana en
cualquier estadio de su ciclo biolégico (larva, ninfa o adulto) se ha comprobado
la transmision transestadica de F. tularensis. Por su parte, D. variabilis en estadio
adulto se alimenta primariamente en perros, pero en forma de larva o ninfa lo
hace de una amplia variedad de roedores salvajes, especialmente el ratéon ciervo
(Peromyscus spp) y topillos (Microtus spp); los adultos ocasionalmente se ali-
mentan de lagomorfos (la liebre), ganado y muchas especies de carnivoros que
se sitlan en la interfaz medio rural-urbano, lo que ayudaria a explicar la razén
por la que estas garrapatas adultas frecuentemente pueden transmitir la tula-
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remia al hombre (Foley y Nieto, 2010). Dermacentor andersoni es responsable
de la transmision de la tularemia en el Oeste de las Montafias Rocosas, al ali-
mentarse sobre muchas especies animales, excepto las aves y cuando sus hos-
pedadores abundan, sus densidades son muy altas.

Es de destacar que, recientemente, en un trabajo publicado (125) se ha
descartado la competencia de garrapatas de las especies Dermacentor reti-
culatus e Ixodes ricinus en cuyas larvas y huevos no pudo demostrarse la pre-
sencia de F. tularensis revelando, ademads, mediante microscopia, la
degeneracion y muerte de los oocitos impidiendo en cualquier caso la trans-
misién transovarica, un requisito critico para tal condicion de reservorio, aun-
gue esa consideraciéon no es reconocida por todos los autores, muchos de los
cuales sefialan en general la transmision transestadica y transovarica.

En general, en las garrapatas, £ tularensis penetra a través del intestino
medio y migra hacia las glandulas salivares, desde donde se inocula en el hos-
pedador en el momento de la alimentacién (picadura); adicionalmente también
puede infectar el punto de picadura a partir de las heces. Incluso sin transmisién
transovarica, las garrapatas pueden actuar de facto como reservorio-fuente de
infeccion de F. tularensis en la naturaleza porque las generaciones pueden so-
laparse en el tiempo; de este modo, las garrapatas inmaduras pueden infectarse
a partir de sus hospedadores en el mismo afio en que las garrapatas maduras
les infectan (Foley y Nieto, 2010).

En lo que se refiere a los insectos, la mosca Chrysops discalis y un tabanido,
la mosca de los caballos (Hippobosca equina), fueron asociados originalmente
en California con casos humanos, aunque solamente la primera se considera
un vector importante en el Oeste y su transmisién es mecanica, mediante
inoculacién.

El tipo B (subsp. holarctica), que se distribuye tanto por Europa (la Unica
causa reconocida de tularemia, con la excepcién sefialada antes) como por
América del Norte, tiene también en la liebre, algunos roedores y distinto tipo
de garrapatas, sus principales reservorios. Dado su interés para nosotros, pa-
saremos revista a unos y otros con algun detalle:

4.2.1 Animales

F. tularensis holarctica se asocia habitualmente con liebres y conejos en
Europa y América del Norte, aunque también son susceptibles otros pequefios
vertebrados, incluyendo roedores terrestres como los topillos (Microtus spp),
ratones de campo (Apodemus spp, etc) y especies acuaticas, como el castor
americano (Castor canadensis) y las ratas de agua (Ondatra zibethicus).
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Al menos en lo que se refiere a Europa, parece claro que lagomorfos (lie-
bres) y roedores son los reservorios-fuentes de infeccion mas importantes de
tularemia, a la vista de los datos epidemiolégicos procedentes de numerosos
estudios, aunque la importancia relativa de unos u otros suele ser con fre-
cuencia, motivo de discusion.

Para algunos autores, el hospedador mas importante es la liebre parda
europea (Lepus europaeus), que se considera relativamente resistente a la
infeccion (segun se desprende de estudios experimentales llevados a cabo
en laboratorio (126)), que el hombre adquiere por contacto directo, princi-
palmente como consecuencia de la retirada de la piel y las manipulaciones
correspondientes en el procesado culinario que permiten el contacto del
agente con mucosas (nasal y conjuntival, principalmente). La liebre de mon-
tafa (L. timidus), que se distribuye en latitudes mas altas y frias, sobre todo
en el norte de Europa (Escandinavia, Rusia y zona Alpina) es menos impor-
tante desde el punto de vista epidemiolégico, posiblemente porque estos
animales son muy susceptibles a la enfermedad y mueren rapido de un pro-
ceso agudo, antes que sean abatidos por los cazadores.

Figura 5.
Liebre parda europea (Lepus europaeus)

Los roedores se cree que tienen gran importancia en el mantenimiento de
la tularemia en Europa y Asia, con implicaciéon principal de algunas especies,
aungue son muchas las que pueden infectarse. El contacto directo con ani-
males enfermos o a partir de la picadura o transmisién mecanica por artro-
podos, especialmente mosquitos que previamente se alimentan de roedores
infectados, puede dar lugar también a casos humanos.

Habitualmente, en Europa, brotes epidémicos en lagomorfos y roedores,
preceden y siguen a brotes humanos.
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Figura 6.
Topillos en su ambiente natural

Algunos autores refieren que, a pesar de la complejidad de su epidemiolo-
gia, los componentes principales a nivel regional se simplifican, implicando por
lo general una o unas pocas especies, sobre todo de mamiferos y artrépodos.
En tal simplificaciéon se han venido estableciendo la existencia de dos ciclos epi-
demiolodgicos de la tularemia, uno denominado terrestre y acuatico el segundo
(127). En el ciclo terrestre, los lagomorfos (conejos y liebres) sirven como am-
plificadores del agente y diferente tipo de garrapatas e insectos actlan como
vectores. En el ciclo acuatico, los castores, las ratas almizcleras o los roedores
de campo, incluidos los topillos, sirven como hospedadores vectores, contami-
nando el ambiente. Los mosquitos han sido descritos como vectores capaces
de conectar ambos ciclos, aunque este es un aspecto completamente desco-
nocido y sujeto de todo de especulaciones, en la actualidad.

4.2.2. Protozoos

Ya ha sido referido que F. tularensis patdgenas (virulentas) pueden infectar
y reproducirse dentro del protozoo Acanthamoeba castellani (Abd et al.,
2003) e infectar cultivos de Tetrahymena pyriformis, aunque aqui la bacteria
no se propaga (128). En su conjunto, la infecciosidad en muchas especies de
protozoos sostiene la hipotesis de que el tipo B de F. tularensis podria disponer
de un reservorio protozoario que permitiese su transmision a través del agua,
pudiendo ser concentrada en el caso de moluscos y crustaceos de agua dulce,
anfibios (ranas) y roedores acuaticos que ingieren los protozoos. También se
ha postulado que tales protozoos podrian mantener el microorganismo en
periodos interepidémicos, representando el verdadero reservorio natural del
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agente y la fuente de infeccion para el resto de hospedadores susceptibles,
desarrollandose la enfermedad principalmente por el consumo de agua con-
taminada, aunque hasta la fecha, tales suposiciones no han podido demos-
trarse de forma clara y definitivamente.

4.2.3. El agua como reservorio de infecciéon

En el caso del hombre, la transmisién de Ftularensis holarctica mediante
vectores se considera mucho menos importante que partir de la ingestion de
agua contaminada o mediante el despellejado de la piel de conejos y liebres
infectados (129). La contaminacion de corrientes de agua por F. tularensis ho-
larctica, fue descrita por primera vez por Millar en Rusia en 1935 (130).

4.2.4. Garrapatas e insectos

Tanto en los Estados Unidos como en el caso de Europa, la mayoria de los
vectores comunes del tipo B de F. tularensis son las garrapatas de la familia /xo-
didae (garrapatas duras), sequido por las moscas mordedoras y los mosquitos.

En Europa, las garrapatas mas habituales incluyen Dermacentor nuttalli,
D. marginatus, D. reticulatus, Ixodes ricinus e Hymaphysalus concinna (131).
En Europa central, por ejemplo, tanto en Eslovaquia como en la Republica
Checa, el vector mas importante es D. reticulatus, a partir del cual puede ais-
larse F. tularensis holarctica sin dificultad y con un papel significativo para su
mantenimiento en micromamiferos; en esta garrapata las tasas de infeccién
son mucho mas elevadas que en el caso de /. ricinus (5 a 12 veces mas) aun-
que su papel en la transmision de la tularemia al hombre es discreto pues ra-
ramente se alimenta en él, mientras que es mucho mas importante para el
mantenimiento de la infeccion entre los pequefios mamiferos. En el caso del
hombre, por esta razén, posee mas importancia /. ricinus.

Como se ha senalado antes, también en el caso del tipo B de F. tularensis,
las garrapatas son, en opinién de muchos autores, verdaderos reservorios,
igual que vectores. Algunas pueden transmitir las bacterias a su descendencia
(transovarica y transestadica y todas de forma horizontal a otros hospedado-
res sanos. Se incluyen multiples especies, ya citadas en el caso del tipo A, y
otras como /xodes spp.

En focos epidémicos se ha descrito repetidamente aislamientos de F. tula-
rensis a partir de garrapatas. En la antigua Unién Soviética, por ejemplo, han
sido relacionadas hasta 14 especies de garrapatas infectadas de forma natu-
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ral, que se consideran clave en la ecologia de la tularemia. Entre las que pue-
den parasitar al hombre se incluyen Ixodes ricinus, I. persulcatus, Dermacentor
reticulatus, D. marginatus, Rhipicephalus rossicus y Haemaphysalis concinna.

También mosquitos y moscas, y en menor medida pulgas, son igualmente
vectores y potenciales reservorios. Entre los primeros se incluyen principal-
mente especies de Aedes (A. cinereus o A. excrucians, entre otros) y entre las
moscas picadoras o mordedoras se incluyen Chrysops discalis, Ch. aestuaris,
Ch. relictus o Chrysozona pluvialis. La transmision de la tularemia esta acre-
ditada desde los primeros tiempos del conocimiento de la enfermedad, como
lo atestiguan algunas de las denominaciones ya sefialadas (fiebre de tabanos,
fiebre de la mosca del ciervo, etc.); en el caso de los mosquitos, la situaciéon
no esta tan clara. En un brote que tuvo lugar en Suecia y Finlandia en 2002
(132) resultd, aparentemente, de la transmisién mecanica desde hasta diez
especies distintas de mosquitos (Aedes spp, Culex spp y Anopheles spp) que
se alimentaban de roedores infectados, aunque los estudios experimentales
no fueron capaces de demostrar la propagacion bacteriana.

En definitiva, en Europa y Asia, este tipo de tularemia por F. tularensis tipo B,
que es Unico, como ya hemos indicado, se cree que es fuertemente dependiente
de la transmisién mediante artropodos e insectos hematdfagos, asociados a la-
gomorfos y pequenos roedores hasta el punto que algunos autores consideran
que las pulgas y garrapatas de los roedores, serfan los vectores mas importantes
de la difusion de la tularemia desde los enfermos a los sanos y las responsables
del mantenimiento de los focos epidémicos de tularemia; otros investigadores sin
embargo, sostienen que mosquitos y tabanos, especialmente en algunos lugares
del norte de Europa son los vectores habituales y, como ya se ha indicado, simple-
mente lagomorfos y roedores, sin necesidad alguna de vectores invertebrados.

En estudios experimentales, los tres géneros citados antes (Aedes, Culexy
Anopheles) han evidenciado la posibilidad de intervenir en la transmisién por
periodos de 22-35 dias después de la infeccién, aunque los investigadores
rusos no han sido capaces de demostrar ni la multiplicaciéon del agente ni la
posibilidad de transmision vertical. En cualquier caso, las diferencias existentes
en la competencia y distribucién de los vectores artropodos, justifica el porqué
moscas y mosquitos pueden ser vectores mas importantes que las garrapatas
en muchas latitudes del norte de Europa (Foley y Nieto, 2010).

Por ultimo, algunos acaros gamasidos (familia Gamasidae) recogidos a par-
tir de los roedores también han sido considerados de importancia en la trans-
mision, manteniendo su infectividad por periodos de hasta 47 dias (Keim et
al., 2007).
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4.3 Grupos de susceptibilidad

Con caracter general se consideran 3 grupos de susceptibilidad a F. tula-
rensis, independientemente de la subespecie implicada (A ¢ B), que se dife-
rencian en razéon de la virulencia con la que se expresa el patégeno. Se
senalan, a tal efecto, un grupo de alta susceptibilidad, otro de susceptibilidad
media y un tercero de baja susceptibilidad. Al primero pertenecen la liebre y
roedores (como el cobaya, ratén, rata, roedores acuaticos, topillo comun,
hamster o criceto, etc). En el grupo de susceptibilidad media se incluyen otros
micromamiferos salvajes, la oveja o el hombre y, finalmente, en el grupo de
susceptibilidad baja se incluyen peces, reptiles, perro y gato, bovino, etc.

En el cobaya, al que ya hemos aludido en otro lugar, la DLg( del tipo A de
F. tularensis es, por lo general, muy baja, siendo suficientes 10 UFC o menos,
para producir la muerte en un plazo de 2-10 dias, por lo que se considera
que esta especie animal es un buen modelo de estudio experimental. En el
caso de los ovinos puede producirse una tasa de mortalidad del 50% o mas
y 20-40% de morbilidad. El tipo B es mucho menos virulento; en el caso del
conejo, por ejemplo, la DLgq es superior a 10° UFC.

Las infecciones humanas se producen por exposiciéon a un pequefio nu-
mero de UFC, establecido entre 10y 50 en el caso del tipo A (incluso menos)
capaces de producir, antes de la disponibilidad de tratamientos antibiéticos,
una mortalidad superior al 30% siendo la DLgq inferior a 10? UFC (casos sin
tratamiento). En el caso del tipo B, la dosis infecciosa es superior y la tasa de
mortalidad mas baja o ausente.

4.4 Transmision

La transmision entre animales tiene lugar por muchas vias, por con-
tacto directo enfermo-sano o indirecto, desde un ambiente contaminado
con heces, orina o pelo, procedente de individuos infectados al que se ex-
ponen las mucosas nasal o conjuntival. La inhalacién de tan solo 10 UFC
del tipo A de F. tularensis se considera suficiente para iniciar una enferme-
dad grave, tanto en los animales como en el hombre (133). Debe contarse
también con la participacién de los vectores invertebrados citados, inclu-
yendo parasitos externos como pulgas, mosquitos, garrapatas, etc., que
trasladarfan la infeccion de enfermos a sanos. Entre los animales, un pro-
cedimiento de transmision en los carnivoros consiste también en el con-
sumo de cadaveres de animales muertos por causa de la enfermedad.
Finalmente, en algunas ocasiones, la ingestion de agua contaminada es la
responsable de la infeccion.
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El hombre se contagia a partir de los animales como consecuencia de
su contacto y manipulacion, especialmente en lo que se refiere a las piezas
de caza, como las liebres, que al ser manejadas para su preparacion culinaria
(desollado, eviscerado y troceado) proporcionan situaciones de riesgo (dis-
persion de polvo o pelos contaminados, contacto con tejidos o fluidos con-
taminados, cortes o heridas con instrumentos utilizados para la preparacion
de los animales, etc.) y ello considerando que en la practica las posibilidades
de ingreso de la bacteria pueden producirse de multiples modos (exposicion
de mucosas: conjuntival, nasal, oral, ingreso a través de heridas, arafazos o
rasgufos e incluso de la piel integra, previamente macerada por contacto con
agua). Ocasionalmente el hombre puede infectarse como consecuencia de la
picadura de insectos o garrapatas infectadas de forma natural o como con-
secuencia de la picadura previa en animales infectados.

La transmision por exposicion de la mucosa nasal o conjuntival e inhala-
cion, de los agricultores como consecuencia de actividades agrarias, con in-
tensa participaciéon humana (siega, recogida de heno, etc), en zonas
densamente pobladas por liebres, roedores u otros reservorios-hospedadores
animales ha sido descrita especialmente en el norte de Europa (134).

La via oral es menos comun si es el consumo de alimentos contaminados
el que se contempla, dada la labilidad de F. tularensis al calor que hace que
la preparacion culinaria utilizando una fuente térmica habitual (cocimiento,
guisado, fritura, etc.) la inactive con seguridad; sin embargo, si que es posible
el contagio a través de la ingestion de agua contaminada. De hecho, se han
descrito brotes de tularemia de este origen, tanto en Europa como en los
EE.UU. (Reintjes et al., 2002) y la tularemia gastrointestinal se reconoce como
una forma clinica, aunque rara. Experimentalmente, la administracién oral a
voluntarios humanos de 10" UFC de la cepa Schu S4 del tipo A de F. tularen-
sis, atenuada, aislada originalmente en Suecia, incluso menos virulenta que
la cepa vacunal LVS (con una DLgq intradérmica para ratones BALB/c superior
a 108 UFC), di6 lugar a un proceso que cursaba con infarto de ganglios cer-
vicales y todos los pacientes requirieron inmediatamente terapia antibidtica
para prevenir morbilidad y mortalidad (135).

En estas condiciones constituyen operaciones de riesgo, como se ha dicho,
el desollado de las piezas de caza, la manipulacién de cangrejos procedentes
de zonas sospechosas de tularemia, las excursiones en zonas densamente po-
bladas de garrapatas, el contacto con animales parasitados por ectoparasitos,
la ingestion de agua de zonas sospechosas y, de modo muy especial, el tra-
bajo en laboratorios de diagndstico o investigacion en los que se manejan
volumenes importantes y concentrados del microorganismo. Esta particulari-
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dad obliga al uso de niveles 3 de contencién biolégica (F tularensis es un
agente de clase 3, clasificado como un agente potencial de guerra biolégica
o bioterrorismo (136)) en los que se dispone de barreras primarias y secunda-
rias y se adoptan practicas especiales de bioseguridad para minimizar o anular
el riesgo de contagio.

En cualquier caso, la transmision natural al hombre se considera de perfil
bajo y connotaciones diferentes segun se trate de una subespecie u otra. La
dosis infecciosa es baja en el caso de la inoculacién o inhalacion, en la que
son suficientes (en el caso del tipo A) 10-50 UFC, mientras que para la via
oral se precisan (en el mismo tipo) valores de al menos 108 UFC.

4.5 Ecologia de Francisella tularensis. Endosimbiontes y
cepas no cultivables

El estudio del material genético (ADN) de F. tularensis utilizando métodos
de secuenciacion y de amplificacion molecular (PCR) ha comenzado a plantear
posibilidades de ampliacion de la famillia Francisellaceae y/o de reorganizacion
taxondémica interna. Desde el punto de vista practico, en lo que se refiere al
diagnostico, se ha comprobado que las amplificaciones por PCR no solo de-
tectan patdgenos humanos, sino también otros microorganismos estrecha-
mente relacionados, con las consecuencias que se derivan en relacién con las
medidas a adoptar para la proteccion de la salud humana o animal y que ne-
cesariamente tiene que ser contemplado cuando se disefian con rigor y cau-
tela métodos de deteccion para analisis clinicos rutinarios. La presencia de
cepas avirulentas de Francisella en el ambiente, o relacionadas con ellas,
puede crear errores y sefales de alarma falsas.

En este sentido se incluyen hallazgos referidos a endosimbiontes de garra-
patas, bacterias del suelo y patdgenos de peces (Keim et al., 2007) que inclu-
yen, por ejemplo, tilapias y otros pescados explotados comercialmente, en los
gue se ha descrito la infeccion intracelular por Francisella spp que causan gra-
nulomas en visceras y piel y que pueden llegar a tener importancia comercial.

Entre 2001 y 2004 se asocié en Taiwan la presencia de granulomas multiples
en diversas especies de tilapia, con la infeccidon por un microorganismo del tipo
de Francisella que después del andlisis genético (16S rRNA gene) resultaron es-
trechamente relacionadas con F. philomiragia (similaridad del 98,6%), F. tula-
rensis subsp. novicida (97,4%) y F. tularensis subsp. tularensis (96,1%). De igual
modo, en Japdn, en una especie de pez explotada en cultivo (“ronco de tres |i-
neas”) también se describié en 2005 que estaba infectada por especies de Fran-
cisella y que la bacteria implicada causaba granulomas en peces previamente
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sanos (137). Aunque los analisis comparativos de las secuencias del 16S ARNr
de todas las infecciones producidas en peces parecen estar relacionadas con £
philomiragia, un analisis mas detallado plantearia que este patdgeno podria re-
presentar una nueva especie de Francisella (138).

Ademas, otro tipo de agentes previamente descritos como 'Francisella-like
endosimbiontes’ también podrian residir en las garrapatas y ser un motivo
adicional de confusion. Tales endosimbiontes se cree que no son patégenos
para el hombre y que causan, solamente, una patogencidad limitada en pe-
quefios animales y no parece que se transmitan por la picadura de garrapatas.

Los simbiontes (endosimbiontes) de garrapatas transmitidos hereditaria-
mente fueron descritos inicialmente como ‘Wolbachia like' y fueron aislados
por vez primera en 1961 a partir de Argas arboreus, un ixodido que parasita
aves salvajes y que se ha descrito en Egipto y otros lugares como vector de
diferentes virus. El simbionte fue clasificado como Wolbachia persica aunque
mas tarde se reasigné al género Francisella (139). En 1973 se aislé también
un simbionte de Dermacentor andersoni en Montana (USA) que después fue
caracterizado como perteneciente al género Francisella (140).

En general, los endosimbiontes similares a Francisella estan muy difundidos
entre las garrapatas y se aislan con frecuencia en muchas regiones del mundo
pareciendo indicar una evoluciéon en comun. Han sido aislados, hasta la fecha
en al menos cinco especies de garrapatas, incluyendo D. andersoniy D. va-
riabilis y al contrario que F. tularensis, no invaden todos los tejidos de la ga-
rrapata concentrandose en los tubulos de Malphigio o en los ovarios, con la
particularidad que una misma garrapata puede estar infectada por al menos
dos diferentes tipos de endosimbiontes.

Se ha sugerido, también, que muchas bacterias intracelulares estrictas que
se mantienen en protozoos de vida libre comparten ancestros con £. tularensis
y con otros géneros y especies, como Chlamydia, Legionella o Rickettsia, al
menos. En el caso de F. tularensis, ya hemos sefialado que, al menos tempo-
ralmente, puede residir en el protozoario Acanthamoeba castellani y, teniendo
en cuenta la asociacion repetidamente descrita entre F. tularensis tipo B, tanto
en Europa como en América, con el agua, se ha especulado acerca de la po-
sibilidad de que este protozoo pueda servir como reservorio en periodos in-
terepidémicos, aunque en experimentos llevados a cabo en el laboratorio se
ha observado que la tasa de multiplicacién en el protozoo es baja y que la
que bacteria mata aproximadamente al 25-40% de la poblacion de amebas,
aunque en el resto permanece en estructuras membranosas semejantes a
quistes protegidos por una membrana lipidica que podria representar ese re-
servorio ambiental citado (Beier et al., 2002).
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En el ciliado Paramecium tetraurelia se ha identificado también un endo-
simbionte (141) y estudios de laboratorio han puesto de manifiesto que esta
especie puede ingerir £ tularensis que luego permanece viable en él, con lo
gue se ha especulado también que ello podria dar como resultado la infeccion
de ranas, cangrejos o moluscos como consecuencia de la ingestion o filtrado
del protozoo conteniendo la bacteria, mas que como consecuencia de una
verdadera infeccién. En Acanthamoeba y en Parameciumn se han aislado y
caracterizado endosimbiontes del género Caedibacter (142), que se ha de-
mostrado su relacion con Rickettsiales y con F. tularensis (Beier et al., 2002).

Finalmente, utilizando una PCR basada en la amplificacion del 16S del
ARNr, Barns et al., (2005) (143) han descrito evidencias para la posible exis-
tencia de una nueva subespecie bacteriana, semejante a Francisella, a partir
de muestras de agua y suelo procedentes de un programa de investigacion
desarrollado en los EE.UU. (Estado de Texas). Algunos de estos resultados se
correspondian o eran muy similares a los de la subespecie tularensis aunque
otros autores sostienen que se trataria de una nueva subespecie incultivable
con secuencias del 16S ARNr intermedias entre F. tularensis y F. philomiragia,
estrechamente relacionadas con ésta Ultima o distinta de ambas.

En definitiva, pues, la gran sensibilidad de las técnicas moleculares en la
deteccion del ADN amplificado de Francisella, esta llevando a propuestas de
interrelaciones, reacciones cruzadas o nuevas especies, gue necesitan de nue-
vos estudios para asentar definitivamente su origen y correspondencia.

4.6 Brotes y casos humanos de tularemia

Los casos humanos se asocian, por lo general, con la activaciéon de focos en-
démicos de tularemia, brotes en liebres o roedores (144) y con una prevalencia
mas elevada en vectores como garrapatas (145) o mosquitos, siendo principal-
mente resultado del contacto directo o indirecto con liebres(146), (147). En cual-
quier caso, no esta suficientemente claro si los pequefios mamiferos (liebres y
roedores) son el reservorio verdadero de F. tularensis en el ambiente, como ya
hemos indicado. A esto habria que afiadir, indudablemente, el interés de los
casos cronicos de tularemia que se describen en animales altamente susceptibles
a ella(148) (pequenos roedores y seguramente liebres), con cuadros de nefritis
y el de animales seropositivos que siguen siendo portadores del microorganismo
(149) a los que (unos y otros) ya nos hemos referido.

Esta controversia en relaciéon con opiniones y hallazgos no hacen sino de-
mostrar la necesidad de nuevos estudios acerca de la posible competencia
de nuevos hospedadores para actuar como reservorios de F. tularensis (150).
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4.6.1 Identidad genética en el estudio de brotes

La identidad genética de las cepas aisladas a partir de un brote de tulare-
mia es un instrumento que permite decidir acerca del origen y de su fuente
de infeccién, que ha probado su utilidad en varios episodios a lo largo de los
ultimos anos. En un estudio llevado a cabo en un zoolégico de Phoenix, en
los EE.UU., Farlow et al. (2001) aplicaron el método de MLST (Multi Locus
Sequence Typing) a 12 cepas del tipo B de F. tularensis aisladas de diferentes
animales, demostrando su total identidad, lo que permitié decidir acerca de
la presencia de una fuente Unica de infeccion. Otros ejemplos incluyen el es-
tudio de multiples aislados obtenidos de brotes de tularemia en Suecia entre
1995 y 1998 y en Finlandia, en 1997, en los que pudo demostrarse la pre-
sencia de unos pocos genotipos MLVA (Multi Locus Variable Number of Tan-
dem Repeat Analysis) altamente relacionados (151). En el brote que tuvo lugar
en Castillay Ledn, en 1997, el andlisis de un total de 42 cepas, comparado
con dos aislados procedentes de Francia, permitié concluir su proximidad ge-
nética cuando se llevé a cabo un estudio por electroforesis en gel de campo
pulsante (PFGE, Pulsed Field Gel Electrophoresis), estudio de polimorfismos
en la longitud de framentos amplificados (AFLP, Amplified Fragment Lenght
Polymorphisms) y electroforesis y secuenciacion del gen del 16S ARNr, a la
vez que su distancia filogenética de cepas de otras procedencias, sugiriéndose
la posible difusién regional de un clon de origen francés en Espafia (Garcia
del Blanco et al., 2002). Como ya nos hemos referido a ello (Ariza-Miguel et
al., 2014), en un estudio reciente mediante PFGE-MLVA a partir de aislados
obtenidos de los dos grandes brotes (1997 y 2007) acaecidos en nuestro pafs,
se ha podido concluir, también que ambos brotes fueron causados por ge-
notipos del subclado genético B.Br:FTNFO02-00 distribuido ampliamente en
Europa central y occidental, con persistencia en reservorios locales de infec-
cion, principalmente liebres y topillos.

4.7. Importancia relativa de las liebres como hospedadores
y reservorios de tularemia en Europa

La liebre ha sido considerada tradicionalmente uno de los hospedadores
mas susceptibles a la tularemia, sino el que mas, en todo el mundo, pero de
forma principal en Europa y Asia. Igual que sucede en el caso de algunos
roedores (ver después), sin total demostracion de su condicién de reservorio,
la liebre es con toda probabilidad un hospedador y vector clave, tanto directa
como indirectamente, en relacién con el mantenimiento de F. tularensis 'y de
su difusion entre otras especies animales, incluido el hombre.
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En Suecia, donde la enfermedad se la reconoce cominmente como
“peste de las liebres” se han llevado a cabo numerosos estudios acerca su
significado en relacion con la tularemia. En aquél pais conviven principal-
mente dos especies de este lagomorfo, Lepus timidus'y L. europaeus, el pri-
mero de los cuales es considerado altamente susceptible a la tularemia y el
segundo moderadamente susceptible. L. timidus se distribuye por todo el
norte de Europa, incluyendo Irlanda y Escocia, la regiéon de los Alpes, Polonia,
los paises del mar Baltico y Rusia, aunque se ha sefialado que su zona de dis-
tribucion se ha reducido en el Ultimo siglo, especialmente en Suecia y Rusia,
entre otras razones, como consecuencia de su elevada susceptibilidad a la tu-
laremia, en beneficio de L. europaeus, menos susceptible (0 mas resistente).

Una de las primeras comunicaciones sobre la enfermedad fue llevada a
cabo por Moérner y Sandstedt (1983) (152) quienes recogieron muestras de
suero de distintas especies animales, incluyendo liebres hasta un total de 97,
todas pertenecientes a la especie L. timidus (la liebre de montafia) que fueron
negativas (excepto una a bajo titulo que se considerd inespecifico) cuando
fueron analizadas para detectar la presencia de anticuerpos, mientras que de
110 sueros correspondientes a castores el 21% (23 sueros) presentaban titu-
los altos (entre 1:100 y 1:1.000) que justificaba su papel como importante
vector-reservorio del agente. En el caso de las liebres debido a su alta suscep-
tibilidad, anulaba la posible presencia de supervivientes y en consecuencia de
animales con anticuerpos.

Morner et al. (1988) (153) describen 109 casos de tularemia en liebres
(Lepus timidus, pero no en L. europaeus) entre 1973 y 1985 mediante el uso
de anticuerpos fluorescentes y lesiones anatomopatolégicas y microscépicas

Figura 7.
La importancia de la liebre como reservorio o mantenedor de F. tularensis
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implicando en la transmisién a garrapatas y mosquitos, segun la zona. Los
mismos autores sefalan que L. timidus, que es altamente susceptible, desarrolla
comunmente enfermedad aguda mortal, aunque se han descrito infecciones
subletales (Mérner et al., 1993), mientras que L. europaeus es algo mas
resistente o, dicho de otro modo, menos susceptible. La gran susceptibilidad
de la primera, con pocos ejemplares supervivientes de la infeccién, la inhabi-
lita como posible reservorio del agente, en opinién de estos autores, cuestion
gue no puede descartarse en el caso de la seqgunda de la que se ha sugerido
capacidad para actuar como un vector subclinico (154), aunque la infeccion
resulta también en septicemia fatal después de signos de grave apatia, en un
alto porcentaje de casos, y dos de los ultimos brotes descritos en Noruega
(155) y Francia (156) describen en esta especie procesos agudos.

Frolich et al. (2003) (157) en un estudio llevado a cabo sobre |a liebre eu-
ropea en Alemania comprobaron, sobre 299 sueros, mediante western blot-
ting, la ausencia de anticuerpos en el 100% de las muestras estudiadas,
ratificando los obtenidos por otros autores en regiones del centro de Alema-
nia (Eskens et al., 1999, cit. por Frélich). En Alemania, la liebre es también
descrita como reservorio fundamental y fuente de infeccion para el contagio
humano a través de las operaciones de retirada de la piel, preparaciéon para
el consumo o bebida de agua contaminada. Después de afos practicamente
desaparecida, la enfermedad reemergié en 2004 con un brote que tuvo lugar
en marmotas y en 2005 en liebres (158), manteniéndose en esta especie
desde entonces. Entre 2006 y 2009, en la Baja Sajonia, se detectd F. tularensis
en el 2,9% de liebres encontradas muertas (159), ademas de otras descrip-
ciones en Renania-Westfalia y otras proximas a la frontera con Holanda.

En 2007, en Thuringia, Muller et al., (160) refieren el aislamiento e identi-
ficacion del tipo B de F. tularensis a partir de una liebre capturada por un ca-
zador y dan por hecho su presencia endémica en la region central de
Alemania cuyo origen podria ser el Este de Europa, planteando posible rela-
cion con el cambio climatico en el establecimiento de areas endémicas ligadas
al aumento de la temperatura global. En el mismo afio, como parte de un
estudio realizado en Kazakhstan (161) se recogieron un total de 5.049 casos
de tularemia en un periodo de 27 afios (1950 a 1977) en las que predomina-
ban formas glandulares sequidas de las bubdnicas y pulmonares, sefalandose
el contacto con liebres y ratas almizcleras (desollado) como una de las causas
principales de los mismos.

Nuevas referencia de la tularemia en liebres en Alemania han sido realiza-
das en 2013 (162)y 2015 (163). En el primer caso los autores describieron la
reemergencia de la tularemia en Alemania a partir de liebres europeas reco-

4. Epidemiologia de la Tularemia



gidas en diferentes regiones entre 2005 y 2010, precisando la presencia del
clado B.IV en el Oeste, con patrones coincidentes con la distribucion de las
biovares | (sensible a eritromicina) y Il (resistente). El segundo estudio, reali-
zado por el mismo grupo de investigadores, describié un brote con 7 casos
humanos de tularemia que tuvieron lugar en noviembre de 2012 durante una
partida de caza en el norte de Renania-Westfalia, con aislamiento de F. tula-
rensis a partir de liebres cobradas en la caceria, igual que de liquido pleural
de los cazadores, con estudio serolégico posterior; en el primer caso, perte-
necientes al clado B-6, subclado FTN 002-00, eritromicina sensible.

En Suiza, sucede algo parecido a lo descrito en Alemania, pues las refe-
rencias a casos de tularemia son escasas (la primera vez que se aislo este pa-
tdgeno fue en 1996 aunque la infecciéon habia sido descrita en los afios 50).
Pilo et al., describieron en 2009 un analisis molecular de 13 cepas aisladas
en Suiza entre 1996 y 2008, de los que 6 corresponden a liebres. El estudio,
muy interesante, describe las relaciones genéticas entre las cepas suizas y las
emergentes en el oeste de Europa, principalmente en Espafia y Francia, con-
cluyendo que se trata de un cluster de aparicion previa al brote epidémico
de Espafa de 1997 (164).

Los primeros casos de tularemia en Francia, donde en la actualidad es en-
démica, se describieron en 1947 (165) y, desde entonces, las estadisticas de
la enfermedad han presentado constantes altas y bajas, siempre con una dis-
tribucién irregular. En las ultimas décadas, la mayoria de los casos recogidos
lo han sido dentro de los programas de vigilancia de la red SAGIR, que se
ocupa de la deteccion precoz de casos de mortalidades anormales en la fauna
salvaje, asi como el estudio de sus causas, que fue puesta en marcha en 1986,
con participaciéon de asociaciones de cazadores y otras.

Entre 1993 y 2004, se describieron 435 focos de tularemia en liebre con
una concentracién principal en 16 departamentos del Centro-Oeste, del total
de 47 que describieron casos. La Unica especie animal controlada fue la liebre
aunque no descartan la presencia del agente en otros animales, sobre todo
roedores (166). Entre enero y marzo de 2011 se describié en el Departamento
de Pas-de-Calais, cerca de Lille un brote de tularemia en liebre parda (Lepus
europaeus) caracterizado por alta mortalidad (51 cadaveres de liebre recogi-
dos), en el que se reconoce el papel amplificador de la liebre en la ecologia
de la enfermedad a la vez que sirviendo de fuente de infeccion humana (De-
cors etal., 2011). El brote coincidié con una alta densidad de liebres (2,3 por
ha) y se dividié en dos ondas epidemioldgicas que coincidieron con fuertes
caidas en la temperatura. El brote se confirmé mediante aislamiento por cul-
tivo de F. tularensis y PCR en tiempo real. Muestras de otros animales, inclu-
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yendo roedores (Apodemus sylvaticus), garrapatas y muestras de agua, fueron
negativas tanto por cultivo como por PCR.

Mailles y Vaillant (167) publicaron un recopilatorio de la situacion entre
2002 y 2012 que recogia 433 casos humanos de tularemia, principalmente
de tipo glandular o ulceroglandular, la mayoria (41%) por exposicion a liebres
y la mitad de estos casos por contagio debido a aerosoles de polvo, indicando
que los contagios se produjeron preferentemente en la época de caza (sep-
tiembre a febrero) mientras que los debidos a la picadura de garrapatas tu-
vieron lugar en primavera y verano. Un estudio que podria considerarse
complementario a este, ha sido publicado el afio pasado por Moinet et al.
(2016) (168) referido a la presencia de la enfermedad en la fauna salvaje en
el periodo 2002-13, a partir de aislados procedentes de la red SAGIR, en el
gue los autores presentaron un andlisis espacial de casos confirmados a partir
de liebres (cadaveres) bien por aislamiento o por PCR. Se contabilizaron un
total de 686 casos en el periodo (11 anos), a los que habria que sumar 46
mas como sospechosos, en claro predominio sobre tan solo 4 casos proce-
dentes de conejos y 2 y 1 respectivamente, en cabra y jabali. En el caso de la
liebre, la media de 66,5 casos totales fue superada de forma especial en la
temporada 2007-08 (con 124 casos), un dato que llama poderamente la
atenciéon habida cuenta que en esta temporada se produjo también en Es-
pafia un brote epidémico importante (ver después).

En Bulgaria se han descrito 3 brotes en los ultimos 45 afos, los dos ulti-
mos con 262y 285 casos confirmados (169). En todos ellos se han detectado
o aislado F. tularensis a partir de liebres, ademas de otros reservorios, inclu-
yendo garrapatas y agua (170).

Precisamente, Treml et al. (2007) han centrado su atencién en la liebre eu-
ropea (L. europaeus) como fuente de zoonosis para lo que entre 2004 y 2006
recogieron 1.051 muestras de suero de liebres procedentes de cacerias en la
Republica Checa que fueron estudiadas, entre otros, para la presencia de
anticuerpos anti-F. tularensis, mediante técnicas de aglutinacion estandar. En
los tres afos, el porcentaje de animales positivos alcanzé la cifra del 6,5%
que llegé al 6,9% en 2005, lo que pone de manifiesto, tanto la presencia del
patégeno en la zona, como de su posible papel de reservorio de la enferme-
dad, cuya incidencia en el hombre se habia incrementado de forma impor-
tante desde 1994. A este respecto, estos autores sefialan que si bien la liebre
europea se considera altamente susceptible a F. tularensis, parece que no
todos los animales mueren como consecuencia de la infeccién y que algunos
de los que sobreviven desarrollan una forma crénica de la enfermedad y se
convierten en fuente permanente de F. tularensis para otros animales en la
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zona, asi como para el hombre, afirmacién en sintonia con otros apuntes que
ya hemos realizado antes; ademas, la tasa de prevalencia mas alta se encontré
en las hembras. Por otra parte, pese a su susceptibilidad, la bacteriemia que
sigue a la infecciéon hasta la muerte del animal (si este es el final) les capacita
para actuar como fuente de infeccién para ectoparasitos hematéfagos que
trasladan la infeccion y a través de sus heces contaminan el ambiente, siendo
por tanto su importancia elevada tanto directa como indirecta.

En Hungria, igualmente, L. europaeus ha sido descrita repetidamente
como causa de infeccion humana 'y reservorio natural. En un estudio de 2009,
Gyuranecz et al., (171) caracterizaron 22 aislados procedentes de liebre eu-
ropea de diversas partes de Hungria desde el punto de vista de su fuente me-
tabdlica de carbono, comprobando después su relacion con la enfermedad y
definiendo la presencia multiorganica de pequefos focos gris-blanquecinos
correspondientes a areas granulomatosas de inflamacion, sugiriendo la fre-
cuencia de la via respiratoria en la infeccion debido a la frecuente presencia
(88% de los casos) de lesiones en los érganos toracicos (Gyuranecz et al.,
2010), destacando su importancia como reservorio de tularemia en Europa.

En otro estudio de los mismos autores (Gyuranecz et al., 2010) sobre 50
casos de tularemia en liebres también en Hungria, se enfatiza el papel de este
lagomorfo como reservorio de F. tularensis y al afo siguiente, los mismos au-
tores, Gyuranecz et al. (2011) profundizaron en el andlisis de un &rea endémica
de tularemia de 10 km? en el sudeste de Hungria durante un periodo interepi-
demico entre 2008 y 2009, contemplando multiples muestreos de todos los
principales constituyentes del ciclo epidemioldgico. En el curso del mismo los
resultados de la seroprevalencia en la liebre europea fue del 5,1% (10 positivas
de 197 por aglutinacion rapida en placa; los diez animales titularon al menos
en 1:10, 7 alcanzaron 1:20y 2 superaron 1:40, llegando uno a 1:160; 6 de los
diez animales fueron necropsiados demostrandose lesiones tipicas, especificas
mediante inmunohistoquimica), ademas del aislamiento de F. tularensis holarc-
tica de 4 animales (2,03%). En el mismo periodo, los resultados fueron nega-
tivos en el caso de 38 topillos (Microtus arvalis), 110 ratones de cuello amarillo
(Apodemus flavicolis) y 15 ratones de campo pelados (Apodemus agrarius) atra-
pados durante el estudio, igual que sucedié con 8 musarafas pigmeas (Sorex
minutus) o 6 musaraias comunes (Sorex araneus). En el mismo estudio proce-
saron un total de 2.014 garrapatas, 1.106 Ixodes ricinus y 476 Haemaphysalis
concinna recogidas de la vegetacion y 404 /. ricinus, 28 H. concinna'y 25 pulgas,
15 Ctenophtalmus assimilis y 10 Nosopsyllus fasciatus que parasitaban peque-
fios mamiferos. Solamente un ejemplar de H. concinna hembra y una ninfa re-
cogida de la vegetacién estaban infectadas con el agente de la tularemia
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mediante deteccion por PCR TagMan, lo que suponia una prevalencia del
0,42% (2 de 476). Tampoco se detectd ADN especifico de F. tularensis en mues-
tras ambientales de agua, igual que fueron seronegativos un total de 100 ove-
jas, 50 vacas y 50 bufalos procedentes del area de estudio. Los autores
concluyeron que en el periodo interepidemico estudiado, solo la liebre europea
(Lepus europaeus) mantenia a F. tularensis holarctica y que Haemaphysalis con-
cinna podia no solo comportarse como un vector, sino también como un man-
tenedor del agente durante un periodo de 3-4 afos a través de las multiples
fases de su ciclo biolégico, actuando como un importante reservorio del mismo.
Sobre los roedores, se manifiestan en el sentido de sefialar que “probablemente
no sirven como verdaderos reservorios de la tularemia” .

También en Holanda se describié un caso de tularemia asociada a las lie-
bres en mayo de 2013 (172), después de haber desaparecido desde que en
1953 siete miembros de una familia se contagiasen por consumo de liebres.
Desde julio de 2011, las liebres sospechosas son objeto de analisis de rutina
mediante PCR a tiempo real.

Otras especies de liebre han sido, igualmente, descritas como hospedadores
de F. tularensis en otras regiones geograficas. En Canada, por ejemplo, \Wobeser
et al. (2009) (173), describen registros de tularemia humana en todas las pro-
vincias y territorios, con dos excepciones, ligadas a roedores salvajes y lagomor-
fos. Entre estos Ultimos, la Unica especie de liebre adaptada en aquél pais es
Lepus americanus (liebre de la nieve), que ha sido asociada con casos humanos
de tularemia en 7 provincias. En Québec, en el periodo 76-2001, de 26 casos
humanos diagnosticados, 24 estaban relacionados con las liebres. Sobre la ob-
servacion de aislamientos de F. tularensis a partir de garrapatas que parasitaban
liebres sanas, varias observaciones apuntan a la presencia de infecciones subcli-
nicas que podrian hacer de la liebre una fuente de infeccién y reservorio impor-
tante de la enfermedad (174). En el caso de Japén, donde se han descrito
histéricamente no menos de 1.400 casos humanos de tularemia (enfermedad
de Ohara) por el tipo B de F. tularensis, la mayoria se asocian con el contacto
con la denominada liebre (conejo) japonesa (Lepus brachyurus angustidens),
aunque también con la variante L.b.brachyurus (175), la primera de las cuales
se distribuye en la region noreste de Japon. Como ha sido sefialado con otras
especies de liebres, se ha descrito ausencia de lesiones tipicas de tularemia en
liebres infectadas, que prueban su papel de fuente de infeccion y reservorio de
la enfermedad (Ellis et al., 2002). En un estudio reciente se ha descrito la pre-
sencia de tularemia en un macho adulto de L. b. angustidens transmitida por
garrapatas(176) lo que prueba el mantenimiento (aunque decreciente) de la en-
fermedad en Japon y el papel de las liebres en la transmisién al hombre.
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Resulta de mucho interés la anotacion realizada por diferentes autores
quienes han sefalado que dada su menor susceptibilidad, en L. europaeus,
la liebre europea, se ha descrito la presencia de supervivientes a la infeccion
gue mantienen el agente de forma persistente en varios érganos, incluyendo
los rifones (Gyuranecz et al., 2009), con presencia de nefritis (177), lo que
haria sospechar al menos, la presencia de bacteriuria, aunque ésta no se haya
investigado, y anticuerpos séricos en titulos altos, indicio de la presencia del
agente en ausencia de signos clinicos que denote enfermedad con aisla-
miento incluso de estos.

Tampoco esta claro si el modo de alimentacion de la liebre excluye, cir-
cunstancialmente, la ingestion de carrofa, que algunos autores sostienen
(178), en cuyo caso serfa factible la posibilidad de difusion desde cadaveres
de otras especies (incluyendo roedores) o de los de su misma especie, a liebres
sanas incrementando sus opciones habituales de fuente de infeccion y recep-
tor de F. tularensis.

4.8 Roedores y su relaciéon con el mantenimiento y difusion
de la tularemia

Con insectos y garrapatas los roedores son vectores y reservorios de en-
fermedades infecciosas muy comunes y fuentes de infeccién habituales para
los animales y el hombre. Algunos son sinantrépicos adaptados a vivir en el
entorno de las casas, industrias y explotaciones animales, en condiciones hi-
giénicas deficientes, alimentandose de restos de comida, basura y desperdi-
cios; otros estan adaptados a vivir en el campo, sobreviviendo en base a
vegetales verdes, cereales y otros productos que encuentran en ese entorno,
facilitando la dieta de sus depredadores naturales a la vez que constituyen
un eslabén importante de la cadena tréfica.

Con independencia de su papel protagonista en relacién con las enferme-
dades infecciosas, suman también la condicion de hospedadores de nume-
rosos vectores invertebrados, ectoparasitos, como pulgas, garrapatas o
insectos que son transmisores mecanicos (y en alguna ocasiéon reservorios)
entre animales enfermos y sanos y que, ocasionalmente, comparten también
otras especies animales, incluyendo mamiferos y aves, actuando del mismo
modo como fuentes de infeccién, transmisores de agentes de enfermedades
infecciosas, ampliando su capacidad de difusion.

Tanto la poblacion de roedores silvestres como los urbanos estan muy in-
fluenciados por los cambios ambientales, que de algin modo condiciona su
ciclo vital. Un tipo de ambiente suave y lluvioso por ej., favorece el aumento
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de alimento disponible (semillas, nueces, insectos,..) que permitira el aumento
de camadas y crias que asi llegaran a la edad adulta, con el consiguiente
riesgo de explosion, incluso en forma de plaga, que facilitara el aumento con-
siguiente de los casos de las enfermedades que transmiten (179).

Taxondmicamente los roedores se agrupan en el orden Rodentia, que in-
cluye, entre otras, a la familia Muridae. Es, con mucho, el orden de mamiferos
mas numeroso (y la descripcién de nuevas especies continta de forma per-
manente), integrado por aproximadamente 2.300 especies y casi 500 géneros
que incluyen tanto animales diurnos como nocturnos, algunos de los cuales
han sido identificados a partir de fosiles con mas de 20 millones de afos de
antigedad sobre la Tierra.

En la actualidad se consideran divididos en 5 suboérdenes® integrandose
los muridos, los de mayor interés desde el punto de vista que nos ocupa, en
el suborden Myomorpha, que agrupa las Superfamilias Dipodoidea y Muroi-
dea. En esta Ultima se incluyen las familias Cricetidae (hamsters, ratas y rato-
nes del nuevo mundo) y Muridae (ratones, ratas verdaderas y gerbos).

Los cricétidos (familia Cricetidae) incluyen hamsters, ratas campestres, lem-
mings y ratones de las Américas. Con casi 600 especies, integran la segunda
familia de mamiferos mas numerosa. Se subdividen en 6 subfamilias®, que
incluyen mas de cien géneros.

La subfamilia Arvicolinae’, que incluye campanoles, topillos, ratas de agua,
lemmings y ratas almizcleras, esta formada por 11 tribus® con 30 géneros,
mas otros dos incertae sedis. En la tribu Arvicolini, que incluye 13 géneros,
se encuentra el género Microtus con 62 especies de topillos o campanoles
distribuidos por Eurasia y Norteamérica, incluyendo Microtus agrestis, M. ar-
valis, M. cabrerae y M. rossiameridionalis, de especial interés en el estudio
gue Nnos ocupa.

Los Muridae integran 5 subfamilias® y dentro de la Murinae (ratones y ratas
del viejo mundo) se incluyen 129 géneros y nada menos que 584 especies,
originarias de Africa, Europa, Asia y Australia, que en muchos casos se han

> Anomalumorpha, Castorimorpha, Hystricomorpha, Myomorpha y Sciuromorpha
& Arvicolinae, Cricetinae, Lophiomyinae, Neotominae, Sigmodontinae y Tylomyinae

7 Es frecuente encontrar este grupo clasificado con el rango taxonémico de familia con los
nombres Arvicolidae o Microtidae.

& Arvicolini, Clethrionomyini, Dicrostonychini, Ellobiusini, Lagurini, Lemmini, Myodini, Neofibrini,
Ondatrini, Pliomyiniy Prometheomyini

° Deomynae, Gerbillinae, Leimacomynae, Murinae y Otomynae
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convertido en plagas. Dos de ellas'®, sin embargo, se han adaptado al trabajo
de laboratorio. Por su interés es preciso mencionar el género Apodemus (que
incluye 20 especies, con especial relevancia en el caso de A. agrarius, A. fla-
vicollis y A. sylvaticus), el género Mus (que incluye 38 especies, con especial
interés en el caso de M. musculus) y el género Rattus (que incluye especies
sinantropicas, como R. norvegicus, R. rattus y otras), entre otros.

En su conjunto, entre 200-300 especies de roedores se consideran plagas
agricolas o alimentarias, distribuyéndose en los campos de cultivo produ-
ciendo graves quebrantos econémicos, como sucede por ejemplo en el caso
del arroz, trigo, maiz, cebada, avena y otros.

Como hemos sefialado antes, ademas de esto, algunas especies son re-
servorios y vectores de agentes productores de enfermedades y representan
una grave amenaza para la salud humana y animal. Los procedimientos de
transmision de estos agentes patdgenos al hombre son diversos, e incluyen
desde su consumo, al contacto (por ejemplo como consecuencia de morde-
dura, como sucede en la fiebre por mordedura de rata) o lo que resulta mas
habitual, el contagio a través de la exposicion de las mucosas a sus excre-
mentos (solidos o liquidos), directa o indirectamente, sin excluir, como se ha
sefalado, los agentes que se transmiten al hombre a través de sus ectopara-
sitos, principalmente pulgas o garrapatas, a la vez que se condiciona un en-
torno preferido por otros insectos (moscas y mosquitos, por ejemplo).

Debe tenerse en cuenta, ademas, que los roedores constituyen la base de la
alimentacién de muchos mamiferos, aves, reptiles y anfibios, formando parte
de la cadena tréfica que mantiene permanentemente la circulacion biolégica de
muchos agentes patdgenos con interconexiones complejas entre los animales
salvajes, domésticos y el hombre, del que forma parte inevitable el medio am-
biente (reservorio inerte). En el mejor de los casos, aun cuando estos animales
escapen de sus predadores naturales y sobrevivan a las condiciones ambientales
mas extremas, su esperanza de vida no sobrepasa habitualmente 1-2 afos.

4.8.1 Topillos. Hospedadores, reservorios y vectores de
infecciones

Bajo la denominacion de topillo comin (common voles) se incluyen princi-
palmente cuatro especies del género Microtus: M. kirgisorum, M. transcaspicus,
M. arvalis y M. rossiameridionalis, todas ellas estrechamente relacionadas.

0 Mus musculus (ratdbn comun) y Rattus norvegicus (rata de alcantarilla)
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En general, desde el punto de vista epidemiolégico, que aqui nos ocupa, re-
sultan de interés dos cuestiones; por un lado, la susceptibilidad y por otro la ca-
pacidad de eliminacion del agente patégeno al exterior y consiguientemente la
contaminacion del medio ambiente. Una susceptibilidad alta a F tularensis no
plantea problemas graves desde el punto de vista epidemioldgico pues la infec-
Ciéon supone una evolucion aguda y por lo general muerte en un alto porcentaje
de casos y corto periodo de incubacion y curso clinico; sin embargo, una sus-
ceptibilidad moderada o baja, permite el desarrollo de una enfermedad crénica
con liberacion del agente al medio ambiente, particularmente a partir de la orina,
como consecuencia de su acantonamiento a nivel de riidn. Este supuesto es
mucho mas preocupante desde el punto de vista epidemiolégico. En cualquier
caso, tampoco debe olvidarse la capacidad de estas especies para generar plagas
con capacidad destructora bien demostrada en los cultivos agricolas.

Como hemos sefalado antes, los Arvicolinae (arvicolinos) son una subfa-
milia de roedores de la familia Cricetidae que incluye campafoles, topillos,
ratas de agua, lemmings y ratas almizcleras. Los representantes actuales se
agrupan en 7 tribus, 26 géneros y 143 especies. La tribu Arvicolini incluye,
entre otros'', el género Microtus.

Topillo o campanol es el nombre vulgar utilizado aqui para designar a dis-
tintos roedores de pequeno tamafio que excavan galerias subterraneas; ade-
mas del género Microtus se incluyen también los géneros Myodes (también
conocido como Clethrionomys) y Chionomys.

El género Microtus incluye numerosas especies de topillos originarios de
Eurasia y Norteamérica'?. Las especies que han recibido habitual u ocasional-
mente el nombre de topillos incluyen M. arvalis (topillo campesino), M. agres-
tis (topillo agreste), M. cabrerae (topillo de Cabrera), M. duodecimcostatus

" Se incluyen los géneros Arvicola, Blanfordimys, Chionomys, Dolomys, Lasiopodomys, Lem-
miscus, Microtus, Mimomys, Neodon, Phaiomys, Proedromys, Promimomys y Volemys.
https://en.wikipedia.org

2 Seincluyen, entre otras, las siguientes: Microtus abbreviatus, M. agrestis, M.arvalis, M. bavar-
icus, M.cabrerae, M. californicus, M. canicaudus, M. chrotorrhinus, M. daghestanicus, M.
duodecimcostatus, M. evoronensis, M. felteni, M. fortis, M. gerbei, M. gregalis, M.
guatemalensis, M. guentheri, M. hyperboreus, M. irani, M. irene. M. juldaschi. M. kermanen-
sis, M. kirgisorum, M. leucurus, M. limnophilus, M. longicaudus, M. lusitanicus, M. majori,
M. montanus, M. montebelli, M. mujanensis, M. multiplex, M. nasarovi, M. oaxacensis, M.
obscurus. M. ochrogaster, M. oeconomus, M. oregoni, M. pennsylvanicus, M. pinetorum, M.
quasiater, M. richardsoni, M. rossiaemeridionalis, M.s sachalinensis, M.savii, M. schelkovnikovi,
M. sikimensis, M. socialis, M. subterraneus, M. tatricus , M.thomasi, Microtus townsendli,
M.transcaspicus, M. umbrosus y M.s xanthognathus. En https:/en.wikipedia.org
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(topillo mediterraneo), M.gerbei (topillo pirenaico), M. lusitanicus (topillo lu-
sitano), Chionomys nivalis (topillo nival) y Myodes glareolus (topillo rojo o to-
pitopito, también denominado Clethrionomys glareolus). El grupo de topillo
comun (topillo campesino) comprende cuatro especies relacionadas, M. ar-
valis y M. rossiaemeridionalis, también denominada M. subarvalis o M. epi-
roticus, ambas muy similares morfolégicamente pero diferentes en el nimero
y morfologia de sus cromosomas (180), ademas de otras caracteristicas rela-
cionadas con la susceptibilidad o resistencia a agentes patégenos. Aunque
ambas especies pueden ocupar el mismo territorio, su ubicacién puede ser
diferente. Ademas, se incluyen también M. kirgisorum'y M. transcaspicus.

La subespecie tipica, M. arvalis arvalis se extiende desde Rusia Central,
a través de Europa, hasta la costa atlantica de Francia. Alcanza la Peninsula
Ibérica, encontrandose en lo Pirineos Occidentales y Centrales, pero esta
ausente de las Islas Britanicas, de las regiones septentrionales y de la Europa
Mediterranea. La subespecie ibérica, M. arvalis asturianus, de tamafio algo
mayor, se extendia por las montanas que rodean el valle del Duero, pero
desde 1980 (incluso antes) su area se ha expandido a las tierras bajas y por
el Sistema Ibérico (ver después).

Figura 8.
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Gonzalez-Esteban y Villate (181) describen esa especie como un pequefo
mamifero de aspecto macizo y redondeado, con cola y orejas cortas, algo
mayor la subespecie asturianus, con pelaje pardo-amarillento en los adultos en
el dorso y blanco-gris en la region ventral de coloracion general en los jévenes.
En general, estos animales son muy semejantes a Microtus agrestis, del que
solo se diferencia en el borde exterior de las orejas, que en el agreste esta cu-
bierto de pelo, mientras que en el topillo campesino es visible con claridad.

Las hembras del topillo campesino, que presentan 4 pares de mamas (dos
pectorales y dos inguinales), tienen un periodo de gestacion de entre 21y
22 dias y paren entre 2 y 11 crias que nacen ciegas y sin pelo. A los 10-11
dias abren los o0jos y a las dos semanas salen del nido. Al mes de vida, sobre-
viven un 65% de los animales, aunque la cifra depende de las disponibilida-
des de alimento y otras circunstancias, mudan su primer pelaje y las hembras
son sexualmente maduras, circunstancia que en los machos no se alcanza
hasta los dos meses de vida, edad a la que solo sobrevive una tercera parte
de los nacidos, cifra que se reduce al 5% al cabo de los 6 meses de edad.
Aunque se considera que estos animales pueden alcanzar el afio de edad,
llegar a la misma se considera excepcional.

M. arvalis ha sido descrito como reservorio o vector de distintas enferme-
dades humanas (zoonosis), incluyendo enfermedades bacterianas, viricas, pro-
tozoosis y helmintosis y, el agente de la tularemia.

4.8.2 Susceptibilidad y aislamientos:

Debe sefialarse primero, que la susceptibilidad en el topillo a F. tularensis
es variable entre las distintas especies y que la mayoria de los estudios expe-
rimentales se han llevado a cabo en M. arvalis arvalis, M. rossiameridionalis
(M. subarvalis) y M. pennsylvanicus.

En el modelo ratén con infeccién oral (intragastrica) con cepas virulentas
de F. tularensis tularensis, la susceptibilidad disminuye sensiblemente, como
han demostrado Kuolee et al. (2007) (182), quienes calcularon que la DLgp,
del orden de 10° UFC, era 100.000 veces mas alta que la DLq g utilizando la
via intradérmica o respiratoria, con variaciones en relaciéon con la capacidad
de produccion de IFN (interferén) o receptores del TNF (factor de necrosis tu-
moral); en cualquier caso, la virulencia por via oral es mas alta que en el caso
de otros patégenos gastrointestinales como Yersinia enterocolitica, E. col,
Listeria monocytogenes o Brucella abortus, cuyas DLgq se sittan, por lo ge-
neral, en valores superiores a 107 UFC y similar a la de Yersinia pestis.
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Bell y Stewart (1975) (183) del NIH (National Institutes of Health) de los
EE.UU. postularon por primera vez que los roedores fueran la causa de la
contaminacion del agua en zonas endémicas de tularemia y plantearon la po-
sibilidad de que F. tularensis pudiera ser eliminada en la orina de animales in-
fectados. Utilizando M. pennsylvanicus inoculados parenteralmente con el
tipo B de F. tularensis siempre se producia la forma aguda de la enfermedad
con muerte en poco tiempo. Cuando los animales eran previamente inmuni-
zados de forma parcial antes de la inoculaciéon parenteral o si la infeccion se
producia oralmente, algunos animales desarrollaban un proceso crénico. En
1983 (184) estudiaron la presencia de nefritis en topillos con tularemia cro-
nica, considerando que ésta forma de la enfermedad podria ser la fuente pro-
bable de contaminacién de corrientes de agua en el hemisferio norte.
Inocularon ejemplares de M. pennsylvanicus con F. tularensis tipo B y obser-
varon que cuando la inoculacién se llevaba a cabo parenteralmente, los ani-
males morian invariablemente de tularemia aguda, mientras que en el medio
natural, tanto ellos como los castores y ratas almizcleras sobrevivian en aguas
contaminadas con el agente, lo que hizo pensar que la via de contagio influia
en la gravedad del cuadro clinico. En intentos para determinar la DLgq per
os se observd que existian diferencias importantes y estables, en la suscepti-
bilidad de los individuos. Los M. pennsylvanicus infectados oralmente
desarrollaban un proceso crénico con bacteriuria, proponiéndose que ellos
eran los responsables de la contaminacién del agua y consiguientemente de
la iniciacion de los brotes epidémicos de origen hidrico de mamiferos hidro-
colicos y frecuentemente de infecciones benignas en el hombre.

Los investigadores rusos han llevado a cabo distintos estudios acerca de
la susceptibilidad de distintas especies de topillos al agente de la tularemia.

En 1982, Shlygina y Olsufjev (185) infectaron M. subarvalis (M. rossiame-
ridionalis) con cadaveres de animales que habian sido infectados a su vez con
una cepa parcialmente atenuada de F. tularensis, provocando una infeccién
no letal en 14 de los 433 animales utilizados en el experimento (el 3,2%) de
los que 11 desarrollaron estado de portador y de estos 8 (1,8%) con bacte-
riuria que se prolongd durante un periodo de hasta 2 meses, siendo la per-
sistencia en el cuerpo de los animales de hasta 6-11 meses.

En 1984, Olsufjev et al. (186) utilizaron cepas virulentas de F. tularensis
holarctica y topillos adultos de la especie M. rossiameridionalis adaptadas al
laboratorio, produciendo la infecciéon natural mediante la administracién oral
de cadaveres de animales muertos de la enfermedad o mediante la adminis-
tracion forzada de una mezcla de bacterias vivas y muertas a través del esé-
fago, demostrando la posibilidad de que los animales pudieran sobrevivir a
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la tularemia con el desarrollo de un estado de portador crénico del agente.
Un total de 439 animales fueron alimentados con cadaveres de animales
muertos por tularemia debida a la cepa 503, altamente virulenta y de estos
203 murieron de tularemia aguda (46,2% de mortalidad) mas otros 43 por
otras razones y 193 sobrevivieron. De estos Ultimos 2 de ellos (el 0,5%) exhi-
bieron un estado de portador crénico y aglutininas séricas (a un titulo 1:320).
Por otra parte, de los 309 animales sometidos a la administracion forzada,
153 murieron de tularemia aguda mas 27 por otras causas y 129 sobrevivie-
ron, de los que 2 eran portadores (0,6%) y 4 mas (1,9%) presentaban anti-
cuerpos (aglutininas en titulo 1:160-1.1280).

Shlygina et al. (1987) (187) estudiaron la posibilidad de desarrollar un curso
atipico de la tularemia con persistencia prolongada de F. tularensis en el topillo
comun (M. arvalis arvalis), la especie hermana del topillo de Europa del Este (M.
rossiaemeridionalis). A tal efecto, llevaron a cabo una serie de experimentos con
un total de 33 animales mantenidos en el laboratorio y utilizaron la cepa 165 de
F. tularensis. Los animales fueron infectados mediante la alimentacion y observa-
ron que 7 de los 33 animales mostraron el curso atipico buscado; en 3 de ellos
la enfermedad tomo un curso prolongado, con bacteriuria y muerte en 25-34
dias, mientras que en otros 3 la bacteriuria se registré antes de los dias 33, 66 y
172. Uno de los topillos no excretd bacterias en la orina ni se recupero de sus or-
ganos aunque si se detectaron anticuerpos. En definitiva, se concluyé que M. ar-
valis podria albergar . tularensis en periodos interepidémicos pudiendo actuar
como receptor o transmisor a otras especies.

En un estudio llevado a cabo por Gurycova et al. (2001) (188) como parte
de la vigilancia de un foco natural de tularemia en un area endémica de
Europa Central (que comprende Eslovaquia, Austria y la Republica Checa)
se recogieron mediante trampeo entre 1995 y 1997 un importante ndmero
de pequenos roedores que fueron objeto de estudio mediante inoculacién
de preparaciones de bazo a ratones blancos, altamente sensibles y mediante
cultivo. La prevalencia de infeccién mas alta fue del 3,9% en otofio con
aislamientos a partir de varias especies, incluyendo A. flavicollis, A. sylvaticus,
Clethrionomys glareolus, M. arvalis y Sorex araneus.

Mas recientemente, Christova et al. en 2005 (189) en un estudio llevado
a cabo en Bulgaria sobre 169 roedores capturados vivos, detectaron F. tula-
rensis en 37 de ellos (21,89%) mediante métodos moleculares; de estos, 32
eran ratas (Rattus rattus) y los 5 restantes ratones (Mus musculus). Zhang et
al. (2006) (190) refieren descripciones de F. tularensis en liebres y garrapatas
en diferentes regiones desde 1959 hasta 1986 y en un estudio llevado a cabo
sobre 420 roedores capturados entre 2004 y 2005, llevaron a cabo la detec-
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cion por PCR, obteniendo 20 positivos (4,76%). Entre las 7 especies en las
que se detectaron positivos, se incluyeron Apodemus, Cricetus, Eutamias si-
biricus, Meriones lybicus y Clethrionomyus rufocanus, especialmente estos
ultimos.

La tularemia fue descrita por primera vez en Turquia, en 1936 aunque se
afirma que probablemente esta presente en aquella regién, incluso desde el
siglo XIV, particularmente en Anatolia. En estudios recientes llevados a cabo
en Kosovo y Anatolia, pudo determinarse la presencia de F. tularensis en Apo-
demus agrarius y Microtus socialis, respectivamente, y aunque se les sefiala
como causa probable de brotes que tuvieron lugar en Turquia y Kosovo en
1999 y 2000, se da mas importancia al contagio por ingestion de agua con-
taminada o picaduras de insectos (GUrcan, 2014) (191) .

También en Ucrania se ha descrito recientemente (192) un estudio de
largo alcance que se refiere a 3.086 aislados obtenidos a lo largo de 67 afos
(1947 a 2008). La mayor parte de las cepas de F. tularensis obtenidas lo fueron
a partir de invertebrados (garrapatas) que sobre el total representaron el 66%
mientras que los roedores fueron la fuente de casi el 15%, siendo diferentes
especies de Microtus, fuente de aislamiento en el 4,8% de los casos (148
cepas, sobre todo M. arvalis, con 99 aislados, el 3,21%).

Rossow et al. (2014) (193), en Finlandia, llevaron a cabo un estudio ex-
perimental con dos especies de pequefnos roedores, Microtus agrestis y Myo-
des glareolus, con el proposito de establecer su papel en el mantenimiento
de F. tularensis y la naturaleza de su asociacién con la enfermedad humana.
Los citados autores habfan demostrado con anterioridad, en un estudio lle-
vado a cabo a lo largo de 6 afios en el que recogieron 547 pequefios roedores
de 11 especies y hasta 14 localizaciones en Finlandia, que M. agrestis alber-
gaba el agente (5 positivos de 237 capturados; el 2,1%, detectando por PCR
su presencia en higado, bazé, pulmones y rifiones) (194) . Administraron por
via subcutanea a 12 animales de cada especie 70 UFC de F. tularensis en un
volumen de 100 microlitros de solucién salina fisioldgica y 3 animales de cada
especie fueron eutanasiados los dias 1y 3 post-infeccion, todos los cuales
permanecian asintomaticos y sin cambios histolégicos importantes en ningun
6rgano o tejido, excepto en el punto de inoculacién y en uno de los animales
(M. glareolus) se identificaron unas pocas bacterias dentro de los macréfagos.
El tercer dia en el bazo se detectaba ADN positivo y mediante inmunohisto-
quimica cantidades variables del microorganismo en macréfagos en la pulpa
roja del bazo. A partir del 5° dia los animales ya manifestaban cambios evi-
dentes y fueron eutanasiados demostrando la presencia de ADN en la orina,
heces, bazo y rinones de todos los animales, de las dos especies, lo que per-
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mitiria transferir la bacteria al ambiente, contaminandole, donde sobreviviria
(agua o polvo, por ejemplo) facilitando la transmisiéon a otras especies. Los
citados autores concluyeron su papel como amplificadores de la infeccién por
F. tularensis a través de sus excretas y de modo particular sus cadaveres, que
podrian servir como fuente de contaminacién ambiental.

Lo que si es evidente es que en las especies donde se han llevado a cabo
los estudios experimentales, los animales pueden comportarse como fuentes
de infeccién para otros animales, asi como contaminar el ambiente proximo,
incluyendo el agua, una situacién que si que debe ser contemplada. En este
sentido debe considerarse la susceptibilidad de la especie de roedor objeto
de estudio, la via de infecciéon (digestiva, por inhalaciéon mediante aerosoles
o por via subcutanea), la virulencia o atenuacion de la cepa de Francisella cir-
culante y en el mejor de los casos, el escaso valor de los animales que, dentro
de los supervivientes, desarrollan persistencia, nefritis cronica y liberacion del
microorganismo (principalmente en la orina). Trasladar estos resultados al su-
puesto natural de una epidemia en nuestro ambito resulta, cuanto menos,
complicado debiendo recordar también que la susceptibilidad de la especie a
este agente condiciona sustancialmente el futuro de la infeccién, ni en qué

Figura 9.
Microtus agrestis
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medida son aplicables estos datos al topillo comun Ibérico, sobre el que des-
conocemos la existencia de estudios de susceptibilidad y patogénesis experi-
mental, aunque con caracter de aproximacion, puedan ser aplicables los
realizados en otras especies.

Por otra parte, al final, tanto en roedores como en lagomorfos, tanto los
animales que sobreviven a la infeccién como los que mueren como conse-
cuencia de la misma, parece que son finalistas, es decir que de una u otra
forma eliminan la bacteria. Los primeros al cabo de un tiempo indeterminado,
mas o menos prolongado segun las condiciones (dosis infectante, persisten-
cia, localizacion en rifién, etc.) y los segundos, obviamente. Ello quiere decir,
en ultimo término, que su condicion de reservorio natural auténtico, sigue
estando en entredicho (195).

Entre el resto de roedores el ratén (Mus musculus) y el cobaya, se consi-
deran también altamente susceptibles a la infecciéon, pero incluso dentro del
primero se admiten diferentes grados de susceptibilidad o resistencia habién-
dose propuesto que ésta Ultima depende de multiples /oci genéticos (196),
uno de los cuales, el locus Bcg (Nramp 1) parece jugar un papel clave en la re-
sistencia natural a la infeccion primaria (197); su expresién posee muchos
efectos pleiotrépicos asociados con activacion de macréfagos por IFN-y o LPS.
Su mutacién puede conferir susceptibilidad a la infeccion a los patégenos in-
tracelulares, incluyendo F. tularensis.

En un estudio reciente, Bandouchova et al. (2009) compararon la suscep-
tibilidad del ratén BALB/c, que representa un modelo clasico para la infeccion
experimental, con M. arvalis y A. flavicollis, ambas consideradas altamente
susceptibles a la tularemia (198), evaluandola en relacion con el tiempo de
supervivencia del microorganismo, la DLgq y la presencia bacteriana en los
tejidos. Utilizaron la inoculacion intraperitoneal con dosis crecientes de una
suspension de F. tularensis tipo B aislada de una liebre en un foco epidémico
natural (Moravia, 2004), desde 1,6 x 102 a 1,6 x 10* UFC. La DLg en el raton
fue calculada en 1 UFC administrada indistintamente por via intraperitoneal
0 subcutanea. El tiempo medio de supervivencia estaba en relacién inversa
con la dosis; para una dosis de 1,6x10? UFC, que producia la muerte del
100% de los animales, la supervivencia media en el caso del ratén era solo
de 4,8 dias, practicamente igual que en el caso de A. flavicollis, mientras que
en el caso del topillo alcanzaba 8,4 dias. A dosis inferiores, que ya producen
elevada mortalidad en el ratén, el topillo comun se muestra resistente; una
dosis de 16 UFC solo mataba al 20% de M. arvalis, mientras que en el raton
mataba al 80%. Esta diferencia si puede tener importancia epidemiolégica
cuando se suman otras circunstancias de la biologia de la especie (199),(200).
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Con el fin de explicar las diferencias en la susceptibilidad entre el ratén
BALB/c (M. musculus) y el topillo comun (M. arvalis), Pohanka et al. (2009)
(2001) midieron el nivel total de antioxidantes de bajo peso molecular en el
plasma, mediante un procedimiento de voltametria ciclica después de la in-
feccién con una dosis mortal del tipo B de F. tularensis, con el propdsito de
explicar la patogénesis de la enfermedad en ambos hospedadores relacio-
nandola con la proliferacién de los macréfagos después de la activacion por
especies reactivas de oxigeno en los fagosomas. Observaron que mientras
que en el ratén se producia una rapida deplecion de antioxidantes, M. arvalis
incrementaba incluso su nivel, protegiendo a los animales, lo que era enten-
dido como una razén que justificaba su menor susceptibilidad al patégeno'y
su mayor capacidad de supervivencia. Los cambios tisulares observados en
ambas especies animales (neumonia severa intersticial, necrosis difusa en
bazo, necrosis focal en higado y moderada vacuolizacion de los hepatocitos
en el caso de M. arvalis, mientras que el raton los principales cambios obser-
vados inclufan necrosis severa en el bazo y necrosis focal en el higado) se re-
lacionaban con los niveles de los antioxidantes de bajo peso molecular (una
baja concentraciéon de estos se acompafnaba de mas graves a nivel tisular).

4. Epidemiologia de la Tularemia m




5. Cuadro clinico de la tularemia

5.1. Cuadro clinico en animales salvajes

Con caracter general, el cuadro clinico depende de la susceptibilidad de
la especie animal que se considere, pero en general se puede considerar que
los signos y sintomas son inespecificos. Por término medio, el periodo de in-
cubacion va de 2 a 10 dias (incluso de 1 a 10 dias) y el cuadro clinico se ca-
racteriza por una septicemia mortal que corresponde con un cuadro agudo,
como ocurre en roedores y lagomorfos. Es habitual que los animales se des-
cubran muertos o moribundos.

En el caso de las liebres, por ejemplo, se observa debilidad, fiebre, tlceras,
abscesos y adenopatias. Una caracteristica tipica incluye el comportamiento
anormal, con captura facil porque los animales no corren o lo hacen lenta-
mente, ni huyen de los perros, se frotan la nariz y las patas con la tierra, se
observa rigidez muscular, aspecto anoréxico, diarrea y disnea.

5.2. Cuadro clinico en animales domésticos

En el caso de las ovejas, por ejemplo, se han descrito brotes en algunas
areas endémicas de América del Norte, especialmente después de inviernos
frios y en animales muy parasitados de garrapatas, que suele ser una cons-
tante. En cualquier caso, en esta especie no se ha podido determinar el pe-
riodo de incubacion y después de una aparicion lenta y gradual, se observa
fiebre (hasta 42°C), pérdida de peso, adenopatias, dificultad respiratoria, oca-
sionalmente tos, a veces diarrea con heces de aspecto oscuro y olor fétido,
emision frecuente y escasa de orina y tendencia a aislarse del rebafio, caminar
rigido, etc. Las muertes se suceden, principalmente, en animales jovenes en
unos pocos dias, pero el curso puede prolongarse hasta 2 semanas, mante-
niendo los animales que sobreviven una inmunidad duradera.

En caballos y otros équidos, la enfermedad cursa con fiebre (42°C), de-
presion, ataxia, edema de extremidades, disnea y rigidez. Las yeguas se afec-
tan, generalmente, con mayor gravedad que los machos y, ademas,
manifiestan diarrea e incoordinacién

En cerdos adultos la enfermedad suele ser subclinica mientras que en los
jovenes, se observa fiebre (42°C), disnea y depresion. El curso oscila entre 7
y 10 dias.
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Entre los pequefios animales la enfermedad solamente se describe en grupos
de riesgo muy particulares (perros de caza o pastor, animales de zonas rurales, in-
controlados) aunque la casuistica es rara, incluso con serologias positivas docu-
mentadas que, por otra parte, suele ser la forma habitual de deteccion. Los perros,
en general son relativamente resistentes a la infeccion o desarrollan fiebre baja,
anorexia, dolores musculares, abscesos supurados con descargas nasales y oculares
y, ocasionalmente, abscesos en el punto de infeccion (Foley y Nieto, 2010).

En los gatos (202) se han descrito las mismas formas que en el hombre
(ver después) e incluso se han diagnosticado portadores y eliminadores asin-
tomaticos (203). Se ha descrito también fiebre, anorexia, apatia y Ulceras en
la lengua y paladar y cuadros graves como consecuencia del consumo de
roedores infectados (204). Su cuadro lesional es similar al de los lagomorfos.

En términos generales, los signos clinicos se asocian con la via de entrada,
con la virulencia de la cepay con la dosis infectiva. Normalmente la enferme-
dad en estas especies animales es autolimitante y no suele ser fatal aunque
puede tener lugar una persistencia prolongada del patégeno con eliminacién
al ambiente, especialmente en individuos susceptibles.

5.3 Cuadro lesional

El cuadro anatomopatolégico (lesional), depende también de la suscepti-
bilidad y las lesiones mas significativas post-mortem varian ampliamente
segun sea la especie animal que se considere. En general se puede observar
la presencia de focos necréticos blanquecinos focales de tamafo variable,
desde puntiformes a de varios mm de didmetro. Se observan en el higado y
bazo, no siendo extrafio que se descubran también en pulmones y médula
6sea. Puede observarse también necrosis caseosa en ganglios o en el corazon,
con hemorragias intestinales asociadas con necrosis de las placas de Peyer.

En animales muy susceptibles, como sucede en el caso de algunos roedo-
res, se observa aumento del tamafio del bazo y el higado. Los animales de
susceptibilidad moderada como sucede en el caso de la liebre parda o el co-
nejo de monte (Oryctolagus cuniculus), manifestan lesiones granulomatosas,
como las descritas, en higado, bazo, rifiones, pericardio y pulmones (Gyura-
necz et al., 2010). Por lo general se observa infarto ganglionar con nédulos
de hasta 2 y 3 veces el tamano normal. También se ha descrito la presencia
de trombosis e infarto en pequefnos vasos sanguineos. En zonas desprovistas
de pelo se pueden descubrir petequias cutaneas y en el pulmoén, anterrenales,
tracto gastrointestinal, meninges y corazén e incluso en el colon, se ha des-
crito la presencia de hemorragias (205).

5. Cuadro clinico de la tularemia



Figura 10.
Tularemia en liebre. Detalle del paguete abdominal con presencia de abundantes
i focos de necrosis blanquecinos en higado y bazo (cortesia del Dr. Matias Diez)

5.4 Clinica en el hombre

El periodo de incubacién en el hombre suele oscilar entre 3 y 5 dias (ma-
ximo 15, por lo general). Los primeros signos son inespecificos, incluyendo
fiebre, escalofrios, dolor de cabeza, de musculos y de articulaciones.

El cuadro clinico depende de la via de inoculacién, la virulencia de la cepa
y la dosis de exposicion, asi como de la resistencia o condicion individual, al
agente patdgeno. En general, se admite la existencia de diversas formas
(206), aunque existen variaciones dependiendo del autor:

¢ Ulceroganglionar (lUlcera cutanea con o sin linfadenopatia regional) o
ulceroglandular

e Ganglionar o glandular (linfadenopatia regional, con infarto y dolor,
pero sin Ulcera)

¢ Oculoganglionar u oculoglandular (conjuntivitis con linfadenopatia
preauricular) u oculoglandular,

e Orofaringea (estomatitis o faringitis o tonsilitis y linfadenopatia cervical)
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¢ Intestinal (dolor abdominal, vomitos y diarrea) o gastrointestinal (algunos
autores no la consideran) (Maurin and Gyuranecz, 2016),

e Neumonica (enfermedad pleuropulmonar primaria)

¢ Tifoidea (tifoidica) (enfermedad febril, septicémica, sin localizaciéon precoz
de signos o sintomas)

La forma ulceroganglionar se produce cuando la bacteria penetra a tra-
vés de la piel (picadura de insectos, garrapatas, cortes accidentales, heridas,
etc.) aunque también como consecuencia de la exposicion a mucosas; de
hecho, las formas glandular, oculoglandular y orofaringea obedecen al con-
tacto por exposicion de las mucosas correspondientes, sin necesidad de un
suceso traumatico, cursando con adenopatia de los ganglios regionales pero
sin Ulceras evidentes.

En la forma ulceroganglionar aparece subitamente una pequena lesion de la
piel (papula), después de un periodo de incubacidon que puede variar entre 3y
6 dias, aunque puede llegar a ser de 1 a 14, y cursa con escalofrios, fiebre, dolor
de cabeza y muscular y postracién generalizada. Tipicamente la herida se ulcera,
pudiendo persistir incluso varios meses, con un borde muy marcado y exudado
amarillento que ocasionalmente puede tener un aspecto oscuro (incluso ne-
gruzco). Es evidente la hinchazén (hipertrofia o infarto) de los ganglios linfaticos
regionales, que pueden supurar, afectando especialmente a los ganglios axilares
y epitrocleares. Es considerada la forma mas comun de tularemia (hasta el 80%
de casos) (Foley and Nieto, 2010). El sintoma especifico inicial suele ser una lin-
fadenopatia localizada, sensible a la palpacion. La lesién cutanea sugestiva
puede aparecer antes, de manera simultanea, o uno o varios dias después de la
adenopatia. La localizacion de la Ulcera suele reflejar el modo de adquisicion.
Los contactos con animales tienden a producir Ulceras en las manos y en los an-
tebrazos, y las picaduras de garrapatas tienden a producirlas en el tronco, el pe-
riné, las extremidades inferiores, la cabeza y el cuello.

Este tipo de tularemia puede progresar a septicemia, meningitis septicémica
0 neumonia. La tasa de mortalidad, de los casos no tratados debidos al tipo A,
puede llegar a alcanzar valores del 5% en el hombre (Foley y Nieto, 2010).

En la forma ganglionar o glandular solamente se observa infarto gan-
glionar, aunque en este caso no se circunscribe a una regiéon determinada,
sino que pueden aparecer gran numero afectados. Se produce cuando los
pacientes presentan linfadenopatia regional sensible a la palpacion, pero sin
lesion cutanea evidente; es, basicamente, el mismo proceso que la enferme-
dad ulceroglandular, excepto en que la lesién cutanea se resuelve antes de la
presentacion o bien ésta es minima o atipica, y entonces pasa desapercibida.

5. Cuadro clinico de la tularemia



Figura 11.
Tularemia. Forma glandular (207)

La forma oculoganglionar u oculoglandular, también conocida como
sindrome de Parinaud, puede tener lugar después de la exposicion de las mu-
cosas ocular o conjuntiva a F. tularensis, por ejemplo, después del contacto
de los ojos con manos, dedos o fémites contaminados, siendo por lo general
mucho mas rara o menos frecuente que las formas anteriores. Se observa
conjuntivitis e inflamacién de los ganglios linfaticos regionales (ganglios pre-
auriculares, cervicales y submaxilares), que son muy evidentes. Es frecuente
la presencia de Ulceras en la conjuntiva del ojo, con conjuntivitis purulenta'y
edema periorbital. Después de la curacion suelen permanecer secuelas como
la perforacion de la cérnea y prolapso del iris, principalmente.

La forma orofaringea o faringea por o general es consecuencia de la in-
gestion de agua o alimentos (principalmente carne mal cocinada o cruda, sin
cocinar) contaminados e incluso, ocasionalmente, se produce por inhalacion
(contagio por via respiratoria) de aerosoles altamente infectantes. Suele ir se-
guida o acompafada de una forma intestinal o gastrointestinal. Se observan
signos iniciales de faringitis no exudativa y/o tonsilitis. Los enfermos manifiestan
dolor de garganta y/o dolor abdominal debido al infarto de los ganglios mesen-
téricos. Ocasionalmente se observan vomitos, diarreas y hemorragias gastroin-
testinales que pueden ir sequidas de shock, en cuyo caso la tasa de mortalidad
puede alcanzar los valores mas elevados, de hasta el 60%.

La forma neuménica o pulmonar puede ser consecuencia primaria de
la inhalacién del microorganismo, con llegada a los pulmones, tanto en el
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caso del tipo A (F. tularensis tularensis) como del tipo B (F. tularensis holarctica)
aunque también puede representar una complicacién de las otras formas, in-
cluso como una secuela de casos de tularemia ulceroganglionar (entre el 10
y el 15% de los mismos), por lo general asociada a la propagacion hematé-
gena. La forma pulmonar es la mas grave y a la que se refiere la consideracién
de F. tularensis como agente biolégico (Dennis et al, 2001) (el CDC' incluye
F. tularensis como un agente patdgeno de biorriesgo de clase A (208)), siendo
tipica de infecciones accidentales en empleados de laboratorios de investiga-
cion y diagnostico.

Los enfermos presentan un cuadro de tos seca, con disnea y dolor en el
pecho con infiltraciones irregulares, neumonia lobar y efusion pleural, esputos
purulentos y en ocasiones hemoptisis. Puede observarse linfadenitis hiliar, pleu-
ritis y bronquiolitis (Foley y Nieto, 2010). Presenta la tasa de mortalidad mas
alta en individuos no tratados, pudiendo alcanzar e incluso superar el 40%.

La forma tifoidea es consecuencia de un estado septicémico, con fiebre
y suele ser secundaria a la forma neumonica (con participacion pulmonar e
incluso meningea) o ulceroglandular. No se asocia a situaciones llamativas de
linfadenopatia y tampoco se ajusta a ninguna de las otras formas principales
Puede deberse a cualquier modo de infeccién, principalmente por inhalacion,
por lo que debe recabarse tanto antecedentes de actividades al aire libre,
COmMo exposicion a garrapatas o animales. Representa, sobre el total de casos,
no mas alla del 10%. En ocasiones, los enfermos desarrollan osteomielitis,
pericarditis, endocarditis y meningitis.

En general, ni son raras ni extraias las complicaciones en cualquiera de
las formas, que pueden incluir manifestaciones dérmicas, desde eritema (eri-
tema nodosum), abscesos de tejidos blandos, supuracion, otitis, meningitis e
incluso abscesos en el cerebro (Maurin y Gyuranecz, 2016), lo que a la postre
conduce a un proceso crénico y debilitante. La muerte es un suceso raro en
Europa (aunque existen situaciones particulares) en pacientes tratados ade-
cuadamente (en general se considera que la enfermedad en Europa es menos
grave que en América), mientras que en EE.UU. se han descrito variaciones
que van desde el 24% de mortalidad para el tipo A1y, el 4% para el Aq5y
el 7% para el tipo B (209).

13 CDC: Centro para el control y prevencion de las enfermedades infecciosas (Centers for
Disease Control and Prevention). Departamento de Sanidad y Servicios Humanos USA.
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5.5 Lesiones en el hombre

Las lesiones microscopicas en el hombre incluyen necrosis focal con infil-
tracion de neutrofilos y macréfagos en higado, bazo, y posiblemente pulmo-
nes. Las lesiones localizadas pueden desarrollar estructuras granulomatosas
con una necrosis central que recuerda la tuberculosis. La neumonia es tipica-
mente monocitica. Pueden descubrirse placas blancas y pequefnos focos ne-
créticos en la pleura. Los alvéolos pueden estar congestionados con restos
de sangre, leucocitos y fibrina (Foley y Nieto, 2010).

5.6 Cuadro clinico por otras subespecies de F. tularensis

F. tularensis subsp. novicida fue descrita por primera vez en 1951 a partir
de cauces de agua, en los EE.UU. y mas tarde de cuatro pacientes hospitali-
zados con un proceso mucho mas benigno que el producido por el tipo A.
En los ultimos afos se han descrito aislamientos humanos de F. tularensis ati-
picas, gue no requieren cisteina, y de las que se afirma que son mas frecuen-
tes de lo que se pensaba (Bernard et al., 1994).

Recientemente se ha comunicado un aislamiento, a partir de un paciente
de 52 anos que presentaba inflamacién en un dedo de un pie e infarto de
los ganglios inguinales como consecuencia de la infecciéon de un corte reci-
bido en agua salobre en el norte de Australia, sin otros sintomas significativos
(Whipp et al., 2003) y en 2008 (Leelaporn et al.) (210) describieron un caso
de bacteriemia en Tailandia, en una mujer que habia recibido un tratamiento
de quimioterapia a causa de un cancer de ovario. La mujer referia una historia
de fiebre de una semana.
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6. Diagnéstico

6.1. Diagnédstico en animales

Con caracter general, el diagndstico de la tularemia es dificil de establecer
en los animales sobre la base de observaciones clinicas e incluso lesionales,
pues, como hemos sefalado, otras enfermedades cursan con cuadros muy
similares y, todo ello, suponiendo ademas que la susceptibilidad o resistencia
del hospedador permita la presentacion de anomalias, pues en algunos casos
la enfermedad es aguda y apenas pueden observarse algunos signos mas alla
de la propia mortalidad, que se sucede como consecuencia de la septicemia
después de solo 24 o0 48 horas post-infeccion, como ya hemos indicado.

6.1.1 Diagnéstico clinico

Debe tenerse siempre presente, de entrada, que la presentacion clinica
de la enfermedad depende de muchos condicionantes. La especie hospeda-
dora, la subespecie del agente patégeno implicada (tipos A 6 B de F. tularen-
sis, principalmente) en relacién con su virulencia, de la dosis infectiva y de la
via de contagio e infeccion, principalmente.

Como se ha sefialado, pese a la posible indefinicion clinica resultado de una
infeccion sistémica, con un periodo de incubacién tan corto como el citado (entre
1 diay diez, en el peor de los casos), deben anotarse como indicios al menos de
sospecha, algunos signos que resumimos en las especies diana principales:

En el caso de los animales salvajes, principalmente lagomorfos y roe-
dores, si la infeccion es aguda, practicamente lo Unico que se descubre son
cadaveres. En las liebres se ha descrito debilidad, fiebre, Ulceras, abscesos y
adenopatias que pueden orientar el diagndéstico. Una caracteristica tipica in-
cluye el comportamiento anormal, por ejemplo captura facil porque no corren
o lo hacen lentamente, ni huyen de los perros o de los cazadores, se frotan
la nariz y las patas con la tierra, se observa rigidez muscular, aspecto anoré-
xico, diarrea y disnea (211), como ya hemos sefalado. Es habitual que los
animales aparezcan infectados por gran nimero garrapatas.

En el caso de los animales domésticos, principalmente en los ovinos, lo
esperado es que la enfermedad curse de forma subclinica o, en todo caso,
los animales desarrollen fiebre, bacteriemia y un cuadro respiratorio. La tasa
de mortalidad, en animales sin tratar, puede llegar al 15%, sobre todo en
animales jovenes.



Los animales de compainia, principalmente los gatos, generalmente
contagiados como consecuencia de sus habitos de captura de roedores en-
fermos, bien desarrollan procesos subclinicos semejantes a lo descrito en el
caso de las ovejas, aunque también pueden desarrollar cuadros ulceroglan-
dulares u orofaringeos, con dificultad respiratoria, tos, diarrea, polaquiuria,
linfadenopatia y hepatoesplenomegalia, con postracion, e incluso muerte en
horas o dias.

6.1.2 Diagnéstico anatomopatologico

Se ha sefialado igualmente, que el diagnostico derivado del cuadro lesio-
nal apunta principalmente a la presencia de un cuadro hemorragico genera-
lizado, con presencia abundante de liquido hemorragico en la cavidad
abdominal y de lesiones necréticas de pequeno tamano, focales, en higado
y bazo y en ocasiones también en pulmones y ganglios linfaticos. Gyuranecz
et al. (2010) describieron las lesiones inducidas por F. tularensis en un total
de 50 casos de liebres europeas infectadas de forma natural y seropositivas,
observando macroscopicamente la presencia de numerosos focos gris-blan-
quecinos de un diametro entre 0,1y 1 cm en el 88% de los cadaveres, en la
cuarta parte de los cuales aparecian en multiples érganos. Las lesiones eran
areas de inflamacion granulomatosa habitualmente acompafadas de necro-
sis. Por inmunohistoquimica, el antigeno de F. tularensis se detectd en el 92%
de los casos y en el 70% fueron aislados por cultivo o detectados por PCR.
La abundancia de lesiones en los érganos toracicos sugeria una transmision
respiratoria.

Tiene valor en las ovejas, pero también extensivo a otros animales como
las liebres como ya se ha sefialado, la presencia de graves parasitaciones por ga-
rrapatas en los individuos sospechosos, en lugares ocultos de los cadaveres fres-
cos, mientras que en los cadaveres de animales en los que ha transcurrido ya
alguin tiempo desde la muerte puede observarse la presencia de areas de con-
gestion subcutanea de hasta 3 cm de diametro, generalmente acompafadas
de inflamacion local y necrosis tisular, manifestaciones que marcan el lugar de
union de los parasitos. También se observa infarto y congestion de los ganglios
linfaticos que drenan los puntos de parasitacion. Menos frecuente es la presencia
de congestion y hepatizacion de los pulmones o la presencia de edema.

En el cerdo son caracteristicas la presencia de pleuritis, neumonia y abs-
cesos de los ganglios linfaticos submaxilares y parotideos, de donde puede
intentarse el aislamiento del agente, igual que del bazo o de los propios ec-
toparasitos.
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6.1.3. Diagnéstico diferencial

Los signos clinicos y las lesiones pueden inducir a confusion, lo que exige
diferenciar con otras enfermedades. A tal respecto, la tularemia debe dife-
renciarse de otros procesos septicémicos, principalmente peste (por Yersinia
pestis) y seudotuberculosis (por Yersinia pseudotuberculosis), ademas de otros
procesos de naturaleza neumaonica. Debe sospecharse tularemia sobre todo
cuando aparecen signos como los descritos, en coincidencia con sobrepobla-
ciones y mortalidad inhabitual en lagomorfos o roedores, ademas de la pre-
sencia abundante de vectores invertebrados habituales, como el caso de las
garrapatas u otros, sefialados antes.

6.1.4. Diagnostico Epidemiologico

Epidemiolégicamente tiene valor la coincidencia de brotes de la enfermedad
con sobrepoblaciones de animales salvajes, principalmente liebres y roedores (to-
pillos), como se ha indicado. Algunas de las denominaciones con las que se ha
identificado la enfermedad a lo largo de los afos, como enfermedad de las lie-
bres, enfermedad de los conejos, aluden precisamente a estos hechos de abun-
dancia de poblaciones de animales silvestres, motivadas por diferentes razones,
sobre todo de disponibilidad de alimento y clima benigno (suave), como ha ocu-
rrido en los conocidos vulgarmente como “afos de liebres”.

Desconociéndose con caracter general o al menos sometido a discusion el
verdadero reservorio de la enfermedad, adquieren valor los que podrian deno-
minarse reservorios-vectores, que actian como fuentes de infeccion y amplifica-
dores, cuyo papel una vez iniciados los primeros casos del brote y en condiciones
ambientales y de otro tipo favorables, facilitan su diseminacion multiplicando el
numero de casos y permitiendo la transmision al hombre. A este respecto se le
concede valor especial igual que, también, a la condicion de hospedadores resis-
tentes o al menos suficientemente resistentes para sobrevivir a episodios de en-
fermedad aguda, a la vez que en la patogénesis de la enfermedad derivar la
condicion sistémica del proceso a un tropismo preferente por el sistema urinario,
con eliminacion del agente a través de la orina, lo que facilitaria las contamina-
ciones y los contagios del entorno ambiental y de las poblaciones animales.

En el caso de infecciones agudas, de perfil dudoso, ademas de situaciones
incluidas en el contexto de planes de vigilancia en zonas consideradas endémicas
0 con antecedentes de casos en animales o en el hombre, lo propio es recurrir
a la colaboracion del laboratorio para establecer un diagnostico definitivo inte-
grando el conocimiento derivado de los casos sospechosos y sus circunstancias.



6.1.5. Diagnostico de Laboratorio

6.1.5.1 Consideraciones preliminares

En el caso de los animales, como en el hombre, se puede demostrar la
presencia del agente (F. tularensis) en frotis por impresion de extensiones de
sangre, de lesiones abiertas o de las obtenidas por puncién de ganglios in-
fartados o de material obtenido de érganos fijados en formol y después te-
fAidos por anticuerpos fluorescentes. El método de Gram es poco fiable como
recurso Unico y los microorganismos, que son Gram negativos, son dificiles
de reconocer.

Con caracter general, a partir de animales sospechosos y con el propésito
final de aislar e identificar el agente responsable, se pueden utilizar muestras
de exudados procedentes del drenaje de los ganglios linfaticos o de las lesio-
nes, tomado el material asépticamente con escobillon estéril y, segun el caso,
con medio de transporte o sin él, directamente, remitiéndose en el menor
tiempo posible y en condiciones adecuadas, al laboratorio para su analisis.
De igual forma, pueden obtenerse muestras de sangre y/o material de biop-
sias de ganglios linfaticos o de las lesiones. Debe hacerse constar, en cualquier
caso, tanto que se trate de material procedente de animales vivos o de los
cadaveres, que todas las fases de manipulacién o procesado de muestras pro-
cedentes de animales sospechos, deben ser realizadas en las condiciones mas
exigentes de bioseguridad. En el laboratorio, debe hacerse uso de cabinas de
seguridad bioldgica y el resto de condiciones de contencion bioldgica corres-
pondientes a un microorganismo de clase IIl.

Para los analisis a partir de cadaveres de animales sospechosos de proce-
der de animales fallecidos como consecuencia de tularemia, las muestras mas
adecuadas consisten en material de lesiones procedentes de bazo, higado,
pulmones y rifiones. En general, las muestras se toman en paralelo, para ana-
lisis bacterioldgico mediante cultivo para el aislamiento del agente, que se
lleva a cabo de forma directa, en fresco, reservando una segunda muestra fi-
jada en formol, para andlisis histolégicos complementarios.

El material para llevar a cabo determinaciones moleculares (PCR) puede
consistir en las mismas muestras obtenidas para el analisis bacteriolégico, al
que se ha hecho referencia antes, o bien con propésitos de identificacion,
material procedente de colonias sospechosas obtenidas en medios de cultivo.

Respecto de los analisis seroldgicos, evidentemente se trabaja a partir de
sangre coagulada obtenida de animales vivos, una vez separado el suero, con
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los mismos considerandos realizados antes a propésito de la asepsia en la ob-
tencion, igual que las referidas a la precaucion, tanto en la obtencién como en
el procesado, respecto de las medidas de bioseguridad, sean para evitar la con-
taminacion del técnico, como del ambiente o entorno donde se llevan a cabo
las operaciones. Debe tenerse en consideracion, que la presencia de anticuerpos
especificos frente a F. tularensis no hacen su aparicion hasta que no hayan trans-
currido al menos 2-3 semanas post-infeccion, por lo que resultados negativos
en los que se desconozca tal extremo o con seguridad sean inferior al referido
plazo, no deben ser excluyentes. La persistencia de anticuerpos es prolongada
y el titulo guarda relacion con el estado de la infeccion.

6.1.5.2. Cultivo, aislamiento, identificacion y caracterizacion
del agente

El aislamiento e identificacion del agente es la técnica mas segura
cuando va acompafnada por el éxito, aunque exige tiempo, a la vez que se
admite que puede no recuperar el 100% de los animales infectados (incluso
valores menores), aunque a partir de higado, bazo, rinén, pulmdn y médula
6sea, se asegura gran eficacia en el aislamiento si se utilizan medios de cultivo
convenientes que incorporen aminodacidos azufrados, principalmemnte cis-
teina, necesaria para el crecimiento (ver después) y, en la medida de lo posible,
medios selectivos.

El aislamiento e identificacion de F. tularensis a partir de material de ani-
males sospechosos o de sus cadaveres, se considera la “gold estandard” (la
prueba de referencia) y el procedimiento definitivo de diagnéstico y, con todas
sus limitaciones, su implantacién es necesaria en un laboratorio de diagnos-
tico acreditado, toda vez que constituye la base para la realizacion de estudios
de epidemiologia y otros. El cultivo es, sin duda, el Unico procedimiento que
proporciona un diagnostico totalmente conclusivo de la infeccion y posee un
valor incuestionable como recurso para llevar a cabo estudios de epidemio-
logia molecular, caracterizacion, tipado y subtipado de aislados o descripcién
de nuevas cepas del agente implicadas en sucesos clinicos.

La OIE™ recomienda (212) para la identificacion del agente cinco tipos
distintos de aproximaciones:

4 OlE: Office International des Epizooties (actualmente Organizacion Mundial de la Sanidad
Animal)
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a) la realizacion de frotis directos del material procedente de casos clinicos o
de lesiones del cadaver, tenidos mediante inmunofluorescencia directa
o indirecta,

b) la realizacion de cortes histoldgicos seguido de técnicas y métodos de in-
munohistoquimica o inmunofluorescencia (213) a partir de muestras
de higado, bazo o médula ésea,

c) el aislamiento e identificacion a partir de muestras de sangre (del cora-
z6n), higado, bazo o médula 6sea de animales vivos moribundos, inocu-
lando medios de cultivo convenientes (por ejemplo, medio de Francis,
medio de McCoy y Chapin o el Agar modificado de Thayer-Martin, todos
ellos con cisteina, o agar GC con tiamina, entre otros) y obteniendo colo-
nias a partir de las 48-72 h de incubacion a 37°C. El crecimiento se puede
identificar, incluso a nivel de subespecie, mediante PCR con primers para
el 16S ARN (Forsman et al., 1994), En otro lugar nos hemos referido a la
incorporacion de medios de cultivo selectivo (ver antes).

d) mediante la reaccién de precipitacion en capilares, a partir de un extracto
acuoso de 6rganos (bazo, higado, médula ésea) con antisueros especificos,

e) mediante la inoculacion intraperitoneal o por cualquier otra via, de cul-
tivos sospechosos en raton de laboratorio, que produce la muerte en 2-
10 dias, o en la almohadilla plantar en cobayas (aunque estos animales
son mas resistentes que los ratones). Una y otra especie de animales de
experimentacién también pueden inocularse directamente con material
procedente de muestras sospechosas, habitualmente por via intraperito-
neal.

Tanto la subespecie tularensis (tipo A) como la holarctica (tipo B) de F. tu-
larensis, crecen lentamente en los medios de cultivo (por lo general 48 a 72
horas), son exigentes en su nutricion, requieren compuestos azufrados, ricos
en radicales sulfhidrilos y una temperatura 6ptima de 37°C. En la préactica or-
dinaria del laboratorio pueden utilizarse también medios s6lidos como el agar
chocolate enriquecido (CA), agar corazdn cisteina con un 9% de sangre acho-
colatada (calentando el medio hasta 90°C 5 minutos en bafio de agua) y ex-
tracto de levadura charcoal (BYCE).

El aislamiento puede llevarse a cabo también en agar sangre enrique-
cida, aunque para el subcultivo se prefiere el agar chocolate en el que mues-
tra colonias elevadas, brillantes, verduzcas y opalescentes, en 24-48h.
Francisella tularensis no crece en agar MacConkey ni en agar Eosina-Azul
de Metileno (EMB), un hecho que tiene valor diferencial en los primeros
pasos del estudio.
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La SEIMC (Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiolo-
gia Clinica) recomienda para cultivos de sangre incubaciones prolongadas,
de hasta 14 dias subcultivando cada 4 en agar sangre suplementada con glu-
cosa y cisteina y, alternativamente, agar chocolate enriquecido con IsoVitalex
0 agar charcoal con extracto de levadura.

En el caso de muestras contaminadas el aislamiento de F. tularensis resulta
mas complicado. En la actualidad se comercializa un medio de cultivo de agar
chocolate suplementado con antibiéticos que supone una mejora para la re-
cuperacion del agente a partir de muestras muy contaminadas, con sobre-
crecimiento de otro tipo de microorganismos contaminantes comensales
ubicuos (214). Otra propuesta selectiva se formula sobre un base de agar cis-
tefna-corazén con 9% de sangre de oveja calentada (chocolate) con polimi-
xina B, anfotericina B, cicloheximida, cefepime y vancomicina (CHAB-PACCV)
con buenos resultados a partir de muestras de agua contaminada de las que
se recuperd sin problemas ni disminucion de UFC, £ tularensis, F. novicida 'y
F. philomiragia (215). En otra propuesta se incluyen sobre agar cistina corazéon
con sangre de conejo, penicilina y polimixina B(216), ademas de las ya citadas
de Pavlovich y Mishan’kin (1987).

Identificacion de los cultivos. En un estudio realizado a partir de cepas
aisladas en el brote de tularemia que tuvo lugar en Castilla y Le6n en 1997, se
llevaron a cabo determinaciones bioguimicas con el propdésito de identificar los
aislados y establecer los correspondientes biotipos (217). Tanto el tipo A como
el tipo B de F. tularensis, fermentan la glucosa, mientras que solo el primero lo
hace del glicerol, en ambos casos a partir de un caldo base preparado con ex-
tracto de carne, peptona, agar, cistina-CHL, suero de caballo y rojo de fenol
(Downs y Bond, 1935), al que se afade después glucosa o glicerol en una con-
centracion final del 1%, ajustando el pH a 7, e incubando a 37°C después de
inoculado, hasta un maximo de diez dias (en caso negativo).

La citrulina ureidasa es una enzima presente en la subespecie tularensis y
ausente en la subespecie holarctica, que convierte la citrulina en ornitina,
para cuyo analisis basta incubar una suspensiéon del agente sospechoso con
citrulina revelando después con una mezcla de acido acético y reactivo de
ninhidrina, midiendo en espectrofotdmetro la produccién de ornitina (218).

Se ha descrito también el empleo de métodos rapidos de identificacion,
como los paneles RapID NH y RapID ANA (Remel Inc). El primero valora la ca-
pacidad de produccién de enzimas hidroliticas de la prolina, el B-glutamil o
el o-nitrofenil- , D-galactopiranésido (ONPG), ademas de los ésteres de acidos
grasos, fosfato y urea y otros. El RapID ANA determina la producciéon de ure-
asa, hidrolisis de glucosidos, arilamidas y la producciéon de indol a partir de
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triptéfano. En ambos casos los paneles se inoculan con una suspensiéon bac-
teriana densa y concentrada (equivalente al tubo 3 de la escala de MacFar-
land) y se incuban a 37°C, realizando la lectura como indica el fabricante, a
las 4 horas (Garcia del Blanco, Tesis Doctoral. 2002).

El sistema VITEK (BioMérieux) es un sistema en formato de tarjeta util
para la identificacion de bacterias de interés médico. VITEK 2 esta especial-
mente indicado para la identificacion de bacilos Gram negativos e incluye un
total de 47 determinaciones basadas en colorimetria después diez horas de
incubacion. Con este sistema se han descrito errores de identificacion en el
caso de F. tularensis: dos cepas cuya identificacion correcta correspondia con
Oligella urethralis fueron identificadas, una de ellas como F. tularensis y la
otra como Oligella ureolytica o F. tularensis (219). El sistema comercializado
en la actualidad como VITEK 2 GN ID card, se recomienda para la identifica-
cion de Enterobacterias, no Enterobacterias y microorganismos de alta pato-
genicidad, entre los que incluye F. tularensis. El sistema, muy mejorado
respecto de las primeras versiones, ha sido objeto de un estudio reciente, co-
laborativo, entre los que se incluyeron cepas de F. tularensis, con buenos re-
sultados de identificacion (220).

La inoculacion en animales de laboratorio de material sospechoso
procedente de animales (por lo general cadaveres) e incluso cultivos, en ratén
0 cobaya, es un método recomendado también (con determinados condicio-
nantes referidos a la disponibilidad de instalaciones y personal apropiado),
produciendo la muerte de los animales de experimentacién en un tiempo de
2 a 10 dias, dependiendo de la virulencia de la cepa.

6.1.5.3. Estudio de reacciones antigeno-anticuerpo. Determinaciones
serolégicas

Las pruebas serolégicas tienen un valor limitado en el caso de los ani-
males, pues habitualmente los pequefios mamiferos suelen morir en un alto
porcentaje antes que desarrollen anticuerpos y en la mayoria de los casos los
cadaveres son descubiertos dias después de la muerte, con imposibilidad de
obtencion de materiales frescos, incluida la sangre. Sin embargo, cuando las
condiciones lo permiten (por ejemplo, en el caso de animales domésticos)
siempre son de interés cuando se evita el manejo de materiales altamente in-
fecciosos. Pueden utilizarse tanto a partir de sueros como de extractos de
pulmén en estudios epidemiolégicos a partir de animales mas resistentes,
como es el caso de ovejas, vacas, cerdos, ratones, perros e incluso aves. En
estos ultimos, se han seguido tradicionalmente procedimientos que vienen
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siendo aplicados con éxito en el diagndéstico serolégico de la tularemia hu-
mana a lo largo de muchos anos.

Ademas de la consideracion limitante expuesta antes, acerca de que la
presencia de anticuerpos especificos se retrasa entre 2 y 3 semanas después
de la infeccién, debe hacerse constar la necesidad de aclarar su significado
real en relacion con la existencia de una infeccién actual o antigua, dada la
gran persistencia de los anticuerpos, que como se ha demostrado en el caso
del hombre, han superado periodos de 25 afos. Tal situacidon hace preciso
llevar a cabo una segunda extraccion separada dos semanas de la primera y
comprobar un incremento del titulo que por lo general se establece en el cua-
druplo del primero (seroconversion) en cuyo caso la infeccién-enfermedad
actual se da por confirmada.

De otra parte, los estudios serolégicos son muy Utiles con caracter retros-
pectivo para conocer las condiciones en las que se produjo la emergencia de
un brote o brotes en un area o poblacién en particular. Los anticuerpos IgM,
IgA e IgG aparecen en la respuesta primaria después de la infeccion inicial y
se mantienen después durante muchos afos, aunque en un nivel bajo, espe-
cialmente las IgM, cambiando en un segundo contacto con el antigeno el
perfil de inmunoglobulinas, con predominio de IgG.

Determinaciones. Desde el punto de vista seroldgico (reacciones anti-
geno-anticuerpo) estan disponibles con fines diagnésticos, de forma principal,
reacciones de aglutinacion y ELISA.

Los anticuerpos aglutinantes se detectan a partir de la segunda semana
post-infeccion. La reaccion de aglutinacién es una reaccion secundaria que
utiliza antigenos formados por F. tularensis enteras, completas e inactivadas
por formol, que ha sido utilizada para la confirmacién de animales sospecho-
sos desde los primeros tiempos, cuando se comenzd a investigar sobre tula-
remia (22 1) mediante el clasico formato de la aglutinacién de Widal. A partir
de los afos 90 se introdujeron modificaciones en forma de microaglutina-
cion, que mejoraron sustancialmente el rendimiento de la prueba (222) hasta
el punto de considerar que todavia siguen siendo el método mas amplia-
mente utilizado en el diagndéstico en el caso de animales domésticos y, aun
en el hombre, ademas de que son los Unicos disponibles comercialmente y
certificados en la mayoria de los paises. Con caracter general, se considera
que un titulo igual o superior a 1:80 en una prueba de aglutinacion en tubo
debe considerarse como un diagnéstico presuntivo de infeccion adoptando
después las medidas que correspondan para comprobar la existencia de se-
roconversion al cabo de 2-3 semanas, en los términos sefalados.



Ademas de los inconvenientes derivados de las reacciones cruzadas con anti-
cuerpos inducidos frente a Brucella (generalmente B. abortus y B. melitensis), Yer-
sinia spp. y Proteus spp., (ver después), la reaccion de aglutinacion en el diagnostico
de la tularemia produce con frecuencia fenémenos de zona (prozona) cuando se
utilizan sueros en diluciones bajas o con titulos de anticuerpos elevados.

e |a aglutinacion rapida en porta utiliza como antigeno una suspension
de F. tularensis inactivada con fenol (Difco) que en caso de que el suero
contenga anticuerpos especificos produce grumos en un tiempo de entre
1y 2 minutos, aproximadamente. Se utiliza como prueba de cribado (scree-
ning) para la seleccién inicial de sueros, y esta recomendada por la OIE.

¢ La aglutinacion lenta en tubo sigue los mismos patrones que la agluti-
nacion lenta para el diagnostico de brucelosis. El antigeno es similar al an-
terior con la diferencia que se utiliza formol como agente inactivante. Se
utiliza también un sistema de diluciones dobles del suero, desde 1:20 hasta
al menos 1:1.280, con el mismo volumen de antigeno titulado frente a
un suero de referencia internacional. La lectura se realiza después de 24h
de incubacién a 37°C y se ofrece como titulo el correspondiente al inverso
de la dilucion mas alta que proporciona un resultado positivo.

e |a microaglutinacion, el formato mas utilizado en la practica actual, uti-
liza placas de poliestireno de 96 pocillos y de fondo redondeado. Utiliza
también un antigeno de F. tularensis inactivada por formol y tefiida con
safranina. Es la de lectura mas facil, reduce la presencia de fenémenos de
zona y la que consume menor cantidad de reactivos (antigeno y suero).

Ademas del recurso de investigar un aumento del titulo después de un
periodo entre 2 y 3 semanas después del primer estudio (4 veces mas), indicio
de seroconversion y ésta de que el paciente esta en periodo activo de la en-
fermedad, se puede plantear como alternativa, sobre una muestra Unica, el
estudio paralelo con/sin tratamiento del suero con 2-mercaptoetanol, sustan-
cia que rompe los enlaces disulfuro que unen las cadenas ligeras y pesadas
de las inmunoglobulinas y que permite establecer por diferencia de titulo, la
presencia de IgM como inmunoglobulina principal y predominante (respuesta
primaria y enfermedad aguda) o de IgG (infeccion crénica), sobre la base de
la estructura pentamérica de las primeras.

La adaptacion del método ELISA '5 al diagnéstico de la tularemia fue
realizada a finales de los afos 70(223). El ELISA es una reaccién primaria mas

15 ELISA: Enzymatic Lynked Immunosorbent Assay. Prueba inmunoenzimatica para el estudio
de la reaccion antigeno-anticuerpo, de utilidad diagnéstica.
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sensible que la aglutinacion, con la ventaja sobre aquella de que permite di-
ferenciar el isotipo de inmunoglobulina, ademas de otras que se refieren a
su sensibilidad, especificidad y procesado. Utiliza como antigeno preparacio-
nes de F. tularensis obtenidas por sonicacion en forma de extractos crudos
(para algunos autores, con los mejores resultados) o fracciones como LPS o
proteinas unidas a carbohidratos de la membrana externa purificados o se-
mipurificados, por lo general obtenidos a partir de la cepa vacunal LVS de F.
tularensis holarctica o de la cepa Schu S4 de F. tularensis tularensis, que tam-
bién han sido utilizadas en las reacciones de aglutinacién y, experimental-
mente, también en inmunobloting (western blotting) (224).

La Tabla 1, tomada de Splettstoesser et al. (2005) (225) recoge diferentes
propuestas en la bibliografia sobre métodos ELISA para el diagnostico de la
tularemia, con informacién sobre el isotipo de inmunoglobulina detectado,
tipo de antigeno y la evaluacion del resultado en términos de sensibilidad y
especificidad.

Isotipo de Ig Antigeno Sensibilidad Especificidad
lg, 19G, IgM LPS purificado 96,4% (27/28) 97,9%
IgG, IgA, IgM Células enteras 100% (42/42) No disponible
Ig Antigenos de 100% (12/12) 100%
membrana externa
OMP (43 kDa), 95,7% (22/23) 96%
ELISA competitivo
lgG, IgA, IgM LPS purificado 99% (103/104) 97,1%
Tabla 1.

Propuestas de diferentes técnicas de ELISA para la detecciéon de Ac especificos
frente a F. tularensis en el hombre

En 2004 se publicaron los datos de un macroestudio realizado en Alema-
nia sobre un total de 6.632 sueros de individuos de entre 18 y 79 afos de
edad, muy representativo de regiones alemanas. Sobre diferentes fracciones
aplicaron distintas pruebas diagnoésticas, como ELISA, Inmunobloting, Micro-
aglutinacion, Inmunofluorescencia indirecta y Citometria de flujo, conclu-
yendo sobre la valoracién de la sensibilidad, especificidad y valor predictivo,



de la conveniencia del ELISA como método de screening y el Western Blotting
o la Microaglutinaciéon para la confirmacion, siempre sobre la base del uso
de LPS como antigeno (226).

En los ultimos afios se han realizado otras propuestas de esta metodolo-
gia, la mayoria indirectos (ELISAI), utilizando como antigeno LPS purificado
de la cepa vacunal LVS de F. tularensis, con muy buenos resultados en térmi-
nos de sensibilidad y especificidad (227) y, mas recientemente se han publi-
cado propuestas de una modalidad ELISA competitivo (ELISAc), basados en
la capacidad del suero de enfermos para inhibir la unién de anticuerpos mo-
noclonales dirigidos frente al LPS de F. tularensis.

En un estudio sobre 19 pacientes humanos y 50 individuos sanos, com-
parado con la microaglutinacion, la sensibilidad fue sustancialmente mas ele-
vada, correlacionando bien con el ELISAI (228). Los mismos autores en otro
estudio posterior aplicaron la prueba al estudio de 632 sueros obtenidos de
diferentes animales (142 liebres, 120 pequefios roedores y otros) observando
mejores resultados que con la microaglutinaciéon (7 muestras fueron positivas
a ELISAc, confirmando el resultado por inmunobloting) proponiendo su utili-
zacién en los sistemas de vigilancia de la fauna salvaje (229).

Finalmente, la utilidad de esta metodologia ha quedado demostrada en
un estudio comparativo de diagnéstico de diferentes métodos comercializa-
dos entre los que se incluyeron 3 formatos diferentes de ELISA ademas de in-
munocromatografia, western blotting y microarrays (230) utilizando como
antigeno LPS de procedencia comercial (excepto en el caso de los microarrays),
en todos casos con una sensibilidad superior al 90% calificada como acepta-
ble tanto en el caso del ELISA como en el western blot, resaltando la especi-
ficidad del microarray, con un muy buen valor predictivo. Se ha de hacer
constar la novedad de un método inmunocromatografico desarrollado por
una firma espanola (VIRapid) con el que se obtuvieron valores de sensibilidad
superiores al 97% y una especificidad del 94,6%, recomendando su uso en
el campo o en el propio dormitorio o residencia familiar (en el caso de enfer-
mos humanos), por su sencillez, ya demostrada en nuestro pais en un estudio
sobre 321 pacientes en los que la sensibilidad alcanzé el 95,5% vy la especi-
ficidad el 100% (231).

Ademas de las pruebas anteriores (principalmente aglutinacion y ELISA), en
el diagnéstico serolégico de la tularemia, se han aplicado también otras deter-
minaciones cuya utilidad se justifica en situaciones particulares. A partir de ca-
daveres de animales, principalmente salvajes, como lagomorfos o roedores, se
puede aplicar la Termoprecipitacion de Ascoli, bien conocida en el caso de
otras enfermedades, sobre todo el carbunco bacteridiano. De los tejidos del ca-
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daver se prepara un extracto hervido que se hace reaccionar frente a un suero
conocido anti-Francisella, en un soporte de agar, formando un precipitado visible
en caso positivo. La ventaja mas importante reside en la capacidad de poder uti-
lizar tejidos en descomposicion, que ordinariamente se desechan en los estudios
de rutina. También se puede utilizar en tejidos fijados en formol, aunque su in-
conveniente principal reside en la incapacidad para poder asegurar que exista
antigeno suficiente para poder alcanzar el nivel minimo necesario para que exista
precipitacion, lo que a menudo sucede en las procesos agudos con rapida mor-
talidad o en la mala eleccién de los tejidos del cadaver para que sirva de fuente
de antigeno, razén que hace que su uso practicamente se haya relegado en
favor de las pruebas de aglutinaciéon u otras alternativas.

Con cualquiera de los métodos referidos aqui (aglutinacion, ELISA, inmu-
nobloting u otros) se puede determinar ya la presencia de anticuerpos 5-10
dias después de la aparicion de los sintomas tipicos de la enfermedad o des-
pués de la vacunacion (experimental). Varios autores propusieron en 2005
que una combinacion de un ELISA e Inmunobloting proporcionaba una buena
estrategia para el diagndstico de la tularemia (Schmitt et al., 2005) en estudios
epidemiolégicos humanos llevados a cabo sobre una amplia coleccion de sue-
ros en zonas endémicas. En el caso de estudios epidemiolégicos sobre po-
blaciones animales, los ensayos competitivos o los métodos que utilizan un
conjugado con peroxidasa-A, ofrecen la ventaja adicional de su aplicabilidad
a diferentes especies animales.

En el caso de las ovejas las reacciones seroldgicas cruzadas entre F. tularensis
y B. abortus son menos comunes que en otras especies. Los titulos de aglutinacion
en ovejas afectadas van de 1:640 a 1:5.000, pudiendo persistir en niveles de 1:320
durante 7 meses y mas. Un titulo de 1:200 ya se considera positivo (232).

La serologia no diferencia entre los tipos A'y B de £. tularensis por lo que
como antigeno se utilizan preparados obtenidos a partir de la subespecie
menos virulenta. Habitualmente se utiliza una reaccién de aglutinacion en
tubo con antigeno inactivado por formol o timerosal. Se describen reacciones
cruzadas con Brucella abortus, B. melitensis, Proteus OX-19, Yersinia spp y
Legionella spp. Puede utilizarse también un ELISA con antigeno obtenido a
partir de bacterias enteras o componentes subcelulares.

En el caso del cerdo se consideran positivos titulos superiores a 1:50 con
la particularidad que el suero de cerdos con brucelosis no aglutina con el an-
tigeno de tularemia, pero si al contrario, es decir que los cerdos afectados
con tularemia dan reaccion con antigeno de brucelosis. En 1983 se propuso
una prueba intradérmica con tularina (233).



Tanto el perro como el gato desarrollan respuestas de anticuerpos, aun-
gue por lo general los titulos encontrados son mas bajos que los que se ob-
servan en el hombre. En infecciones recientes, en el caso del perro, se
observan titulos entre 1:140 a 1:160.

6.1.5.4. Determinaciones diagnosticas basadas en la inmunidad de
base celular

Basado en el caracter intracelular facultativo de F. tularensis, la respuesta
inmune de base celular representa una opcion diagnoéstica alternativa, como
sucede también en el caso de otras infecciones causadas por agentes con el
mismo caracter (por ejemplo en la tuberculosis o la brucelosis), con el valor
de su condicion de marcador de una exposicion anterior y la persistencia de
la sensibilizacion de los linfocitos T después de periodos de tiempo prolonga-
dos (entre 11y 25 anos y hasta 40, segun se ha descrito en el caso del hom-
bre (234), (235)), en formatos y métodos que todavia se utilizan en algunos
paises del Este de Europa, aunque el método/los métodos, carecen de cual-
quier tipo de estandarizacion ademas que el riesgo de manipulaciéon de los
materiales restringe su uso a laboratorios muy especializados.

Figura 12.
El trabajo con F. tularensis exige de la adopcién de medidas de seguridad
biolégica. Trabajo en cabinas de seguridad biolégica e instalaciones de nivel Il
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6.1.5.5 Diagnostico de Tularemia en el Laboratorio Regional
de Sanidad Animal de Leén (LRSA)

Por su significado como Centro de Referencia Oficial de Sanidad Animal
en Castilla y Ledn, describimos a continuacion las operaciones que se llevan
a cabo en este Centro en relacion con el diagndstico de la tularemia a partir
de animales sospechosos, silvestres o domésticos.

El diagnéstico de laboratorio de la tularemia se implanté con caracter de
rutina de trabajo habitual en el Laboratorio Regional de Sanidad Animal
(LRSA) a partir del primer brote de ésta enfermedad que tuvo lugar en Castilla
y Ledn en 1997 (ver después). A pesar de la escasa bibliografia existente en
aquel entonces y de la total ausencia de laboratorios de Sanidad Animal que
en Espafa hubieran tenido experiencia en el diagndstico de la enfermedad o
en el conocimiento y trabajo con su agente causal, ya desde el principio y en
colaboracién con el Laboratorio Central de Veterinaria de Algete (Madrid) de-
pendiente del Ministerio de Agricultura, Alimentaciéon y Medio Ambiente, se
desarrollaron técnicas de estudio basadas tanto en el aislamiento e identifi-
cacion del agente, ademas de métodos inmunolégicos para la deteccion de
anticuerpos especificos, algunas de las cuales todavia se siguen realizando.

Desde el principio y, con caracter general, todos los aislados obtenidos en
el LRSA han pertenecido a la subespecie holarctica (o Tipo B), por lo que los
esfuerzos se han dirigido a encontrar, adaptar y mejorar procedimientos sensi-
bles y especificos para detectar de forma directa o indirectamente el citado
agente a partir de las muestras recibidas de animales o cadaveres de animales
sospechosos. En cualquier caso, el resto de especies y/o subespecies (£ media-
siatica, F. novicida o F. philomiragia) nunca no han sido aisladas hasta la fecha
en nuestra zona geografica, careciendo por ello de interés epidemiolédgico.

En el LRSA se ha procurado siempre, al menos en la medida de lo posible,
seqguir las recomendaciones de la OIE, en particular cuanto se refiere al diag-
noéstico de la infeccién por £ tularensis (OIE, 2007) que se fundamenta en la
deteccién, aislamiento e identificaciéon del microorganismo responsable en
las muestras problema, directamente mediante su recuperacién en medios
de cultivo enriquecidos que cubran sus exigentes y complejos requisitos nu-
tricionales y la posterior caracterizacion fenotipica y genotipica o molecular
de los aislados sospechosos (desde el estudio del crecimiento y morfologia
de las colonias, observacion microscédpica previa tincion con métodos con-
vencionales como Gram, May-Grinwald-Giemsa o con tionina fenicada,
hasta su caracterizacion antigénica y molecular). Directamente sobre las
muestras objeto de estudio (higado, bazo, médula 6sea, rindn, pulmoén o fro-
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tis de sangre, principalmente) se han aplicado métodos inmunolégicos de de-
teccion antigenica con anticuerpos especificos marcados con colorantes fluo-
rescentes (inmunofluorescencia directa e indirecta), asi como procedimientos
moleculares (reaccion en cadena de la polimerasa, PCR) para la deteccion de
ADN bacteriano en los tejidos como para la identificacién y caracterizacion
de los aislados.

Aunque las determinaciones seroldgicas habituales (reacciones de agluti-
nacion lenta en tubo, microaglutinacion o ELISAI, con antigenos especificos),
son muy Utiles en el diagnoéstico indirecto de la infeccion humana en presencia
de clinica compatible de la enfermedad, en el caso de los animales poseen un
valor limitado pues la mayor parte de las veces las muestras que llegan al labo-
ratorio son de cadaveres de animales hallados en el campo, o de los capturados
vivos, en los cuales muchas veces su manipulacion es complicada. Solamente
en el caso de animales domésticos o salvajes de mayor talla y mas resistentes
a la infeccién, como sucede con los ovinos vy, circunstancialmente en canidos
(o félidos) considerados “de riesgo” por sus oportunidades de entrar en con-
tacto de modo natural con posibles fuentes de infeccién o reservorios, se han
procesado muestras de suero con propoésito diagnoéstico.

Brevemente, la relacion de determinaciones habituales que se llevan a
cabo, distribuidas por Areas, en el LRSA, se resume a continuacion:

 Area de Microbiologia: Aislamento e identificacion del agente mediante
cultivo en medios enriquecidos, y caracteristicas morfoldgicas, prueba de
aglutinacién y pruebas bioquimicas de las colonias sospechosas.

* Area de Diagnéstico Molecular (PCR): Aislamiento de ADN de colonias
sospechosas o de tejidos (muestras) de animales sospechosos y estudio
mediante PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) para determinar su
relacion con el material genético de F. tularensis.

 Area de Serologia General: Determinaciones serolégicas (principalmente
microaglutinacion) para la deteccion de anticuerpos especificos frente a F
tularensis, en muestras de suero procedentes del Plan de Vigilancia Per-
manente de la Fauna Silvestre en Castilla y Ledn (canidos y animales sil-
vestres), asi como de las derivadas del control y sanidad de la cabafa ovina
de Castilla 'y Ledn.

Las muestras recibidas en el LRSA para diagndstico de tularemia (y otros
procesos de los animales silvestres) se recepcionan, registran y distribuyen
aplicando el protocolo del sistema de calidad implantado en el laboratorio
que asegura su trazabilidad, siguiendo el diagrama general de flujo que se
describe (Figura 13).
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Figura 13.

Diagrama de flujo del proceso de diagnéstico de tularemia en el Laboratorio Regio-
nal de Sanidad Animal de Castillay Ledn (Dibujo cortesia del Dr. Luis A. Calvo Saez)
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Area de Microbiologia. Aislamiento, identificacién y caracterizacion
de F. tularensis

Como se ha indicado, el Area de Microbiologia se ocupa tanto del pro-
cesado de las muestras recibidas con destino al aislamiento bacteriolégico
de F. tularensis, como de la preparacion de muestras para su analisis en
otras areas implicadas en el diagnostico de la tularemia (PCR y Serologia
General).

En el diagnostico de tularemia, la OIE indica que el aislamiento de F. tu-
larensis es la determinacion mas fiable. Es preciso considerar, a este respecto,
que F. tularensis es un importante agente de zoonosis, lo que implica un
riesgo evidente de transmision al hombre durante la manipulacién de los ca-
daveres de animales fallecidos como consecuencia de la enfermedad, de las
muestras contaminadas o de los propios cultivos, lo que exige trabajar en
condiciones de seguridad bioldgica (preferentemente instalaciones de nivel
3 de contencion o similares). F. tularensis es un agente de gran potencial de
infectividad, considerandose que tan solo 10 microorganismos (UFC) admi-
nistrados por via subcutédnea o 25 inhaladas en forma de aerosol, son sufi-
cientes para provocar una infecciéon (236). F. tularensis ingresa facilmente a
través de minimas erosiones en la piel y la inhalacién de aerosoles produce
una forma especialmente grave de tularemia.

Muestras. La mayoria de las muestras recibidas en el LRSA proceden
de roedores y lagomorfos, asi como de garrapatas obtenidas de las propias
especies parasitadas, igual que ocasionalmente las obtenidas de otras fuen-
tes ambientales. También son objeto de analisis y determinaciones habi-
tuales muestras de agua, forrajes y cangrejos de rio sin excluir cualquiera
otra en las que a juicio de la Direccion del LRSA o de las autoridades de
Sanidad Animal de la Consejeria de Agricultura y Ganaderia, proceda su
estudio.

Hasta la fecha se han registrado como muestras animales capturados
vivos (genéricamente topillos y ratones), cadaveres de animales y érganos de
animales remitidos a través de los Servicios Oficiales de la Junta de Castillay
Ledn (Laboratorios Provinciales de Sanidad Animal, Unidades Veterinarias,
Agentes Medioambientales, Instituto Tecnolégico Agrario de Castilla y Ledn
(ITACyL) y Celadores de Medio Ambiente).
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Las muestras de eleccion para el cultivo y aislamiento de F tularensis a
partir de cadaveres de animales incluyen (roedores, lagomorfos y otras espe-
cies de mamiferos como musarafas, zorros, tejones, comadrejas,...) princi-
palmente bazo e higado. Se procesan también garrapatas completas,
cefalotérax de crustaceos (cangrejo rojo y cangrejo sefal), ademas de forrajes
(alfalfa, veza, avena, henos) y aguas.

Preparacion. Segun la naturaleza de las matrices sobre las que se
desarrolla el analisis, se llevan a cabo distintas operaciones para preparar los
indculos, igual que las muestras que se derivaran después a otras areas.

En el caso de las muestras procedentes de animales, principalmente la-
gomorfos y roedores, como ya hemos sefialado, el procesado se lleva a cabo
por el personal del drea de Microbiologia de acuerdo con las medidas de se-
guridad biol6gica para agentes bioldgicos de clase Ill (237). Pueden tratarse
de animales completos (cadaveres o animales vivos) y/o de visceras (princi-
palmente bazo e higado). Los cadaveres y visceras llegan congelados (mayo-
ritariamente) o refrigerados.

Los especimenes vivos (habitualmente topillos y ratones, y ocasionalmente
liebres), son sacrificados previa anestesia (238). De ellos se obtiene una mues-
tra de sangre, que se deriva al area de Serologia General.

En el caso de roedores (topillos y ratones) y musarafas se pesa el cadaver,
se determina el sexo, y en caso de las hembras gravidas se recuenta el nimero
de fetos durante la necropsia, para estudios posteriores de evolucién de po-
blaciones.

Necropsia. El objetivo de la necropsia es llevar a cabo un estudio anato-
mopatoldégico macroscopico, a fin de determinar la presencia de lesiones que
puedan estar relacionadas o sean compatibles con tularemia, asi como la ex-
traccién de las visceras de eleccion para llevar a cabo los estudios relativos al
aislamiento e identificacion de F. tularensis.

En el examen externo se determina el estado general del animal, presencia
de lesiones externas, petequias, epistasis y especialmente la de ectoparasitos
(garrapatas, pulgas). Es frecuente encontrar garrapatas en los pabellones auri-
culares de las liebres. Las garrapatas se recogen para llevar a cabo inoculaciones
en medios de cultivo adecuados, ademas de que también se derivan muestras
de las mismas al drea de Diagnoéstico Molecular y a la de Parasitologia, en este
caso para la determinacién taxonémica de género y, en su caso, especie.

En el examen interno se describen como lesiones compatibles a la tulare-
mia la existencia de esplenomegalia y/o hepatomegalia, cianosis y tumefac-
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cion en higado y bazo y presencia de nédulos blanquecinos diseminados en
bazo, higado, médula 6sea y linfonodos (ganglios linfaticos), que histologi-
camente se corresponden con focos de necrosis caseosa cuya masa central
se encuentra rodeada de células mononucleares y epitelioides. Aunque nin-
guna de estas lesiones son determinantes para afirmar con seguridad que se
trata de un caso de tularemia, pues son similares a las de otras enfermedades
de caracter septicémico como seudotuberculosis (producida por Yersinia pseu-
dotuberculosis) y por ello exigen un diagnoéstico diferencial, no dejan de re-
presentar un indicio a tener en cuenta.

Para la recogida de los érganos de eleccion destinados al cultivo bacte-
riolégico y PCR, se procede a la extraccion del bazo y del higado. Como con-
sideracion general, la extraccion es mas sencilla y mucho mas aséptica en el
caso de cadaveres recientes y, de hecho, cuanto mas tiempo transcurra entre
la muerte y la practica de la necropsia, mayor es la contaminacién del cadaver
(o la posibilidad de que tal ocurra, sobre todo si las condiciones de conserva-
cion del cadaver no han sido las adecuadas, como sucede por ejemplo en el
caso de animales recuperados en el campo) o la hidrolisis del 6rgano de elec-
cion buscado, fundamentalmente debido a la difusién de los microorganis-
mos intestinales (microbiota intestinal), disminuyendo en consecuencia las
posibilidades del éxito del aislamiento, o cuanto menos complicandolo sus-
tancialmente.

Los érganos se conservan en material estéril (contenedores, placas de
petri, frascos anaclines, etc.) hasta el momento de proceder a la inoculacién
o siembra de los medios de cultivo convenientes, y en el caso de que esta
operacién no se realice de forma inmediata se refrigeran o se congelan.

Envio a otras areas implicadas en diagnéstico de tularemia. Como
ya se ha sefialado, una porciéon de bazo se deriva al area de PCR y ejemplares
completos de garrapatas, en caso de encontrarse, se envian tanto al area de
Diagnéstico Molecular como a la de Parasitologia.

Otras matrices muestrales. Los crustaceos (contenido de cefalotorax)
y los forrajes se trituran y homogeneizan con agua destilada mediante el uso
del Stomacher®, con bolsa de filtro, recuperando el homogeneizado para la
siembra-inoculaciéon posterior.

En el caso de garrapatas alimentadas (con evidencias claras de la presencia
de sangre en su abdomen dilatado) se procede a seccionar el abdomen, con
lo que se obtiene una muestra de la sangre ingerida, a partir de la cual se
lleva a cabo la siembra. Si las garrapatas no han ingerido sangre, se trituran
y se homogenizan con agua destilada para preparar el indculo.



Aislamiento de F. tularensis en medios de cultivo. Los microorganis-
mos de la especie F. tularensis son patdégenos exigentes que requieren para
su crecimiento ¢ptimo de aminoacidos azufrados (cisteina y cistina). Son
aerobios o microaerdéfilos y su crecimiento se estimula en atmésfera modifi-
cada con CO,.

El Manual de la OIE refiere el uso de los siguientes medios de cultivo es-
peciales para su aislamiento, dada la incapacidad de crecer en medios con-
vencionales:

e Maedio de Francis: Agar peptona que contiene cisteina al 0,1% y glucosa
al 1%, al que se le aiade, antes de solidificar, sangre desfibrinada humana,
de conejo o de caballo al 8-10%.

¢ Medio de McCoy y Chapin: Se compone de 60 g de yema de huevo y
40 ml de solucion salina normal, cuidadosamente mezclada y coagulada
por calor a 75°C.

e Agar modificado de Thayer-Martin: Medio base de agar glucosa cis-
tefina (GCA) suplementado con hemoglobina e isovitalex.

e Agar GCA con tiamina (BBL): Cuando se le afiade sangre, el medio se
denomina comunmente GBCA y se puede sustituir por el medio original
no comercial descrito por Down et al. (1947) (239).

e Agar corazon cisteina (DIFCO) con sangre de conejo al 5%, y penicilina
(100.000 unidades), polimixina B sulfato (100.000 unidades), y ciclohexi-
mida (0, 1 ml de una soluciéon base al 1%) por litro.

En el LRSA se ha utilizado para el cultivo de F. tularensis el medio de Tha-
yer-Martin modificado, el agar chocolate con Isovitalex® de DIFCO y el agar
corazdn cistina con hemoglobina y penicilina, segun formulacién del Labora-
torio Central de Veterinaria.

Inicialmente, cuando se comenzd a trabajar en el diagnostico de tularemia
en el LRSA el medio de cultivo utilizado fue el Thayer-Martin modificado, pre-
parado a partir de agar corazén cistina (DIFCO), polvo de hemoglobina solu-
ble al 1% (Oxoid) y suplementado con Vitox al 2% (Oxoid). Posteriormente,
se sustituyd por agar chocolate con Isovitalex (DIFCO) que demostrd una
buena capacidad para el aislamiento de Francisella. Como método comple-
mentario hasta 2012, se empled la siembra en agar Mac Conkey para dife-
renciar Francisella de Yersinia, dado que Francisella no crece en agar Mac
Conkey, y si lo hace Yersinia.

Desde 2014, siguiendo el método utilizado y recomendado por el Labo-
ratorio Central de Veterinaria, se viene utilizando el agar corazon cistina en
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preparacion comercial, al que se afade la solucién de hemoglobina al 5%,
completando el medio con 200.000 U. I. de penicilina sddica en 500 mL de
medio base, para dar una concentracion final de 400 U.1./mL.

En 2014 se probd a introducir una fase de preenriquecimiento en agua
de peptona en el caso de las muestras de bazo e higado de topillo (1g de te-
jido. en 10 mL. de agua de peptona), incubando a 37°C durante 24 horas, y
sembrando después a partir de este caldo en agar chocolate con isovitalex y
en agar corazon cistina. Los resultados obtenidos no fueron en absoluto sa-
tisfactorios, pues lo Unico que se beneficiaba del preenriquecimiento era la
microbiota contaminante. Sin embargo, si que hemos comprobado un mejor
crecimiento de F. tularensis en este Ultimo medio (agar corazdn cistina) con
respecto al agar chocolate con isovitalex, sin que exista una diferencia signi-
ficativa en el grado de inhibicién de los microorganismos contaminantes.

Siembras en los medios de cultivo. Una vez preparada la muestra se pro-
cede a la siembra-inoculacién en los medios de cultivo. Este paso se ejecuta
en cabina de seguridad biolégica tipo Il a partir de material tisular de la zona
con lesion evidente de bazo y de higado, de sangre extraida del abdomen de
las garrapatas alimentadas, de homogeneizado de garrapatas, de homoge-
neizado de cefalotérax de crustaceos o de homogeneizado de forrajes, segun
el caso. A tal efecto utilizando asas de platino o estériles de un solo uso, se
arrastra en la zona elegida de la lesién hepatica o esplénica y se siembra la
placa por agotamiento, en estrias.

Condiciones del cultivo. Finalizada la operacién, las placas sembradas se
incuban a 37°C en atmosfera modificada con 5% de CO», con lectura cada
24 horas. Si después de una semana no se observa crecimiento de colonias
sospechosas el cultivo se considera negativo. En aerobiosis, en ausencia de
COy, el crecimiento es maés lento, pero perfectamente viable.

Morfologia del crecimiento y colonias de F. tularensis. Las colonias de Fran-
cisella tularensis en cultivos primarios en agar corazon cistina con hemoglobina
y penicilina, aparecen a las 72 horas como “cordones” grisaceos, de aspecto
sucio y mucoso. Inicialmente se observan pequefios puntos que confluyen
pronto para formar los referidos “cordones”, por lo general coalescentes.

La contaminacion de la muestra con microorganismos del cadaver o am-
bientales dificulta en buena medida la identificacion de colonias ya que existe
una inhibicién del crecimiento de F. tularensis bien evidente por la mayor ve-
locidad de crecimiento de los contaminantes, ademds de otras razones posi-
blemente derivadas de incompetencias metabdlicas o de producciéon de
sustancias antimicrobianas (por lo general, pequefos péptidos) que actian



sobre este microorganismo. En estos casos es conveniente limitarse a la ob-
servacion de las ultimas estrias de la siembra y en caso de sospecha, realizar
un subcultivo a partir de las colonias con morfologia compatible con las de F.
tularensis para confirmar el aislamiento.

Confirmacion de los aislamientos. A partir de las colonias morfolégica-
mente compatibles con F. tularensis se llevan a cabo los siguientes estudios:

1. Tincién de Gram: en caso de F. tularensis se observan cocobacilos Gram
negativos, muy pequefos, tefidos débilmente y de forma desigual.

2. Prueba de aglutinacion con antisuero frente a F. tularensis: en una
gota de antisuero se disuelve una colonia de prueba formandose, en caso
positivo, los correspondientes grumos caracteristicos de la reaccion rapida.

3. Sistema automatizado de identificacion bioquimica (VITEK® 2 Gram
negative GN). El procedimiento se recomienda para el cultivo directo de
muestras de sangre en BacT/ALERT 3D (240). El sistema combina tarjetas
provistas de celdillas cargadas con sustratos, que son inoculadas a partir
de diluciones de las colonias aisladas y un equipo controlado por un pro-
grama informatico, que se encarga de la incubacion de las tarjetas y de la
lectura automatica de cada una de las celdillas, compara los resultados
obtenidos con una amplia base de datos (segin modelo de tarjeta, existe
disponible una especifica para Gram negativos) obteniendo una identifi-
cacion con su porcentaje de fiabilidad. En el caso de F. tularensis el tiempo
del proceso es largo en comparacién con otros microorganismos (superior
a 8 horas).

Envio al area de Diagnéstico Molecular. La prueba de PCR confirmaria,
en caso positivo, el aislamiento de colonias de F. tularensis. En la practica se
emplea rutinariamente en lugar del sistema Vitek®.

Area de PCR. Deteccion de Francisella tularensis mediante PCR a
tiempo real

La utilizacion de la técnica de PCR como herramienta diagnostica ha co-
brado una importancia creciente en las ultimas décadas ya que son numero-
sas las ventajas que presenta con respecto a las técnicas convencionales. La
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) presenta una excelente sensibili-
dad, capaz de detectar hasta una molécula de ADN y una gran especificidad.
Ademas de ello, la PCR es una técnica de ejecucion rapida, con resultados
disponibles en 24-48 h, un tiempo considerablemente corto comparado
frente a los 7-10 dias que precisan las técnicas clasicas de Microbiologia.
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Por otra parte, y no menos importante, cuando se trata de patégenos
zoonosicos de clase 3, como es el caso, debe recordarse la necesidad de apli-
car de forma permanente y con rigor, medidas de bioseguridad estrictas en
el trabajo y disponer de instalaciones y barreras de contenciéon adecuadas,
razon por la que éstas técnicas moleculares, que no precisan mas que mini-
mamente de la manipulacion del agente, disminuyen sustancialmente los ries-
gos de contagio.

Finalmente, la PCR simplifica y facilita el diagnéstico al permitir la detec-
cion de patdgenos en condiciones que no serian posibles en el caso de la mi-
crobiologia clasica, como sucede en el caso de muestras muy contaminadas
o incluso cuando, por la razdén que sea, el patdbgeno buscado no sea viable o
cultivable.

Estan disponibles en la literatura cientifico-técnica un elevado nimero de
publicaciones que describen multitud de metodologias y estrategias desarro-
lladas especificamente para el diagnéstico de tularemia. La mayoria han se-
leccionado fundamentalmente los genes fopA y tul4, que codifican para
proteinas de la membrana externa (241). Ambas regiones genémicas se han
aplicado tanto en métodos de PCR convencionales, como en otros de PCR a
tiempo real y, en cualquier caso, para todo tipo de muestras procedentes de
diferentes tejidos de animales, lesiones ulcero ganglionares de origen hu-
mano, confirmacién de cultivos sospechosos, diferentes muestras ambienta-
les, etc.

En el LRSA (Laboratorio Regional de Sanidad Animal), desde el afio 2008
se viene aplicando de manera rutinaria una técnica de PCR a tiempo real ba-
sada en la amplificacion de la regiéon fopA de F. tularensis, descrita por Wicki
et al. (2000)(242) quienes la utilizaron con éxito en un estudio epidemiolégico
donde procesaron 6.071 garrapatas, lo que avala su robustez. Fujita et al.
(2006) (243), mediante una PCR a tiempo real basada en este gen obtuvieron
una respuesta lineal en concentraciones de ADN entre 20 fgy 2 ng que se
correspondian a 1,2 y 1,2x10> UFC. En 2008, Abril et al., (244) confirmaron
su validez para el diagnéstico y cuantificacion de F. tularensis en tejidos de
animales (bazo, higado, etc). En el LRSA se aplica la técnica para el diagnos-
tico de F. tularensis en muestras biolégicas (fundamentalmente higado y bazo,
pero también de garrapatas o muestras ambientales).

Desarrollo de la prueba

En una primera fase se evalué su aplicacion partiendo de una muestra
positiva confirmada por cultivo microbiolégico convencional. Una vez que se
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obtuvieron colonias aisladas de Francisella tularensis, se procedié a la extrac-
cion del ADN (control positivo) para la puesta a punto del diagnéstico por
PCR a tiempo real. Con este control, se realizaron las determinaciones iniciales
destinadas a ajustar las proporciones de cada uno de los componentes del
coctel de PCR.

Amplificacién del ADN. Secuencias de los primers y sonda utilizados
® Primer Ft-for: 5'- TTG GGC AAA TCT AGC AGG TCA -3’
e Primer Ft-rev: 5'- ATC TGT AGT CAA CAC TTG CTT GAA CA -3’

e Sonda Ft-Pb: 5'-6FAM- AAG ACC ACC ACC AAC ATC CCA AGC A -
BHQ1-3’

El volumen de reacciéon por muestra es de 25 pl, de los cuales 5 pl corres-
ponden al ADN extraido y los 20 restantes contienen AgPath-ID One Step RT-
PCR kit (Applied Biosystems) a la concentracién recomendada por el
fabricante, los primers y la sonda a una concentracion final de 400 nM a
80nM, respectivamente. Las condiciones de amplificaciéon incluyen:

Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
95 10 min. 1
95 15 seg 45
60* 1 min
Tabla 2.

Parametros de la PCR utilizada en el diagndstico de la tularemia en LRSA
*Lectura de fluorescencia

Extraccion del ADN

Una vez establecidas las condiciones, se procedio a la evaluacion de la téc-
nica, esta vez utilizando muestras de tejidos animales. La extraccion del ADN de
este tipo de muestras se realizd mediante el kit de columnas Quiagen DNeasy
Blood and Tissue, a partir de 10 mg de tejido procedentes de bazo e higado.

Mas adelante se automatizé la extraccion, para lo que se utilizaron tejidos
confirmados positivos que fueron extraidos tanto mediante el kit de Qiagen®
DNeasy Blood and Tissue como con el robot Biosprint 96 de Qiagen®. Como
los resultados fueron satisfactorios se decidié la aplicacion del método auto-
matizado en los andlisis de rutina. A tal efecto, brevemente, se toma 0,1 g
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de bazo (en el caso de topillos, el bazo completo) y se introduce en un tubo
de rivolizacion con perlas, procediendo a su triturado en un equipo Precellys
24. Se procesa durante 1 minuto (programa 1x15 5.000 rpm) recogiendo
después el macerado y centrifugando a 16.000 rpm. Se elimina el sobrena-
dante y se afaden 180 pl de ATL (Tissue Lysis Buffer. Qiagen®) y 20 ul de pro-
teinasa K (Qiagen®) incubando 24h a 56° C. Finalizada la incubacion, se
toman 200 pl del macerado y se afiaden 200 pl de AL (Lysis Buffer. Qiagen®)
y 20 pl de proteasa (Qiagen®). Se incuba 10 minutos a 70° C. Se afiaden 30
ul de magAttract (Qiagen®) disuelto en 200 pl de isopropanol. La extracciéon
del ADN se lleva a cabo utilizando el equipo Biosprint 96 de Qiagen®y el kit
ADN Blood.

En una primera evaluacion se sometieron a control por PCR un total de
30 visceras de animales (bazo e higado procedentes de topillos confirmados
positivos mediante cultivo y PCR) con excelentes resultados, comprobando
ademas que no existian diferencias importantes en la cuantificaciéon de £ tu-
larensis entre los dos 6érganos muestreados en un mismo animal, concluyendo
que se podria utilizar indistintamente cualquiera de ellos para el diagndstico.

La PCR a tiempo real utiliza termocicladores capaces de medir fluorescen-
cia en los tubos de reaccién y se basa, por tanto, en la incorporacién en la
mezcla de productos que generan fluorescencia cuando esta presente el am-
plicén, de tal modo que la fluorescencia en el tubo de reaccion aumenta pro-
porcionalmente a medida que lo hace la acumulacién del producto
amplificado. Determinando la intensidad de la fluorescencia en cada ciclo de
amplificaciéon, puede obtenerse una curva sigmoidal que representa la apari-
cion del amplicén a lo largo de la reaccién. El punto en el que la fluorescencia
pasa desde niveles no significativos (indiferenciables del fondo) a niveles de-
tectables con claridad, se denomina ciclo umbral y es a partir de este valor
de intensidad de fluorescencia, que una muestra se considera positiva. El valor
de ciclo umbral puede utilizarse para calcular la cantidad de ADN presente
en la mezcla de reaccién al comienzo, obteniendo una PCR cuantitativa.

La PCR a tiempo real es un sistema alternativo a la PCR convencional que
representa una mejora sustancial en los puntos criticos de aquella (prepara-
cion de la muestra, amplificacion y analisis) y que permite el andlisis de la am-
plificacion en tiempo real, es decir, en el transcurso de la reacciéon, en cada
uno de los ciclos de amplificacion, sin que sea necesaria la apertura de los
tubos (es un sistema cerrado y homogéneo) lo que reduce o elimina el riesgo
de contaminaciones. La técnica es, ademas, mas rapida (la deteccion del pro-
ducto amplificado se lleva a cabo simultaneamente con la amplificacion), es
mas simple (lo que permite la automatizacién) y posee mucha mayor sensi-
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bilidad. Algunas de las versiones publicadas tienen como base la amplificacion
del gen tul4 (245) con una sensibilidad equivalente a la deteccion de 25 ge-
nomas, o del gen fopA (Wicki et al., 2000; Fujita et al., 2006) con una sensi-
bilidad equivalente a 10? UFC (Splettstoesser et al., 2005).

Como se ha sefalado, desde 2008 la PCR a tiempo real se viene utili-
zando en el LRSA como complemento en el diagndéstico de rutina que se
sigue realizando por aislamiento microbiolégico. Las dos técnicas (cultivo y
diagnostico molecular) se realizan en paralelo. La asociacion de las dos téc-
nicas conlleva un aumento de sensibilidad mejorando el diagnéstico (Co-
llazos et al., 2009) (246).

En 2014 se decidio la revision y actualizacion de las técnicas de PCR que
se venian utilizando en los afnos anteriores con el fin de acomodarlas a las ul-
timas publicaciones sobre la materia y el propésito general de aumentar en
la medida de lo posible tanto la sensibilidad como la especificidad del método.
A tal efecto se considerd el interés del trabajo publicado por Versage et al.
(2003)(247) llevando a cabo un estudio comparativo con tres nuevas dianas
gendmicas (secuencia de insercion ISFtu, gen de 23 kDa y gen tul4) cuyos
primers y sondas se recogen a continuacion:

Primer ISFtu2 for: 5'-TTGGTAGATCAGTTGGTGGGATAAC-3’
Primer ISFtu2 rev: 5'-TGAGTTTTACCTTCTGACAACAATATTTC-3'

Sonda ISFtu2: 5'-6FAM-AAAATCCATGCTATGACTGATGCTTTAG-
GTAATCCA-BHQ-3

Primer 23kDa for: 5'-TGAGATGATAACAAGACAACAGGTAACA-3’
Primer 23kDa rev: 5'-GGATGAGATCCTATACATGCAGTAGG-3’
Sonda 23kDa: 5'-6FAM-TCAGTTCTCACATGAATGGTCTCGCCA-BHQ-3’

Primer Tul4d for: 5'-ATTACAATGGCAGGCTCCAGA-3’
Primer Tul4 rev: 5'-TGCCCAAGTTTTATCGTTCTTCT-3'

Sonda Tul4: 5 -6FAM-TTCTAAGTGCCATGATACAAGCTTCCCAATTAC-
TAAG-BHQ-3

18 | TULAREMIA. UNA APROXIMACION A SU ESTUDIO INTEGRAL EN CASTILLA Y LEON



Todas las reacciones se realizaron en un volumen final de 25 pl, de los
cuales 5 pl corresponden al ADN extraido y los 20 restantes contienen Ag-
Path-ID One Step RT-PCR kit (Applied Biosystems) a la concentracion reco-
mendada por el fabricante, los primers y la sonda a una concentracién final
de 500 nMy 100 nM respectivamente. Se utilizé el programa de amplificaciéon
gue se recoge en la siguiente Tabla 3:

Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
50 2 min 1
95 10 min 1
95 10
>¢9 45

60* 30 seg
45 5 min 1

Tabla 3.

Parametros de la RT-PCR que se lleva a cabo en el LRSA para el diagnéstico
de la tularemia
*Lectura de fluorescencia

Siguiendo la recomendacion de sus autores, se establecié la necesidad
de amplificacién en todas las PCR para considerar positiva a la muestra de
prueba. Con el fin de comparar su eficacia se llevé a cabo un estudio sobre
674 muestras con resultados similares a los de la PCR sobre el gen FopA de
Wicki et al. (2000) utilizada al principio, pese a lo cual y siguiendo recomen-
daciones de varios expertos se decidié aplicar en lo sucesivo un criterio exi-
gente: las muestras recibidas se analizan mediante la técnica de PCR descrita
por Wicki et al. (2000), y las que son positivas se confirman mediante las 3
PCR descritas por Versage et al. (2003). De este modo, se consideran sola-
mente positivas aquellas muestras que lo son a las 4 PCRs. Con caracter ge-
neral, todas las muestras positivas a cultivo, lo son también a PCR, en tanto
gue todas las muestras positivas a PCR no lo son en cultivo.

Area de Serologia General. Deteccion de Francisella tularensis
mediante microaglutinacion. Diagnostico Serolégico

El diagndstico seroldgico mediante la reaccion de microaglutinacion se
lleva a cabo a partir de muestras de suero de las distintas especies objeto de
analisis, de acuerdo con el Plan de Vigilancia Epidemiologica de Tularemia en
Castillay Leon.



Previamente a la ejecucion de la técnica, se separa el suero a partir de las
muestras de sangre obtenidas asépticamente, dejando que coagule a tempera-
tura ambiente y facilitando la retraccion del coagulo a 4°C; antes de su uso, el
suero se diluye al 1:10 con solucién salina. Al tiempo, se dispone una microplaca
de 96 pocillos (8 filas A-Hy 12 columnas, 1-12) con fondo redondo, adecuadas
para reacciones de aglutinacion. A continuacién, se procede a dispensar las
muestras de suero problemay sus diluciones del modo siguiente: en cada pocillo
de la fila A se afladen 45 pl de solucién salina y 5 pl de suero problema y en el
resto de pocillos (filas B-H) se anaden 25 pl de solucion salina. Se transfieren
después 25 pl de los pocillos de la fila A a la fila B y a partir de aqui se hacen di-
luciones seriadas hasta la fila G. La fila H sirve como control del Antigeno. Des-
pués se anaden 25 pl de antigeno inactivado comercial’®. Se agitan suavemente
las placas, se cubren y se introducen en estufa a 37°C durante 24 horas, trans-
curridas las cuales se procede a la lectura.

Interpretacién de resultados. La reaccion NEGATIVA se identifica por la
presencia de un botén de color rojizo (dependiendo de la pureza y transpa-
rencia del suero) en el fondo del pocillo debido a la acumulacién del antigeno
(células bacterianas inactivadas) no reaccionante (sedimentacion del anti-
geno). En la reaccion POSITIVA, se observa la presencia de una aglutinacion
irregular en el fondo del tubo a la vez que el aclaramiento del pocillo, pero
no la presencia del botdn descrito en el caso de la reacciéon negativa. En la
fila control (fila H) donde solo hay Antigeno, siempre debera aparecer boton
debido a la ausencia de anticuerpos.

El titulo de anticuerpos corresponde al inverso de la dilucién mas alta del
suero con resultado positivo

6.2 Diagnéstico de tularemia en el hombre

En el caso del hombre, la sospecha se produce a partir de casos de fiebre
inespecifica y linfadenopatias, unido al historial epidemioldgico que incluye
contacto con roedores, lagomorfos, garrapatas, moscas (tabanos), mosquitos
0 exposicion laboral en laboratorios de diagnéstico o investigacion. Debe di-
ferenciarse de peste, psitacosis, brucelosis y fiebre Q, entre otras enfermeda-
des que cursan con manifestaciones similares.

Un diagndstico rapido y directo puede obtenerse por tincién de improntas
procedentes de colecciones de exudados o biopsias de tejidos con anticuerpos
fluorescentes, igual que a partir de colonias sospechosas obtenidas por cultivo.

¢ Elaborado y suministrado por el Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la Facultad
de Medicina de Valladolid
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El aislamiento de F. tularensis en cultivos bacteriolégicos es el procedimiento
definitivo de confirmacion del diagnéstico de tularemia cuando se utilizan méto-
dos indirectos (248), (249) y es recomendado, especialmente, en el caso de re-
giones endémicas de tularemia por el tipo B de F tularensis. En muestras
sospechosas también puede utilizarse el medio de Amies para el transporte al la-
boratorio.

En el cultivo son validas las consideraciones realizadas a propoésito del aisla-
miento a partir de animales o de cadaveres de animales. Como alli se ha indi-
cado, es comun el uso de medios sélidos enriquecidos con cisteina (agar glucosa
cisteina, el agar sangre con cisteina, el agar chocolate, agar de Thayer Martin
modificado, etc.,) siendo relativamente buena la recuperacion a partir de higado,
bazo, pus, muestras respiratorias o aspirados gastricos, siendo menos eficaz la
recuperacion a partir de sangre, de la que solo se aisla raramente. En el primo-
aislamiento es habitual, también, utilizar caldos enriquecidos con cisteina o caldo
tioglicolato completado con los medios sélidos descritos antes. Los medios se
incuban a 37°C y aunque las colonias pueden ser ya visibles a las 24-48 horas,
el crecimiento puede ser mas lento y los cultivos no se descartan hasta los diez
dias de incubacion. Las colonias, en condiciones 6ptimas, son pequenas, de
aproximadamente 1 mm de diametro después de 24-48 horas de incubacion,
pudiendo alcanzar hasta 3-5 mm al cabo de 96 horas. En agar corazon cisteina
tienen un aspecto opalescente y no decoloran el medio. En cualquier caso, como
ya se menciond, debe recordarse la necesidad de uso de instalaciones de nivel
3, con sistemas de contencion o seguridad bioldgica.

Para caracterizar las cepas aisladas se recurre a procedimientos bioquimicos,
pruebas de deteccion de antigenos, PCR, ELISA, inmunobloting, PFGE, etc., que
ya fueron descritas.

Debe sefalarse que, en el hombre, los anticuerpos séricos no alcanzan niveles
detectables hasta diez dias o mas después de la aparicion de los primeros sinto-
mas de la enfermedad. La confirmacion seroldgica (seroconversion —x4- o titulos
altos, por encima de 160 en el caso de la aglutinacién en tubo o de 128 para la
microaglutinacion -ver después-) tiene valor diagnéstico. La mayoria de los labo-
ratorios utilizan técnicas de aglutinacion en tubo o microaglutinacion que detec-
tan IgM e IgG. La aglutinacién en tubo es una técnica sensible y especifica, que
también se utiliza para confirmar la identidad de los aislados obtenidos del cultivo
de muestras sospechosas. Como ya hemos sefialado, existen reacciones cruzadas
con brucelosis y yersiniosis, ya referidas desde el principio de la descripcion de la
enfermedad y a lo largo de los afos por diferentes autores (Francis, 1926) (250),
(251) e igualmente se han descrito también aislamientos confirmados por otras
técnicas (bioguimicas y moleculares) que no aglutinan con sueros comerciales o
el caso de sueros que no dan reaccion con antigenos convencionales (252).
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En los individuos enfermos la curva de anticuerpos puede llegar hasta 1:1.280
y a partir de este titulo, después declina lentamente, manteniéndose estabilizada
durante largos periodos, como ya hemos sefalado. Consecuentemente, la pre-
sencia de aglutininas en casos atipicos debe ser interpretada con precauciéon y
resulta conveniente confirmar por otros procedimientos, incluyendo el cultivo e
identificacion del agente, que es el Unico incuestionable.

Puede utilizarse un ELISA directo frente al LPS de F. tularensis. El método ELISA
permite identificar inmunoglobulinas especificas, una ventaja que en el caso de
la tularemia tiene un valor limitado y puede inducir a error. En el curso de la en-
fermedad clinica, las IgM, IgG e IgA aparecen en paralelo y todas declinan lenta-
mente de forma similar, por lo que la presencia de IgM, en la tularemia, no es un
indicador valido de infeccién reciente (Koskela and Salminen, 1985). Se ha des-
crito, también, un ELISA captura con anticuerpos monoclonales frente al LPS que
reconoce todas las cepas de F. tularensis, pero no la subespecie novicida; su sen-
sibilidad ha sido estimada en 10° UFC/ml en PBS y 10* UFC en suero (Grunow et
al., 2000), respectivamente.

La PCR es una técnica Util para la deteccién de ADN en muestras respiratorias,
sangre, exudados, etc., e incluso en tejidos fijados en formol, con la ventaja de
gue se pueden obtener resultados en un corto espacio de tiempo (varias horas).
Como ya hemos indicado en el caso de los animales, aungue se han descrito mu-
chas opciones, tradicionalmente se utiliza como primer una secuencia del gen
gue codifica para una lipoproteina de 17 kDa de F. tularensis (tul4) que permite
un diagndstico rapido y especifico, con una sensibilidad estimada en 10% UFC/ml
(253),(254). También se han descrito PCRs para el diagnéstico humano que uti-
lizan primers dirigidos frente a genes de proteinas de la membrana externa como
la fopA (255) aunque tampoco su sensibilidad y eficacia llegan necesariamente
al 100% de los casos y estan sometidas a otras limitaciones, como el tipo de
muestra, como sucede con la sangre, que contiene compuestos capaces de
inhibir la reaccion.

Las consideraciones realizadas en el caso de los animales, respecto de la PCR
a tiempo real, pueden aplicarse igualmente al caso del hombre.

Recientemente se ha desarrollado una técnica fluorescente de hibridacion in
situ (FISH) dirigida al gen del ARNr 23S que se ofrece como un método rapido y
versatil para la identificacion y diferenciacion de F. tularensis, tanto para aislados
obtenidos mediante cultivo de muestras sospechosas en el laboratorio, mediante
técnicas de bacteriologia estandar, como para el analisis directo de muestras cli-
nicas, capaz de ser utilizada en los sistemas de vigilancia en brotes de tularemia
humana o en periodos interepidémicos (256).
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7. Tratamiento, prevenciéon y control

El tratamiento de la tularemia se limita a la enfermedad humana, mientras
gue en los animales carece de sentido, tanto porque los hospedadores co-
munes son animales silvestres, y ocasionalmente domésticos, en los que el
interés es puntual o, simplemente, no se considera. En el hombre, el trata-
miento frente a la tularemia es, con el diagnéstico, la base del control.

7.1. Sensibilidad a antimicrobianos

Parece unanime que la estreptomicina es el antibiético de eleccién, utili-
zado por un periodo de 1-2 semanas (Gill y Cunha, 1997; WHO, 2007) (257),
(258), aungue en situaciones clinicas particulares (procesos neumaonicos, me-
ningitis, etc.) pueden ser recomendables otras alternativas, que también se
plantean como necesarias en el caso de fallos o recaidas. Es el caso de com-
binaciones de estreptomicina y tetraciclina o cloranfenicol o con gentamicina
o eritromicina en el caso de problemas pulmonares (Enderlin et al., 1994)
(259). Aunque los aminoglucésidos se asocian con los mejores resultados y
menor numero de recaidas, debe tenerse presente, sin embargo, su limitacion
de uso por via parenteral y que ocasionalmente se asocia a efectos negativos,
entre los que se citan nefrotoxicidad y ototoxicidad, ademas de la eventuali-
dad de que se han descrito cepas resistentes a estreptomicina.

Las tetraciclinas, en particular la doxiciclina, se consideran la mejor alter-
nativa a los aminoglucésidos, aunque debido a su condicion de bacteriosta-
ticos, la duracion del tratamiento se prolonga durante 2 semanas y en ellas
se asocian tasas altas de recaidas (Enderlin et al., 1994) ademas de que no se
recomiendan en nifios menores de 8 anos (produce decoloracién del esmalte
dental), ni en mujeres gestantes (debido a su toxicidad ésea).

En los ultimos afios y por los motivos anteriores, las fluoroquinolonas se
estan postulando como una alternativa a considerar como antimicrobianos
de primer uso, en particular en pacientes infectados con la subespecie tula-
rensis y con clinica de caracter leve a moderada (260), destacandose su acti-
vidad in vitro tanto en el caso del ciprofloxacino, como del levofloxacino.

El conocimiento de los patrones de sensibilidad o resistencia antimicro-
biana no solo colabora en el problema de la terapia contra la enfermedad,
sino que también permite su consideracién como criterio taxonémico, facili-
tando el agrupamiento de las cepas y permitiendo establecer hipétesis acerca
de su origen y distribucion epidemiolégica). F. tularensis mediasiatica es inca-
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paz de producir B-lactamasas, lo que permite su diferenciacion (261) y la sen-
sibilidad o resistencia a eritromicina o eritromicina mas oleandomicina, ha
justificado, incluso, la propuesta de las bioviariedades biovar | eriS y Il eriR
(262). Parece claro, por tanto, que este conocimiento aplicado rigurosamente
en forma de célculo de la CMI a las cepas aisladas en Espafia, puede propor-
cionar, también, informacién til, tanto desde el punto de vista etiolégico
como epidemiolégico y terapéutico.

Como consecuencia del primero de los dos grandes brotes de tularemia
se publicaron en Espafa diferentes trabajos sobre sensibilidad antimicro-
biana. Garcia del Blanco et al. (2004)(263) llevaron a cabo un estudio sobre
42 aislados obtenidos entre 1997 y 1999 ensayando la capacidad de 29
antimicrobianos que incluian representantes de las principales familias de
antibiéticos comprobando, como se ha sefialado, su resistencia a los anti-
bioticos B-lactamicos y susceptibilidad al resto, en mayor o menor grado,
siendo las menores CMIgg%, las correspondientes a los aminoglucosidos
(estreptomicina, amikacina, gentamicina y tobramicina) con un rango de
4 a 32 yg/ mL, en el mismo nivel que los macrélidos (eritromicina, >4
hg/mL) y algunas quinolonas. Es interesante sefialar, en cualquier caso, que
el caracter de susceptibilidad a los macrélidos, parece ligado a la biovar |
de F. tularensis holarctica, aunque en nuestros aislados todas las cepas fue-
ron resistentes por lo que al menos en base a ello, la eritromicina no parece
una opcion de interés.

A este respecto debe recordarse que el tratamiento oficial de la tularemia
en Espafa ha sido establecido mediante la administracién de estreptomicina
o gentamicina durante 7 6 14 dias (264), siendo la dosis recomendada para
los adultos de 1 g cada 12 horas (intramuscular) en el caso de la estreptomi-
cina 'y de 3-5 mg/kg de peso diario, intramuscular, en el caso de la gentami-
cina. Tal como se ha establecido, el uso de aminoglucésidos proporciona un
100 % de curaciones, sin recaidas (Enderlin et al., 1994)y en el caso particular
de la estreptomicina (265) se considera el tratamiento de referencia de la te-
rapia antibiética de la tularemia. Ya nos hemos referido a que la doxiciclina
se considera la terapia alternativa mas Util, aunque se hayan descrito recaidas
(266). Sobre las quinolonas (ciprofloxacina), existe menos experiencia clinica.
Los antibiéticos B-lactamicos, carecen de eficacia.

Como senalan Boisset et al. (2014)(267) en una excelente revision sobre
nuevas alternativas terapéuticas frente a la tularemia, en la actualidad se han
evaluado diferentes propuestas que incluyen antibioticos, péptidos, moduladores
de la inmunidad innata y anticuerpos, que deben ser tenidos en consideracion
en el tratamiento de este proceso, principalmente como consecuencia de las in-
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vestigaciones realizadas sobre el interés de su posible uso en bioterrorismo (268).
En el grupo de antibidticos se incluyen inhibidores de la sintesis protéica, por
actuacion sobre el sitio peptidil-transferasa de la subunidad ribosémica 50S (en
el caso de los ketolidos) o por inhibicién de la traduccién mediante la union a la
subunidad ribosémica 30S bloqueando la entrada de la molécula de ARN trans-
ferente en el sitio A del ribosoma (caso de la Tigeciclina), por inhibicién del pro-
ceso de iniciacion de la sintesis proteica (caso del linezolido) o por inhibicion de
la sintesis del ADN mediante la actuacion a nivel de girasas y topoisomerasas
(como sucede en el caso de grepafloxacino, trovafloxacino, esparfloxacino y ga-
tifloxacino).

A esta lista de nuevos antibiéticos con actividad frente a F. tularensis
puede sumarse un importante numero de recursos antimicrobianos de accion
indirecta mediante el estimulo de la inmunidad innata. Es el caso, por ejem-
plo, del péptido antimicrobiano LL-37 que estimula la inmunidad innata in-
crementando la produccion de IL-6, IL-12, IFN-y y MCP-1 (Monocyte
Chemoattractant Protein-1) y otros moduladores innatos como la IL-12, AGP
(@aminoalkyl glucosaminida 4-phosphate, un tipo de inmunoestimulante sin-
tetico agonista del TLR4), CpG (oligodeoxinucledtidos de citosina y guanina,
agonistas del TLRO y activadores de células NK), poli I:C (acido poli inosinico:
citidilico, un analogo sintético del ARNbc que se comporta como activador
del TLR3), Galantamina (que regula la produccién de IFN-y de IL-6) o Acai PS
(un tipo de polisacaridos derivados de las bayas de Acai, un tipo de palmera
gue exalta la respuesta Th1) (269). Todavia, describen Boisset et al., en su re-
vision (2014), la disponibilidad de anticuerpos monoclonales frente al LPS de
F. tularensis (cepa LVS de la subsp. holarctica), suero anti, preparado experi-
mentalmente a partir de ratones infectados por via intranasal con la cepa
Schu S4 de F tularensis subsp. tularensis, especialmente enriquecido en
lgG2a, y anticuerpos policlonales IgM e IgG anti una fraccion protéica de la
membrana externa de la misma cepa Schu S4 (MPF). Todo ello pone de ma-
nifiesto la enorme inquietud investigadora por encontrar recursos eficaces
mas alla de los antibidticos tradicionales, por mucho que al menos en este
caso, aunque se mantenga su eficacia con menos problemas de resistencia
gue en otros microorganismos, si se exceptua el caso de la produccién de
B-lactamasas por parte de penicilinas

7.2 Vacunas

Los primeros intentos de vacunacion frente a la tularemia en el hombre
(Unica especie en la que se practica este recurso preventivo, y solo en condi-
ciones muy particulares en algunos paises), se llevaron a cabo utilizando va-
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cunas inactivadas, de células completas o extractos, algunas veces denomi-
nadas “vacunas de Foshay”, en atencién a su autor (270) (271), inicialmente
destinadas al personal de laboratorio en situacion de riesgo, pero este tipo
de productos se descartaron rapido, tanto por la escasa respuesta obtenida
como por las reacciones indeseables provocadas, ademas de que los resulta-
dos obtenidos experimentalmente en roedores, no fueron concluyentes.

En las décadas de los afios 40 y 50 del siglo pasado se obtuvieron en la
antigua Unién Sovietica cepas atenuadas a partir de F. tularensis holarctica,
una de las cuales conocida como LVS (Live Vaccine Strain) fue después trans-
ferida a los Estados Unidos donde fue objeto de numerosos pases seriados
con el proposito de fijar su atenuacion (272). Esta cepa protege parcialmente
frente al desafio con F. tularensis tularensis (tipo A) aunque dependiendo de
factores como la via de administracion o la dosis, unido a la inestabilidad del
tipo de colonia y el desconocimiento de la base genética de la atenuacién ha
hecho que no se haya autorizado por las autoridades competentes ni en Amé-
rica ni en Europa. Ello no obsta, sin embargo, para que se siga trabajando
con insistencia para tratar de resolver estos problemas y aclarar definitiva-
mente su valor. La cepa LVS ha sido, por otra parte, un material basico al que
se debe la mayor parte de la informacién disponible hasta ahora tanto de la
patogénesis de la tularemia en modelos animales como de la respuesta in-
mune.

En los ultimos afos, particularmente desde los acontecimientos que tu-
vieron lugar en 2001 en relacion con ataques de bioterrorismo perpetrados
con esporos de Bacillus anthracis, se ha incentivado la busqueda de soluciones
preventivas en relacion con el posible uso de F. tularensis con el mismo pro-
posito. En este sentido, se han postulado otros muchos candidatos vacunales
gue representan avances significativos, por lo general mutantes obtenidos a
partir de las cepas LVS, ya citada, y Schu S4 (un mutante del tipo A), todos
ellos atenuados en el modelo ratén, principalmente BALB/c y C3H/HeN, entre
los que se incluyen por ejemplo mutantes en genes de la biosintgesis de pu-
rina (purMCD), superoxido dismutasa B (sodB), catalasa (katG), fimbrias de
tipo IV (pilf, pilT), biosintesis de la capsula (capB), captacién de hierro
(FTL_0439), lipoproteinas (fipB), sintesis de GMP (guaA, guaB) y otros (273).

Por ultimo, debe resefarse también que las investigaciones en relaciéon
con posibles subunidades vacunales han adquirido en los Ultimos afios cierta
relevancia, principalmente como consecuencia de los avances tecnolégicos
gue han tenido lugar en el disefio y produccion de vacunas. En este sentido,
por ejemplo, se incluye ya una larga lista de proteinas y polisacaridos identi-
ficados como dianas vacunales y en muchos casos objeto de evaluacién; se
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incluyen por ejemplo el LPS, con buenos resultados en lo que a proteccion se
refiere con cepas de baja virulencia, cierto tipo de chaperonas (DnakK), pro-
tefnas de estrés térmico (Hsp60 y Hsp10) y la lipoproteina de la membrana
externa Tul4, de 17 kDa, que también se utiliza (su gen) con fines diagnosti-
cos, igual que sucede con la proteina de membrana externa FopA (274), cuya
utilidad diagnostica ya ha sido comentada también. Estas dianas antigénicas
se reconocen por Acy células T de convalecientes, a lo que se suma también
otras que solo se reconocen por Ac (275).

En cualquier caso, para ser justos, es preciso reconocer que el camino de
las subunidades vacunales (igual que ocurre con las vacunas inactivadas) no
es desechable, en especial cuando se potencian con adyuvantes de nueva ge-
neracion, del tipo de los ISCOMS (Immune Stimulating Complex) o los ago-
nistas de TLRs (en particular del TLR9, como los CpGs, oligodeoxinucledtidos
no metilados de citosina y guanina), capaces de inducir diferente tipo de ci-
toquinas (TNF-a., IL-1, IL-16, IFN-B 6 IFN-y) que inducen una buena respuesta
de tipo Th1 y Tc (CTL) abriendo de este modo nuevas perspectivas, al menos
en lo que a los estudios experimentales en modelo ratén se refiere.

Aunque en el caso de los animales no se han disefiado vacunas, no se
debe olvidar que la practica totalidad de intentos y propuestas de vacunas
destinadas al hombre, han sido probadas experimentalmente primero en los
animales, fundamentalmente en los pequefos roedores (sobre todo raton,
pero también cobaya) y algunas en primates no humanos.

7.3. Control de la tularemia

El protocolo de Vigilancia de la Tularemia publicado por la Red Nacional
de Vigilancia Epidemiolégica y aprobado el 23 de julio de 2013 por el Consejo
Interterritorial del Sistema Nacional de Salud (276) hace referencia, en el caso
del hombre, a la «Vigilancia de la enfermedad que permita el conocimiento
y descripcion de su patron de presentacion ademas del objetivo de prevenir,
detectar precozmente y controlar la difusion de la enfermedad, evitando la
aparicion de brotes». Entre las medidas de Salud Publica dirigidas a prevenir
la enfermedad, hace referencia a una serie de Medidas Preventivas orientadas
a informar a la poblacién sobre sus caracteres, formas de transmision y me-
didas preventivas (en especial a grupos de riesgo como cazadores, pescado-
res, carniceros, agricultores, ganaderos y personas que frecuentan el medio
rural), evitar el contacto con cadéveres de animales o animales enfermos o
con comportamientos anormales, el uso de guantes y mascarillas cuando se
manipulen, de ropas protectoras y repelentes de insectos y evitar el consumo
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de aguas no controladas sanitariamente, protegerse frente a nubes de polvo
en lugares habitados por animales donde se sospeche la presencia de la en-
fermedad y cocinar adecuadamente la carne de piezas de caza. Otras medidas
incluyen la informacién a los servicios asistenciales ante la aparicién de casos
de tularemia para que la tengan presente en los diagnosticos.

En el caso de los animales, ademas de proceder al estudio de casos
sospechosos, la Administracion Regional ha puesto en marcha Planes de Vi-
gilancia de la Fauna Silvestre (ver Anexo) a lo que ya nos hemos referido en
los que se organiza la recogida de animales vivos (mediante trampeos) y ca-
daveres de animales obtenidos en el campo, etc. Parece una obviedad sefnalar
que el éxito en el control de la enfermedad justifica la necesidad de colabo-
racion entre los servicios de Salud Publica y los de Sanidad Animal y Ambien-
tal, en el mas tipico de los contextos quie configuran los planteamientos
actuales de “One Health” (Una Salud).
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TULAREMIA EN EUROPA

No son frecuentes los estudios publicados relativos a esta enfermedad, ana-
lizados bajo una perspectiva global. Muy interesante podria calificarse el trabajo
publicado en 2015 por el grupo sueco de Hestvik y colaboradores en el que se
incluyen investigadores de la Universidad de Upsala, con aportaciones de inves-
tigadores britanicos y franceses (277). Como se sefiala en el estudio, la tularemia
es importante en Europa por diferentes razones, que incluyen su peligrosidad
como enfermedad humana grave en individuos sin tratar (muchas veces por un
diagnostico erréneo, por la presencia de un cuadro clinico con signos inespeci-
ficos) que, en el mejor de los casos, puede retrasar inevitablemente el trata-
miento, cuando no ser equivocado. Tales situaciones son frecuentes en regiones
donde la enfermedad no se conoce o donde las tasas de incidencia son bajas,
todo lo cual puede conducir a la ineficiencia de los tratamientos, en el caso que
se prescriban, lo que puede dar lugar a un agravamiento de la enfermedad. De-
bemos recordar que algo parecido sucedié en Espafia antes de la identificacion
de los primeros casos, después de lo cual varias publicaciones mencionaron casos
probables en los afos previos.

La tularemia, como ya hemos indicado, posee una distribucion muy am-
plia, en todo el hemisferio norte, sea producida por el tipo A, en América del
Norte, o lo sea por el tipo B, principalmente en Asia y Europa, pero también
en América, con brotes o casos que se producen periédica y esporadicamente
en muchos paises. En Europa se asiste, en las Ultimas décadas a la invasion
de nuevos territorios, como sucede en el caso de Espafia, a la reemergencia
en regiones en las que hacia tiempo no se habian descrito casos y a la am-
pliacion y diversificacion del espectro de hospedadores en los que se ha des-
crito la enfermedad, como ocurre con el zorro rojo, el jabali o el perro
mapache, lo que ha justificado tanto la condicién de una enfermedad emer-
gente, como reemergente en nuestro continente.

En algunos Estados de la UE, principalmente en Europa Central y en paises
del Sur, como es el caso de Espafna en la Comunidad de Castilla y Ledn (ver
después), se llevan a cabo planes sistematicos de vigilancia pasiva y activa
sobre las especies de animales salvajes o algunas en particular, referidas como
de riesgo especial, como sucede con la liebre o los roedores, que o bien se
recogen los cadaveres para estudio o se llevan a cabo programas de trampeo
con recogida de animales vivos que son investigados tanto para el aislamiento
de este agente como para la extraccion de sangre y estudio seroldgico. En
los Estados del Norte de Europa, se vigilan pasivamente sobre todo liebres,
mediante recogida de cadaveres.
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1. Tularemia en el hombre en Europa

Las formas de presentacion clinica de la tularemia en Europa, debidas a in-
feccion por el tipo B de Francisella tularensis (subespecie tularensis) y muy re-
lacionadas con la forma en la que se produce la entrada del patégeno (via o
ruta de infeccion), la virulencia de la cepa y la condicion o estado inmune del
hospedador, ponen de manifiesto la presencia preferente de cuatro tipos
clinicos de tularemia: orofaringea (por ingestion de alimentos o agua conta-
minados), ulceroglandular y glandular (por contacto con animales infectados y
picaduras por invertebrados vectores), y neumaonica (por inhalacién de polvo
contaminado o de aerosoles, generalmente durante la manipulacion de caza).

En el estudio referido antes (Hestvik et al., 2015) se siguieron la base de
datos del ECDC (European Center for Disease Prevention and Control), ade-
mas de otros directamente recogidos de los Estados Miembros de la UE,
Noruega, Liechtenstein e Islandia, junto a informaciones derivadas del Sistema
de Informaciéon Centralizada para las Enfermedades Infecciosas, de la OMS
(WHO-CISID), principalmente, ademas de otras informaciones referidas en
articulos y publicaciones.

Segun recogen Tarnvik et al. (2004) (278), los mayores brotes epidémicos
de tularemia en Europa han coincidido con la Segunda Guerra Mundial en
algunos de los paises participantes en la contienda, como sucedié en Austria,
Francia, Hungria, Bulgaria o Alemania, a los que se suman importantes brotes
que tuvieron lugar en Finlandia en las décadas de los afios 80 y 90, asociados
con actividades tipicas de explotaciones agrarias, o los que tuvieron lugar en
Turquia entre 1936y 1953 y en 1988.

Hestvik et al. (2015) recopilan un total de 18.343 casos entre 1992 y
2012, a partir de todas las fuentes de informacion referidas antes, figurando
a la cabeza de todos los paises que notificaron Suecia, con el 25% del total,
seguido de Finlandia con el 22% y Turquia con el 13%. Hungria y la Repu-
blica Checa notificaron un 9% de los casos.

En el periodo sometido a estudio, los aflos con mayor nimero de casos
fueron 2000, 2003y 2010, con 1.657, 1.865 y 2.458 casos, que represen-
tanel 9, 10,16y 13,3% del total, respectivamente, con un claro aumento
del numero de paises que en la actualidad declaran, que llega ahora a los
31, desde los 19 paises iniciales.

Por paises y anos, el nimero mas elevado de casos de tularemia fue des-
crito en el afo 2000 entre Finlandia y Suecia (917 y 464 casos, un total de
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1.381), en 2011 en Noruega (178 casos), en Espafia en los dos brotes a los
gue dedicaremos un apartado especial, de 1997 y 2007 (595 y 493 casos) o
Turquia, que en 2010 declaré 1.531 casos.

La tasa de incidencia media en el area de estudio entre 2006 y 2012 se
produjo en Finlandia (4,84 por cien mil habitantes) y Suecia (3,78), siendo la
mas elevada cuando se refiere a la variable afo, en el caso de Turquia en
2010, en que se llegdé a 2,11. En Espafa, en 2007, la tasa de incidencia fue
de 1,11. Como puede apreciarse existen grandes variaciones interanuales
para cada pais y hasta la fecha las tasas mas altas se han observado en 2012
en la localidad de Norrbotten, en el norte de Suecia y en Finnmark, en el
norte de Noruega en 2011, donde se llegaron a alcanzar valores de 82 casos
por cien mil habitantes.

El analisis sefiala, por otra parte, un hecho que conocemos bien en Es-
pafa desde su primera descripcion, y es el asentamiento particular en de-
terminadas regiones o localizaciones. En el caso de Suecia, por ejemplo,
permite observar que en el sexenio 1992-98, el 80% de los casos en todo
el pais, se produjeron en el norte, mientras que entre 1999y 2000 la mayor
cantidad de casos se desplazaron a la zona media y el sur de Suecia (279).
Un caso especial es el de Francia, que parece estar afectada en su totalidad,
aunque con mayor incidencia en unos departamentos que en otros y en
Alemania, con un predominio de casos en la franja occidental y del sur, se
observa un aparente incremento del nimero de descripciones desde 2004
(Hestvik et al., 2015).

Aunque la desigual informacién no permite realizar un andlisis global de
tendencias, los autores centran el interés futuro de la enfermedad en el caso
de algunos paises individuales como Suecia, Noruega, Francia, Alemania y
Turquia (y tal vez también Suiza), presumiendo una perspectiva que conduce
a pensar en un incremento del numero de casos, con tendencias negativas
respecto de Finlandia, Hungria, Bulgaria y Eslovaquia (Hestvik et al., 2015).

2. Tularemia en animales salvajes en Europa

La mayor parte de los estudios sobre tularemia en Europa se iniciaron en
los afnos 50 y 60 en la antigua Unidn Sovietica, aunque la publicaciéon de los
articulos en aquél idioma, restrigido su conocimeinto en Occidente, hizo que
se retrasase en todo el mundo considerar su importancia y trascendencia.
Ahora se considera un clasico el trabajo de Olsufjev, quien es reconocido
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como uno de los pioneros del estudio de estos microorganismos y a quien se
debe la primera descripcion de F novicida (Olsufjev et al., 1959) y que en
1963 publicé un capitulo dedicado a la tularemia en la obra de Pavlovsky de-
dicada a los focos naturales de las enfermedades infecciosas (280). Olsufjev
describié la tularemia en muchas especies de animales salvajes incluyendo
liebres, muridos, cricétidos, carnivoros, mustélidos, artiodacticos y aves, con
informacion relevante sobre su ecologia, epidemiologia, etiologia y suscepti-
bilidad (Hestvik et al., 2015).

En las décadas de los afios 70 y 80, como hemos referido en otro apar-
tado, se sucedieron multitud de estudios en relacion con la liebre Lepus timi-
dus en Suecia a la vez que en muchas especies de roedores en varios paises
de Europa Central. Lepus europaeus, la liebre parda, se comenzé a estudiar
desde el punto de vista de la tularemia en Hungria y desde los afios 90 se
ampli6 el espectro de especies investigadas incrementandose a la vez el nu-
mero de paises que ofrecian ya informacion sobre sus estudios. Proporcional-
mente, la especie investigada con mayor frecuencia fue la liebre parda,
seguido de una amplia variedad de pequefios roedores. También fue objeto
de vigilancia y estudio el zorro rojo, jabali, liebre de montafa, lince y aves mi-
gratorias. Muchos animales fueron obtenidos en el curso de programas de
vigilancia pasiva a partir de cadaveres recogidos en el campo, por lo general
por cazadores, pero también mediante muestreos de vigilancia activa utili-
zando trampas, principalmente en el caso de pequefios roedores.

En el diagndstico, se utilizaron tanto métodos directos mediante cultivo
como indirectos, por serologia o procedimientos moleculares. En el Cuadro
2, tomado de Hestvik et al. (2015), con algunas modificaciones, se resume la
situacion.

Como puede observarse, en lo que se refiere a la presencia de anticuerpos
frente a . tularensis, se han detectado positividades en liebre parda, zorro'y
jabali. Entre 1992 y 2010, en el estudio de mayor dimensién, llevado a cabo
en Hungria, donde se procesaron mas de 140.000 muestras de suero, la pre-
valencia media fue del 6,6%, con maximos del 23% (Gyuranecz et al., 2012).
En otros estudios desarrollados en Alemania, Austria o la Republica Checa,
las prevalencias para estas tres especies han variado entre el 1,4% y el 10,8%.
En el mismo periodo, estudios seroldgicos llevados a cabo en Alemania y Hun-
gria sobre pequenos roedores, no detectaron anticuerpos.

En lo que se refiere a la deteccién de F tularensis, los datos referidos a es-
tudios llevados a cabo en Alemania ofrecen una tasa de deteccion entre el
0,3yel2,9%. A partir de cadaveres se seflalaron detecciones ademas de en
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Cuadro 2.

Restimen de informacion relativa a la tularemia en diferentes paises
paises europeos y sus indices de prevalencia

Especies Paises Metodologia | Informaciéon epidemiologica
animales de estudio

Lagomorpha

Liebre europea | Austria CU; TS;MAG Prevalencia del 7,1% en vigilancia,
(Lepus europaeus) sobre 311 muestras investigadas

Bulgaria PCR, IF Caso individual con contagio
humano

Republica MAG, AGP Seroprevalencia 1,4-6,6% (1.124

Checa muestras)

Francia AP; PCR, CU Prevalencia del 3,3% en vigilancia
(3.236 muestras)

Alemania WB, PCR, CU Seroprevalencia 0% en vigilancia
(299 muestras)

Hungria AGP Seroprevalencia en vigilancia 0,5-
23% (140.935 muestras)

Suiza PCR, CU Prevalencia 1,2% en Vvigilancia
(167 muestras)

Liebre de la | Noruega PCR, CU, IHQ Caso individual, con contagio
montana (Lepus humano

timidus)

Conejo europeo | Alemania PCR Prevalencia 2,4 en vigilancia (41
(Ocyctolagus muestras)

cuniculus)

Rodentia

Ratén de  cuello | Austria- CuU Prevalencia 0,7-2,2% en vigilancia
amarillo (Apodemus | Eslovaquia (579 muestras)

flavicollis)

Alemania PCR Prevalencia en vigilancia 2,9% en
vigilancia (69 muestras). Casos
humanos

Hungria AGP, PCR Prevalencia 0% en vigilancia (110
muestras)

Raton de la madera | Austria- Ccu Prevalencia 1,6-1,8% en vigilancia
(Apodemus Eslovaquia (120 muestras)
sylvaticus)

Francia PCR, CU Prevalencia 0% en vigilancia (5
muestra)

Kosovo ELISA Prevalencia 0% en vigilancia (2
muestra). Casos de contagio
humano

Raton doméstico | Austria- Ccu Prevalencia 0% en vigilancia (53
(Mus musculus) Eslovaquia muestras)

Bulgaria PCR Prevalencia 20,8% en vigilancia
(24 muestras)

Kosovo ELISA Prevalencia 0% en vigilancia (23
muestras). Casos humanos

Raton de campo | Bulgaria PCR Prevalencia 0% en vigilancia (9
rayado (Apodemus muestras)
agrarius)

Kosovo c-ELISA Prevalencia 7,7% en vigilancia (26
muestras). Casos humanos

Hungria AGP, PCR Prevalencia 0% en vigilancia (13

muesrtras)

TULAREMIA. UNA APROXIMACION A SU ESTUDIO INTEGRAL EN CASTILLA Y LEON




Especies Paises Metodologia | Informaciéon epidemioldgica
animales de estudio
Raton de campo | Austria- cu Prevalencia 0% en vigilancia (6
pigmy  (Apodemus | Eslovaquia muestras)
microps)
Topillo rojo | Austria- PCR Prevalencia 1,1 a 2,9% en
(Clethronomys Eslovaquia vigilancia (514 muestras)
glareolous)
Alemania PCR Prevalencia 4,5% en vigilancia
(178 muestras). Casos humanos
Topillo comun | Austria- Cu Prevalencia 4,5 a 49% en
(Microtus arvalis) Eslovaquia vigilancia (170 muestras)
Alemania PCR Prevalencia 8% en vigilancia (25
muestras). Casos humanos
Hungria AGP Prevalencia 0% en vigilancia (37
muestras de suero y 3 de tejidos)
Topillo  de agua | Alemania PCR Prevalencia 15% en vigilancia (40
(Arvicola terrestris) muestras). Casos humanos
Topillo de campo | Alemania PCR Prevalencia 10% en vigilancia (10
(Mlicrotus agrestis) muestras). Casos humanos
Topillo de pinares | Austria- Cu Prevalencia 0% en vigilancia (1
europeos  (Pitymys | Eslovaquia muestra)
subterraneus)
Rata negra (Rattus | Bulgaria PCR Prevalencia 23,5% en vigilancia
rattus) (136 muestras)
Kosovo c-ELISA Prevalencia 18,1% en vigilancia
(11 muestras). Casos humanos
Hamster comun | Hungria AGP Prevalencia 0% en vigilancia (900
(Cricetus cricetus) muestras de suero y 100 de
tejidos)
Lemming (Lemmini) | Noruega PCR, ELISA Casos humanos
Otros (no especifica) | Alemania ELISA, WB Prevalencia 0% en vigilancia (186
muestras de  suero). Casos
humanos
Suecia PCR, CU Prevalencia 2,1% en vigilancia (97
muestras)
Insectivora
Musarafa comun | Austria- cu Prevalencia 0% en vigilancia (2
(Sorex araneus) Eslovaquia muestras)
Hungria PCR Prevalencia 0% en vigilancia (6
muestras de suero y de tejidos)
Musarafia bicolor de | Austria- Ccu Prevalencia 0% en vigilancia (1
dientes blancos | Eslovaquia muestra)
(Crocidura leucodon)
Carnivora
Zorro rojo (Vulpes | Austria PCR, CU, MAG | Prevalencia 1,3-7,5% en vigilancia
vulpes) (385 muestras de suero en un
estudio y 1.152 en otro).
Lince europeo (Lynx | Suecia SAT Prevalencia 0% en vigilancia (106
lyns) muestras)
Artiodactila
Jabali (Sus scrofa) Republica MAG Prevalencia 10,8% en vigilancia
Checa (204 muestras)
Alemania ELISA, WB Prevalencia del 3,1% sobre 763

2. Tularemia en animales salvajes en Europa

muestras

135




Especies Paises Metodologia | Informaciéon epidemioldgica
animales de estudio
Aves
Faisan (Phasianus | Francia PCR, CU 0% de prevalencia (1 muestra)
colchicus)
Aves migratorias Portugal PCR 0,5% de prevalencia (212
muestras)
Rumiantes
domésticos
Bovino Bulgaria Sin datos Casos individuales con contagio
humano
Hungria AGP, SAT En vigilancia, prevalencia 0% (50
muestras)
Turquia MAG En vigilancia, prevalencia 70,4%
(27 muestras)
Bufalos Hungria AGP, SAT Prevalencia 0% (50 muestras)
Ovino Bulgaria Sin datos Casos  individuales.  Contagio
humano
Hungria AGP, SAT En vigilancia. Prevalencia 0% (100
muestras)
Turquia ELISA, MAG, | En vigilancia, Prevalencia 0-7,8%
SAT (1.431 muestras)
Caprino ltalia SAT En vigilancia. Prevalencia 0,5%
(320 muestras)
Carnivoros
domésticos
Perro Bulgaria Sin datos Casos individuales.  Contagios
humanos
Francia Sin datos Casos individuales.  Contagios
humanos
Eslovaquia Sin datos En  vigilancia, seroprevalencia
16,4% (548 muestras)
Turquia MAG En vigilancia. Seroprevalencia 2-
5,3% (270 muestras)
Lagomorfos
domésticos
conejo Turquia MAG En vigilancia, prevalencia 4% (25
muestras). Casos humanos

Cultivo: CU; Tincion de sangre:TS; Inmunofluorescencia: IF; Microaglutinacion: MAG,;
Aglutinacion lenta en tubo: SAT, Reacciéon en cadena de la polimerasa: PCR; Inmu-
nohistoquimica: IHQ; Aglutinacién rapida en porta: AGP; Western blot: WB; Anato-
mia patoldgica, estudio de lesiones: AP

Alemania, en Francia y Suiza y, en el caso del conejo de monte (Oryctolagus
cuniculus), también en Alemania, se llegaron a detectar hasta un 2,4% de
positivos a partir de cadaveres. Finalmente, en cuanto a los pequefios roedo-
res, se llevaron a cabo estudios en varios paises, con una tasa de deteccion
muy variable, que fue desde el 0,7% al 20,8%, con representantes de nu-
merosas especies, segun puede observarse en el cuadro.
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Los brotes de tularemia en animales domésticos son notificados a la OIE y
en el periodo de referencia, se han descrito en 11 paises, de los cuales en 7
habia informes previos de tularemia en liebres o conejos y solamente en el
caso de Bulgaria se describieron casos en ganado bovino, ovino y perros.

Por ultimo, en lo que se refiere a los invertebrados, la mayor parte de la
investigacion realizada en Europa, se ha centrado sobre todo en garrapatas
ixodidas en Europa Central y en mosquitos en los paises del norte, que se re-
laciona en la practica con la mayor abundancia de unas y otros en ambas re-
giones, aungue en conjunto, el numero de estudios es relativamente bajo.
Como ya hemos referido, en algunas especies de garrapatas se ha demos-
trado la transmision transestadial; en Dermacentor reticulatus se sospecha
habida cuenta de la demostracién en estudio de campo, de la infeccion de
machos adultos, que como es conocido no se alimentan de sangre; otra cosa
es sin embargo, la transmision transovarica, que no se ha podido demostrar
experimentalmente al menos en esta garrapata (Genchi et al., 2015) aunque
si se han referido larvas infectadas en condiciones de campo, sin haberse ali-
mentado (281).

Las prevalencias registradas en garrapatas han sido por lo general entre el
0y el 3% (Hestvick et al., 2015) aunque muchos estudios estiman la preva-
lencia sobre mezclas de muestras, como ha sucedido por ejemplo en el caso
de una investigacion llevada a cabo en la Republica Checa en la que se llegd
a una prevalencia del 16% (282). La importancia de las garrapatas, como ya
se ha indicado, suma a su condicion de vectores de F. tularensis, la de ser por-
tadores de endosimbiontes Francisella-like, que pueden representar causas
de error en los métodos de deteccion molecular (PCR o 16S ADNr) habida
cuenta que que las secuencias genémicas estan altamente conservadas entre
ambas especies (283).

Por lo que se refiere a la importancia de los mosquitos en Europa, como
vectores biolégicos de F. tularensis, se dispone de muy poca informacién aun-
que los pocos trabajos publicados estiman prevalencias mas altas que en el
caso de las garrapatas, llegando a valores de entre el 8 y el 21%, con medias
del 8,3% sobre 334 muestras estudiadas y en todo caso, detecciones mole-
culares por PCR (284).
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1. Tularemia en Castilla y Leén

1.1. Tularemia en el Hombre

1.1.1 El brote de 1997-98

Hasta 1997, fecha en que se describi6 por primera vez el aislamiento de £
tularensis en Espaha (285) la peninsula ibérica permanecia libre de tularemia,
aunque algunos expertos habian sefialado su extrafneza por ello, manifestando
incluso que las caracteristicas geograficas del pais y otras circunstancias, hacian
inevitable su presencia. En cualquier caso, anos antes, la presencia de gran mor-
talidad en las liebres de la meseta norte, probablemente, confundié su diagnés-
tico y de forma retrospectiva pudo confirmarse su presencia anterior a partir de
muestras recogidas entre los afios 1994 y 1998 (286).

De igual modo, algunos datos seroldgicos de muestras humanas tomadas
antes de esa fecha, ponen de manifiesto también, la existencia de la enfermedad
yaen 1994 (287) y entre 1996 y 1997 (288), (289) en distintas poblaciones de
Castilla y Ledn. Otros estudios realizados con sueros obtenidos en 1996 en la
Zona Basica de Salud de Mayorga de Campos en la provincia de Valladolid co-
rroboraron también la presencia de la infeccién humana por £ tularensis en el
ano 1996 en dicha comarca (290). En el mismo sentido, Campos et al. (1999)
(291) diagnosticaron serolégicamente en 1998 un caso de tularemia padecida
dos afios antes (1996) y que no habia sido diagnosticada hasta entonces.

La informacion oficial acerca del brote fue recogida por el Boletin Epidemio-
l6gico Semanal de la Red Nacional de Vigilancia Epidemiologica (Centro Nacional
de Epidemiologia) (292) y hace referencia a que el 13 de enero de 1998 se pro-
dujo la comunicaciéon de sospecha de un brote de tularemia en humanos por
parte de la Direccién General de Salud Publica en Castilla y Ledn, sobre una
alerta de 30 de diciembre de 1997 (293), fecha en la que se comunicé al Servicio
de Vigilancia Epidemioldgica la existencia de cuadros clinicos compatibles con
tularemia (fiebre elevada de comienzo brusco, pustulas en zonas distales de
manos y/o adenopatias) y antecedentes de manipulacion de liebres, por parte
de un médico de familia de Valladolid; la forma clinica mas frecuente (mas del
50% de los casos) fue ulceroganglionar, relacionada con la manipulacion de pie-
zas de caza, produciéndose en las fechas siguientes nuevos casos en las provin-
cias de Leodn, Burgos, Palencia, Valladolid y Zamora. Ante la confirmacion de la
situacion de brote de tularemia, y puesto que no existian antecedentes en Es-
pana ni estaba catalogada como enfermedad de declaracién obligatoria, las au-
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toridades sanitarias decidieron poner en marcha un sistema de vigilancia es-
tableciendo la definicién de caso (294), una encuesta epidemiolégica para la
notificacion y la revision periddica de los registros de laboratorio para la identi-
ficacion de cultivos o serologias positivas a la enfermedad.

La citada publicaciéon del Centro Nacional de Epidemiologia recogia el nu-
mero de casos declarados desde enero de 1997 a 2 de abril de 1998, que as-
cendian a 559, repartidos por diez Comunidades Auténomas. Castillay Ledn
inclufa un total de 513 casos (91,78% del total), sequido del Pais Vasco con
25 (4,48%) y otras cantidades mucho menores en Asturias, Cantabria, Ma-
drid, Navarra, Galicia, Catalufa, Valencia y La Rioja.

Un informe de la Direccion General de Salud Publica y Asistencia, de la Junta
de Castillay Ledn (295), distribuido en el &mbito sanitario con fecha 2 de no-
viembre de 1998, parcialmente presentado después en el Congreso sobre Tula-
remia celebrado en Berlin en 2009 (296), amplié la informacion anterior
precisando en primer lugar la fecha de aparicion del primer caso en la semana
39 de 1997 (22-28 de septiembre) recopilando datos hasta la semana 28 (6 al
12 de julio) de 1998 con un total de 589 casos, 542 (92,02 %) correspondientes
a Castillay Ledny 47 (7,98%) restantes en otras Comunidades Auténomas (solo
aumentd 1 caso en Cantabria). De todos ellos, 124 habian sido confirmados
bien por el aislamiento de F. tularensis en una muestra clinica y/o seroconversion
(aumento del titulo de anticuerpos 4 veces o mas, en dos muestras de suero se-
paradas dos semanas). Dentro de Castilla y Ledn, la provincia de Valladolid fue
la que describid el mayor numero de casos (252, el 46,5%), sequido de Palencia
(151 casos, el 27,86%) y cantidades menores en Zamora (67 casos, 12,37 %),
Ledn (38 casos, 7,02%) y Burgos (26 casos, 4,8%). Avila, Salamanca, Segovia y
Soria solo registraron en total 8 casos.

El citado informe completa la situacién epidemioldgica insistiendo en el
predominio de formas ulceroganglionares que se relacionan con la caza y ex-
posicion a liebres (93,4% de casos por contacto, del que el 86,7% las mani-
puld) (297), sequida de la forma ganglionar (15%). El 60,5% de los casos
fueron mujeres, fenédmeno no descrito con anterioridad y contradictorio con
lo reflejado en la bibliografia hasta ese momento, explicable por la relacién
de contacto con la fuente de infeccién por parte de las mujeres (principal-
mente amas de casa) a través de la manipulacién (practica de desollado, evis-
cerado y preparacion culinaria de las piezas de caza para el consumo) y, por
tanto, la profesion mas frecuente entre los afectados, fue la de ama de casa
(50%). En lo que se refiere por ejemplo a las franjas etarias de los enfermos
(n=561 casos) hubo un claro predominio de casos entre los 40 y los 69 afios
(el 68% del total) y sobre todo entre los 50 y 69 afos.
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Para confirmar los factores de riesgo asociados con el brote, se llevé a
cabo un estudio de casos y controles en 1998 en Castilla y Ledn. De los re-
sultados obtenidos en el estudio en la provincia de Palencia (la segunda mas
afectada) se observd que las practicas de mayor riesgo fueron el desollado
(Odds Ratio, OR, ajustado a 3,9) y el trocedado/cocinado (OR ajustado a 2,7)
(298). El riesgo fue significativamente mayor cuando dichas practicas se rea-
lizaron en una sola ocasién (OR crudo de 3,2) y cuando todo el proceso se
ejecutd por una unica persona (OR crudo de 3,1).

En cuanto a la distribucién temporal, el brote se extendié desde la semana
44 del 1997 a la semana 8 del 1998, es decir que el mayor nimero de casos
se produjo en un intervalo de 17 semanas (Figura 15). El primer caso conocido
tuvo como inicio de sintomas la semana 39 de 1997, como se ha dicho, y un
contacto con la fuente de infeccion la semana precedente (semana 38, del
14 al 21 de septiembre). A partir de la semana 3 de 1998, solo se comunica-
ron casos esporadicos; un total de 9 casos hasta la semana 40 de 1999. El
numero de casos comenzo a descender en el momento en que se interrumpié
el contacto con la fuente de infeccién, al decretarse anticipadamente el final
del periodo habil de caza de liebres en toda la Comunidad Autbnoma el dia
8 de enero de 1998.
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Figura 15.
Distribucion de casos por semana de inicio de sintomas y semana de contagio.
Casos confirmados, probables o con evidencia clinica y epidemiolégica en
el periodo del brote epidémico 1997-1998
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La descripcion geografica de los casos de tularemia en humanos permitio
delimitar el area de localizacion de la fuente de infeccion, las liebres. El epi-
centro de la zona afectada se localizd en la confluencia de las provincias de
Valladolid, Palencia, Ledny Zamora, en la comarca natural de Tierra de Cam-
pos. Posteriormente también se notificaron casos en las provincias de Burgos,
Avila'y Soria. Sin embargo, las provincias de Segovia y Salamanca préactica-
mente no se vieron afectadas (Figura 16).

En los meses de abril y junio de 1999 fueron comunicados al Sistema de
Declaraciéon Obligatoria Nacional, dependiente del Ministerio de Sanidad, 3
casos de tularemia humana descritos en la Comunidad Auténoma de La Rioja,
con cuadro orofaringeo y diagnéstico seroldgico, a los que se sumoé después
un cuarto caso notificado por un hospital de Vizcaya, en el Pais Vasco. Todos
ellos estaban relacionados con factores de riesgo sucedidos en Castillay Ledn
(principalmente en la practica de partidas de caza), aunque diagnosticados
en las Comunidades Auténomas referidas.

| RANGO DE CASOS = <5 = S=9 -10=H -P=19 =>9

Figura 16.
Zonas Basicas de Salud afectadas, por semana de inicio de sintomas.
Casos acumulados hasta la semana epidemiolégica 08/1998
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Entre 2000 y 2006 se produjo un silencio epidemioldgico apenas salpi-
cado por algunos casos esporadicos. Segun la informacion recogida en los
Boletines Epidemiolégicos de Castilla y Ledn (Tabla 4), se notificaron 3
casos en 2000, otros 3 casos en 2001 (uno de ellos notificado en la pro-
vincia de Palencia debido a la manipulacion de cangrejos), 20 en 2004 (tres
de ellos relacionados con la manipulacién de cangrejos y 9 de los 14 casos
notificados en la provincia de Zamora, relacionados con antecedentes de
caza o manipulacion de liebres), 7 en 2005 y uno mas en 2006, cifras que,
aunque reducidas, ponen de manifiesto el asentamiento de Francisella tu-
larensis en la regién, adaptada a uno o varios tipos de hospedadores y con
capacidad suficiente para producir esporadicamente brotes mas o menos
explosivos.

La coincidencia de sobrepoblaciones de alguno de ellos, como liebres,
roedores de campo, incluso cangrejos de rio (particularmente el cangrejo
rojo americano, mucho mas voraz que la especie autdctona, capaz de ac-
ceder a cadaveres fuera del agua) seria factor determinante. Por otra parte,
las posibilidades de contaminacion del agua, incluso la posible existencia
de reservorios como las amebas (demostrada en Noruega en el caso de
Acanthamoeba castellani), ya referido (299) seria otra posibilidad a tener
en cuenta, igual que la participaciéon de invertebrados, fundamentalmente
garrapatas.

AV | BU LE PA SA 5G SO | VA A | Gl

afio |NC |tasa | NC |tasa| NC |tasa| NC | tasa| NC |tasa| NC | tasa| NC |tasa| NC | tasa| NC | tasa| NC | tasa

2000 o {00 2 |058| 1 |020] 0 [000| 0 000 0 |00| 0 |00] 0 |00| 0 |000| 3 |013

2001| 0 {00 0 |000| O |020] 1 [060] 0 {000 0 |00| 0 |00] 0 |00]| 2 |121] 3 |013

2002| o 00| 0 |000| 0 |000| O 000 O |000] O |00| O [00] O [00] O [000] O |0,00

2003 | 0 {00 0 |000| O (000 O 000 0 {000 0 |00| O [00] 0 |00| 0 |000| O |0,00

2004| o0 {00 0 |000| 1 |020] 4 [230| 0 |000] 0 |00| O |00] 1 |02 14|705| 20 |0,380

2005| 3 (18| 0 |000| 0 |000| 1 [058| 0 {000 0 |00| O |00] 2 |039] 1 |050| 7 |028

2006| o 00| 0 |000| 0 |000| O {000 1 {028 0 [00| O [00] O [00] O [000] 1 |0,04

NC: nimero de casos

Tabla 4.
Tularemia en Castilla y Leodn. Casos y tasas por 100.000 habitantes, distribuidos por
provincias. Afos 2000 a 2006
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1.1.2. El brote de 2007

En 2007, entre junio y diciembre, se produjo la explosién de un nuevo
brote (segundo) de tularemia en Castilla y Leon (300), (301), precedido de
las notificaciones efectuadas a la Red de Vigilancia Epidemiolégica de la Co-
munidad Auténoma, inicialmente en un area rural de la provincia de Palencia,
y en la provincia leonesa. La investigacion epidemiolégica, confirmé la iden-
tidad del brote.

Con la publicacién del Decreto 69/2006 (302) por el que se crea la Red de
Vigilancia Epidemiolégica de Castillay Ledn y la Orden SAN/2128/2006 (303),
de 27 de diciembre, por la que se regula el Sistema de Enfermedades de De-
claracion Obligatoria de Castilla y Ledn, la tularemia era ya una enfermedad
de declaracién obligatoria individualizada, con datos epidemiolégicos basicos
reflejados en una encuesta epidemiolégica que estaban (y estan) obligados a
cumplimentar semanalmente todos los médicos en ejercicio, tanto en el am-
bito publico como privado, cuando sospechen de la presencia de dicha en-
fermedad.

La definicion de caso utilizada para estudiar los casos de tularemia notificados
durante el brote de 2007 fue la que figuraba en el “Manual de Notificacién.
Sistema de Enfermedades de Declaracion Obligatoria de Castillay Ledn” (304),
consensuada con la definicién que se utilizaba en la Red Nacional de Vigilancia
Epidemioldgica y en la Red de Vigilancia Epidemioldgica y Control de las Enfer-
medades Transmisibles de la Unién Europea. Se transcriben a continuacion, los
principales aspectos referidos a esta enfermedad: 1) formas clinicas; 2) criterios
diagnosticos de laboratorio para la confirmacion; 3) criterios epidemiolégicos
sobre factores de riesgo y 4) clasificacién de casos.

Asi, la tularemia se define como una enfermedad caracterizada por dis-
tintas formas clinicas, incluyendo:

e Ulceroglandular (tlcera cuténea con linfadenopatia regional)

¢ Glandular (linfadenopatia regional, sin Ulcera)

e Oculoglandular (conjuntivitis con linfadenopatia preauricular)

e Orofaringea (estomatitis o faringitis o tonsilitis y linfadenopatia cervical)
e Neuménica (enfermedad pleuropulmonar primaria)

¢ Tifoidica (enfermedada febril sin localizacién precoz de signos o sintomas)

Por su parte, los Criterios Diagnésticos de Laboratorio (confirmacion) in-
cluyen, al menos, uno de los siguientes:
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¢ Aislamiento de £ tularensis en una muestra clinica
e Deteccidon de genoma de F. tularensis en una muestra clinica (PCR)

e Seroconversion (cuatriplicacion del titulo de anticuerpos frente a F. tula-
rensis entre dos muestras separadas por un periodo de tiempo de 14 dias).

En cuanto a los Criterios Epidemiolégicos, se consideran:

Factores de riesgo epidemioldgicamente descritos para la enfermedad; evi-
dencia de antecedentes de mordedura de garrapata, picadura de otros ar-
trépodos, exposicion a tejidos de un animal hospedador de F. tularensis o
exposicion a agua potencialmente contaminada.

Por ultimo, los casos se clasifican como:

* Sospechoso: si es clinicamente compatible y epidemiolégicamente relacio-
nado con los factores de riesgo descritos en los criterios epidemioldgicos

e Probable: si es clinicamente compatible y presenta titulo(s) elevado(s) de
anticuerpos séricos frente a antigeno de F. tularensis (sin documentacién
de seroconversion) o deteccion de F. tularensis en una muestra clinica por
inmunofluorescencia.

e Confirmado: si es clinicamente compatible y presenta, al menos, uno de
los criterios diagnésticos de laboratorio de confirmacion.

La mayoria de las muestras recogidas en el sistema de asistencia sanitaria fueron
remitidas al Instituto de Salud Carlos lll, del Ministerio de Sanidad, en cuyos labo-
ratorios se llevaron a cabo los diagnésticos, para lo que se utilizaron el aislamiento
e identificacion del agente (. tularensis), determinaciones serolégicas (aglutinacion
lenta en tubo y microaglutinacién) y métodos moleculares (PCR).

Se confirmaron 507 casos (correspondientes a una tasa de 20,5 casos por
100.000 habitantes sobre el censo de poblacién de Castillay Ledn), el 91,5%
de los cuales lo fue por técnicas seroldgicas (microaglutinacién en placa y en
tubo), el 5% por cultivo, aislamiento e identificacion de F. tularensis (siempre
tipo B 6 F. tularensis holarctica) y el 3,5% lo fue por PCR. Los casos se regis-
traron entre el 15 de mayo y finales de diciembre de 2007 con un pico entre
junio y agosto que agrupé el 59,6% de los casos.

La encuesta epidemioldgica'’ puso de manifiesto que el 34,9% de los
casos correspondian a trabajadores al aire libre, en contacto con jardines o
ambientes naturales; el 24,3 % sefald contacto con roedores; con animales

7" En Anexo |
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domésticos, como perros o gatos, el 19,7%; habian manipulado cangrejos,
el 13,2% y efectuaban frecuentes paseos por el campo el 11,8%. También
se describieron picaduras de artréopodos (10,9%), contacto con ganado
(9,5%) o con estiércol, paja o alfalfa (4,9%) o habian manipulado liebres
(6,5%). La encuesta permitia que los enfermos sefialaran mas de una fuente
de infeccién posible y éstas no se consideraron ni excluyentes ni exhaustivas.
En la investigacion no se establecié un grado de prioridad en los antecedentes
de riesgo, aunque la forma clinica de presentacion de la enfermedad podria
hacer sospechar la via de transmision y el antecedente de riesgo.

La forma clinica més frecuente observada fue la forma tifoidea (o tifoidica)
(59%), sugiriendo (conjuntamente con los analisis de riesgo) que la via de in-
feccion principal habia sido mediante inhalacion, seguida del contacto directo
(28,4%; el 14,6% forma ulceroganglionar, el 12,6% forma ganglionar y el
1,2% forma oculoganglionar). El articulo de Allue et al. (2008) planteaba como
hipotesis que en el tiempo que tuvo lugar el brote, se llevaban a cabo las tareas
de cosechado, que podrian haber causado aerosoles capaces de transportar la
bacteria. Otra hipdtesis que se sefiald en dicho articulo se referia a las circuns-
tancias ambientales (invierno suave y primavera seca) que pudieron contribuir
al brote, juntamente con una diversidad de reservorios y fuentes de infeccion
que habitualmente intervienen en la transmision (lagomorfos, ovejas, roedores,
perros y vectores hematéfagos) todos los cuales, probablemente colaboraron
en la proliferaciéon de F. tularensis, que sobrevive largo tiempo en el agua, lodo
y cadaveres animales, como ya hemos visto.

Podria existir algun factor de confusion en la interpretaciéon de la forma
clinica de presentacion de la enfermedad y el modo en el que pudo producirse
el contagio a partir del animal enfermo, fuente de infeccién, en lo que res-
pecta a tres de las formas clinicas principales en que suele presentarse la tu-
laremia, ulceroglandular, glandular y tifoidea. Como es conocido, las
consecuencias clinicas de la infeccion por F. tularensis dependen de la viru-
lencia del microorganismo particular, de la puerta de entrada, de la extension
de la afectacion sistémica y del estado inmunitario del hospedador. El resul-
tado puede oscilar entre una enfermedad asintomatica o irrelevante, hasta
una sepsis aguda y fallecimiento rapido (en particular, en el caso de la impli-
cacion de F. tularensis subsp. tularensis). Por lo general, los pacientes que so-
licitaron atencién médica presentaron al menos una de las seis formas clasicas
de tularemia, ulceroglandular, glandular, oculoglandular, faringea, tifoidea y
neumonica. En buena medida, esta clasificacion podria ser artificial, ya que
solamente resalta las manifestaciones predominantes que se encuentran con
frecuencia, y podria suceder que en un paciente dado, las formas se super-
pongan (305).
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Por otra parte, también podria haberse producido algun sesgo a la hora
de la recogida de informacién sobre las exposiciones de riesgo asociadas para
cada caso de tularemia recogidas en la encuesta epidemiolégica. Esta infor-
macion se cumplimentaba por parte de las Secciones de Epidemiologia de
los Servicios Territoriales de Sanidad de cada una de las provincias, procedente
de la notificacion de las Enfermedades de Declaracion Obligatoria (EDO) que
efectuaban los médicos. Las Secciones de Epidemiologia también recabaron
encuestas directamente del paciente, mediante llamada telefénica. Se pre-
guntaba por multiples exposiciones de riesgo recogidas en la encuesta epi-
demiolégica y mucho mas exhaustivas que las recogidas en el Protocolo
Nacional de Vigilancia de la Tularemia, pero no eran excluyentes al poderse
recoger varias para cada caso, y no se priorizaba la de mayor riesgo.

En lo que se refiere a la coincidencia del pico del brote con la época de la
cosecha, implicando nubes de polvo procedentes de los vehiculos agricolas,
podrian existir dudas razonables sobre la validez general de esta hipotesis por
las nuevas practicas, herramientas y maquinaria que se utilizan en la actuali-
dad en estas actividades en Castilla y Ledn, igual que en otros lugares, pues
si bien en el pasado estas eran practicamente “artesanales” en las tareas co-
rrespondientes a la siega, engavillado, trilla, almacenado, etc., con un con-
tacto muy directo y proximo con el producto y con el exterior, en la agricultura
moderna el uso de tractores y cosechadoras equipados con cabinas cerradas
podria hacer pensar en una reduccion de los riesgos por contacto directo o
por inhalacién de polvo durante la siega y cosechado de cereales y forraje.
No obstante, si bien dicha reduccién de riesgo parece clara, tampoco resulta
un eximente absoluto pues por muy mecanizadas que estén actualmente las
labores y por muy estancas que consideremos sus cabinas, el agricultor con-
tinda con la necesidad de bajar al terreno de vez en cuando, por motivos tan
simples como el comprobar la bondad de la tarea, retirar posibles obstaculos,
desenmarafar en ocasiones la maquina o simplemente para tomarse un breve
respiro. Aungue en espacios abiertos la probabilidad de inhalacién no debe
ser alta, considerando la formacion de polvo procedente de la tarea agricola,
no debe descartarse el riesgo, sobre todo cuando las parcelas de trabajo, los
campos en suma, presentan una carga elevada de heces u orina (polvo con-
taminado con orina) procedentes de animales enfermos o cadaveres de ellos
en la superficie del terreno, en cualquier caso portadores del agente respon-
sable de la tularemia y tanto en un caso como en otros, con operarios que
por lo general no van provistos de equipos de proteccion individuales (mas-
carillas o gafas, por ejemplo) adecuados.

El riesgo puede estar mas claro cuando se trata de labores de jardineria o
el cultivo agricola que se practica en pequefas huertas, en los que la maqui-
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naria de uso habitual, incluidas las desbrozadoras, son manuales, con mayor
riesgo de exposicion del operario al ambiente contaminado.

Otra tarea sobre la que se debe poner especial atencion, y adoptar las de-
bidas precauciones adecuadas, reside en las operaciones de limpieza de la
maquinaria al acabar al trabajo, pues en este caso si que existe un contacto
directo con los restos acumulados al limpiar, particularmente cuando se utiliza
agua o aire a presion que pueden provocar nubes de particulas alrededor del
operario. Si en el utillaje y equipos a limpiar permanecen restos de material
vegetal y/o animal contaminado, el riesgo de contagio no es descartable.

La literatura cientifica no ha recogido mas que algunas evidencias de esta
probabilidad de contagio motivada por las tareas agricolas, asociadas con la
generacion de aerosoles durante la siega de césped, en trabajos de jardineria,
particularmente mediante el uso de desbrozadoras mecanicas en jardines muy
contaminados con heces u orina de animales enfermos o cadaveres (306) o
en vifedos, pero tampoco aqui este tipo de situaciones parece que tengan
un gran valor epidemiolégico en relaciéon con la consideracion masiva de los
contagios, por lo que no se puede establecer la influencia que estas tareas
pudieron presentar en el brote de 2007. Sin embargo, la coincidencia tem-
poral de esas actividades de siega y cosecha de un porcentaje alto del terreno
de cultivo de cereal y forrajes con el pico del brote, podrian justificar tedrica-
mente esa probabilidad, una cuestién que indudablemente deberia ser inves-
tigada. En cualquier caso, y hasta que la ciencia no demuestre lo contrario,
la prevencién deberia primar en todas las operaciones por minimo que fuera
el riesgo, por lo que en épocas en las que la prevalencia de tularemia parezca
aumentar, para la realizacion de las tareas agricolas se deberfa considerar el
uso de los elementos y equipos de proteccion adecuados.

1.1.3 Estudios de casos y controles

Durante el aflo 2008 se llevd a cabo un estudio de casos y controles en
Palencia, ya que fue la provincia méas afectada (54,8% de los casos confir-
mados notificados), con el propdsisto de identificar los factores de riesgo aso-
ciados a la enfermedad, describir las practicas agricolas con mayor riesgo y
determinar la prevalencia de anticuerpos frente a Francisella tularensis (307).

El estudio se llevé a cabo en cuatro zonas basicas de salud de Palencia, es-
tableciendo la definicién de caso y de los controles, asi como los criterios de
exclusion calculandose, ademas, el tamafio muestral necesario. Para el estudio
de la exposicion se elaboré una encuesta epidemioldgica especifica que recogia
variables relacionadas con la profesion, con las actividades al aire libre (trabajos
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de huerta, paseos por el campo, excursiones, caza de liebres, caza de otros ani-
males, pesca normal y pesca de cangrejos), con la exposicion a animales (de
compafia, de granja, animales salvajes, topillos y cangrejos de rio), con pica-
duras/mordeduras de insectos/artrépodos, con el consumo de agua (del grifo,
embotellada, de pozo o de fuente) y consumo de verduras/hortalizas/frutas
frescas no adquiridas en comercios. Se pregunto, de forma particular, a los agri-
cultores si habian tenido contacto con forraje (secano o regadio) o cereales (se-
cano o regadio) y a los jardineros si utilizaban motosierra o maquina
desbrozadora y, a ambos, si habian tenido contacto con topillos. La muestra
final obtenida fue de 268 personas, 103 casos y 165 controles.

Los resultados mas importantes del estudio fueron que, en el analisis uni-
variante, la profesion de jardinero se asocié con una probabilidad 8,5 veces
mayor de enfermar (Intervalo de Confianza, IC-95%: 2,3-30,7) y el ser agri-
cultor presentd un OR de 1,9 (IC 95%: 1,1-3,6). En relacién a la manipulacion
de productos de riesgo, el realizar tareas de jardineria (utilizando maquinaria
tipo cortacésped y/o maquinaria desbrozadora) se asocié con una probabili-
dad de enfermar 3 veces superior que la de no realizar tales actividades (IC-
95%: 1,7-5,3). Otros factores de riesgo relacionados con las actividades al
aire libre o la exposicion al agua no resultaron significativos.

En cuanto a las actividades especificas para agricultores, ninguna de las
actividades agricolas estudiadas (siega, volteo, empacado, riego) y sobre los
diferentes tipos de cultivo (forraje y cereal) presentaron riesgos significativos.

Considerando la exposiciéon a animales, el estar en contacto con topillos
supuso un riesgo de contraer la enfermedad mas de tres veces mayor que en
el caso de no estar en contacto con estos animales (OR=3,9; 1C-95%: 1,8-
8,4). En el andlisis de la frecuencia de contactos con topillos (frecuente: con-
tacto continuo y varias veces a la semana y no frecuente: contacto una vez a
la semana, una vez al mes y esporadicamente) se encontraron diferencias sig-
nificativas (p=0,0014), es decir, que la presencia de la enfermedad podria ser
distinta segun la frecuencia del contacto con topillos.

En el andlisis multivariante, el riesgo de contraer la enfermedad fue 3,5 veces
superior en los sujetos que habian estado en contacto con topillos, pero el con-
tacto con animales salvajes, que no fueran topillos, también supuso un riesgo ele-
vado (2,9 veces superior), si bien este valor no alcanzé significacion estadistica.

La profesiéon de jardinero se asocié con una probabilidad de enfermar 9,6
veces superior a la de otras profesiones. La profesion de agricultor, al ajustar por
las variables contenidas en el modelo, mostré una OR de 1,5, no alcanzando la
significacion estadistica. El riesgo conferido por las picaduras de artrépodos au-
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mento con este analisis a 1,5, si bien tampoco alcanzé la significacion estadistica.
No fue posible evidenciar que las actividades al aire libre, ni el contacto con fo-
rraje de regadio supusieran un mayor riesgo de contraer la enfermedad.

La prevalencia de tularemia en los controles fue de un 5,5% (anticuerpos
positivos frente a Francisella tularensis >1/160), valor ligeramente inferior al
encontrado en otros estudios realizados en poblacién afectada durante brotes
de tularemia.

1.1.4. Estudio espacial

También se realizé durante el afio 2008 un estudio epidemiolégico descrip-
tivo espacial con el propoésito de poner en relacion los casos de tularemia con
posibles factores asociados, como la intensidad de la plaga de topillos y algunos
otros elementos ambientales, como la hidrologia, y/o factores de distribucion
territorial como las comarcas agrarias, con el fin de explorar la posible relacion
entre estos factores y el brote de tularemia en humanos ocurrido en 2007.

En las conclusiones de dicho estudio se identificaron areas de especial
riesgo epidémico de tularemia en las comarcas agrarias de Campos en Pa-
lencia, Tierra de Campos en Valladolid y Campos-Pan en Zamora, seguidas
de las comarcas de Saldafia-Valdavia y El Cerrato en Palencia, Centro en Va-
lladolid, Benavente y los Valles en Zamora y Esla-Campos en Leédn. Otro hecho
importante es que las areas mas afectadas de estas comarcas se encontraban
dentro de la horquilla formada por el rio Duero y sus dos principales afluentes
por la derecha: el Esla y el Pisuerga.

Al poner en relacion la distribucion de los casos con la densidad de topillos
por hectarea-semana no se observéd una coincidencia en la distribuciéon geo-
gréfica de sus intensidades (por ejemplo, no coincide el mayor nimero de
casos en humanos en la comarca de Campos en Palencia, con la mayor in-
tensidad de plaga, que tuvo lugar en Tierra de Campos en Valladolid). A pesar
de que la comparabilidad geografica posee limitaciones en términos cuanti-
tativos, las diferencias en las magnitudes entre casos de tularemia en huma-
nos y la intensidad de la plaga de topillos no parecen ser explicables
exclusivamente por dichas limitaciones.

Tampoco se observaron diferencias llamativas en la distribucion de los
casos seguin que la via de adquisicion fuera respiratoria (formas orofaringea,
neumonica y tifoidica) o por contacto (formas ulceroglandular, glandular y
6culoglandular), mas alla de la diferente intensidad, ni de forma global ni res-
pecto a la distribucién de la plaga de topillos o la hidrografia.
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Densidad de la plaga de topillos
Promaedio semanal
Gaintil 1: 29 - 283 togillos / ha.-semana

I oottt 2 283 - 364 topillos / ha.-semana
I cintil 3: 364 - 450 topilios / ha.-semana
I it 4 450 - 639 topiion / ha.-semana
I it 5: 639 - 1438 topilios / ha.-semana
Nimero de Casos Confirmados
Casos por Nicleo de Poblacidén

* 1.2

® 3.4

® -8

® s

. 1634

Hidrografia: rios

Figura 17.
Casos de tularemia en humanos, plaga de topillos e hidrografia. Afio 2007

1.1.5. La situacion de la tularemia en humanos desde 2008
hasta 2016

Durante el afo 2008 se notificaron 153 casos de tularemia (correspon-
dientes a una tasa de 5,98 casos por 100.000 habitantes en la poblacion de
Castilla y Leon), de los cuales 58 casos (el 38%) fueron confirmados. El 68%
de los casos se notificaron los seis primeros meses como continuacion del
brote declarado en junio del afio 2007 (Figura 18), aunque se observé un im-
portante descenso en todas las provincias. Palencia continué siendo la pro-
vincia con mas casos notificados (42 casos, correspondientes a una tasa de
21,21 casos por 100.000) seguido de Zamora (26 casos, equivalentes a una
tasa por cien mil habitantes, de 13,18)(308).

Se observaron diferencias significativas en cuanto a distribucién por sexo,
con predominio de los varones y el grupo de edad mas afectado fue el de
40-44 anos. La forma clinica méas frecuente continud siendo la tifoidea
(27,7%), sequida de la ganglionar (16,1%), y en total las formas clinicas por
la via de adquisicién respiratoria fueron mas frecuentes que las de por con-
tacto (45,1% frente al 31,6%).
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El factor de exposicion mas frecuente en general fueron las labores de
agricultura y jardineria (37,9%), sin embargo, entre los casos confirmados el
factor predominante fue la manipulacién y/o desollado de liebres (34,8%).
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Figura 18. E
i Tularemia. Evolucion de los casos humanos en Castilla y Ledn. Afios 2007 y 2008

Los casos notificados durante 2008 no difirieron de los notificados en
2007, en cuanto a distribucion por edad y sexo, pero si en cuanto a distribu-
cion temporal, encontrandose dos picos: uno en los meses de invierno y el
otro en primavera-verano. Aunque la forma clinica mas frecuentemente en-
contrada fue la tifoidica, se incrementé el porcentaje de formas ganglionares
y ulceroganglionares, relacionadas con contacto directo, lo que concuerda
con una mayor notificacion de factores de exposicion de tipo desollado y/o
manipulaciéon de liebres y el contacto con otros animales, disminuyendo el
antecedente de contacto con otros micromamiferos (309).

Durante los anos siguientes, de 2009 a 2013, se volvio a la misma situacion
de relativo silencio epidemioldgico observado durante los anos 2000 a 2006.
Se notificaron 25 casos en 2009, 4 casos en 2010y 2 casos en cada uno de los
afos 2011, 2012 y 2013 (aunque en este caso si bien la declaracion oficial del
primero de los casos, en Villaprovedo, de la provincia de Palencia, tuvo lugar
en 2013, realmente el comienzo de los sintomas se produjo en 2012). Los casos
fueron maés frecuentes en hombres (77,7%) y en el grupo de edad de 50 a 54
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anos (20%). Las formas clinicas relacionadas con contacto fueron mas frecuen-
tes (50,0%) que las formas transmitidas por via respiratoria (36,1%). El factor
de exposicion mas frecuente fue el contacto con el cadaver (44,4%), funda-
mentalmente por manipulacién y/o desuello de liebres.

La tendencia descendente se vio alterada el 1 de agosto de 2014, cuando
el coordinador del Centro de Salud de Villarramiel (Palencia) notifico a las au-
toridades de Salud Publica de la provincia la deteccién de 10 pacientes con
fiebre e importante astenia que no cedia con los analgésicos habituales y re-
ferian alguna exposicion medioambiental. Con la experiencia previa en Pa-
lencia de los anteriores brotes de tularemia en Tierra de Campos ocurridos
en 1997 y 2007 se inici6 una investigacion epidemiolégica de esta agregacion
de casos.

AV BU LE PA SA SG SO VA ZA CyL

afo |NC |[tasa| NC [tasa| NC |tasa | NC |tasa | NC |tasa| NC |tasa | NC |tasa| NC |tasa| NC |tasa | NC |tasa
2009 0 (00| 2 |008| 2 (008 3 (012| 2 |008| 1 |[004| 2 (008 11 |044| 2 |008] 25 | 1

2010 0 |00 ] o Jooo| o [o00] 1 [004] 1 [o0a] 0 [o00] 1 Jo0a] 0 [o00| 1 [004] 4 [016

2011 0 (00| 1 |004| 1 |004] O (000 O |000{ O (000 O (000 O |000{ O {000 2 (0,08

2012 0 [oo] 1 Jooa| o [o00] o [o00] 1 [o0a] 0 [o00] o Jooo] o [o00] o [o00] 2 [008

2013 0 (00| O |000| O 00O 1 (004 O |000( O (000 O (000 1 |004| O (000 2 |0,08

2014] 0 [00] 6 [024] 6 [024] 86 [344] 1 [00a] 0 [000] o Joo00| 6 [024] 7 [0,28] 112448

2015 0 (00| 3 |012| 1 |004| 9 |543| 2 |008| 1 [004] 3 (012 6 |024| 6 [024] 31 [125

NC: nimero de casos; tasa: tasa por cien mil habitantes.

Tabla 5.

Tularemia humana en Castilla y Ledn. Casos y tasas por 100.000 habitantes
(poblacion de Castilla y Leén 2,5 millones) por provincias de localizacion del riesgo
y meses de inicio de los sintomas. Afos 2009 a 2015. Datos provisionales, no
consolidados ni publicados (Consejeria de Sanidad. Junta de Castilla y Ledn)

Aungue también se notificaron casos en las otras provincias, el 76,79% de
los mismos ocurrieron en Palencia (86 casos). Estos se produjeron ya desde la
semana 132 (mes de marzo) con casos Unicos en las semanas 20, 26y 27, au-
mentando desde la semana 29 y prolongandose hasta la semana 50 de 2014;
el 76,1% fueron hombres con una media de edad de 52,6 afios. Nuevamente
las zonas mas afectadas pertenecian a la comarca natural de Tierra de Campos.
El 43,1% de los casos presentaron la forma clinica tifoidica y el 25%, Ulcero-
glandular y los factores de riesgo de exposicion mas frecuentes fueron: contacto
con roedores y lagomorfos (40,9%), manipulacion de cangrejos (29,5%), con-
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tacto con otros animales (perros, gatos, aves, caballos) en el 18,2% y trabajos
de agricultura (manipulacion de paja/heno) con el 18,2%.

N2 de casos de Tularemia en humanos por provincias de
localizacion del riesgo y meses de inicio de sintomas. Castilla y
Ledn. Afio 2014.
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Figura 19.
N° de casos de tularemia en humanos en Castilla y Leén, 2014

En el ano 2015 se notificaron un menor ndimero de casos (31 casos, co-
rrespondientes a una tasa de 1,24 casos por 100.000 habitantes), fundamen-
talmente en los meses de enero a abril (13 casos) y en diciembre (4 casos),
volviendo a ser mas frecuentes las formas Ulceroglandulares (29%) frente a
las formas tifoidicas (16,1%) y, de nuevo, el contacto con liebres (manipula-
cion y/o desuello) fue el factor de riesgo mas frecuente (38,7%). En 2016,
hasta la semana 44, se habian notificado 2 nuevos casos de tularemia; el pri-
mero de ellos fue notificado en la segunda semana aunque el inicio de los
sintomas corresponde a 2015 (semana 52) en Ledn (Puente Castro) y el se-
gundo en Soria, en la semana 18 (con inicio de sintomas en la semana 6), no
figurando lugar de riesgo.
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1.2. La Enfermedad en los Animales

1.2.1. El brote de 1997 en los animales

Como ya indicamos, hasta 1997 nunca se habia descrito la presencia de
la tularemia en Espafa. Desde mitad del verano de este afio (1997) se habia
hecho notar la anormal mortalidad de liebres en la zona de Tierra de Campos,
un hecho que suscité que las Consejerias de Agricultura y Ganaderia y de
Medio Ambiente y Ordenacion del Territorio, iniciaran la recogida sistematica
de muestras y su envio a distintos laboratorios del pais, con el proposito de
conocer la causa de la misma. Algunas llegaron al Laboratorio Central de Sa-
nidad Animal de Algete (Madrid), dependiente del Ministerio de Agricultura,
Pesca y Alimentacién, quien sobre una liebre recibida el 10 de diciembre de
1997, procedente de Montealegre (Valladolid), comunicé el primer aisla-
miento de Francisella tularensis.

Entre esa fecha y finales de enero de 1998, dicho laboratorio procesé un
total de 77 muestras, bien de visceras o de cadaveres completos de liebres,
asi como 7 cadaveres de topillos (Microtus arvalis). Del primer bloque de
muestras de liebres se aislaron 22 cepas de F. tularensisy 1 mas de los topillos.
Las primeras se distribuyeron asi: Valladolid y Palencia, 8 aislados cada una;
Ledn, 3 aislados; Zamora, 2 y Segovia 1. La cepa de F. tularensis aislada del
topillo lo fue de la provincia de Zamora. Todas las muestras procedentes de
Avila, Burgos y Soria, fueron negativas.

A la vista de la situacion epidemioldgica (humana y animal), en la Junta
de Castilla y Ledn se constituyd una Comision mixta, integrada por represen-
tantes de las consejerias competentes en el problema (C. de Sanidad y Bien-
estar Social, C. de Agricultura y Ganaderia y C. de Medio Ambiente y
Ordenacioén del Territorio), que tutelé un Plan de Vigilancia Epidemioldgica.
En el seno de dicho Plan, y en colaboracién con la Federacion de Caza de
Castilla y Ledn, se llevé a cabo una campafa de muestreos sistematicos en
todas las provincias. El estudio fue desarrollado durante los meses de marzo
y abril de 1998, incidiendo especialmente en aquellas zonas donde con an-
terioridad se habian detectado animales positivos. El trabajo consistié en la
captura de liebres y otros animales, que fueron sometidos a un estudio de
aislamiento de £. tularensis llevado a cabo en el Laboratorio Regional de Sa-
nidad Animal de Ledn, dependiente de la Consejeria de Agricultura y Gana-
derfa. En conjunto se investigaron 118 términos municipales de los que se
obtuvieron 304 animales. En 26 municipios se encontraron 42 animales po-
sitivos (38 liebres, 2 conejos, 1 zorro y 2 ratones).
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Entre el 15 de julio y el 30 de septiembre de 1998, se puso en marcha por
parte de la Junta de Castilla y Ledn, un “Primer Plan de Vigilancia Epidemio-
logica de la Tularemia en la Fauna Silvestre de Castillay Leon”, con el ob-
jetivo de «estudiar la evolucién epidemioldgica de la enfermedad con
anterioridad a la apertura de la temporada habil de caza». Entre dichas fechas,
del estudio de las encuestas epidemioldgicas llevadas a cabo, se concluy6 la au-
sencia de focos activos de la enfermedad en todo el territorio de la Comunidad
Autbnoma, situacion ratificada por los analisis efectuados en el Laboratorio de
Sanidad Animal de Ledn sobre algo mas de 100 muestras de liebres procedentes
de distintas localidades y se decidio la apertura de la veda. Sin embargo, entre
finales de octubre y comienzos de noviembre, se detectaron dos liebres positivas
en Soria (en Los Rabanos y Villar del Rio) donde antes no se habian descrito
casos y uno mas en la de Valladolid (en Valle de Esgueva).

Desde octubre a marzo de 1999, la Consejeria de Agricultura y Ganaderia
mantuvo abierto un Segundo Plan de Vigilancia Epidemiolégica en la
Fauna Silvestre. Se produjeron nuevos casos en el mes de mayo en la provincia
de Zamora (un caso en una liebre y en las garrapatas que la parasitaban) y en el
mes de agosto dos nuevos casos en Avila y Valladolid. La situacion, por tanto,
aungue con escasa incidencia, se mantuvo a lo largo de 1999.

Después de estos primeros estudios acerca del aislamiento de F. tularensis,
se comunicé que con anterioridad a 1997, una gran mortandad de liebres
que tuvo lugar en 1994, en la misma zona geografica, se debié también a
un brote de tularemia. Como ya se apunt6 antes, Fernandez de Luco et al.,
consiguieron en 1998 (con ocasién de la descripcion del brote) el aislamiento
de F. tularensis a partir de visceras de liebres procedentes de las provincias de
Burgos, Valladolid y Zamora recogidas entre 1994 y 1995, que habian sido
conservadas en congelacion. El brote de tularemia de Castilla y Ledn fue se-
guido de otras alarmas en Castilla-La Mancha (positividades por PCR a partir
de muestras de agua de rio y material de varios pacientes humanos) (310).

Séanos permitido sefialar para finalizar, que la Consejeria de Agriculturay
Ganaderia de la Junta de Castillay Ledn publicé en 2000 (311), una excelente
puesta al dia de la enfermedad y su situaciéon epidemioldgica en Castilla y
Ledn, concluyendo sobre la presencia Unica del tipo B de F. tularensis y des-
tacando el papel de la liebre en base a los resultados bacterioldgicos obteni-
dos, sin despreciar el papel posible de las garrapatas (se cita la recogida de 2
aislados a partir de este tipo de invertebrados obtenidos de 2 liebres que tam-
bién resultaron positivas) con mencién escasa al papel de los topillos. En el
trabajo se sefiala la deteccion de F. tularensis en 8 de las 9 provincias de Cas-
tilla y Ledn (todas, excepto Salamanca) aunque en todas se detectaron anti-
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cuerpos en el ganado ovino, siendo las comarcas centrales (particularmente
Tierra de Campos), las mas afectadas. Se hace mencién expresa, también al
papel representado por las abundantes lluvias de 1997, que favorecieron la
presencia de alimento para estos animales, facilitando el incremento de la
densidad de las poblaciones de liebres de forma particular. Se destaco igual-
mente el papel central de este lagomorfo, no solo como fuente de infeccién
para otras especies, sino también para el hombre, infectdndose ella a partir
de garrapatas o por consumo de cadaveres de otras liebres o roedores infec-
tados. Se acepta, finalmente, que no puede demostrarse el posible papel de
los roedores y la relacion de las altas densidades de sus poblaciones descritas
en algunas zonas, en relacién con los casos de tularemia humanos, ni tam-
poco el modo de infecciéon de los ovinos, apuntandose a la posibilidad de
que las garrapatas sean los vectores responsables.

1.2.2 El brote de 2007 y los afos sucesivos, hasta 2015

Desde que se cerr¢ el brote de 1997-98, se mantuvieron abiertas y de
forma permanente, tareas de vigilancia pasiva sobre animales encontrados
muertos, en especial sobre lagomorfos y roedores, que fueron completados
ocasionalmente con capturas mediante trampeo y otros procedimientos.

A finales de 2006 y en los primeros meses de 2007, se registrd una minima
alerta sanitaria al encontrarse cadaveres de liebres en el campo, coincidiendo
con salidas de cazadores. Como consecuencia de ello, el Servicio de Sanidad
Animal de la Junta de Castilla y Ledn (Consejeria de Agricultura y Ganaderia.
Direccion General de Produccion Agropecuaria) activo el Plan de Vigilancia
de la Tularemia en la Fauna Silvestre abierto, como se ha dicho, en 1999
y a lo largo de enero y febrero establecié un programa de recogida sistematica
de cadaveres de estas especies que, en los dos meses alcanzo la cifra de 23
liebres, 30 conejos y 13 topillos. Aungue no se encontraron ni conejos ni to-
pillos positivos en el cultivo, aislamiento e identificacion de F. tularensis, no
ocurrié lo mismo en el caso de las liebres en las que se obtuvieron 9 animales
positivos con aislamiento e identificacion de F. tularensis holarctica (tipo B).

Estos primeros resultados permitieron definir una zona de riesgo'® sobre
la que se adoptaron una serie de medidas adicionales a las que hasta enton-
ces se venian aplicando, incluyendo tanto actividades de vigilancia pasiva
(toma de muestras de cadaveres de liebres y topillos) como activa, reco-
giendo animales vivos mediante trampeos organizados, extendiendo ademas
la investigacion a otras especies con posible relacion epidemiolégica, inclu-
yendo ganado ovino, perros de aptitud de riesgo (perros de pastor y de ca-
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zadores), cangrejos de rio, garrapatas y muestras ambientales (agua, funda-
mentalmente).

Todas estas medidas quedan recogidas en el ‘Procedimiento integral de
investigacion epidemiolégica de tularemia y otras zoonosis asociadas
a roedores silvestres y lagomorfos”de la Direccion General de la Produc-
cion Agropecuaria, consensuado con la Direccion General de Salud Publica e
Investigacion, Desarrollo e Innovacion y la Agencia de la Proteccion de la Salud
y Seguridad Alimentaria (ambas de la Consejeria de Sanidad), la Direccion
General de Medio Natural (Consejeria de Medio Ambiente) y el Instituto Tec-
nolégico Agrario de Castilla y Ledn, que se hizo publica en marzo de 2008
y que junto a la Orden AYG/1535/2010, de 18 de octubre, por la que se
aprueba el Plan de Vigilancia Sanitaria Permanente de la Fauna Silves-
tre de Castilla y Ledn, que también recoge esta enfermedad entre las so-
metidas a vigilancia en la fauna silvestre y especies cinegéticas, establecen el
marco juridico y las actuaciones a realizar hasta la presente fecha.

En las paginas que siguen, se resume la situacion entre 2007 y 2015; en
primer lugar, referida a la presencia de la enfermedad (estudios de laboratorio,
fundamentalmente), primero en relacién con lagoformos (liebres y conejo de
monte —Oryctolagus cuniculus) y a continuacion en roedores de campo (prin-
cipalmente topillo comun, pero también, en particular en la sequnda parte
del periodo, en relacion con ratones de campo -Apodemus sylvaticus-) y otros
pequefios micromamiferos, como musarafas -Crocidura russula- y otros.

1.2.2.1 Tularemia en Lagomorfos (liebres y conejos de monte)

Los resultados de recogida de animales y aislamiento del agente de la tu-
laremia, en el caso de las liebres, durante 2007, se resumen en la Tabla 6,
siguiente.

'® Inicialmente, la lista de Unidades Veterinarias ‘de riesgo a la tularemia y otras zoonosis
asociadas a roedores’ estuvo formada por las siguientes: Aranda de Duero, Burgos, Cas-
trogeriz, Lerma y Roa, en el caso de la provincia de Burgos; Ledn, Sahagun y Valencia de Don
Juan, en el caso de la provincia de Ledn; Astudillo, Baltanas, Carrién de los Condes, Palencia,
Paredes de Nava y Saldafna, en el caso de la provincia de Palencia; Pefaranda de Bracamonte
y Salamanca, en el caso de la provincia de Salamanca; Riaza, en el caso de la provincia de
Segovia; Agreda, en el caso de la provincia de Soria; Tordesillas, Mayorga, Medina de Rioseco,
Valladolid y Villalon de Campos, en la provincia de Valladolid y, Benavente, Villalpando y Toro,
en el caso de la provincia de Zamora. La lista fue modificada periddicamente en funcion de
los resultados de las lineas de actuacion y de las indicaciones recibidas de las Consejerias im-
plicadas en el Plan de Vigilancia de la Tularemia en la Fauna Silvestre.
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Dic Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct
06 07 07 07 07 07 07 07 07 07 07

. il
LA Muestras | 0 5 0 0 0 0 0 0 0 1 1 8 2 17
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
BURGOS Nhels.tras 0 0 2 2 0 0 0 0 3 8 1 9 1 26
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 3 5 0 0 1 9
LEON MJe.s.tras 3 3 0 2 1 0 0 0 2 1 0 2 0 14
Positivos 0 2 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 3
PALENCIA Muestras | 2 5 4 20 4 0 0 0 4 0 1 3 0 43
Positivos 0 1 2 4 1 0 0 0 1 0 0 0 0 9
SALAVANCA MJe.s.tras 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 2 0 5
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 0 3
SEGOVIA Muestras | 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 0 5
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SORIA MJels‘tras 3 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 20 1 26
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
VALLADOLID Muestras | 9 8 4 5 0 1 0 0 1 3 9 10 9 59
Positivos 3 3 1 0 0 0 0 0 0 2 3 1 0 13
1 1 2
ZAMORA M.le‘s‘tras 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
o Muestras | 17 22 10 30 6 1 0 0 1 14 16 57 13 197
Positivos 3 6 3 4 1 0 0 0 4 8 4 3 1 37
18,78%
Tabla 6.

Resumen de liebres (lagomorfos) recogidas en 2007 (y diciembre de 2006)
y positivos en el analisis de laboratorio de F. tularensis

Como se ha sefalado, la recogida de cadaveres de liebres representd una
parte principal del trabajo de vigilancia pasiva de la tularemia. Los equipos
veterinarios de las Unidades calificadas “de riesgo”, con la colaboracion de
personal dependiente de la Consejeria de Medio Ambiente y Ordenacién del
Territorio y, previamente formados en protocolos de trabajo en condiciones
de seguridad bioldgica, procedieron a recoger los cadaveres de los animales
en sus demarcaciones y a su envio en condiciones adecuadas, para analisis,
al Laboratorio Regional de Sanidad Animal, en Leén, donde se procedia a su
necropsia, descripcion anatomopatoldgica de los hallazgos y lesiones obser-
vadas y toma de muestras de tejidos y érganos (y cuando era posible también
de sangre), para el diagnostico de laboratorio.

Segun puede verse, en este tiempo (diciembre de 2006 a diciembre de
2007) sobre un total de 197 liebres recogidas (generalmente cadaveres), 37
resultaron positivas, lo que supone una tasa de positividad media del 18,78%
para el conjunto de la Comunidad Auténoma. Debe hacerse constar, a este
respecto, que se recogieron muestras de todas las provincias, destacando de
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modo particular las de Valladolid, Palencia, Burgos y Soria, que superaron las
20 muestras. Los porcentajes mas altos se encontraron en Burgos (36,31%),
Valladolid (22,04%) y Palencia (20,93%). Aunque también se encontraron
animales positivos en Ledn (21,43%) o Salamanca (60%), la significacion es-
tadistica es menor, toda vez que en estas provincias el nimero de muestras
estudiadas fue relativamente bajo. Se recogieron también un total de 26 co-
nejos, aproximadamente en las mismas zonas, y todos ellos resultaron nega-
tivos, a los que hay que sumar otros 3 que por las condiciones en que llegaron
al laboratorio, no pudieron ser procesados. Una relacion breve de los muni-
cipios/localidades donde se diagnosticaron liebres positivas incluye lo si-
guiente, por provincias.

Cuadro 3.
Municipios/localidades de Castilla y Ledn donde se diagnosticaron liebres
positivas a tularemia en 2007

Provincia Municipios

Avila Nava de Arévalo

Burgos Villovela de Esgueva, Tamardn, Sasamon, Lerma, Grijalba, Tagarrosa,
Corufia del Conde, Quintanaruz, Puentedura

Ledn Valderas, Matadeon de los Oteros, Matanza de los Oteros

Palencia Villaumbrales, Meneses de Campos, Frechilla de Campos (2),
Mazariegos, Fromista (2), Abia de la Torre, Villarramiel, Carrién de los
Condes,

Salamanca Paradinas de San Juan, Nava de Sotrobal, Santiago de la Puebla,
Cantaracillo

Segovia

Soria

Valladolid Berrueces de Campos (2), Villamuriel de Campos, Ceinos de Campos (3),
Medina de Rioseco (2), Velliza, San Pablo de la Moraleja

Zamora

Se ha de sefialar ademas que, a lo largo de la campafa, algunos animales
llegaron al laboratorio en condiciones muy deficientes para el andlisis, por
descomposicion extrema, pero cuyo registro da una idea de la abundancia
de cadaveres en algunas zonas. En relacion con ello, por ejemplo, en el mes
de enero se remiti¢ al laboratorio un animal en estas condiciones inadecua-
das, procedente de Soria. De igual modo ocurrié en marzo, 3 cadaveres pro-
cedentes de Valladolid y Segovia, y en el mes de agosto uno mas, proveniente
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Arriba, muestreos de liebres en el Plan de Vigilancia de la tularemia en Castilla y
Ledn en 2007, y resultados. Abajo, municipios en los que se diagnosticaron

Resultado
Negativo
B Positivo

MUNICIPIOS POSITIVOS A TULAREMIA
TAGOMORFOS SITVESTRES - 2009

Tularemia
- Municipios Positivos

Figura 20.

liebres positivas a tularemia en 2009
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de Soria. En el mes de septiembre sucedié lo mismo con otro animal proce-
dente de Burgos y siete mas en noviembre, procedentes de Segovia y Zamora.
Finalmente, la cuenta se incrementé en diciembre con un numeroso grupo
de 22 liebres procedentes de Burgos y Salamanca. En total 35 animales que
no pudieron ser estudiados por su inadecuado estado que planted, ademas,
la necesidad de instrucciones mas precisas para los veterinarios y el resto de
personal encargado de la recogida, no solamente para proteger su salud,
dada la condiciéon de zoonosis de la tularemia, sino también para evitar con-
taminaciones ambientales indeseables, en la recogida, manipulacion y trans-
porte de los cadaveres. En la Figura 20 se representan los puntos principales
de recogida de liebres (lagomorfos) en 2007, segun el Servicio de Sanidad
Animal, de la Consejeria de Agricultura y Ganaderia (Junta de Castillay Ledn).

Ano 2008

A partir de 2008, |a tabla de resultados ya presenta testimonio del primer
conejo de monte positivo. En la Tablas 7 y 8 se recogen los datos correspon-
dientes a los analisis efectuados en este afio (2008) en el Laboratorio Regional
de Sanidad Animal de Ledn (del Servicio de Sanidad Animal de la Junta de
Castilla y Ledn-Consejeria de Agricultura y Ganaderia-), distribuidos por
meses, respectivamente en las poblaciones de liebres y conejos.

Figura 21.
Conejo de monte (Oryctolagus cuniculus) (Foto F. Ciudad, ITACyL)
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Segun puede verse (Tabla 7), la positividad de tularemia (diagnéstico
por aislamiento del agente, detecciéon o serologia) en liebres durante
2008 alcanzé la cifra del 28,19%, a partir de un total de 149 muestras

estudiadas.
Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic Total
08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08
VLA Muestras 5 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 9
Positivos 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 3
BURGOS Nhe.sltras 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 4 0 6
Positivos 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 4 0 5
LEON Muestras 1 0 1 2 1 1 0 0 1 0 1 0 8
Positivos 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 3
PALENCIA Muestras 1 2 3 2 1 2 0 0 0 0 2 0 13
Positivos 0 0 2 2 1 0 0 0 0 0 0 0 5
SALAMANCA Mmﬁtras 6 2 0 3 3 0 0 0 0 0 0 0 14
Positivos 0 0 0 2 2 0 0 0 0 0 0 0 4
SEGOVIA hmeﬁtras 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2
Positivos 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
SORIA MJe.S.traS 48 0 0 0 1 0 0 0 0 1 3 3 56
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1
VALLADOLID MJe.S.traS 9 2 2 7 3 0 0 0 0 0 3 2 28
Positivos 0 0 1 5 2 0 0 0 0 0 0 1 9
1 7 1 1 1
ZAVORA MJe.s‘tras 0 3 0 0 0 0 0 0 3
Positivos 0 0 3 7 0 0 0 0 0 1 0 0 11
oL Muestras | 72 9 10 22 12 3 0 0 1 2 13 5 149
Positivos 2 0 6 18 8 1 0 0 0 2 4 1 42
28,19%
Tabla 7.

Resultados del plan de muestreo y estudio de laboratorio en la vigilancia
de poblaciones de liebre para 2008

Debe anotarse también que en el mes de febrero de 2008 se remitieron
al Laboratorio de Ledn 2 cadaveres de liebres (uno procedente de Segovia y
otro de Soria) que no pudieron ser analizados debido a su situacion, igual
que ocurrié en el mes de mayo con otros 2 cadaveres procedentes de Sala-
manca y otro mas de Ledn. En el mes de noviembre fueron 6 los cadaveres
remitidos en mal estado (de Burgos, Ledn, Soria y Salamanca) y finalmente,
3 mas, en el mes de diciembre (procedentes de Soria). En conjunto, un total
de 16 animales fueron remitidos al Laboratorio en condiciones defectuosas y
no pudieron ser analizados en lo que, como ya se ha sefalado en 2007, fue-
ron de aplicaciéon las mismas consideraciones.
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La lista de municipios donde se detectaron liebres positivas en 2008, se
muestra en el Cuadro 4.

Cuadro 4.
Municipios/localidades de Castilla y Ledn donde se diagnosticaron liebres
positivas a tularemia en 2008

Provincia Municipios

Avila Montejo de Arévalo, Palacios Rubios, Rivilla de Barajas, Aldeaseca

Burgos Rabanera del Pilar, Quintanilla del Agua, Santa Inés, Quintamapalla,
Oquillas

Ledn Villaornate y Castro, Chozas de Abajo,

Palencia Tamara de Campos, Grijota, Tabanera de Cerrato, Antigliedad, Palencia

Salamanca Ragama (2), Tarazona de la Guarefia, Matilla de los Cafios,
Cantalapiedra

Segovia

Soria San Esteban de Gormaz

Valladolid Alcazaren, San Cebrian de Mazote, Fuensaldafia, Urones de

Castroponce, Fresno el Viejo, Morales de Campos, Mayorga de Campos,
Villanueva de San Mancio, Villabafiez

Zamora Villarin de Campos, Villardiga, Manganeses de la Lampreana, Gallegos
del Pan, Valdescorriel, Villafafila (2), Pinilla de Toro, Belver de los
Montes, Bermillo de Sayago,

Un analisis de los resultados mostrados en la Tabla evidencia la importancia
relativa de la liebre en su calidad de vector-reservorio y fuente de infeccion
de F. tularensis que, sobre un numero de animales préximo al estudiado en
2007, aumenta su tasa de positividad practicamente en 10 puntos (9,41 pun-
tos exactamente), un hecho que debe ser considerado en todo su valor. Por
otra parte, puede verse con facilidad, que ni uno solo de los positivos, repite
ubicacion precisa por municipio, respecto de lo sucedido en 2007, aunque si
se repiten zonas, lo que puede ser entendido como la capacidad de expansion
del agente, que se difunde entre estos lagomorfos cuando tienen lugar los
contactos, principalmente en las estaciones de celo y reproduccion.

Por otra parte, es de destacar que, pese a disponer de un numero de
muestras relativamente bajo, las cuatro provincias sefialadas en 2007, no solo
mantienen su nivel, sino que todas lo incrementan y en algunos casos, como
sucede con Valladolid o Burgos, lo hacen de forma importante. Ademas,
irrumpe en esta escala de destacados las provincias de Salamanca y Zamora,
con un numero de muestras similar (14 y 13 muestras), pero niveles de posi-

1. Tularemia en Castilla y Ledn 165



tividad elevados (28,57 y 84,61%, respectivamente). En conjunto, el porcen-
taje de positividad fue del 28,19%, como se sefiala.

Otro hecho de interés en relacién con las liebres, aplicado en el caso de
2008, es la presencia de garrapatas en los animales positivos, pese a que
como se vera después, los datos disponibles respecto de los analisis de ga-
rrapatas, no fueron concluyentes. En 2008, del total de 42 animales que se
detectaron positivos, 15 (35,7 %) estaban masivamente infectados de garra-
patas, principalmente en el pabellén auricular de ambas orejas y en otros lu-
gares de menor pilosidad de la anatomia de los animales.

Al lado de las liebres, en 2008 ya se discrimind, como hemos sefalado, el
grupo de conejos de monte respecto de las liebres, dentro de los lagomorfos.
Los resultados de este grupo se recogen en la Tabla 8.

Abr  May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic Total

08 08 08 08 08 08 08 08

ALA Muestras 2 6 4 9 0 0 0 0 0 0 0 0 21
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

BURGOS Muestras 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LEON Muestras 2 2 4 0 2 0 0 0 0 0 0 0 10
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

PALENCIA Muestras 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

SALAMANCA Muestras 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

SEGOVIA Muestras 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1
Positivos 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1

SORIA Mue.s.tras 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 0 5
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

VALLADOLID Muestras 0 1 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4
Positivos 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

ZAMORA Mue.s.tras 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 2
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
o Muestras 5 9 1 9 4 0 0 0 0 0 5 0 43
Positivos 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 2

4.65%
Tabla 8.

Resultados del plan de muestreo y estudio de laboratorio en la vigilancia del
conejo de monte para 2008

Como puede observarse, la positividad en conejo de monte para el conjunto
de la Comunidad Auténoma, queda muy lejos de la reflejada en el caso de las
liebres, con tan solo un 4,65%. En cualquier caso, debe hacerse constar también
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el diferente tamafio de la muestra (tan solo 43 animales) que representa el
28,86% de la muestra de liebres estudiadas en el mismo periodo, ademas de
gue solo se obtuvieron animales en alguna importancia, en las provincias de
Avila, Ledn y Valladolid, de las que solamente ésta Ultima, proporcioné un po-
sitivo; el otro fue el Unico animal estudiado procedente de Segovia.

Finalmente, toda vez que en 2008 se introdujo como método de diagnos-
tico la reaccion en cadena de la polimerasa, en paralelo con el cultivo, puede
comprobarse la mayor sensibilidad de ésta Ultima, aunque la prueba de refe-
rencia, como se ha dicho, sigue siendo el cultivo y aislamiento del agente,
por otra parte, necesario para llevar a cabo estudios de epidemiologia mole-
cular y otros. Del total de positivos obtenidos desde la introduccion de la PCR,
por una o ambas determinaciones, la PCR produjo positivos en todos los casos
(existen dos casos, cuya motivacion desconocemos en que siendo positivos
al cultivo, no figura dato correspondiente a la prueba de diagnostico mole-
cular), mientras que el cultivo dio negativo en un total de 8 casos, lo que su-
pone una sensibilidad del 76,47% comparado con la primera. De los dos
conejos positivos, el segundo solo lo fue por PCR.

También se puede ofrecer esta informacion considerando conjuntamente
el grupo de lagomorfos, esto es, liebres y conejos agrupados. En tal situacion,
los resultados se ofrecen en la Tabla 9.

Como puede comprobarse el resultado final, considerando los lagomorfos
en su conjunto supone una tasa de positividad de F. tularensis del 22,92 %,
por debajo del nivel obtenido en el caso de las liebres, como resultado de la
menor repercusion de la enfermedad en conejos de monte, pero siempre
como se veé, claramente superior al 20%. Si el analisis se lleva a cabo por
meses, los de valores mas elevados, siempre superando la media, van desde
marzo a octubre, particularmente el mes de abril (58,07 %), seguido de mayo
(56,25%) y marzo (33,34%) haciendo reaferencia solo a aquellos que pre-
sentan un numero significativo de muestras.

Hecho esto, el andlisis se completaria identificando el brote 2007-08 en
las dos anualidades, referidas al vector-reservorio principal, las liebres, como
se recoge en la Tabla 10.

Se observa que, durante el brote, la positividad de las liebres alcanzé un
valor conjunto del 22,83%, una cifra que se situa entre los valores obtenidos
de forma independiente para las dos anualidades (18,78 y 28,19% que hacen
una media aritmética del 23,49%).

A nivel provincial, los valores medios conjuntos mas elevados, se obtuvie-
ron en Zamora (73,33%), Burgos (43,75%), Salamanca (36,84 %), Valladolid
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Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic Total
AVILA Ivhe‘sltras 7 7 5 10 1 0 0 0 0 0 0 0 30
Positivos 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 3
Muestras 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 4 0 6
BUR
URGOS Positivos 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 4 0 5
LEON NIJe‘sltras 3 2 5 2 3 1 0 0 1 0 1 0 18
Positivos 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 3
PALENCIA Muestras 1 2 3 2 1 2 0 0 0 0 2 0 13
Positivos 0 0 2 2 1 0 0 0 0 0 0 0 5
SALAMANCA NIJe.s.tras 6 2 0 3 3 0 0 0 0 0 0 0 14
Positivos 0 0 0 2 2 0 0 0 0 0 0 0 4
SEGOVIA Muestras 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 3
Positivos 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 2
SORIA Muestras | 48 0 0 0 1 0 0 0 0 1 8 3 61
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1
VALLADOLID Muestras 9 3 5 7 3 0 0 0 0 0 3 2 32
Positivos 0 0 2 5 2 0 0 0 0 0 0 1 10
Muestras 2 0 3 7 2 0 0 0 0 1 0 0 15
ZAMORA -
Positivos 0 0 3 7 0 0 0 0 0 1 0 0 11
oL Muestras | 77 18 21 3 16 3 0 0 1 2 18 5 192
Positivos 2 0 7 18 9 1 0 0 0 2 4 1 44
22,92%
Tabla 9.

Muestreos en poblaciones de lagomorfos (liebre y conejo de monte en conjunto)
y positividades en 2008

2007 2008 TOTALES
PROVINCIA N N N %
MUEsTRAs  POSITNOS o oS POSTNOS  \ccrras  POSTIVOS o cvidad
Avila 17 0 9 3 26 3 11,54%
Burgos 26 9 6 5 32 14 43,75%
Ledn 14 3 8 3 22 6 27.27%
Palencia 43 9 13 5 56 14 25,00%
Salamanca 5 3 14 4 19 7 36,84%
Segovia 5 0 2 1 7 1 14,29%
Soria 26 0 56 1 82 1 1,22%
Valladolid 59 13 28 9 87 22 25,29%
Zamora 2 0 13 11 15 11 73,33%
CyL 197 37 149 42 346 79 22.83%
% 18,78% | 2819% | 22,83%
Tabla 10.

Estudio de liebres durante el brote 2007 y 2008, por afios y provincias
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(25,29%), Palencia (25%) y Ledn (27,27 %), todos por encima del 20%,
mientras que en Soria y Segovia solo se diagnosticé un caso en cada provincia
y en Avila solo 3, porcentajes poco significativos. Centraron la atencion las
provincias de Palencia (56 muestras y 14 positivos, el 25%) y Valladolid (87
muestras y 22 positivos, el 25,29%). La Tabla 11 refiere el estudio por meses,
siendo los de marzo a octubre los mas activos.

Ene  Fb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic Tofal Positvo %

AVILA 0 1ttt o o8| 2] % | 3 |15
BURGOS | 0 2o oo | 38 | 1|13 1| % s
LEON 7 0 33t t o2l 2703026 |70
PALENCIA | 8 6| 2B 6 [ 1| 20 40 1| 5| 0|56 |14 |s50%
SALAVNCA | 6 200 3 3o oo 2 20|19 T [
SEGOVA | 2 TP oo fo oo oot |3 0] 71 [1
SORIA sl ot oo oo 1|3 48|t [t
VALADOLD | 26 [ 6 [ T T 4o o[t 39| 13 M| T | 2 |5
ZMMORA | 1 Ol 37t oot o] 2] 0| 01511 |13
Cylmuestras | 111 | 19 | 40 | 28 [ 13 | 3 | 0 | M [ 15 [ 18 | 70 | 18 [ 346 | 79 [2263%
Cypositvas | 11 [ 3 [ 10 [ 19| & [ 1 [0 4| 8|67 ]2

% 991% [15,79% | 25,00% | 67,86% | 61,54% | 3333% | 0,00% | 36,36% | 53,33% | 33,33% | 10,00% | 11,1% | 22.83%

Importancia relativa del factor mes en el brote
2007-08. Liebres
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%
0,00%

Tabla 11y Figura 22.
Situacién por meses y provincias, del estudio de liebres durante el brote de 2007-
08 y porcentajes de positivos. Abajo, representacion gréfica de los porcentajes de
liebres positivas sobre el total de liebres o cadaveres recogidos en el el mes corres-

1. Tularemia en Castilla y Ledn m



Completa esta serie de tablas la que corresponde a la integracion de liebres
y conejos (lagomorfos totales) en el periodo del brote (2007 y 2008) en el
que segun puede verse en la Tabla 12, se mantiene el porcentaje de positivi-
dad global en torno al 20% y destacan los provinciales de Zamora, Burgos,
Salamanca, Palencia y Valladolid, por encima de éste, siendo los meses de
mayor casuistica, igual que ha venido sucediendo en otros analisis, entre
marzo y octubre. La secuencia mensual demuestra la concentracion de casos
positivos claramente en los meses de invierno (sobre todo enero) y comienzos
de primavera (marzo y abril, y también en mayo).

Provincia Ene Feb Mar Abr May Jun  Jul Ado Sep Oct Nov Dic Total %
AVLA Muestras | 14 7 5 15 1 0 0 0 1 1 8 2 54
Positivos 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 3 |556%
BURGOS Nueﬁtras 0 5 2 0 1 0 0 3 8 1 14 1 35
Positivos 0 0 0 0 1 0 0 3 5 0 4 1 14 [40,00%
LEON Muestras | 13 4 8 3 5 1 0 2 2 0 3 0 4
Positivos 2 0 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 6 |14,63%
PALENCIA Mue.s.tras 8 6 23 6 1 2 0 4 0 1 5 0 56
Positivos 1 2 6 3 1 0 0 1 0 0 0 0 14 (25,00%
SAL cA Mue.s.tras 6 2 0 3 3 0 0 0 1 2 2 0 19
Positivos 0 0 0 2 2 0 0 0 0 1 2 0 7 136,84%
SEGOVIA Mue.s.tras 2 1 0 0 1 0 0 0 0 1 3 1 9
Positivos 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 2 (22,22%
SORIA Mue.s.tras 51 0 1 1 1 0 0 0 0 1 23 9 87
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 |1,15%
VALLADOLID Mue‘sltras 26 7 11 8 4 0 1 1 4 9 13 1" 95
Positivos 6 1 2 5 2 0 0 0 2 3 1 1 23 (24,21%,
Muestras 2 0 3 7 2 0 0 1 0 4 0 0 19
ZAMORA -
Positivos 0 0 3 7 0 0 0 0 0 1 0 0 11 [57,89%
oL Muestras | 122 32 53 43 19 3 1 11 16 20 7 24 415
Positivos | 11 3 11 19 9 1 0 4 8 6 7 2 81 19,52%]
Tabla 12.

Liebres y conejos (lagomorfos totales) durante el brote 2007 y 2008,
por provincias y meses

En la Tabla 13 se presentan los datos globales (lagomorfos totales) distri-
buidos por afos y provincias en los que se puede observar que pese al efecto
de dilucién derivado de la incorporacion de conejos de monte a las muestras
de liebres, el porcentaje de positivos aumenté en 2008 respecto de 2007 en
casi 6,5 puntos, que debe entenderse en favor de las liebres y de su posible
condicion de mantenedoras de la infeccion.
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Ano 2009

2007 2008 TOTALES
PROVINCIA o Ne Ne %
TS POSITVOS | - croas POSITIVOS MUESTRAS  POSITIVOS Positividad
Avila 24 0 30 3 54 3 5,56%
Burgos 29 9 6 5 35 14 40,00%
Ledn 23 3 18 3 41 6 14,63%
Palencia 43 9 13 5 56 14 25,00%
Salamanca 5 3 14 4 19 7 36,84%
Segovia 6 0 3 2 9 2 22,22%
Soria 26 0 61 1 87 1 1,15%
Valladolid 63 13 32 10 95 23 24.21%
Zamora 4 0 15 " 19 11 57,89%
CyL 223 37 192 44 415 81 19,52%
% 16,59% 22,92% 19,52%
Tabla 13.

Brote de tularemia en 2007-08. Distribucion de casos en lagomorfos totales
(libres y conejos) por anualidades y provincias

La situacion en 2009 ofrecié ya un claro retroceso de la epidemia de tula-
remia en lagomorfos en los que practicamente se redujeron los casos a la
mitad aunque todavia las cifras de positivos en liebres se mantuvieron en ni-
veles elevados. Dentro del Plan de Vigilancia, los resultados del muestreo de
conejos y liebres se recogen en las tablas que siguen, con los correspondientes
resultados, como en el aflo anterior, primero para las poblaciones de liebre y
después para las de conejo de monte.

En la Tabla 14, se muestran los resultados de los muestreos y de los analisis
sobre las poblaciones de liebres en 2009. Como puede observarse, solo dos
de las cinco provincias que fueron muestreadas, proporcionaron animales po-
sitivos; el caso de Valladolid y sobre todo de Zamora, especialmente ésta ul-
tima, que sobre 7 animales proporcion6 5 positivos, lo que supone una
positividad relativa del 71,43%. En Valladolid, la positividad fue del 40%,
aunque en ambos casos la significacion sea menor dado el escaso numero
de muestras procesadas
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Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic Total
PROVINCIAS 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 2009
. Muestras| 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4
AVILA Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Muestras| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

BURGOS Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
LEON Muelsltras 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Muestras| 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2

PALENCIA Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Muestras| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

SAL CA Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Muestras| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

SEGOVIA Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Muestras| 3 0 0 0 1 0 1 1 0 0 2 4 12

SORIA Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Muestras| 0 0 0 2 1 2 0 0 0 0 0 0 5
VALLADOLID Positivos | 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 2
Muestras| 0 0 0 1 4 0 0 0 0 0 1 1 7

ZAMORA Positivos | 0 0 0 1 4 0 0 0 0 0 0 0 5
c Muestras| 7 2 0 3 6 2 1 1 0 0 3 5 30

st Positivos 0 0 0 1 5 1 0 0 0 0 0 0 7

23,33%
Tabla 14.

Resultados del plan de muestreo y estudio de laboratorio en la vigilancia

de la liebre para 2009

Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic Total
PROVINCIAS 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 2009
AVILA Mue's'tras 0 1 1 6 0 2 0 0 0 0 2 0 12
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Muest:
BURGOS ueﬁ ras| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
. M
LEON ueﬁtras 0 1 0 4 0 0 0 0 0 0 1 0 6
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PALENGIA Mue-s-tras 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SAL CcA Mue-s-tras 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SEGOVIA Muestras| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SORIA Mue's'tras 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Muest:
VALLADOLID ue-s- ras| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
M
ZAMORA ueﬁtras 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
c Muestras| 0 2 1 10 0 2 0 0 0 0 3 0 18
w Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,00%
Tabla 15.

Resultados del plan de muestreo y estudio de laboratorio en la vigilancia

en conejo para 2009
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Para las poblaciones de conejo de monte, los resultados (Tabla 15) no ofrecieron
ningun animal positivo de los 18 estudiados, procedentes de Avila y Ledn.

El analisis conjunto de lagomorfos en 2009 (Tabla 16) muestra que, aun-
gue no hubo conejos positivos, si hubo 7 liebres positivas (el 23,33%, que
baja al 14,58% cuando se consideran los lagomorfos totales). Su significado,
no obstante, esta condicionado por el bajo numero de muestras y porque el
muestreo no alcanzd a Burgos, Salamanca y Segovia, y en el caso de Valla-
dolid y Palencia, solo se procesaron 5y 2 muestras respectivamente.

PROVINCIAS
AVILA Mue'svtras 2 3 1 6 0 2 0 0 0 0 2 0 16
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
BURGOS Mue.sltras 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
LEON Muestras| 0 1 0 4 0 0 0 0 0 0 1 0 6
Positivos [ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
PALENCIA Mue'sltras 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
SALAVIANCA MueﬁtraS 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
SEGOVIA Mue'svtras 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
SORIA Mue-sltras 3 0 0 0 1 0 1 1 0 0 2 4 12
Positivos [ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
VALLADOLID Mue's'tras 0 0 0 2 1 2 0 0 0 0 0 0 5
Positivos [ 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 2 40,00%
Muestras| 0 0 0 1 4 0 0 0 0 0 1 1 7
ZAVORA Positivos | 0 0 0 1 4 0 0 0 0 0 0 0 5 71,43%
o Muestras| 7 4 1 13 6 4 1 1 0 0 6 5 48
Positivos | 0 0 0 1 5 1 0 0 0 0 0 0 7 14,58%
Tabla 16.

Resultados del plan de muestreo y estudio de laboratorio en la vigilancia
de lagomorfos (liebre y conejo) para 2009

Ano 2010

Para 2010, la tendencia se mantuvo suavizandose alin més. Se tomd una
muestra de conejo de monte en Ledn (en enero), 6 en la provincia de Avila
(4 en febrero 'y 2 en marzo) y 3 en la de Zamora (2 en abril y 1 en agosto)
todas las cuales resultaron negativas. En el caso de las liebres, sobre un total
de 17 animales (1 en Avila en febrero; 1 en Burgos en diciembre, 1 en Sala-
manca en noviembre; 1 en febrero, 6 en noviembre y 4 en diciembre en Soria;
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2 en Valladolid en mayo y agosto y 1 en Zamora en agosto), Unicamente fue-
ron positivas la liebre estudiada en mayo procedente de Valladolid y la estu-
diada en agosto en Zamora (Tabla 17). Ello supone una positividad para ese
ano, en el caso de las liebres del 11,76%, que si se refiere al conjunto de la-
gomorfos, el valor desciende al 7,41%.

Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic Total %

PROVINCIAS 0 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 2010 °

AVILA Muels.tras 0 5 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7

Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
Muestras | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1

BURGOS Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
LEON Muestras | 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
Muestras | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

PALENCIA Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
Muestras | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1

SALAMIANCA Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
Muestras | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

SECOVA Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
Muestras | 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 6 4 1

SORIA Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
Muestras | 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 2

VALLADOLD Positivos | 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 50,00%
Muestras | 0 0 0 2 0 0 0 2 0 0 0 0 4

ZAMORA Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 25,00%
ol Muestras | 1 6 2 2 1 0 0 3 0 0 7 5 27

y Positivos | 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 2 74%

Tabla 17.

Resultados del plan de muestreo y estudio de laboratorio en la vigilancia
de lagomorfos (liebre y conejo) para 2010

Anos 2011, 2012 y 2013

Por su parte, durante 2011, todos los resultados fueron negativos en la-
gomorfos, igual que durante 2012 y 2013. El nimero de animales estudiados
en los tres afos por el grupo de poblaciones de conejos, ascendié respecti-
vamente a 187, 73y 55, mientras que en caso de las liebres se estudiaron 35
animales en 2011, 11 en 2012 y 60 en 2013. En el trienio, en consecuencia,
donde no se encontraron animales positivos, se estudié en conjunto un total
de 421 lagomorfos (106 liebres y 315 conejos), dentro del Plan de Vigilancia
Permanente de la Fauna Silvestre de la Consejeria de Agricultura y Ganaderia,
gue ordena (entre otras) la vigilancia de esta enfermedad (AYG 1535/2010,
de Castilla 'y Ledn) (Tablas 18, 19y 20).
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Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic Total %
o

PROVINCIAS 1 1 1 1 11 1 1 11 1 11 1 1 2011
AVILA Muestras| 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 15 21
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
Muestras| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 34 0 34
BURGOS Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
LEON Muestras| 6 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 8
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
Muestras| 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 4
PALENCIA Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
Muestras| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
SAL CA Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
Muestras| 0 1 18 0 0 0 0 0 0 1 1 2 23
SEGOVIA Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
Muestras| 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2 6
SORIA Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
Muestras| 9 0 0 0 0 0 0 0 0 1 6 1 17
VALLADOLID Positivos [ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
Muestras| 12 82 9 0 1 0 1 0 0 0 3 0 108
ZAVORA Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
¢ Muestras [ 32 85 27 0 1 0 1 0 0 3 51 22 222
i Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
Tabla 18.

Resultados del plan de muestreo y estudio de laboratorio en la vigilancia
de lagomorfos (liebre y conejo) para 2011

Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic Total 9
(]

PROVINCIAS 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 2012
AVILA Mue.s.tras 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 2
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
Muestras| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 17 37
BURGOS Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
LEON Muestras| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
Muestras| 2 0 0 0 0 0 0 0 2 1 0 0 5
PALENCIA Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
AVIA Muestras | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SAL CA Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
Muestras | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 0 6
SEGOVIA Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
Muestras| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 2
SORIA Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
Muestras| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 2
VALLADOLID Positivos [ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
Muestras| 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 26 3 30
ZAMORA Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
c Muestras | 2 0 0 2 1 0 0 0 2 2 55 20 84
w Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%

Tabla 19.
Resultados del plan de muestreo y estudio de laboratorio en la vigilancia
de lagomorfos (liebre y conejo) para 2012
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Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic Total %
(]

PROVINCIAS 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 2013
AVILA MJe_s.tras 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 2
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
BURGOS MJe_s.tras 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 5
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
LEON Muestras| 0 0 0 0 0 0 0 0 1 9 9 7 26
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
PALENCIA MJgsltraS 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 3
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
SALAVANCA MJeAs.traS 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 22 7 29
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
SEGOVIA MJe_s.tras 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 2
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
SORIA MJe_s.tras 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 8 5 18
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
VALLADOLID Mje'svtras 0 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
Muestras| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 14 7 24
ZAVORA Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
o Muestras| 4 6 0 0 0 0 0 0 1 17 58 29 115
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
Tabla 20.

Resultados del plan de muestreo y estudio de laboratorio en la vigilancia
de lagomorfos (liebre y conejo) para 2013

La localizaciéon de los muestreos y positivos a lo largo del periodo entre
2010y 2014, se recoge en las Figuras 23 a 28.

LAGOMORFOS - MUESTREOS TULAREMIA 2010

] Municipio muestreado
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Resultado de los muestreos de tularemia en lagomorfos.
Afio 2014

Resultado muestreo
[ Negativo

- Pasitive

Figuras 23-28.
Muestreos y positivos en lagomorfos entre 2010y 2014

Ano 2014

En 2014, la situacion cambid sustancialmente. Segun puede verse en las ta-
blas que siguen, correspondientes a liebres y conejos, después de tres afios vol-
vieron a detectarse animales positivos, pudiendo concluirse su papel relevante
pues practicamente desde el inicio del brote en 2007 y con las excepciones de
los ultimos 3 afios (2011-2013), en todos los de la serie han mantenido positi-
vos en mayor o menor medida, por lo general por encima del 20%.

Como se ha comentado, en este afo se vuelven a recuperar valores de
positividad superiores al 20%, en este caso del 23,17%, cuando se considera
en conjunto la Comunidad Auténoma y referidos a las liebres (Tabla 21). En
el caso de algunas provincias, como sucede con la de Valladolid, se alcanzaron
niveles mas altos, del 32,43% y en el de Zamora del 30%, como mas nota-
bles, sequidos de Ledn, con 15,38%. No se detectaron positivos en Avila,
Burgos, Salamanca y Segovia.

En el caso de los conejos de monte (Tabla 22) puede verse que, sobre 44 ani-
males obtenidos de las provincias de Ledn, Soria, Valladolid y Salamanca, se re-
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Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic Total

PROVINCIA 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 2014
: Muestras| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AVILA
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Muestras| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
BURGOS
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
LEON Mue‘sltras 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 6 13
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2
Muestras[ 0 0 0 0 0 0 0 1 3 0 1 0 5
PALENCIA
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
Muestras [ 1 0 3 5 1 1 0 0 0 0 0 2 13
SALAMANCA
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Muestras| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SEGOVIA
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Muestras | 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 3
RIA
SO Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
Muestras| 0 18 0 0 0 0 1 2 5 5 6 0 37
VALLADOLID
o Positivos | 0 3 0 0 0 0 0 1 1 2 5 0 12
Muestras| 5 1 0 0 0 0 0 2 2 0 0 0 10
ZAMIORA Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 1 2 0 0 0 3
c Muestras | 14 19 3 5 1 1 1 5 10 5 9 9 82
it Positivos | 0 3 0 0 0 0 0 2 3 2 7 2 19
23,17%
Tabla 21.

Resultados del plan de muestreo y estudio de laboratorio en la vigilancia
de las poblaciones de liebre para 2014.

gistraron 4 positivos en noviembre y diciembre en las provincias de Leén y Sala-
manca. Los resultados en términos de tasa de positividad, suponen el 9,09 %.
La provincia con un porcentaje de positividad mas alto fue Salamanca, con un
42,86%, si bien es cierto que el nUmero de muestras procesadas fue pequeno
(7 muestras); los otros animales positivos se obtuvieron en Ledn, que representan
el 8,33%, aunque como se ha sefalado antes, el nUmero de muestras fue dis-
creto. No ofrecieron positivos Zamora, Valladolid y Soria, y del resto de provincias
no se remitieron animales. En cualquier caso, es el primer afio que se obtiene
este numero de conejos de monte positivos, pues desde 2008 en que se habian
registrado en Valladolid y Segovia, un conejo positivo en cada caso, en ninguno
de los afos posteriores se obtuvieron animales de esta especie positivos y destaca
sobre todo el caso de Salamanca, que sobre 7 animales remitidos al LRSA para
analisis, 3 resultaron positivos, siendo el valor correspondiente para el conjunto
de la Comunidad Auténoma del 11,36%, un valor que debe ser tomado en
consideracién en el futuro.

Finalmente, en lo que hace referencia para este afo, el valor conjunto de
positividad en lagomorfos totales (liebres y conejos de monte) se presenta en
la Tabla 23, donde se pone de manifiesto que pese el efecto de dilucion que
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Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic Total

PROVINCIA 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 2014

AVILA Muelsltras 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Positivos [ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

BURGOS Muelsltras 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Positivos [ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

LEON Mue.s.tras 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 12
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1

PALENCIA Muelsltras 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Positivos [ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

SALAMANCA Mue‘s‘tras 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 7
Positivos [ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 3

SEGOVIA Muelsltras 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Positivos [ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

SORIA Muelsltras 9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 11
Positivos [ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

VALLADOLID Mue.s.tras 0 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Muestras| 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4

ZAVORA Positivos [ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

ol Muestras| 19 1 0 0 0 0 0 0 0 0 2 12 44
Positivos [ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 4

9,09%
Tabla 22.

Resultados del plan de muestreo y estudio de laboratorio en la vigilancia
del conejo de monte para 2014.

Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic Total

0
PROVINCIA 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 2014 &

AVILA Mueftras 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
BURGOS Muelﬁtras 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
LEON Muestras| 12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 12 25
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 3 12,00%
PALENCIA Mue‘sAtras 0 0 0 0 0 0 0 1 3 0 1 0 5
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 20,00%
SAL CA Mue.s_tras 1 1 3 5 1 1 0 0 0 0 0 8 20
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 3 15,00%
SEGOVIA Mue.s_tras 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
SORIA Mue.s_tras 11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 14
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 7,14%
VALLADOLID Mue.s'tras 0 28 0 0 0 0 1 2 5 5 6 0 47
Positivos [ 0 3 0 0 0 0 0 1 1 2 5 0 12 25,53%
Muestras| 9 1 0 0 0 0 0 2 2 0 0 0 14
ZAMORA Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 1 2 0 0 0 3 21,43%
o Muestras [ 33 30 3 5 1 1 1 5 10 5 11 21 126
Positivos | 0 3 0 0 0 0 0 2 3 2 7 6 23 18,25%
Tabla 23.

Brote de tularemia en 2014. Resultado del estudio de lagomorfos
(liebre y conejo de monte)
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representan los conejos, se vuelve a situar en el entorno del 20% (18,25%),
aproximadamente en la misma linea que se venia observando en los afios del
ultimo brote (19,52%), lo que al menos desde el punto de vista de esta es-
pecie animal, justificaria la condicién de alerta o riesgo epidemioldgico.

Ano 2015

Finalmente, la situacién en 2015 ofrece los siguientes resultados en el caso
de lagomorfos (liebre y conejo de monte):

La Tabla 24 muestra los resultados obtenidos en este ano en el caso de la
recogida y analisis de muestras de liebre que, con excepcion de la provincia
de Segovia, lo fueron del resto de provincias de la Comunidad Auténoma.

Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Dic  Total

PROVINCIA 15 15 15 15 15 15 15 2015
AVILA Mue.s.h'as 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
Positivos | 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
BURGOS Mue-s-tras 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
Positivos [ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
LEON Mue.s.tras 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 4
Positivos | 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
PALENCIA Mue-s-tras 0 0 2 3 0 3 1 0 1 3 0 0 13
Positivos | 0 0 0 3 0 2 0 0 0 0 0 0 5
SALAMANCA Mue-s-tras 0 1 0 0 0 0 0 0 0 3 3 3 10
Positivos [ 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Muestras| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
EGOVIA
SEG Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SORIA Mue-s_tras 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9 5 14
Positivos [ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
VALLADOLID Mue.s.tras 2 0 0 1 1 0 0 0 1 1 2 4 12
Positivos [ 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Muestras| 3 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 5
ZAMORA Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
o Muestras| 6 2 2 4 1 4 1 0 2 7 16 15 60
Positivos | 1 1 0 4 0 3 0 0 0 0 0 0 9
15,00%
Tabla 24.

Resultados del plan de muestreo y estudio de laboratorio en la vigilancia
de las poblaciones de liebre para 2015

Como puede observarse, se recogieron un total de 60 ejemplares de liebre
entre los que destacan las provincias de Soria, Palencia, Valladolid y Sala-
manca, desde donde se remitieron 14, 13, 12 y 10 muestras, respectiva-
mente, siendo Palencia donde se obtuvieron los porcentajes mas elevados
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(38,46% de positividad), seguidos del caso de Ledn, desde donde solamente
se remitieron 4 muestras, una de las cuales resultd positiva, pero de escaso
significado por el exiguo nimero de muestras analizadas. El resto de positivos
se obtuvieron en Avila, Salamanca y Valladolid (1 positivo en las dos primeras
y 2 en Valladolid). El porcentaje de positividad global fue del 15%, siete pun-
tos menos que en el afio precedente, aunque con un numero menor de
muestras estudiadas.

La sorpresa (relativa) ha sido el resultado obtenido a partir de las muestras
recogidas de conejos de monte en 2015 (Tabla 25), cuyo conjunto sextuplico
el nimero de muestras recogidas en 2014, principalmente en las provincias
de Valladolid, Salamanca y Ledn. Destaca el porcentaje relativo de Salamanca,
donde los positivos alcanzaron el 16,12%, sequido de Ledn, con la misma
ténica que el ano anterior. El porcentaje de positividad en el conjunto de la
Comunidad Auténoma, ofrece una cifra inferior a 2014, aunque se hayan
obtenido mas casos positivos en razén el mayor nimero de muestras proce-
sadas, entre otras razones.

Jul Ago Sep

PROVINCIA

3]

15

AVILA Muelsltras 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
BURGOS Mue.sltras 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 3 6
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
LEON Muestras| 8 8 0 0 0 0 0 0 0 0 5 24 45
Positivos | 1 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3
PALENCIA Nhels,ltras 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SALAMANCA Muelsltras 19 2 0 0 0 0 0 0 0 6 3 1 31
Positivos | 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5
SEGOVIA Mue.s.tras 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SORIA Muelsltras 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7 3 10
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 )
VALLADOLID Muelsltras 0 65 56 0 0 0 0 0 0 0 6 31 158
Positivos | 0 12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 12
Muestras| 6 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 16 24
ZAMORA Positivos | 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2
oL Muestras | 33 76 57 0 0 0 0 0 0 9 21 78 274
Positivos | 8 14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 22
7,66%
Tabla 25.

Resultados del plan de muestreo y estudio de laboratorio en la vigilancia
del conejo de monte para 2015
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Por ultimo, el conjunto de lagomorfos (liebres y conejos de monte) objeto
de estudio en esta anualidad, se recoge en la Tabla 26.

Feb Mar Ago Sep

PROVINCIA

AVILA Muestras| 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
Positivos | 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 100,00%
Muestras| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 1 3 7
BURGOS
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
LEON Muestras| 9 8 0 0 0 0 0 0 0 0 6 26 49
Positivos | 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 8,16%
PALENCIA Mue.s_tras 0 0 2 3 0 3 1 0 1 3 0 0 13
Positivos | 0 0 0 3 0 2 0 0 0 0 0 0 5 38,46%
SALAMANCA Muelsttras 19 3 0 0 0 0 0 0 0 9 6 4 41
Positivos | 5 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 14,63%
SEGOVIA Mue.s'tras 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
SORIA Muelgtras 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 16 8 24
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
VALLADOLID Mue.s'tras 2 65 56 1 1 0 0 0 1 1 8 35 170
Positivos | 0 12 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 13 7,65%
Muestras| 9 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 17 29
ZAMORA Positivos | 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 6,90%
o Muestras| 39 78 59 4 1 4 1 0 2 16 37 93 334
Positivos | 9 15 0 4 0 3 0 0 0 0 0 0 31 9,28%
Tabla 26.

Resultados de lagomorfos (liebre y conejo de monte) en 2015

Segun puede verse, después de 2014, con cifras proximas al 20% en el caso
de los lagomorfos totales, y superiores a este valor en el caso de las liebres, con
maximos en Valladolid, la caida en 2015 ha sido espectacular, con valores que
solamente se mantienen en el caso de Palencia cuyo resultado se refiere en ex-
clusiva a las liebres, toda vez que no se remitieron muestras de conejos para su
analisis, produciéndose un descenso en los valores conjuntos de Valladolid y Za-
mora de 18 y 14,5 puntos respectivamente. El caso de Salamanca, que ahora
aparece relevante, lo es por la presencia de positivos tanto en liebres, como en
conejos, especialmente en estos Ultimos.

Los resultados de estos dos ultimos afios parecen indicar que sin perder la
liebre su papel relevante mantenido desde el principio, puede que el microor-
ganismo patégeno esté evolucionando adaptandose también a este otro hos-
pedador alternativo, al menos. En cualquier caso, parece claro que el pico del
brote que tuvo lugar en 2014 ha declinado en 2015 (el nimero final de positivos
conjuntos se rebajé a mas de la mitad, alrededor de diez puntos), aunque con
distinto comportamiento segun la especie, pues mientras la mayoria de los casos
en conejo se produjeron en los meses iniciales, sobre todo en enero-febrero, los
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detectados en liebres lo han sido también en los meses ultimos del ano, ofre-
ciendo picos en dientes de sierra. Las apreciaciones realizadas sobre la situacion
humana en 2015 (ver antes), coinciden exactamente con estas estimaciones.

Es interesante destacar, ademas, que los analisis incluyeron también la en-
fermedad hemorragica en el caso de los conejos y el sindrome de la liebre
parda en el caso de las liebres, ambas enfermedades producidas por Lagovirus
de la familia Caliciviridae, muy extendidas en este tipo de fauna. Todos los
conejos positivos a tularemia lo fueron también a la enfermedad hemorragica,
como si la susceptibilidad de la especie estuviera facilitada por la presencia
del virus. En el caso de las liebres, sin embargo, solo hubo coincidencia en un
Unico animal (la Unica liebre encontrada positiva en este afio en la provincia
de Valladolid), mientras que en ausencia de tularemia, hubo otros dos casos
positivos a liebre parda en la provincia de Zamora.

La situacion en 2016

Los datos recopilados del Servicio de Sanidad Animal de la Direccién
General de la Produccion Agropecuaria para este afo, solamente al-
canzan a las actuaciones realizadas en el muestreo y andlisis llevados a
cabo hasta el mes de agosto. En la Tabla 27, se recogen los datos con-

Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic Total %
{

PROVINCIA 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 2016
AVILA Mue.s.tras 1 0 1 0 1 0 1 0 4
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
BURGOS Mue.s.tras 2 0 0 0 0 1 0 0 3
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
LEON Mue.s.tras 16 2 0 0 0 0 0 0 18
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
PALENCIA Mue.s.tras 0 5 1 1 1 0 0 2 10
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
SALAMANCA Mjelsltras 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
Muestras | 1 0 0 1 1 0 0 0 3
SEGOVIA
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
SORIA Muelsltras 2 3 0 0 0 0 1 1 7
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
VALLADOLID Muelsltras 4 10 2 0 0 0 0 1 17
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
Muestras| 0 10 20 3 0 2 0 1 36
ZAMORA Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
oL Muestras | 26 30 24 5 3 3 2 5 98
Positivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
Tabla 27.

Muestreos y resultados llevados a cabo sobre lagomorfos
(liebres y conejos) en 2016
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LAGOMORFOS CONEJO LIEBRE

Muestras  Positivos (%) Muestras Positivos (%) Muestras Positivos (%)

2007 223 37 (16,59) 26 0(0,00) 197 37 (18,78)
2008 192 44 (22,92) 43 2 (4,65) 149 42 (28,19)
2009 48 7 (14,58) 18 0(0,00) 30 7(23,33)
2010 27 2(7.41) 10 0(0,00) 17 2 (11,76)
2011 222 0(0,00) 187 0(0,00) 35 0(0,00)
2012 84 0(0,00) 73 0(0,00) 11 0(0,00)
2013 115 0(0,00) 55 0(0,00) 60 0(0,00)
2014 126 23 (18,25) 44 5(11,36) 82 18 (21,95)
2015 334 31(9,28) 274 22 (8,03) 60 9 (15,00)

98 0 63 0 35 0

TOTAL 1.469 143 (9,73) 793 28 (3,53) 676 | 115 (17,01)

*: El afo 2016, solamente enero-agosto

Tabla 28.
Situacion de la tularemia en lagomorfos, por especies y afios,
en el periodo 2007-2016

juntos referidos a lagomorfos. Hasta esa fecha, no se habian obtenido
animales positivos de ninguna de las especies muestreadas (liebres y
conejos de monte), siendo el total alcanzado de 98 muestras.

Para todo el periodo de anualidades completas (2007-2016) la Tabla 28 y
la Figura 29 resumen la situacion en lagomorfos totales y por especies en lo
que se refiere tanto a muestras recogidas como a resultados positivos de cada
una incluida (liebres y conejos de monte).

La Tabla 29, por otra parte, sefiala la participacion de la liebre en el periodo
2007-16, por provincias. Se puede observar, como ya venia sucediendo desde
el principio de los brotes, que la provincia de Palencia es la que alcanza con
mucho, los valores de prevalencia mas elevados, por encima del 20%, cifra
establecida en general como referencia. Otras provincias como Valladolid y
Salamanca ofrecieron también resultados importantes, del orden del 15% de
positivos, en este caso con muestreos mas NUMerosos.

La situacién, en general, parece muy clara. En primer lugar, la importancia
gue merecen en su conjunto los lagomorfos, y desde el punto de vista rela-
tivo, el caso de la liebre, que sobre casi 700 muestras recogidas en el periodo
arroja una positividad del 18,01%, con valores extremos que llegan al
28.19% en 2008. Habria que afadir sin embargo, que no debe excluirse el
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Muestras de lagomorfos (liebre y conejo de
monte), positivos y %, entre 2007 y 2016, en las
provincias de Castillay Ledn
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Evolucién de muestreos y positivos a tularemia
de liebres y conejos 2007-16 en Castilla y Leén
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Figura 29.
Muestreos y positividades de tularemia en lagomorfos desde 2007 a 20015.
Distribucion por provincias (arriba) y por anualidades (abajo)
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papel del conejo que ha llegado a alcanzar valores del 7,66% (en 2015, sobre
274 muestras) y de hasta el 11,36 % (en 2014, sobre 44 muestras), proba-
blemente coincidiendo con su mayor abundancia en el caso de afos propicios
desde el punto de vista de su reproduccion y nutriciéon (como sucede con la
liebre), cuando se dan més casos en las liebres también se dan mas casos en
ellos. No debe descartarse, por tanto, su posible papel como un amplificador
de F. tularensis en la cadena epidemiolégica de ese patégeno.

SA(H)  SG(4)
2007 26(0) 26(9) 18(3) 43(9) 5(3) 5(0) 26(0) | 65(13) | 9(0)
2008 30(3) 6(5) 18(3) 13(5) 14(4) 3(1) 61(1) | 32(9 | 15(11)
2009 16(0) 0(0) 6(0) 20) 0(0) 0(0) 20 | 5@ | 70
2010 7(0) 1(0) 1(0) 0(0) 1(0) 0(0) 110 | 201 | 4
2011 21(0) 34(0) 8(0) 4(0) 1(0) 23(0) 6(0) | 17(0) | 108(0)
2012 2(0) 37(0) 0(0) 5(0) 0(0) 6(0) 200 | 200 | 30(0)
2013 2(0) 5(0) 26(0) 3(0) 29(0) 2(0) 18(0) | 6(6) | 24(0)
2014 0(0) 1(0) 25(3) 5(1) 20(3) 0(0) 14(1) | 46012 | 150)
2015 1(1) 7(0) 49(3) 13(5) 41(6) 0(0) 4(0) |170(13)] 29(2)
2016 4(0) 3(0) 18(0) 10(0) 0(0) 3(0) 700 | 1700 | 35(0)
TOTAL | 109(4) | 120014) | 169(12) | 98(200 | 111(16) | 42(1) | 181(2) |362(56)] 276(22)
%positivos | 3,66 11,67 71 2041 1441 238 11 | 1546 | 797

*En 2016, solamente enero-agosto; (+): animales positivos

Tabla 29.
Positivos a tularemia en lagomorfos, periodo 2007-16) y porcentaje,
respecto del total de muestras en Castilla y Ledn

1.2.2.2 Tularemia en Topillos y Otros Micromamiferos
(Ratones y Musaranas)

Se ha de sefalar, en primer lugar, que con la denominacién micromamiferos
englobamos aqui principalmente al topillo campesino (Microtus arvalis).
Como se ha indicado en otro lugar, en los Ultimos afos la cifra de recogida
de lo que aqui denominamos “otros micromamiferos” (OMM), que incluye
ratones y otros pequefios roedores de campo, y musarafas), va en aumento,
habida cuenta de la importancia relativa que parece que estan tomando tam-
bién, a semejanza de lo que sucede en el caso del conejo de monte respecto
de la liebre, ademas de que la Orden AYG 1535/2010, que establece el Plan
de Vigilancia Sanitaria de la Fauna Silvestre de Castilla y Ledn, integra también
intervenciones en roedores y otras especies.
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Figura 30.
Microtus arvalis, el topillo campesino, adultos. Area de Plagas (ITACyL)

Figura 31
Apodemus sylvaticus, una especie de roedor incluida en los denominados
“otros micromamiferos” (OMM). Area de Plagas (ITACYL)
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Los resultados obtenidos en los analisis fruto del Plan de Vigilancia de la
Tularemia en Castilla y Ledn y referidos en 2007 al topillo comun (Microtus
arvalis), se recogen en las siguientes Tablas y Figuras.

o Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic
Provincia Roedor 07 o7 07 o7 o7 07 07 o7 o7 o7 07 Total 2007

S3

Topilos vivos 0 0 0 0 0 0 24 37 0 0 0 0 61
AVILA Topillos muertos| 0 0 0 0 0 0 1 15 0 0 0 0 26
Total topillos 0 0 0 0 0 0 35 52 0 0 0 0 87
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Topillos vivos 0 0 0 0 0 0 42 0 0 0 0 0 42
Topillos muertos| 0 0 0 0 0 0 6 0 0 0 0 0 6
BURGOS Total topillos 0 0 0 0 0 0 48 0 0 0 0 0 48
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Topillos vivos 0 0 0 0 0 0 16 9 0 0 0 0 25
LEON Topillos muertos| 0 0 0 0 0 0 21 19 0 0 0 0 40
Total topillos 0 0 0 0 0 0 37 28 0 0 0 0 65
Positivos 0 0 0 0 0 0 1 2 0 0 0 0 3
Topillos vivos 0 0 0 0 0 0 32 78 0 0 0 0 10
PALENCIA Topilos muertos| 13 0 0 0 0 0 47 95 0 0 0 0 155
Total topillos 13 0 0 0 0 0 79 173 0 0 0 0 265
Positivos 0 0 0 0 0 0 2 3 0 0 0 0 5
Topillos vivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Topillos muertos| 0 0 0 0 0 0 17 0 0 0 0 0 17
SALAWANCA Total topillos 0 0 0 0 0 0 17 0 0 0 0 0 17
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Topillos vivos 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 4
SEGOVIA Topillos muertos| 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
Total topillos 0 0 0 0 0 0 5 0 0 0 0 0 5
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Topillos vivos 0 0 0 0 0 0 1" 5 0 0 0 0 16
SORIA Topillos muertos| 0 0 0 0 0 0 3 10 0 0 0 0 13
Total topillos 0 0 0 0 0 0 14 15 0 0 0 0 29
Positivos 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 2
Topillos vivos 0 0 0 0 0 0 36 12 0 0 0 0 48
Topillos muertos| 0 0 0 0 0 0 1 12 0 0 0 0 13
VALLADOLID Total topillos 0 0 0 0 0 0 37 24 0 0 0 0 61
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Topillos vivos 0 0 0 0 0 0 34 11 0 0 0 0 45
Topillos muertos| 0 0 0 0 0 0 4 20 0 0 0 0 24
ZAMORA Total topillos 0 0 0 0 0 0 38 3 0 0 0 0 69
Positivos 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 2
Topillos vivos 0 0 0 0 0 0 199 152 0 0 0 0 351
Topilos muertos| 13 0 0 0 0 0 11 171 0 0 0 0 295
O Total topillos 13 0 0 0 0 0 310 323 0 0 0 0 646
Positivos 0 0 0 0 0 0 6 6 0 0 0 0 12
1,86%

Tabla 30.
Resultados del plan de muestreo y estudio de laboratorio en la vigilancia de las
poblaciones de topillo campesino (Microtus arvalis) para 2007

Seguin puede verse, la positividad en topillo en 2007 ascendio6 al 1,86% (12
muestras positivas sobre 646) repartidas entre 351 topillos vivos (el 54,34%) y
295 cadaveres encontrados en el campo por los servicios oficiales y remitidos
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para su analisis al LRSA (el 45,67 %). Resultan significativos los valores alcanzados
en la provincia de Palencia, donde se obtuvieron 5 positivos que representan el
1,89% sobre un numero elevado de muestras, que alcanzo la cifra de 265 ani-
males repartidos, por su parte también, entre un 41,51% de topillos capturados
vivos y el resto (58,49 %) cadaveres. En otras provincias, aunque no se alcanzaron
los valores de muestreo del caso de Palencia, también se obtuvieron cifras de po-
sitividad discretas; en Leén, por ejemplo, con 3 positivos, el valor fue de 4,62 %.
En Soria, igualmente con dos positivos el valor fue de 6,90% y en Zamora, tam-
bién con 2 positivos, se alcanzé una tasa de positividad del 2,90%.

Se hace constar ademas, que 53 muestras adicionales no pudieron anali-
zarse por llegar al laboratorio en un estado de putrefaccién muy avanzado,
practicamente autolisadas, correspondientes a las provincias de Ledn (3), Bur-
gos (1), Palencia (44), Segovia (3) y Valladolid (2).

Por otra parte, en este afo, se recogieron también 360 muestras de san-
gre, procedentes de los animales capturados vivos, incluyendo las de los 7
animales que resultaron positivos mediante cultivo bacterioldgico (aislamiento
e identificacion de F. tularensis), para el estudio de anticuerpos especificos
por aglutinaciéon y microaglutinacion, todas las cuales resultaron negati-
vas, un dato que podria indicar un tipo de infeccién aguda con curso corto,
insuficiente para formar anticuerpos especificos.

RO ;.
Figura 32.
Musarafa gris (Crocidura russula). www.uv.es
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Por ultimo, no se incluyen en la relaciéon un total de 3 ratones (Apodemus
sylvaticus), 2 de ellos de la provincia de Zamora, uno de los cuales resulté po-
sitivo y el tercero de Avila, ademas de 2 musaranas (Crocidura russula) (de
Zamora y Palencia) que resultaron negativas.

La Tabla 30 informa, también, del trabajo llevado a cabo conjuntamente por
los Servicios de la Consejeria de Agricultura y Ganaderia y los de la de Medio
Ambiente y Ordenacion del Territorio, en relacion con las capturas mediante
trampeo de estos animales, que previa eutanasia humanitaria, fueron igual-
mente objeto de estudios en el Laboratorio de Sanidad Animal de Ledn. El total
de capturas (351 animales vivos, “V") superd el numero de cadaveres recupe-
rados en el campo (295) representando el 54,34% del total, siendo la provincia
de Palencia la que fue objeto de mayor atencion (110 capturas, que representan
el 17,03% del total de animales en el conjunto de las provincias), seguido de
Avila (61 capturas), Valladolid, Zamora y Burgos. El total de animales positivos,
por su parte, se repartieron en conjunto al 50% entre animales vivos y cadaveres
(6 positivos de animales capturados vivos y 6 de cadaveres), una distribucion
que a nivel provincial se repartié de forma desigual, pues por ejemplo los posi-
tivos obtenidos en la provincia de Ledn correspondieron todos a cadaveres, igual
que en el caso de Zamora, mientras que en Soria solo correspondieron a ani-
males vivos y en Palencia se repartieron entre unos y otros (4 vivos y un cadaver).

Respecto de los analisis, se ha de hacer constar, por otra parte, que 9 de
los 12 animales positivos fueron procesados como muestra Unica pese a in-
cluir en realidad un ndmero diverso de animales que oscilé entre 2 y 10, for-
mando parte de un lote que fue objeto de andlisis por cultivo. A la hora de
anotar el resultado, se ha considerado un Unico animal positivo toda vez que
la muestra mantiene un Unico numero de registro, fecha y localidad de origen,
a sabiendas que pudieran ser mas de uno los animales positivos, un dato que
no se puede comprobar. Por lo general estos animales, que procedian de la
misma localidad, eran el resultado de trampeos y por lo tanto animales vivos
(aunque no siempre y no todos) y la decisién de procesado conjunto estuvo
motivada por la saturacion del servicio de andlisis del LRSA al llegar al labo-
ratorio un numero muy elevado de muestras en un corto espacio de tiempo,
consecuencia de la demanda de estos estudios existente en aquellas fechas.

En la Figura 33 se marca la procedencia de los topillos en las actuaciones
que tuvieron lugar en 2007. Las localidades de origen de los animales positi-
vos correspondieron a las provincias de Palencia (Ribas de Campos, Poblacion
del Arroyo, Fromista, Villamartin de Campos, Castromocho y Espinosa de Ce-
rrato), Zamora (Canizo de Campos y Valdescorriel), Leén (Valderas y Mata-
dedn de los Oteros) y Soria (Campo de Gomara).
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Resultado
[ Negativo
I Fositivo

Muestreos de tularemia en roedores silvestres. Ano 2008

[ Municipio muestreado

Figura 33.
Procedencia de los topillos en 2007 (arriba) y 2008, Identificacion de los
municipios donde se registraron animales positivos
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Ano 2008

La Tabla 31 recoge informacién referida a muestras y resultados sobre topillos
en 2008, en que no se obtuvo ningun animal positivo, de 399 muestras estu-
diadas. De estas, la mayoria (267, el 66,92%) se recogieron en Palencia, sequido
de Segovia (25,82%). En este afio se prestd especial atencion a la recogida de
cadaveres, que ascendieron al 92,49%, y el resto (7,51 %) fueron capturas.
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0,00%

Tabla 31.
Resultados del plan de muestreo y estudio de laboratorio en la vigilancia de las
poblaciones de topillo (Microtus arvalis) para 2008
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Como en el caso de lagomorfos, un analisis conjunto de los dos afos en
gue se estimo la duracion del brote (2007 y 2008) en lo referido a los topillos,
se presenta en la Tabla 32.

Segun se puede observar, en lo que se refiere a los estudios llevados a
cabo sobre topillos recogidos como animales vivos o cadaveres, dentro del
Plan de Vigilancia, sobre un total de 1.045 animales (381 vivos y 664 cada-

Provincia Roedor Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep (0] Nov Dic  Total 07/08

Topillos vivos 0 0 0 0 0 0 24 37 0 0 0 0 61
AVLA Topilos muertos| 0 0 0 0 0 0 1 15 0 0 0 0 26
Total topillos 0 0 0 0 0 0 35 52 0 0 0 0 87
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Topillos vivos 0 0 0 0 0 0 42 0 0 0 0 0 42
Topilos muertos| 0 0 0 6 18 0 6 0 0 0 0 0 30
BURGOS Total topillos 0 0 0 6 18 0 48 0 0 0 0 0 72
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Topillos vivos 0 0 0 0 0 0 16 9 0 0 0 0 25
LEON Topilos muertos| 0 0 0 0 0 0 21 19 0 0 0 0 40
Total topillos 0 0 0 0 0 0 37 28 0 0 0 0 65
Positivos 0 0 0 0 0 0 1 2 0 0 0 0 3
Topillos vivos 0 0 0 12 4 8 32 78 0 0 0 0 134
PALENCIA Topilos muertos| 13 0 0 70 35 138 47 95 0 0 0 0 398
Total topillos 13 0 0 82 39 146 79 173 0 0 0 0 532
Positivos 0 0 0 0 0 0 2 3 0 0 0 0 5
Topillos vivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SALAMANCA Topillos @ertos 0 0 0 0 0 0 17 0 0 0 0 0 17
Total topillos 0 0 0 0 0 0 17 0 0 0 0 0 17
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Topillos vivos 0 0 0 0 3 0 4 0 0 0 0 0 7
SEGOVIA Topillos wertos 0 0 42 47 11 0 1 0 0 0 0 0 101
Total topilos 0 0 42 47 14 0 5 0 0 0 0 0 108
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Topillos vivos 0 0 0 0 0 0 1 5 0 0 0 0 16
SORIA Topillos wertos 0 0 0 0 0 0 3 10 0 0 0 0 13
Total topillos 0 0 0 0 0 0 14 15 0 0 0 0 29
Positivos 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 2
Topillos vivos 0 0 0 0 0 0 36 12 0 0 0 0 48
VALLADOLID Topillos @erlos 0 0 0 0 0 0 1 12 0 0 0 0 13
Total topillos 0 0 0 0 0 0 37 24 0 0 0 0 61
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Topillos vivos 0 0 0 0 3 0 34 1 0 0 0 0 48
Topilos muertos| 0 0 0 0 2 0 4 20 0 0 0 0 26
ZAMORA Total topillos 0 0 0 0 5 0 38 31 0 0 0 0 74
Positivos 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 2
Topillos vivos 0 0 0 12 10 8 199 152 0 0 0 0 381
o Topilos muertos| 13 0 42 123 66 138 M m 0 0 0 0 664
Total topilos 13 0 42 135 76 146 310 323 0 0 0 0 1.045
Positivos 0 0 0 0 0 0 6 6 0 0 0 0 12
1,15%
Tabla 32.

Analisis de topillos en relacién con la tularemia, en el brote (2007-08)
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veres), se obtuvo un total de 12 animales positivos, que suponen una positi-
vidad del 1,15%. Si esta medida se aplica por separado, en el caso de los ani-
males capturados vivos (381) se obtuvieron 6 animales positivos, relacién que
supone un 1,58% de tasa de positividad, mientras que los 6 cadaveres posi-
tivos obtenidos del total de 664 recogidos, representan una positividad del
0,91%, cifras como se ven, realmente bajas, que si se refieren a provincias
concretas, como es el caso de Palencia (una provincia de particular interés),
en conjunto (vivos y cadaveres) alcanzaron una positividad del 0,94% (5 po-
sitivos de 532), dato que referido por separado a los animales vivos fue del
2,99% vy a cadaveres del 0,26%. En Ledn y Zamora, las otras dos provincias
donde se obtuvieron positivos, los valores fueron del 4,62% vy 2,71%, res-
pectivamente, aunque las cifras de muestras fueron muy inferiores a las es-
tudiadas en el caso de Palencia. En las provincias de Avila, Burgos, Salamanca
y Segovia, no se registraron topillos positivos. Por otra parte, el valor de que
las muestras correspondan a animales vivos o cadaveres sorprende en su re-
sultado, pues seria esperable que si la causa de la muerte fuese la infeccion
por F. tularensis, al menos los positivos en el grupo de los animales muertos
deberia superar al de los vivos.

Pese a los resultados de claro retroceso obtenidos en 2008, en los anos si-
guientes se mantuvo la vigilancia sobre estas poblaciones. Los resultados se
expresan a continuacion:

Ano 2009

Se recogieron un total de 51 muestras, 38 correspondientes a topillos y
13 a un grupo indefinido denominado “otros micromamiferos” (OMM), en
el que se incluyen ratones de campo, otros pequefios roedores sin identificar
y musarafas. Todas las muestras resultaron negativas. Destaca el grupo de
muestras obtenido en la provincia de Salamanca, que ascendié a 23 topillos,
que representaron el 45,10% del total. La Tabla 33 y la Figura 34, recogen
estos datos.

Ano 2010

En 2010 solamente se recogieron muestras entre los meses de mayo y
agosto. Como se observa en la Tabla 34, en el mes de mayo se recogieron 2
muestras de topillos y otra de OMM en la provincia de Segovia, ademas de
otra de este mismo grupo en la provincia de Palencia; las cuatro fueron ne-
gativas. En el mes de junio se recogieron 9 topillos, 5 en la provincia de Se-
govia (sorprendentemente todos positivos por PCR), 3 en Palenciay 1 en
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0,00%

Tabla 33.
Tularemia en Micromamiferos (topillos y OMM) en 2009

Zamora. En el mes de julio se recogieron 20 muestras en Palencia, todas ne-
gativas, y finalmente 3 en agosto de topillo en Palencia y 1 mas de OMM,
todas negativas. En resumen, en 2010 se recogieron 34 topillos y 3 OMM.

El porcentaje de positividad global (incluyendo los 3 OMM) fue de un
13,51%, que se eleva a 14,7% si solamente se consideran los topillos, aun-
que no es significativo por el escaso nimero de muestras, y mucho menos si
solamente se considera el caso de Segovia en que sobre 8 animales (7 topillos
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Muestreos y positivos en Micromamiferos (roedores y musaranas)
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y 1 OMM), el porcentaje de positividad relativo subiria al 62,5% (total) o del
71,42 % si solamente se refiriese a los topillos. Llama la atencién que durante
ese aNo no se continuara recogiendo muestras en esa provincia y zona, de la
gue tampoco antes existe informacion de interés previa (en el mes de mayo
solo se habian recogido 2 topillos y T OMN, que habian sido negativos).
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OMM: otros micromamiferos (ratones, musaranas, etc.)

Tabla 34.
Tularemia en Micromamiferos (topillos y OMM) en 2010
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Ano 2011

En este afo se aumento la densidad de recogidas, segun puede verse en la
Tabla 35 que se acompafia, en la que como desde 2009, tampoco disponemos de
informacion acerca de si los animales habian sido recogidos como cadaveres o ani-
males vivos en el curso de trampeos. Como puede observarse, sigue la presion de
vigilancia, especialmente en el caso de algunas provincias como Palencia, Segovia,
Valladolid y Zamora, consideradas de riesgo. En la provincia de Palencia, desde el
mes de mayo a diciembre, se recogieron 122 topillos y en la de Segovia, donde se
habian obtenido positivos en el afio anterior, 17. En Valladolid se recogieron 23y
en Zamora 29 topillos. Todas las muestras estudiadas fueron negativas.

Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic

pvitA237:0277n  Roedor 1" 1" 1 1" 1 1 1" I " 1 1" 1" Total 2011
Topillos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AVILA OMM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 5
Total 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 5
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Topilos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
OMM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
BURGOS Total 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Topilos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
< oMM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
LEON Total 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 [} 0 0 0 0 0
Topillos 0 0 0 0 17 2 0 14 16 57 13 3 122
PALENCIA OMM 0 0 0 0 8 0 0 2 18 19 28 15 90
Total 0 0 0 0 25 2 0 16 34 76 Lil 18 212
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Topillos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SALAMANCA OMM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 16 0 16
Total 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 16 0 16
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Topillos 0 0 0 0 6 0 0 0 0 9 2 0 17
SEGOVIA OMM 0 0 0 0 1 3 1 0 0 1 4 0 10
Total 0 0 0 0 7 3 1 0 0 10 6 0 27
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Topilos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
OMM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SORIA Total 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Topilos 0 0 0 0 0 0 21 0 0 2 0 0 23
oMM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1
VALLADOLID Total 0 0 0 0 0 0 21 0 0 3 0 0 24
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Topilos 0 0 0 0 0 4 0 0 16 6 3 0 29
OMM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10 0 10
ZAVORA Total 0 0 0 0 0 4 0 0 16 6 13 0 39
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Topillos 0 0 0 0 23 6 21 14 32 74 18 3 191
o OMM 0 0 0 0 9 3 1 2 18 21 58 20 132
Total 0 0 0 0 32 9 22 16 50 95 76 23 323
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0,00%
OMM: Otros micromamiferos (ratones, musaranas, etc.)

Tabla 35.
Tularemia en Micromamiferos (topillos y OMM) en 2011

200 TULAREMIA. UNA APROXIMACION A SU ESTUDIO INTEGRAL EN CASTILLA Y LEON



De forma paralela, en este afio se aumenté también la recogida y capturas
del grupo de OMM, que alcanzé 132 animales distribuidos como se recoge
en la Figura 35, por provincias y meses (todos fueron negativos); en resumen,
90 en Palencia (el 68,19%; todos los meses, desde agosto a diciembre) y can-
tidades menores en Segovia y Zamora (10 en cada una), 16 en Salamanca, 5
en Avilay 1 en Valladolid.

Ano 2012

Los datos correspondientes a 2012, se recogen en la Tabla 36.

Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic
12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12
Topillos 0 0 0 0 0 0 0 0 0
OMM
Total
Positivos
Topillos
OMM
Total
Positivos
Topillos
OMM
Total
Positivos
Topillos
OMM
Total
Positivos
Topillos
OMM
Total
Positivos
Topillos
OMM
Total
Positivos
Topillos
OMM
Total
Positivos
Topillos
OMM
Total
Positivos
Topillos
OMM
Total
Positivos
Topillos
OMM
Total
Positivos

Provincia Roedor Total 2012
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OMM: Otros micromamiferos (ratones, musaranas, etc.)

Tabla 36.
Resumen de muestras de topillos y otros micromamiferos (OMM) recogidos en
diversas provincias de Castilla y Ledn, durante 2012
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De topillo campesino solamente se recogieron muestras en las provincias de
Burgos, Palencia y Segovia, hasta un total de 58 (todas fueron negativas); ade-
mas, se recogieron 46 muestras de OMM (otros micromamiferos), todas nega-
tivas, en su mayoria de Segovia (24, que suponen el 52,17%) y Palencia (15
muestras, el 32,6%).

Ano 2013

La Tabla 37 recoge los datos correspondientes a este afno.

Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic

Provincia Roedor Total 2013

13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13
Topillos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 2
AVILA OMM 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 3
Total 0 0 0 0 0 0 0 0 3 2 0 0 5
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Topillos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 14 14
oMM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
BUR
URGOS Total 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 14 14
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Topillos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
< OMM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
LEON Total 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Topillos 32 0 0 1 2 0 0 6 5 0 106 78 230
OMM 0 0 0 0 4 0 0 0 17 7 0 0 28
PALENCIA
Total 32 0 0 1 6 0 0 6 22 7 106 78 258
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Topillos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8 0 8
OMM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7 7
AL CA Total 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8 7 15
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Topillos 13 0 0 0 0 11 0 0 0 13 0 0 37
SEGOVIA OMM 0 0 0 0 4 9 0 0 0 4 33 0 50
Total 13 0 0 0 4 20 0 0 0 17 33 0 87
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Topillos 0 0 0 0 0 0 0 0 10 0 0 0 10
SORIA OMM 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 2 3
Total 0 0 0 0 0 0 0 0 11 0 0 2 13
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Topillos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 1 0 4
oMM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
VALLADOLID
ALLADO Total 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 1 0 4
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Topillos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
OMM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1
RA Total 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Topillos 45 0 0 1 2 11 0 6 15 18 115 92 305
ol OMM 0 0 0 0 8 9 0 0 21 12 33 9 92
Total 45 0 0 1 10 20 0 6 36 30 148 101 397
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

OMM: Otros micromamiferos (ratones, musaraias, etc.)

Tabla 37.
Resumen de muestras de topillos y OMM (otros micromamiferos) recogidos
en las diversas provincias de Castilla y Ledn durante 2013y su resultado
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Como puede observarse, el peso del muestreo, nuevamente en ausencia
de positivos, recayd principalmente en las provincias “de riesgo”, siendo otra
vez la de Palencia la sometida a mayor numero de analisis, con 230 muestras
de un total de 305 (el 75,41 % del total). En cualquier caso, todas las muestras
fueron negativas.

Ademas de los topillos, como en afios anteriores, se recogieron 97 mues-
tras correspondientes al capitulo de “OMM"” segun el siguiente detalle: en el
mes de mayo 4 animales en Palencia y otros 4 en Segovia. En el mes de junio
fueron 9 en la provincia de Segovia. En agosto 4 en Segovia. En septiembre
se recogieron 17 animales en Palencia, 3 en Avilay 1 en Soria. En el mes de
octubre fueron 7 en Palencia, 4 en Segovia y 1 en Zamora. En noviembre se
recogieron 33 animales en Segovia y finalmente, en diciembre se recogieron
7 animales en Salamanca y 2 en Soria. El total de animales OMM, fueron
igualmente negativos. En la Figura 35, se identifican los puntos geograficos
de localizacion de las muestras en los afios 2011 a 2014.

2011

Resultado

] Negativo
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Muestreos de tularemia en roedores silvestres.
2014

Resultado
Negativo
B rositivo

Figura 35.
Muestreos de micromamiferos (roedores y otros) en 2011 a 2014

Ano 2014

Después de 3 afos sin casos de tularemia en animales, las circunstancias
cambiaron radicalmente en 2014, como puede observarse en la Tabla 38, en
la que como venia sucediendo en los afios anteriores, la atencion volvié a
estar otra vez centrada en la provincia de Palencia, en la que se recogieron el
88,19% del total de muestras (1.311 de un total de 1.521 en toda la Comu-
nidad Auténoma), y donde se concentraron el mayor nimero de positivos
(146 positivos de 166 totales, el 87,95%).
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AVILA [ BURGOS | LEON |PALENCIA|SALAMANCA | SEGOVIA| SORIA |VALLADOLID| ZAMORA CyL
i Muestreados 8 0 0 85 0 0 0 0 0 93
Topillo
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enero
Muestreados 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
OMM _
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
. Muestreados 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Topillo
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Febrero
Muestreados 0 0 1) 0 0 0 0 7 0 7
OMM —
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
. Muestreados 5 6 0 76 5 5 0 1 0 98
Topillo
Positivos 0 0 0 2 0 0 0 0 0 2
Marzo
Muestreados 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
OMM —
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
. Muestreados 0 0 0 35 0 4 0 47 0 86
Topillo
i Positivos 0 0 0 2 0 0 0 0 0 2
Abril
Muestreados 0 0 0 1 0 3 0 0 0 4
OMM —
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
. Muestreados 0 0 0 376 0 0 0 0 1 377
Topillo
Positivos 0 0 0 4 0 0 0 0 0 4
Mayo
Muestreados 1 0 0 1 0 4 0 0 0 6
OMM
Positivos 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
. Muestreados 3 0 0 35 12 0 0 0 1 51
Topillo
. Positivos 0 0 0 2 0 0 0 0 0 2
Junio
Muestreados 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
OMM —
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
. Muestreados 15 0 0 455 18 2 0 4 0 494
Topillo
Juli Positivos 0 0 0 69 2 1 0 3 0 75
ulio
Muestreados 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
OMM —
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
. Muestreados 0 0 0 80 0 0 7 0 0 87
Topillo
Positivos 0 0 0 12 0 0 2 0 0 14
Agosto
Muestreados 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
OMM —
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
. Muestreados 0 0 0 14 0 0 0 2 0 16
Topillo
. Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Septiembre
Muestreados 0 0 0 9 0 0 0 0 0 9
OMM
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
. Muestreados 3 0 0 3 0 7 0 3 0 16
Topillo
Positivos 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
Octubre
Muestreados 3 0 0 0 0 8 0 0 0 1"
OMM —
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
. Muestreados 3 0 0 110 0 6 0 1 0 120
Topillo
. Positivos 2 0 0 55 1 1 0 1 0 60
Noviembre
Muestreados 5 0 0 0 0 4 0 0 0 9
OMM —
Positivos 3 0 0 0 0 1 0 0 0 4
. Muestreados 0 0 0 31 0 2 0 0 1 34
Topillo
. Positivos 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
Diciembre
Muestreados 0 0 0 0 0 2 0 0 0 2
OMM —
Positivos 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
Total 46 6 0 1311 35 48 7 65 3 1.521
Positivos | 5 (2+3) 0 0 146 3 7 (4+43) 2 4 0 167
Tabla 38.

Muestras recogidas en 2014 de Micromamiferos (topillos mas OMM) y
resultados de los analisis
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Segun puede verse, el porcentaje de positividad de F. tularensis en micro-
mamiferos (topillos y OMM) en 2014, fue del 10,98% (10,94% en el caso
de topillos solo), muy por encima de los valores obtenidos hasta esta fecha
en los anos 2007 y 2008, correspondientes al brote de tularemia anterior.

Este dato, unido a los de tularemia en lagomorfos en este afio ya vistos
(18,26% en su conjunto; 21,96% para la liebre y 11,37% para el conejo
de monte) y a la entrada de animales infectados del grupo de OMM (prin-
cipalmente ratones de campo y musaranas, 4 ratones y 2 musarafas) parece
que certifica la presencia de una nueva crisis sanitaria por tularemia en ani-
males, apoyada en los valores de las especies de riesgo (roedores y lago-
morfos).

Las consideraciones anteriores, por otra parte, ponen de manifiesto la evo-
lucién que viene sucediéndose en los Ultimos anos dando entrada en la epi-
demiologia de la enfermedad, cada vez con mayor claridad, a otros actores,
entre los que la liebre ya se ve acompafada por topillos, conejos de monte y
otros pequenos roedores de campo, que evidencian una timida pero decidida
adaptacion de £ tularensis a nuevos hospedadores en nuestro ambito, aun-
que la liebre siga manteniéndose a la cabeza de los vectores-reservorios, a
falta de conocer qué especie pueda estar actuando como reservorio funda-
mental inter-epidémico, en lo que esta especie, si se consideran los porcen-
tajes de participacion, parece que lleva ventaja.

Destaca en particular, la observacién del aumento relativo observado en
la provincia de Palencia sobre un nimero muy importante de muestras (1.300
de topillos y 11 mas de otros micromamiferos), que da seguridad al resultado,
de un 11,43% de positividad (11,51 % si topillos solo), el mas alto de los ob-
tenidos hasta la fecha, mientras que otros positivos importantes relativos,
como los referidos a las provincias de Valladolid (6,89%), Salamanca (8,33%)
0 Segovia (20,83%), en los tres casos referidos a topillos solo (aunque en las
tres provincias las cifras de muestras de topillos son mas discretas: 58, 36y
24 animales, sobre todo cuando se comparan con las correspondientes a Pa-
lencia), parece justificado someterlos a una vigilancia estrecha.

Ademas, es pertinente referir también que durante este afio se recogieron,
correspondientes al grupo de “Otros Micromamiferos” (OMM), los siguientes
animales, para analisis: En febrero, 7 animales en Valladolid; en abril se recogie-
ron 3 animales en Segovia. En el mes de mayo se recogieron un total de 6 ani-
males, 1 en Avila, 1 en Palencia y 4 Segovia (uno de los animales de Segovia,
resulté positivo). Se recogié 1 animal en el mes de julio en Segovia. En el mes
de septiembre se recogieron 8 animales en Palencia, los mismos que en octubre,
mes en el que ademas se recogieron 8 animales en Segovia. Finalmente, se re-
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cogieron en el mes de diciembre 2 animales en Segovia, uno de los cuales resultd
positivo. En resumen, 2 positivos en Segovia, de un total de 49 animales reco-
gidos (4,08%), lo que abunda en las consideraciones realizadas antes.

Casos AV |BU | LE PA SA | SG | SO | VA | ZA CyL
Humanos 6 6 86 1 6 7 112

Liebres | 0/0 | 0/0 | 2/13 1/5 0/0 | 0/0 | 3/1 |12/37 | 3/10 19/82 (23,17%)
Conejos | 0/0 | 0/0 | 1/12 0/0 3/7 | 0/0 | 0/11| 0/0 | 0/0 4/44 (9,09 %)
Topillos | 2/37 | 0/6 | 0/0 | 146/1300 | 3/35 | 4/26 | 2/7 | 4/58 | 0/3 161/1.472
(10,94%)
oMM 3/9 | 0/0 | 0/0 0/11 0/0 | 3/22| o/0 | 0/7 | 0/0 6/49 (12,24%)

OMM: Otros MicroMamiferos

Tabla 39.
Resumen global de casos de tularemia en el hombre y animales positivos en
Castillay Ledn en 2014

Reuniendo los datos anteriores, referidos a los animales, con los previos re-
feridos al brote humano, la situacién en 2014 puede resumirse en la Tabla 39.

Como se ve, los cuatro tipos de animales poseen importancia relativa de
interés en relacion con la tularemia. Aunque el porcentaje mas alto corres-
ponde a las liebres, en linea con lo que ha venido ocurriendo desde el primer
brote conocido en 1997, lo cierto es que otras especies se incorporan también
a la consideracion de interés epidemioldgico, como parece evidente en este
tercer brote. Por las densidades que pueden alcanzar las situaciones de plaga
en el caso del topillo, parece mas que justificado continuar su vigilancia de
forma especial, aunque su porcentaje relativo se sitie muy por debajo del de
las liebres (que no alcanzan esas densidades) y a la altura de los conejos, que
tal vez por la misma razén podrian representar riesgos futuros, sobre porcen-
tajes de positividad actuales semejantes a los de los topillos.

Ano 2015

A lo largo de 2015 (Tabla 40) solamente se recogieron 119 muestras de
micromamiferos, 93 correspondieron a topillos, 18 a ratones y 8 a musarafas.
Se obtuvieron 2 positivos, en un caso (topillo en la provincia de Zamora) tanto
por cultivo como por PCR, mientras que el sequndo, un ratén en la provincia
de Soria, solamente lo fue por PCR. En resumen, en 2015, el brote pudo de-
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clararse practicamente extinguido, con porcentajes de positivos residuales en
los topillos (1,08%, que aumenta hasta el 1,68% si se refieren al conjunto
de micromamiferos), siempre por debajo de los referidos a las liebres (15%),
un indicio mas de su importante papel epidemiolégico, en linea con lo que

Total 2015

5 5 5

Topillos 0 0 1 2 0 0 0 0 0 0 0 0 3
A oM 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Total 0 0 1 3 0 0 0 0 0 0 0 0 4
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Topilos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
OMM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
BUR
VRGOS I 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Topillos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
LEON o 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Topilos 0 8 10 | 3 5 6 1 0 5 0 0 11 49
PALENCIA OMM 0 0 0 5 0 0 0 1 0 1 0 0 7
Total 0 8 10 8 5 6 1 1 5 1 0 11 56
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Topillos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SALAVNGAL_ oW 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Topilos 0 0 2 4 0 4 3 0 0 4 6 0 23
SEGOVIA OMM 0 0 0 0 0 5 2 0 0 4 4 0 15
Total 0 0 2 4 0 9 5 0 0 8 10 0 38
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Topillos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 2
OMM 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
SORIA
Total 0 0 0 0 0 0 1 0 0 2 0 0 3
Positivos 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
Topilos 0 0 12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 12
VALLADOLID OMM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 0 0 12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 12
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Topillos 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 2 0 4
ZAVORA OMM 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 2
Total 0 1 0 0 0 2 0 0 0 0 2 1 6
Positivos 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Topilos 0 9 %5 | 9 5 11 4 0 5 6 8 11 93
o OMM 0 0 0 6 0 6 3 1 0 5 4 1 26
Total 0 9 25 15 5 17 7 1 5 1" 12 12 119
Positivos 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 2
1,68%
OMM: Otros micromamiferos (ratones, musaranas, etc.)
Tabla 40.
Resultados de los analisis para tularemia en Micromamiferos (topillos y OMM)
en 2015
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con lo que venimos sefalando. Ademas, debe resaltarse que en ninguna de
las provincias que tuvieron altos niveles de positivos en topillos en 2014, tu-
vieron positivos en 2015, con excepcion de la provincia de Soria.

La situacion en 2016

Aunque a la fecha actual no se dispone de datos completos referidos al capitulo
de micromamiferos (topillos mas OMM) de todo el afio 2016, los correspondientes
al periodo entre enero y agosto, se recogen en la Tabla 41.

En Feb Mar Abr May Jun Jul Ag
'rovinci Topi Topi Topi Topi OMM Topi OMM Topi OMM Topi OMM Topi OMM
Avila 2 1| 14| 3 | 14
Burgos
Ledn
Palencia 3 11 3 6 4 28 1 190 (30(5+)] 141 | 143 | 379 | 181
Salamanca 1 2 8 22 9 24
Segovia 2 3 4 6 3
Soria 5 2 5 2
Valladolid 14 1 15
Zamora 1 1 1 2 1
Totales 3 26 5 10 7 34 2 196 (32(5+)| 150 | 179 | 419 225 (5+

Topi: topillos; OMM: otros micromamiferos

Tabla 41.
Movimientos en el muestreo de micromamiferos en 2016 (enero-agosto)
y positivos obtenidos

Puede verse que pese a la recogida de muestras de micromamiferos que al-
canzd niveles importantes (un total de 644 muestras), especialmente en la pro-
vincia de Palencia (560 muestras, el 86,95%) orientada por los casos en
humanos a los que hemos hecho referencia, y su historia reciente de casos en
topillos y otros micromamiferos, lo cierto es que hasta el mes de agosto sola-
mente se habian detectado 5 casos positivos, 4 de ellos en musarafias y uno
mas en ratones de campo, en los municipios palentinos de Frechilla y Villarmen-
tero. Ello supone una tasa de positividad conjunta sobre el grupo total de mi-
cromamiferos del 0,78%, siendo del 0% en el caso de Microtus arvalis valores
como se puede comprender, escasamente significativos, por el momento.

Un analisis conjunto para el periodo 2007-16, sobre los topillos, se muestra
en la Tabla 42 y la Figura 36.
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Provincia  Roedores Avila Burgos Ledn Palencia  Salamanca  Segovia Soria Valladolid ~ Zamora Total

o7 Miesteados| 87 ) 65 265 17 5 2 61 69 646
| Posives | 0 0 3 5 0 0 2 0 2 12| 1,86%

208 Muestreados| 0 % 0 2%7 0 103 0 0 5 39
| Posts | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%

09 Muestreados] 1 0 0 1 P 2 0 1 0 E)
| Posivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%

2010 Muestreados] 0 0 0 2% 0 7 0 0 1 U
| Postives | 0 0 0 0 0 5 0 0 0 5 | %

1 Muestreados] 0 0 0 122 0 17 0 P3) 2 191
| Posivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%

2012 IMuestreados] 0 14 0 3 0 13 0 0 0 58
| Postvos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 | 000%

203 Muestreados] 2 14 0 20 8 ] 10 4 0 35
| Posivos | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%

2014 IMuestreados] 37 § 0 1.300 35 2% 7 5 3 1472
| Posives | 2 0 0 146 3 4 2 4 0 161 | 10,04%

05 Muestreados| 3 0 0 4 0 ) 2 12 4 ®
| Positvos | 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1,08%

2016 IMuestreados] 3 0 0 379 9 6 5 15 2 419
| Postivs | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 [o00%

Muestreados| 133 106 65 2680 2 29 53 174 13| 3655
2007016 | Posivos | 2 0 3 51 3 9 4 4 3 179 | 490%

% 15 0 462 19 3% | 3 | 1% 23 265 49

Tabla 42.

Anélisis de tularemia en topillos por provincias, periodo 2007-16

Evolucion de muestreos de topillos 2007-16 y

positivos
1500
1000
500
0
2009 2010
2011
2012 2013 SHiA Muestras

W Muestras M Positivos

Figura 36.
Evolucién de muestreos y positivos en topillos en 2007-2016
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La Tabla 43 y Figura 37, recogen los datos de micromamiferos totales y su
evolucion en el periodo 2007-16.

Provincia Roedores Avila Burgos Leén Palencia  Salamanca  Ségovia Soria Valladolid ~ Zamora Total %

2007 uestreadoy 87 48 65 265 17 5 29 61 69 646
Positivos 0 0 3 5 0 0 2 0 2 12 1,86%

2008 uestreadog 0 24 0 267 0 103 0 0 5 399
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%

2000 uestreados 1 0 0 2 23 3 0 1 1 51
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%

2010 uestreados 0 0 0 28 0 8 0 0 1 37
Positivos 0 0 0 0 0 5 0 0 0 5 13,51%

2011 uestreados 5 0 0 212 16 27 0 24 39 323
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%

2012 uestreado: 2 14 0 46 0 37 1 0 4 104
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%

2013 uestreadog 5 14 0 258 15 87 13 4 1 397
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%

2014 uestreadoy 46 6 0 1.311 35 48 7 65 3 1.521
Positivos 5 0 0 146 3 7 2 4 0 167 10,98%

2015 uestreadog 4 0 0 56 0 38 3 12 6 119
Positivos 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 1,68%

2016 Muestreadog 17 0 0 560 3 9 7 15 3 644
Positivos 0 0 0 5 0 0 0 0 0 5 0,78%

Muestreados 167 106 65 3.025 139 365 60 182 132 4.241
2007116 | Positivos 5 0 3 156 3 12 4 4 3 191 4,50%

% 2,99 0 4,62 5,16 2,16 3,29 6,66 2,2 2,21 4,50%

Tabla 43.
Distribucion de micromamiferos en 2007-16 por provincias, y positivos

Evolucion anual de los muestreos de
micromamiferos totales (topillos, ratones,
musarafas, etc) y positivos, entre 2007 y 2016

2000

1000

Muestras

® Muestras M Positivos

Figura 37.
Evolucién de los muestreos sobre micromamiferos totales entre 2007 y 2016,
con expresion de positivos a tularemia (F. tularensis)
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Se puede resumir, por tanto que, desde el brote de 2007, sobre un total
de 3.655 muestras de topillos procesados para analisis en el Laboratorio Re-
gional de Sanidad Animal, se ha obtenido un porcentaje de positividad de
infeccion por £ tularensis del 4,90%, como resultado de la deteccién de 179
animales positivos, siendo la provincia de Soria la que ofrecié un porcentaje
relativo mas alto (6,66 %), aunque el nimero de muestras estudiadas fue bajo
(60 muestras que hacen una media de 6 por afo, si bien realmente se con-
centraron solamente en 2007 -29 muestras- y 2013-13 muestras) por lo que
Palencia fue la provincia mas afectada (5,16% de prevalencia), sobre una
muestra estadisticamente de mayor garantia (3.025 topillos). La Tabla 43 re-
coge los referidos datos entre 2007 y 2016 considerando el conjunto de mi-
cromamiferos objeto del estudio (topillos, ratones y musarafas,
principalmente). Finalmente, la Tabla 44 segrega los datos segun los dos prin-
cipales grupos de micromamiferos; por un lado topillos y por otro los que de-
nominamos “otros micromamiferos” (OMM)

Topillos oMM Total MM
n2 muestras positivos n2 muestras positivos n2 muestras positivos
2007 646 12 0 0 646 12 1,86
2008 399 0 0 0 399 0 0
2009 38 0 13 0 51 0 0
2010 34 5 3 0 37 5 13,51
2011 191 0 132 0 323 0 0
2012 58 0 46 0 104 0 0
2013 305 0 92 0 397 0 0
2014 1.472 161 49 6 1.521 167 10,98
2015 93 1 26 1 119 2 1,68
2016 419 0 225 5 644 5 0,78
TOTALES 3.655 179 (4,9%) 586 12 (2,05%) 4.241 191 4,5
Tabla 44.

Distribucion de muestras y positivos, por afios (2007-16) y especies, segin
los grupos de micromamiferos (topillos y “otros micromamiferos” —OMM-)

Una simple comparacién de las series sobre lagomorfos (Tabla 28) y sobre
micromamiferos (Tabla 44), pone de manifiesto también otro hecho de inte-
rés, que resulta de comprobar la persistencia de animales positivos en las 4
especies (0 grupos), liebres, conejos, topillos y OMM, sin duda alguna un in-
dicador de interés, pues mientras que en el caso de la liebre solo en 4 afios
de la serie (diez afios) no hubo positivos, la situacién aumenta a 6 afios en el
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caso de los conejos, igual que en el de los topillos y que incluso fueron 7 en
los OMM (otros micromamiferos), lo que vendria a indicar un mantenimiento
larvado del agente, que se prolonga en el tiempo menos que en otras espe-
cies. Ademas, y con la debida prudencia puede observarse también, que
mientras que en los topillos los aflos complicados se redujeron a 2010y 2014,
en el de las liebres, los afios criticos fueron 2007, 2008, 2009 y 2014, con
porcentajes de positividad de alrededor del 20%, y menores en 2010y 2015.
La Tabla 45 resume estos resultados.

Liebres Conejos Topillos OMM TOTALES
Positivos % Positivos Positivos % Positivos % Positivos
37 . 0 . 12 . 0 .
2007 =197 17,26% 1226 0,00% (=646 1,86% =0 0,00% | 49 n=869 5 64
42 2 0 0
28,199 4,659 Y 0,009
2008 I L P B e B ) W61 4y peson 745
7 0 0 0
23,33% 0,00% 0,00% 0,00%
2009 1=30 T n=t8 T3 T net3 U 7w | 70
2 0, 0 0, 5 0, 0 0,
2010 0=17 11,76% =10 0,00% 1234 14,71% =3 0,00% _— 1093
0 0, 0 0, 0 0, 0 0,
201 n=35 0.00% n=187 0.00% n=191 0.00% n=132 0.00% 0n=545 0
0 0 0 0
0,009 0,009 0,009 0,009
212 T N I N B R L e 0n=188 | 0
0 ) 0 ) 0 ) 0 )
2013 1260 0,00% =55 0,00% 12305 0,00% 1202 0,00% 01503 0
18 5 161 6
2014 21,959 11,367 10,949 12,259
0 n=82 g n=44 b n=1.472 g N=49 g 190n=1647] 1154
2015 9n=60 | 1500% (22n=274| 8,02% | 1n=93 | 108% | 1n=26 | 3,85% |[33n=539| 6,12
2016 0n=35 | 0,00% | On=63 | 0,00% | On=419 | 0,00% | 5n=225 | 2,22% | 5n=742 0,67
2007-16 | 115n=676| 17,01% | 29n=793 | 3,53% [179n=3,655 4,90% | 12n=586 | 2,05% [335n=5.787| 5,79

*M: muestras; Pos: positivos; OMM: Otros micromamiferos

Tabla 45.
Distribucion de los casos de tularemia en lagomorfos, roedores
y otros micromamiferos en 2007-16

14 TULAREMIA. UNA APROXIMACION! A SU ESTUDIO INTEGRAL EN CASTILLA Y LEON



1.2.2.3. Tularemia en otras especies animales

Ademas de las especies silvestres principales, en el contexto del Plan de
Vigilancia Permanente de la Fauna Silvestre de Castilla y Ledn se llevaron a
cabo otros estudios a partir de muestras de especies de animales domésti-
cos, cangrejos, mosquitos y garrapatas, ademas de muestras de agua,
procedentes de varias de las provincias con casos de tularemia humana, tra-
tando de cubrir el amplio espectro de hospedadores-vectores vivos e inertes,
que caracterizan a este agente y la enfermedad que produce.

1.2.2.3.1. Tularemia en Ganado Ovino

Aprovechando extracciones de sangre para llevar a cabo determinaciones
correspondientes a programas de saneamiento ganadero, se incorporé la
practica de determinaciones seroldgicas especificas para tularemia en dife-
rentes especies animales, particularmente en ganado ovino, habida cuenta
de su conocida susceptibilidad a F. tularensis.

Las determinaciones serolégicas sobre ganado ovino se iniciaron en 2007
en el que el estudio, coincidente con rebafios de ‘zonas de riesgo’ (Figura
38), alcanzd a 64.904 muestras de sangre-suero en rebafios correspondientes
a 1.257 explotaciones de las provincias de Le6n (20,44 %), Palencia (40,73%),

Resultado muestreos de tularemia en ovino. 2007

Resultado

Negativo

[ Titulo < 1/80

I Titulo = 1780
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Resultado muestreos de tularemia en ovino. 2008

Resultado
|| Negativo

[ | Titwlo < 180
I ituio = 1/80

Resultado muestreos de tularemia en ovino. 2009

Resultado

|| Negativo

| Titulo < 1/80

I itulo = 1/80
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Resultado muestreos de tularemia en ovino. 2010

Resultado
[ | Negativo

[ Titulo < 1/80
B Titulo = 1/80

Resvltado muestreos de tularemia en ovino. 2011

Resultado

[ | Negativo
[ Titulo < 1/80
I Tituio > 1/80
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2012

Resultado muestreos de tularemia en ovino.

|| Negativo

Resultado

| Titulo < 1/80

2013

Resultado muestreos de tularemia en ovino.

" Negaiwo

Resultado

Titulo < 1/80

—

.
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Resultado muestreos de tularemia en ovino. 2014

Resultado
Negativo

Titulo < 1/80

Figura 38.
i Procedencia de los sueros ovinos y resultados serolégicos sobre tularemia (2007-2014)

Valladolid (20,76%) y Zamora (18,06%), que fueron estudiadas mediante
aglutinacion (microaglutinacion en placa). Se consideraron sospechosos titu-
los superiores a 1:80 y positivos a partir de 1:160, obteniéndo la condicion
de sospechosos, 281 animales, que representaron el 0,43% del total.

En 2008 se recogieron 28.234 muestras de sangre-suero ovino, corres-
pondientes a 1.815 explotaciones y en 143 se obtuvieron titulos sospechosos,
que supone el 7,88%. Si trasladamos los datos a muestras de animales, en
un total de 178 (el 0,63% del total) se obtuvieron titulos >1:80. Los valores
mas altos encontrados se localizan en Burgos (0,94%), Palencia (0,81 %),
Avila (0,80%), Zamora (0,79%) y Valladolid (0,71%). Considerando el censo
ovino de Castilla y Ledn, supondria una seroprevalencia del 0,63%.

A partir de 2009, se produjo una caida sustancial en el nimero de anima-
les con titulos por encima de 1:80, alcanzando solo un 0,1% (27 muestras
de suero, de un total de 27.625 obtenidas) y los valores mas importantes
dentro del escaso nivel, se registraron en las provincias de Valladolid y Zamora
(0,20% y 0,22% respectivamente). En 2010 y 2011 continud la tendencia
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hasta anularse en 2012, 2013 y 2014 (ningun positivo sobre 26.989, 2.495
y 2.051 muestras respectivamente). Finalmente, en 2015 se procesaron 2.216
muestras de las que solo 4 presentaron un titulo inespecifico <1/80 y ninguna
por encima de este valor. La Tabla 46 recoge estos registros.

Avila Burgos Palencia Salamanca  Segovia oria Valladolid ~ Zamora

13418 | 12471 | 64904

Muestras 0 0 14305 | 24710 0o | o 0 :
2007 | Tituio < 1/80 0 0 A3 75 0. .6 .| .0 414 23 1.315
Tituo 2 1180 0 0 41 7] 0 | o 0 104 64 21 043%
Muest 2254 3216 1,667 5825 601 1574 4015 8.410 2612 | 2834
2008 | Titio<1/80 52 144 50 435 13 | 5 45 7 125 1.186
Titulo 2 1/80 18 0 g 47 1 0 1 45 2 178 | 063%
Musstras 2088 3601 2427 5061 1837 | 1565 3348 4480 28% | 157
2009 | Titio<1/80 11 57 21 76 8 | 8 % 89 U a
Titulo 2 1/80 0 1 0 3 2 1 5 9 6 2 0,10%
Muestras 1108 3077 2602 5110 322 | 1643 | 1714 4630 3409 | 26575
2010 | Tho < 1/80 1 40 7] [ 5 | 5 | 5 a7 2% 21
Tituo 2 1/80 0 1 0 0 1 0 0 4 2 8 0,03%
Muestras 211 3370 1942 4916 3310 37% 3830 4018 3220 | 3052
2011 | Tituo < 1/80 2 ] 20 3 A s T 13 19 130
Titulo 2 180 0 0 1 0 T T 0 0 4 0.01%
Muestras | 1.253 3.061 2940 4820 1581 322 2983 4.144 2082 | 26989
012 | Tiio<1/80 | 1 13 10 13 1 4 2 4 8 56
Titulo 2 1/80 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
Muestras 181 184 416 326 42 294 231 350 m 2495
2013 | Titdo<1/80 0 0 0 0 0 0 0 1 1 2
Thuo 2 1/80 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
Mussti [if] 131 160 206 20 | 6 [ 24 25 m 2.051
201 | Tido<1/80 1 0 0 1 RN A A 2 2 1
Titulo 2 1/80 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00%
Musst 172 201 26 276 W | 01 | 252 250 2.216
2015 [ Titdo < 1/80 0 0 0 1 , O R R ) 1 0 4
Titulo 2 1/80 0 0 0 0 i i i 0 0 0 0,00%
Muestras 9338 | 1693 | 26714 | 51542 | 1435 | 12702 | 16578 | 38014 | 28335 | 211513
2007/ 2015 Titdo < 1/80 68 263 s 996 0 | % [ & 878 498 3.254
Titulo 2 1/80 18 2 51 122 5§ | 3 12 162 93 498
0,24%
Tabla 46.

Muestreos de tularemia en ganado ovino. Periodo 2007 a 2015

La Figura 39 resume la evolucion del muestreo y titulos de sueros ovinos
(arriba) entre 2007 y 2015, igual que la evolucién de las titulaciones < 1/80
y > 1/80 en el caso de las explotaciones ovinas (abajo).

Aunque los resultados no permiten deducir la existencia de un problema
sanitario o de sanidad animal vinculado a esta especie, pues hasta la fecha ni
se ha tenido noticia de ningun diagndéstico ni sospecha, ni clinica, ni etiol6-
gica, seguramente como consecuencia de su condicién ligada a que la resis-
tencia natural frena el proceso infeccioso, si que los datos disponibles ponen
de manifiesto en primer lugar, la circulacion del agente (F. tularensis) en Cas-
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tillay Ledn, y en segundo lugar la existencia de un indicador epidemiolégico

que puede ser Util en la vigilancia.

Evolucién de las titulaciones en las muestras de ovino 2007 / 2015

5,00%
4,50%
4,00%
3,50%
3,00%
2,50%
2,00%
1,50%
1,00%
0,50%

000 1 2 3 4 5 [} /! 8 9
@lilulo> 1/80  0,29% 0,62% 0,10% 0,03% 0,01% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
@Titulo< 1/80  1,70% 4,12% 1,19% 0,85% 0,43% 0,21% 1,01% 0,34% 2,48%

Evolucién de las titulaciones en las explotaciones ovinas 2007 / 2015
70,00%

5O,00%

50,008

40,00%

30,00%

20,00%

10,00%

0,00%
2007 2008 20049 2010 2011 2012 2013 2014 2015

WEXPLOTACIONES Titulo 2 1/80  13.23% 7.88% 1,30% 0,39% 0.17% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
WEXPLOTACIONES Titulo < 1/80  47,47% 31,68% 12,12% 9,39% 0,00% 2,49% 0,08% 3.87% 0,18%

Figura 39.
Evolucion de las titulaciones en ganado ovino y explotaciones ovinas desde
2007 a 2015
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1.2.2.3.2. Tularemia en Perros y otros canidos (salvajes)

La situacion es similar a lo descrito en el caso del ganado ovino sirviendo esta
especie, principalmente en aquellos animales que por razén de aptitud pueden
estar en contacto con ambientes contaminados o con posibles reservorios ani-
males (perros de caza, perros de pastores, etc.) calificados como de riesgo, de
un indicador de la presencia y circulacion de £ tularensis en el ambiente.

Como se ha senalado en las ovejas, en el caso de los perros en 2007 se
sometieron a estudio 528 animales de grupos de riesgo, mediante extraccion
de sangre y estudio del suero por la misma técnica (microaglutinacion en
placa), obteniéndose 27 animales con titulos de 1:80 o superiores, conside-
rados sospechosos, que representa el 5,11% del total, aunque solo uno (de
la provincia de Ledn) seroconvirtié en la segunda extraccion, de lo que se de-
duce que mayoritariamente se trataba de contagios anteriores, que en el peor
de los casos ponen de manifiesto la circulacion del agente patégeno en el
ambiente de las zonas muestreadas, igual que sucede con las ovejas. A partir
de esta fecha, se mantuvo la serovigilancia de esta especie animal con mues-
treos y determinaciones anuales.

Segun ha sido descrito por algunos autores, el perro es un buen indica-
dor de la presencia de F. tularensis. Gurycova y Kopcok (1992) (312) des-
cribieron en una regién endémica de tularemia en Eslovaquia,

Resultado muestreos de tularemia en canidos domésticos.
2007

| Negativo

[ Tituiacion < 1/80
I Titulacion = 1/80
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Resultado muestreos de tularemia en cdnidos domésticos.

Resultado
|:| Negativo
[ Titulo < 1180
I itulo = 1/80

Resultado muestreos de tularemia en canidos domésticos.
2009

Resultado
I:] Negativo

[ Titulo < 180
B vituio = 1/80
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Resultado muestreos de tularemia en cdanidos domésticos.
2010

Resultado
[ Negativo
[ Titulo < 1780

2011

Resultado
| Negativo
[ Titulo < 1780
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Resultado muestreos de tularemia en canidos domésticos.
2012

Resultado
Negativo

[ Titulo < 1/80

2013

Resultado

|| Negativo
[ Titulo < 1/80
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Resultado muestreos de tularemia en cdnidos domésticos.
2014

Resultado
Negativo

| Titulo < 1/80

B itulo = 1/80

Figura 40.
Procedencia geografica provincial de los sueros de perro, de grupos de riesgo,
para el estudio de la tularemia, en 2007-2014

seroprevalencias de hasta el 37% en animales de determinados grupos de
riesgo (perros de granjas ganaderas), con la particularidad de su gran per-
sistencia. Los autores consideran a esta especie animal, un buen indicador
de la existencia de focos naturales activos y un marcador adecuado para
su vigilancia. En la Figura 40 se identifican los puntos geograficos corres-
pondientes a las provincias de Castilla y Ledn en relacién con los muestreos
sobre perros de riesgo, a lo largo de estos afos.

Como se observa en la Tabla 47, entre 2008 y 2015 se muestrearon una
media de 853 animales al afio, con porcentajes de positividad muy bajos
(1,06% en 2008 y 0,4% en 2009) que ya se anularon en 2010, situacion
que se mantuvo hasta 2014, coincidiendo con el rebrote de la enfermedad,
en el que 6 animales de un total de 1.361, equivalente al 0,44%, presen-
taron titulos superiores a 1:80, una condiciéon, como se ha sefalado antes,
que ratifica su condicion de indicador o centinela de la enfermedad. Ha-
cemos constar que en 2014, las provincias que manifestaron mayor riesgo
en relacion con otros hospedadores, fueron objeto de una vigilancia espe-
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cial traducida en mayores muestreos, como ocurre en el caso de Palencia,
Burgos o Valladolid en las que en todos los casos el numero superé las 200
o en el caso de Burgos, las 300 muestras. Finalmente, en 2015 se proce-
saron 1.232 muestras procedentes de todas las provincias de la Comunidad
Auténoma (minimo de 59 en Segovia y 61 en Soria y maximo de 306 en
Burgos) de las que 18 presentaron un titulo <1/80 y en un caso adicional,
el titulo supero este valor.

Media /

AfoMuesitras Provincia Titulo > 1/80
2007 528 58,67 27 511%
2008 472 52,44 5 1,06%
2009 495 55,00 2 0,40%
2010 559 62,11 0 0,00%
2011 960 106,67 0 0,00%
2012 939 104,3 0 0,00%
2013 1.131 125,67 0 0,00%
2014 1.361 151,22 6 0,44%
2015 1.232 136,89 1 0,08%
2007 /2015 7.677 853 41 0,53%
Tabla 47.

Resultados de un muestreo seroldgico en perros de riesgo, frente a F. tularensis
en Castilla y Leon entre 2007 y 2015

En la Figura 41 se puede observar finalmente, la evolucién de los mues-
treos, asi como la correspondiente a las muestras con titulos > 1/80 en perros,
en el periodo 2007 a 2015
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Tularemia en perros. Evolucion 2007-2015
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Figura 41.
Evolucién de las titulaciones en muestras de perros desde 2007 a 2015

1.2.2.3.3 Tularemia en zorro y lobo

Como en los ultimos afios se han realizado descripciones de tularemia
en canidos silvestres en las que se incluyen el lobo (Canis lupus signatus)
(313), y el zorro (Vulpes vulpes) (314), especialmente en estos ultimos.
Desde 2011 hasta 2015, el Plan de Vigilancia Permanente de la fauna sil-
vestre ha incluido también a estas especies aunque hasta la fecha, los re-
sultados han puesto de manifiesto una escasa significacion de estas
especies, respecto de la tularemia, en nuestro ambito, como se recoge en
la Tabla 48.

En total, en los cinco afos de Programa se han muestreado 400 anima-
les entre todas las provincias de la Comunidad Auténoma. Destacan los
casos de Salamanca, con 127 muestras, Zamora con 112, Segovia, con 53
y Ledn con 44. Como se ha indicado los datos apuntan a la falta de interés
pues en ningun caso se obtuvieron titulos superiores a 1:80 y en 16 casos
(un 4%) solamente hubo algun titulo inferior al umbral considerado de
riesgo. La Figura 42 recoge la representacion grafica de estos datos.
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ANO Muestra 1lo < 1/80 o 30

2011 116 4 0
2012 53 1 0
2013 61 0 0
2014 70 11 0
2015 100 0 0
2011/ 2015 400 16 0

Tabla 48.
Resultados de un muestreo serolégico en canidos silvestres (zorro y lobo)
en Castillay Ledn entre 2011y 2015
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Figura 42.

Tularemia en canidos silvestres. Resumen de la evolucién 2007-14

Puede resumirse, por tanto, la escasa significacion de ambos grupos, que
solo refleja (de forma indirecta, mediante la presencia de anticuerpos) la cir-
culacién del agente (F. tularensis) en los momentos de maximo riesgo de la
epidemia en otras especies, seguramente motivado por su condicion depre-
dadora o de ocasional contacto con aquellas (liebres, conejos o roedores).
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1.2.2.3.4. Tularemia en crustaceos de rio. Cangrejos

Con los precedentes del brote que tuvo lugar en Cuenca en el afio 2007,
ya referido, y algunos casos descritos en la provincia de Palencia a lo que tam-
bién se ha hecho alusién, se programé desde el principio por parte de las au-
toridades de Sanidad Animal de la Junta de Castilla y Ledén la toma de
muestras y estudio correspondiente de cangrejos de rio, llevando a cabo la
determinacion de F. tularensis bien por cultivo o mediante deteccién con téc-
nicas moleculares (PCR) en el Laboratorio Regional de Sanidad Animal de la
Consejeria de Agricultura y Ganaderia.

La secuencia de muestreos tuvo especial significacion en el primer afio
(2007), cuando llegaron a procesarse 256 muestras de crustaceos de rio pro-
cedentes las diferentes provincias de la Comunidad Autébnoma, exceptuando
los casos de Avila, Salamanca y Segovia, las Unicas provincias donde no se
llevaron a cabo muestreos. En la provincia de Palencia se estudiaron 106
muestras (el 41,41% del total), sequida de Zamora con 79 muestras (30,86%)
y cantidades menores en el resto, en todos los casos con resultado negativo.
A partir de aquel afio, se volvieron a tomar y someter a los analisis de labo-
ratorio correspondientes mediante los mismos procedimientos anteriormente
descritos, muestras de cangrejo de rio en 2009 (12 muestras en Ledn, Palencia
y Zamora), 2011 (4 muestras en Palencia) y 2014, con 5 muestras (igual-
mente, todas en Palencia). En todos los casos, los resultados han sido nega-
tivos. Los crustaceos fueron capturados en corrientes de agua de zonas
epidemiolégicamente de interés, calificadas como ‘zonas de riesgo’.

1.2.2.3.5. Tularemia en vectores invertebrados

De igual forma, se ha procedido también al estudio microbiolégico de inver-
tebrados (pulgas y sobre todo garrapatas, obtenidas de los hospedadores vivos
muestreados especificamente, sobre todo parasitando topillos, ovinos y liebres).

Los muestreos se iniciaron en 2007, procesandose un total de 47 garra-
patas obtenidas en Valladolid (27) y Ledn (20) y siguieron después en 2008,
con 34 estudios, en el que ya participaron todas las provincias, especialmente
Palencia (11 muestras), 30 en 2009 (28 muestras en Soria), 2011, con 46
muestras (39 en Soria), 2014 (10 muestras en Palencia, Valladolid y Zamora)
y 2015 (20 muestras en Avila, Palencia Valladolid y Zamora). No se llevaron a
cabo estudios a partir de garrapatas en los afios 2010, 2012 y 2013.

En 2014 se obtuvieron 3 garrapatas positivas a PCR (una en Valladolid y
dos en Zamora) y en 2015, sobre 20 muestras (1 de Avila, 7 de Palencia, 8
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de Valladolid y 4 de Zamora) se obtuvieron 10 positivas a PCR (1 en Avila, 5
en Palencia, 2 en Valladolid y 2 en Zamora) (Figura 43). Cabe sefalar que
todos los positivos de 2014 y 2015 han sido en garrapatas que estaban pa-
rasitando a lagomorfos motivo de muestreo.

A estas debe anadirse, al menos, que uno de los primeros aislados de F. tu-
larensis obtenidos en un topillo de la provincia Zamora en el curso del primer
brote en 1997-1998, fue acompanado de la recuperacion de garrapatas y de
éstas se aisl6 igualmente F. tularensis holarctica, igual que sucedié en el caso
de otras garrapatas recuperadas en la provincia de Valladolid, en el mismo afio
(Garcia del Blanco et al., 2002). En la Figura 44 se representa la grafica de evo-
lucion de las muestras en garrapatas y los resultados obtenidos.

Figura 43.
La presencia de garrapatas es comun en liebres y topillos
(https://gallowayfarm.wordpress.com/2015/08/27/the-year-of-the-tick/ ;

http://Awww.hlasek.com/microtus agrestis bt3351.html

1.2.2.4.6. Francisella tularensis en muestras de origen ambiental.
Agua

En 2007, se tomaron 59 muestras de agua de diversas provincias (Burgos,
5 muestras; Ledn, 6 muestras; Palencia, 35 muestras; Soria, 2 muestras; Va-
lladolid, 5 muestras y Zamora, 6 muestras) en todos los casos con resultado
negativo. Las muestras de agua fueron tomadas de diferentes ubicaciones
(pozos, charcas, arroyos, acequias, etc.) en las zonas de riesgo de tularemia
establecidas en 2007, en coincidencia con casos positivos 0 sospechosos en
animales silvestres.
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Tularemia. Evolucién en garrapatas 2007-2015
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Figura 44.
Evolucion de las muestras y positivos en garrapatas, desde 2007 a 2015

A partir de este afio se volvieron a tomar muestras de agua en los dos
anos siguientes (2008 y 2009), con el mismo resultado negativo. En 2008 se
tomaron 18 muestras en la provincia de Palenciay en 2009, 6 en la provincia
de Palencia y 5 mas en la de Ledn, igualmente con resultado negativo.
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CAPITULO IV.

ESTUDIOS COMPLEMENTARIOS
Y CONSIDERACIONES FINALES




1. Consideraciones generales sobre el muestreo y
positividades

Aunque a lo largo de las Tablas anteriores se ha dado cuenta del nimero de
muestras y su procedencia en cada una de las especies estudiadas a lo largo de
los brotes, debe indicarse que la heterogeneidad de los numeros responde, prin-
cipalmente, al caracter pasivo de la vigilancia, que permite la recogida de cada-
veres en el campo alli donde son localizados. Esta circunstancia se produce de
forma particular en el caso de las liebres y conejos de monte. Desde la publica-
cion de la Orden AYG/1535/2010, se puso en practica un muestreo sistematico
utilizando las visceras de los animales que los cazadores estan obligados a apor-
tar a la Consejeria de Agricultura y Ganaderia, para su andlisis vy, a tal efecto,
segun el Servicio de Sanidad Animal, se han establecido puntos de recogida de
muestras (hasta 103 en Castillay Ledn) ademés de un nimero de teléfono mévil
para establecer el contacto y atender las llamadas de los cazadores, asi como la
recogida de las visceras a cargo de las Unidades Veterinarias.

Cuando se trata de topillos y otros micromamiferos, a la vigilancia pasiva
se han sumado los planes de captura mediante trampeo, que suponen la in-
corporacion de una vigilancia activa, que en algunos casos ha podido ser re-
flejada en los cuadros correspondientes. A tal efecto, colaboraron tanto las
plantillas de la Consejeria de Agricultura y Ganaderia, a través de la Direccion
General de Produccion Agropecuaria, como el Area de Plagas del Instituto
Tecnolégico Agrario de Castilla y Ledn (ITACYL), a los que se sumaron también
efectivos de la Consejeria de Medio Ambiente.

La Tabla 45 y la Figura 45 recogen el resumen total del muestreo en los
pequefios micromamiferos entre 2007 y 2015, con expresion de los positivos
y su porcentaje, a lo que se puede sumar los datos referidos correspondientes
a 2016 (enero-agosto), mostrando su evolucion en este periodo.

Entre 2007 y 2016 se procesaron para analisis de tularemia 5.787 muestras
de lagomorfos (liebres y conejos), roedores (topillos, ratones) y otros microma-
miferos (OMM). No resulta extrano observar que como consecuencia de la pre-
sion externa, coincidiendo con el alto nimero de casos humanos y el tamafo
de la plaga, los topillos hayan sido estudiados de forma masiva, ocupando casi
dos terceras partes del total, alcanzando el 63,80% (3.655 muestras) de las pro-
cesadas desde 2007. Le siguen liebres y conejos en un porcentaje muy similar
en cada una de ellas, 11,97% (686 muestras) y 14,00% (802 muestras) respec-
tivamente. Las muestras de liebres se recogieron en gran numero durante el
brote de 2007 y 2008 para descender desde 2009 a 2012 y volver a incremen-
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tarse de nuevo a partir de 2013 y 2014, aunque ya no se recogieron en el nivel
de los dos primeros anos. En los conejos de monte la mayor recogida de mues-
tras se ha producido a partir de 2011 (187 muestras), debido a la publicacion
de la Orden AYG/1535/2010 que implicaba nuevos muestreos en todo el terri-
torio. Por ultimo el resto de micromamiferos (OMM) entre los que destacan el
ratén campestre (Apodemus sylvaticus), la musarafa comun (Crocidura russula)
y la rata topera (Arvicola terrestris), principalmente, representan el 10,23% de
las muestras (586 muestras).

La intensidad de los muestreos, definitivamente, responde a la demanda
que deriva de los resultados de vigilancia, que dirige tanto cuantitativa como
cualitativamente los trabajos, fundamentalmente en las zonas donde comien-
zan a producirse resultados positivos en animales, a la vez que en las zonas
donde se tiene noticia de casos humanos.

4.000
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Figura 45.
Muestreos en animales silvestres (lagomorfos y otros micromamiferos)
para analisis de tularemia, desde 2007 a 2016

La Tabla 45 recoge también, los resultados de animales positivos y su porcentaje
sobre las muestras distribuidas entre las especies analizadas, roedores y lagomor-
fos. En su conjunto, en los 10 afios del periodo de estudio, se obtuvieron un total
de 334 animales positivos correspondientes a liebres, conejos, topillos y otros mi-
cromamiferos, que representan un 5,83% del total de animales muestreados. El
mayor nimero de animales positivos correspondié a los topillos, con 179 animales
que representan el 53,59% del total conjunto de animales positivos y, como ya
indicamos un 4,9% de tasa de positividad global, siendo 2014 el afio con mayor
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positividad relativa (10,94%, sobre un total de 1.472 animales investigados ese
ano). Le siguen las liebres con 115 positivos, que representan el 34,43% de total
de animales positivos y relativamente, el 16,77 % de positividad para esta especie,
siendo 2008 el ahio de mayor positividad, con un 28,19%, haciendo constar que
en este periodo de 10 afios, en 6 siempre hubo animales positivos. En tercer lugar,
los conejos, con 28 animales positivos, representan el 8,38% del total de positivos
y el 3,50% de positividad global por especie, siendo también en 2014 cuando se
alcanzo el valor mas elevado (11,36% de prevalencia). Finalmente, el grupo de
“otros micromamiferos” (OMM), representd un 3,59% de los positivos totales, y
el 2,05% de todas las muestras analizadas de esta especie, con 6 muestras en
2014, como valor mas alto (que representan el 12,25%). Como hemos sefialado,
la Figura 45 recoge la evolucién de los positivos, por especie y el porcentaje relativo
sobre el total de positivos, también por especies.

En la evolucién de los positivos a lo largo de estos 10 afos se aprecia una re-
peticion de datos en el caso de la liebre, especie en la que coincidiendo con la
aparicion de brotes, el porcentaje de positivos se sitla en el entorno del 20% o
mas, estabilizandose después hasta anularse, aunque la duracion del periodo
sin positivos en la fase interepidémica es menor que en el caso de otras especies,
lo que podria entenderse a favor de su papel de mantenedora de £ tularensis.
Los conejos, entre los lagomorfos, tienen un papel mucho maés discreto, que en
el conjunto del estudio apenas llega al 3,5% de positivos, si bien coincidiendo
con crisis en otros vectores reservorios, como se ha podido ver en 2008 y, sobre
todo en 2014y 2015, se alcanzaron valores sustancialmente mas altos.

Al lado de la liebre, los topillos, tanto por su papel de fuente de infeccién
(vector, reservorio o mantenedor), como por el aumento de las poblaciones
hasta alcanzar la condicién de plaga, poseen interés particular. Como se ha
sefialado en parrafos anteriores, como consecuencia del interés social y sani-
tario, se ha ejercido sobre esta especie una presion a nivel de muestreo que
no ha tenido igual en ninguin otro caso, alcanzando en 2014 niveles proximos
alos 1.500 animales, incluyendo conjuntamente los procedentes de vigilancia
pasiva (cadaveres) y los de vigilancia activa (animales vivos, procedentes de
trampeos). El resultado, ya expuesto, ofrece una media para el conjunto del
periodo 2007-16, del 4,9%, que dificilmente justificaria su papel protago-
nista. Los mayores porcentajes se obtuvieron en 2010 (en este caso poco sig-
nificativo por el escaso numero de muestras) y sobre todo en 2014, donde
se alcanzd un porcentaje del 10,94%.

Los otros micromamiferos (OMM) presentan un patron similar al de los co-
nejos de monte no apareciendo animales positivos hasta 2014 con 6 positivos
sobre 49 muestras, reduciéndose a uno solo en 2015y 5 mas en 2016.
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Evolucion de positivos en las diferentes especies
diana de tularemia entre 2007 y 2016
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Figura 46.
Evolucion de los positivos de las especies diana y positividad relativa
desde 2007 a 2016

Finalmente se ha de sefalar también que ademas de los analisis y determi-
naciones llevadas a cabo para establecer la presencia directa o indirecta de F. tu-
larensis en las muestras de animales recogidos durante estos afos, todas las
obtenidas tanto en el caso de lagomorfos como roedores han sido procesadas
para la investigacion de otros patdgenos con el caracter de agentes de zoonosis,

1. Consideraciones generales sobre el muestreo y positividades 237




incluyendo Brucella spp., Borrelia burdorgferi (agente de la enfermedad de
Lyme), Coxiella burnettii (agente de la Fiebre Q) y Leptospira spp, causa de lep-
tospirosis, en todos los casos con resultado negativo, excepcion hecha de un
topillo capturado vivo, procedente de Burgos, que en 2007 resulté positivo (se-
rologia positiva) frente a enfermedad de Lyme. Las serologias frente a Listeria
spp también resultaron negativas (en topillos se describieron dos casos en di-
ciembre de 2013 positivos a Listeria spp). Como quiera que sea, estos resultados
resultan tranquilizadores. Se ha descrito, por otra parte, la presencia de la en-
fermedad virica hemorragica del conejo en un nimero abundante de muestras
recogidas entre octubre y noviembre de 2013.

2. Fauna silvestre y doméstica y tularemia en
Castilla y Leén

En lo que se refiere a la presencia de F. tularensis en la fauna doméstica o sil-
vestre de Castillay Ledn y su condiciéon de fuente de infeccion (directa o indirecta,
posible o probable), no parece que nuestras condiciones se aparten sustancial-
mente de la situaciéon descrita de otros paises de nuestro entorno europeo occi-
dental.

Segun se desprende de los cuadros y tablas presentados, particularmente en
los tres brotes cuyo estudio ha podido ser analizado en los animales, se podria
concluir, por un lado, acerca del caracter endémico de la tularemia en la Comu-
nidad, particularmente en el asentamiento definido como Tierra de Campos, que
incluye parte de las provincias de Ledn, Palencia y Valladolid.

En las tres provincias se han producido el mayor nimero de positivos tanto en
el caso de la liebre como de otros animales, aunque existan algunas derivaciones
gue implican también otras, que utilizando este criterio cuantitativo, de mayor a
menor incluyen, en el caso de los lagomorfos (sobre todo liebre), a Zamora, Bur-
gos, Salamanca, Avila, Segovia y Soria. En el caso de los roedores, se han encon-
trado positivos, ademas, en las provincias (como antes, de mayor a menor) de
Avila, Soria, Zamora y Salamanca (solamente en Burgos no se detectaron positi-
vos), lo que pone de manifiesto la distribucion del agente en toda la Comunidad
de Castilla y Ledn, con situaciones de particular incidencia en Tierra de Campos.

En las zonas endémicas, por otra parte, la presentacion de la enfermedad
es aparentemente estacional, siendo sobre todo mayor el nimero de casos
durante la primavera tardia, el periodo estival y el inicio del otofio, que puede
explicarse por su relacién con factores como la temperatura y las precipita-
ciones que favorecen mayor abundancia del sustrato vegetal necesario para
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que las camadas de los animales que actian como fuente de infeccion dis-
pongan de alimento y sobrevivan en condiciones adecuadas. La prevalencia
mas alta se podria relacionar también con una mayor actividad de estas es-
pecies, con incrementos demograficos. Si se evallan los brotes por la preva-
lencia en humanos, influye favorablemente el incremento de las actividades
al aire libre, tanto profesionales como de ocio, que aumenta las oportunida-
des de exposiciéon y contacto.

En cualquier caso, los mecanismos implicados en esta variacion espacio-tem-
poral no son, por el momento, bien conocidos, como tampoco lo es el papel y
la importancia relativa en la aparicion de brotes, magnitud, extension y proble-
maética derivada que pueden jugar los posibles reservorios vivos e inertes descri-
tos hasta la fecha. En cualquier caso ninguno ha sido admitido como definitivo,
especulandose con varios hospedadores susceptibles de los que, al menos, se
conoce su intervencion como fuentes de infeccion o vectores, que generalmente
actian como amplificadores. En tal condiciéon, queda fuera de toda duda el
papel de la liebre y, en menor medida (por el momento) el del topillo, igual que
en mucha menor intensidad el conejo de monte y otros micromamiferos de
campo pues de todos ellos se pueden referir aislamientos positivos de £ tula-
rensis o deteccion de su ADN mediante métodos de diagnéstico molecular.

El papel de las garrapatas sigue siendo una incégnita aunque parece que en
los Ultimos afos comienza a cobrar algun tipo de protagonismo. Debe recor-
darse que, en los primeros afios, en el primer brote, solo pudo detectarse la pre-
sencia y el correspondiente aislamiento de F. tularensis a partir de garrapatas
obtenidas en un topillo que también resultd positivo. En los afos siguientes,
todos los intentos realizados por métodos bacteriologicos, de cultivo y aisla-
miento, igual que por procedimientos moleculares (PCR), resultaron infructuo-
sos. Sin embargo, los resultados obtenidos en 2014 y 2015, coincidiendo con
el ultimo brote han ofrecido datos de deteccion positiva mediante métodos mo-
leculares, a partir de ejemplares obtenidos en Valladolid, Zamora, Avila y Palen-
cia, en el Ultimo ano, con unos porcentajes de positividad elevados (en la mitad
de las 20 muestras de garrapatas estudiadas).

Parece justificado, por tanto, insistir en esta direccion tanto en lo que se refiere
en su papel de posible reservorio natural (como ocurre en otras latitudes) como
de vector que traslada el agente patégeno desde un hospedador infectado a
otro sano, difundiendo el proceso. Falta por completar, sin embargo, datos co-
rrespondientes a la identificacion y caracterizacion de las garrapatas estudiadas
y otras circunstancias epidemiolégicas (papel puramente mecanico del vector
o implicacion en la multiplicacion del agente y transmision vertical, por €j.,),
a cargo del Laboratorio Regional de Sanidad Animal u otros centros especia-
lizados, datos por el momento no disponibles.
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Por su parte, los intentos por averiguar el posible papel como reservorio inerte
del agua (que no asi de protozoos acuaticos, como ha sido descrito en el caso
de Acanthamoeba castellani'y otras) no han afadido luz sobre el asunto, hasta
ahora, y los irrelevantes resultados obtenidos mediante serologia a partir tanto
de canidos (domésticos y salvajes), como de ovinos, tampoco aportan demasia-
dos datos mas alla de ratificar, como se ha dicho, la circulacién del agente en el
ambiente, particularmente coincidiendo con la explosiéon de brotes, sin revelar
por otra parte, cuadro clinico alguno ni otras consecuencias no clinicas que pu-
dieran asociarse.

Como era de esperar, los datos mas relevantes de deteccion o aislamiento
de F. tularensis a partir de la fauna de Castilla y Ledn, residen en lagomorfos y
en pequenos roedores, que como ocurre en otros lugares de Europa, represen-
tan la fuente de infeccion para el hombre (directa o indirectamente) y al menos
se comportan como mantenedores y/o amplificadores del agente.

2.1. Micromamiferos en Castilla y Leén

Aunque el término micromamifero carece de valor taxonémico, en la practica
se utiliza extensamente para agrupar especies de mamiferos de pequefo porte,
incluidos insectivoros, lagomorfos, quirdpteros y roedores.

Las especies de liebres descritas en Espafa incluyen la liebre europea (Lepus
europaeus), la liebre ibérica (Lepus granatensis) y la liebre de piornal (Lepus cas-
troviejoi), que en su area de distribucién integran una parte de la Comunidad
Auténoma de Castillay Ledn y en la zona endémica de tularemia, principalmente
la liebre europea vy la liebre ibérica. En los andlisis llevados a cabo a propdsito
del diagnostico de tularemia (aislamiento y/o deteccion de F. tularensis), no se
han realizado anotaciones sobre identificacién de especie (una u otra especie)
pudiéndose concluir, por aproximacion, que probablemente se tratase de las
dos referidas en primer lugar, pero tampoco se puede excluir ejemplares de la
liebre de piornal. Su papel como mantenedor y/o amplificador de F. tularensis,
esta fuera de duda y es admitido por la mayoria de los autores. Algunos, incluso,
afirman que es esta especie la Unica con capacidad para mantener £. tularensis
en periodos inter-epidémicos, asociada a la garrapata Haemaphysalis concinna
(u otras) en un ciclo biolégico que ocasionalmente se rompe y se expande a
otros mamiferos y también al hombre, a lo que ya nos hemos referido.

El conejo de monte (Oryctolagus cuniculus) posee una importante distri-
bucién en toda la peninsula ibérica (Espafa, “Tierra de Conejos”) y ha sido re-
petidamente descrito como una especie susceptible a . tularensis, hasta el punto
gue, como ha sido descrito, la tularemia ha recibido también la denominacion
de “fiebre de conejos”. En los estudios que se presentan en este trabajo, la pre-

240 TULAREMIA. UNA APROXIMACION A SU ESTUDIO INTEGRAL EN CASTILLA Y LEON



sencia de tularemia en conejos se sustancié en porcentajes de alguna entidad
en 2008, 2014 y 2015, con valores extremos en 2014 donde el porcentaje de
positivos subié hasta el 9,09%.

Como se indicado, dentro de la denominacién OMM (" otros micromamife-
ros”) se han recogido varias muestras de musarafas (Crocidura russula, la mu-
sarafna gris) que por su aspecto y tamafo puede ser confundida ocasionalmente
con topillos; en 2016 se registraron 4 musarafas positivas en la localidad de Fre-
chilla (provincia de Palencia) lo que, seguramente, representa la primera des-
cripcion del patdgeno en esta especie.

Los roedores estan integrados en el orden Rodentia que incluye mas de
2.300 especies repartidas en mas de 480 géneros, con descripcién continua de
especies nuevas; a ello ya nos hemos referido en otro lugar. En territorio espafiol
se ha sefialado la presencia de 28 especies de roedores. En Castillay Ledn estan
presentes la ardilla roja (Sciurus vulgaris), considerada autéctona, y entre los li-
rones (familia Gliridae) estan igualmente presentes dos especies, el lirén gris (Glis
glis) y el liron careto (Eliomys quercinus), las tres sin antecedentes de infeccion
por F. tularensis, aunque potencialmente susceptibles.

Como ya hemos sefnalado, los genuinos roedores, pertenecen al suborden
Myomorpha, que incluyen ratas, ratones, jerbos, lemmings, hamsters (cricetos)
y topillos, y tienen en Castilla y Ledn a la mayoria de sus representantes descritos
en Espafa (17 especies de un total de 20), entre los que se cuentan 7 especies
de muridos (ratas, ratones y jerbos) y el resto cricétidos arvicolinos (familia Cri-
cetidae, subfamilia Arvicolinae). Ratas (315)y ratones son susceptibles a F. tula-
rensis. Entre estos Ultimos se incluyen algunas especies que han sido
repetidamente descritas como hospedadores validos para este patégeno en todo
el mundo, particularmente en Europa, como ya hemos descrito en el caso de
Apodemus flavicolis o A. sylvaticus en otra parte de este trabajo. Dentro de los
arvicolinos, diez especies se consideran autéctonas en Castillay Ledn, repartidas
en los géneros Arvicola, Chionomys, Myodes y Microtus. En éste Ultimo género
particularmente importante en nuestro ambito, con seis especies descritas, se
encuadra el topillo campesino (Microtus arvalis). Arvicola terrestris, la rata topera,
ha sido descrita como hospedador de F. tularensis en la antigua Unién Soviética,
tanto a nivel experimental (316) como en condiciones de campo (Moérner, 1992).

El resto de arvicolinos presentes en Castilla y Léon se integran genérica-
mente bajo la denominacion de “topillo”, utilizada para designar algunas de
sus especies que responden a un perfil de caracteristicas comunes (mas o
menos comunes). El resultado es que a menudo se producen complicaciones
para diferenciar realmente individuos entre especies, sobre todo cuando se
carece de experiencia o no se lleva a cabo un estudio cuidadoso. En este sentido
podria definirse un “topillo” como un roedor de pequefio tamafo, aspecto arra-
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tonado, cuerpo macizo, hocico romo redondeado, orejas pequefas y cola pilosa
corta, con habitos total o parcialmente hipogeos y normalmente prolificos.

Una de las especies presentes en Castilla y Ledn es el topillo nival (Chionomys
nivalis), principalmente rupicola, que habita en habitats rocosos normalmente en
zonas montafosas. El topillo rojo (Myodes glareolus) se distribuye al norte de la
Comunidad Auténoma, asociado al Sistema Cantabrico y también al Sistema
Ibérico, principalmente en Burgos y Soria. Su habitat tipico es forestal, encon-
trandose en masas boscosas con sotobosque o en zonas de vegetacion arbustiva,
con un rango de distribucion limitado en esta Comunidad Auténoma. Esta des-
crito como hospedador del patégeno de la tularemia (Rossow et al., 2014).

Las seis especies del género Microtus presentes en Espafia estan también dis-
tribuidas en Castilla y Ledn y al menos dos (M. arvalis y M. agrestis) ya han sido
descritas como hospedadores validos de F. tularensis. El topillo agreste (Microtus
agrestis), esta descrito como hospedador del agente de la tularemia (317) y se
asocia a zonas de montafa y boscosas, pero también a praderas y otras zonas
con hierba densa, como puede suceder en general en la mitad norte de Castilla
y Ledn y suroeste de Salamanca. En otros paises, el topillo agreste se relaciona
con dafios, incluso importantes, en los sectores forestal y agricola, afectando a
vegetales herbaceos y frutales, aungque con menor incidencia, al menos en el am-
bito agricola, que el topillo campesino. De hecho, en nuestro pais puede presen-
tar problemas puntuales, si bien sus pardametros demograficos quedan lejanos
respecto a lo que puede alcanzar el topillo campesino y las afectaciones no re-
sultan ni mucho menos comparables.

Por ultimo, el topillo campesino (Microtus arvalis), descrito asimismo como
hospedador de F. tularensis, es la especie central en su posible papel como reser-
vorio o amplificador de £ tularensis dentro de los roedores. Hasta finales de los
afnos 70 su distribucion en Castilla y Ledn parecia limitada y asociada a las zonas
montanas en la Cordillera Cantabrica, Sistemas Central e Ibérico y Pirineos, ha-
biéndose producido desde entonces un fenémeno de dispersion y colonizacion
hacia el resto de la meseta norte, que continua. En tan solo una década, a finales
de los afios 80, ya se consideraba que estaba presente en las principales zonas
agrarias cerealistas de la region y desde comienzos del presente siglo, en la prac-
tica totalidad de la Comunidad Auténoma.

Asociado a este proceso de dispersion y colonizacion, se han descrito episodios
de explosiones demograficas que, en ocasiones, han derivado en fenémenos de
plagas, con repercusiones econdmicas en cuanto a dafos en los cultivos con
mayor 0 menor extension e incidencia. Existe documentacion referida a explo-
siones demograficas en 1968 y 1978 en zonas puntuales del sur de la Comuni-
dad, detectandose ya en 1983 también en las provincias del norte, Ledn, Palencia
y Burgos y a partir de 1988 en Valladolid y Zamora, en apariencia las ultimas pro-
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vincias colonizadas. Posteriormente, se han descrito nuevos episodios en 1993/94
y 1997/98, hasta llegar a 2007/08, probablemente el mas importante en cuanto
a extension geografica, magnitud, incidencia en los cultivos y repercusiéon me-
diatica. Desde entonces, se han detectado repuntes, especialmente asociados a
las zonas proximas a Tierra de Campos en 2009/10 y 2011/12, y asi hasta el ul-
timo de que se tiene constancia, que comenzo a detectarse durante el periodo
estival de 2013 en algunos municipios del sur de la comunidad, en las comarcas
de Pefiaranda de Bracamonte (Salamanca), Arévalo- Madrigal (Avila) y Cuellar
(Segovia), y en el noreste de la comarca de Campos en Palencia, para luego ex-
presarse durante ese afio y hasta 2014 en otras zonas, en especial, de nuevo,
asociadas a Tierra de Campos, sobre todo en el Oeste de esta comarca.

2.2. Brotes de tularemia humana y brotes de tularemia
en topillos

En paralelo, estos fendmenos de explosiones demogréficas del topillo cam-
pesino se han asociado, por parte de distintos medios y autores, con brotes
de tularemia en el hombre, en particular en los de 2007/08 y 2014, sin cons-
tancia de coincidencias anteriores.

En el brote epidémico de tularemia de 1997/98 los casos de positivos en el
hombre, se asociaron casi en exclusiva a las liebres, mientras que durante el
periodo 2007/08 fueron relacionados preferentemente con el topillo campe-
sino. Durante 2009/10y 2011/12 hubo un relativo silencio epidemiolégico, con
casos puntuales de tularemia humana, no relacionables de forma directa con
la sobreabundancia de topillo, sino de nuevo en apariencia con manejo de lie-
bres. De hecho, desde 2008 hasta 2013, sobre un total de 1.025 muestras en
topillos, tan solo se detectaron 5 casos positivos, los 5 muestreados en el mes
de junio de 2010 en la provincia de Segovia, como hemos sefalado.

Lo cierto es que, aunque el papel de la liebre parece claro a tenor del man-
tenimiento de casos positivos desde el comienzo de las descripciones (en
1997/98), no puede descartarse, a primera vista, la influencia probable de
otras fuentes de contagio, en particular el topillo, que en los Ultimos afios
parece que va clarificando su importancia relativa, pero también el de otras.

En relacién con los topillos, sin embargo, no parece existir siempre una re-
lacion clara de causa-efecto entre su abundancia y los casos en humanos,
pues no siempre han coincidido ambos, y en aquellos casos en los que tal re-
lacion si parece existir, tampoco puede garantizarse la relacion, puesto que esas
sobreabundancias no van acompanadas de casos positivos suficientes y de coin-
cidencia geogréfica de casos humanos y animales, para justificar per se la casu-
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istica, lo que no excluye algun tipo de participacion en el ciclo de la enfermedad
humana puesto que, dados los valores de sobrepoblaciéon de estos roedores,
siempre puede suponer un factor de amplificacion y dispersion de £ tularensis
en el ambiente, facilitando de ese modo su llegada indirecta al hombre. Pero
atribuirles sin mas un papel directo y preponderante es cuanto menos cuestio-
nable, motivo de especulacion sin pruebas, y de hecho arriesgado, si con ello se
minimiza a nivel mediatico la importancia de otros factores que pueden presen-
tar mayor riesgo aparente.

Como quiera gque sea, algunos autores se han pronunciado sobre el particular
con diferente tipo de argumentos. Vidal et al. (2009)(318) publicaron los resul-
tados de un estudio llevado a cabo sobre topillos capturados vivos y cadaveres,
entre febrero y abril de 2007, en cinco zonas de las provincia de Palencia y una
de Segovia. Los autores obtuvieron, mediante una técnica de PCR (319) datos
muy dispares, llegando a manejar positividades del 66,7% en el caso de cada-
veres de animales procedentes de areas tratadas con rodenticida, ademas de
otras consideraciones. El estudio pretendia mostrar la posibilidad de incremento
de tularemia, relacionada con los tratamientos frente a los topillos llevados a
cabo con clorofacinona, concluyendo que en las areas tratadas con el rodenti-
cida, la muerte fue causada tanto por la infecciéon como por el tratamiento. Los
muestreos incluyeron 21 topillos vivos y 31 cadaveres, recogidos en varias loca-
lidades de la comarca de Campos (Palencia) y Segovia, que incluian tratamiento
con rodenticida y otras, sin tratar.

El estudio en cuestion presenta limitaciones importantes en el disefio que no
se consideran a la hora de establecer las conclusiones, por otra parte prematuras,
como puede ser la realizacion de 3 muestreos puntuales (uno antes y dos des-
pués del tratamiento con rodenticida) en un marco temporal excesivamente es-
trecho (19 de febrero a 4 de marzo de 2007, 2 semanas en total, con zonas
seleccionadas a conveniencia y 6 localizaciones (5 en Palenciay 1 en Segovia),
lo que hace imposible la extrapolaciéon a toda la zona tratada con rodenticida y
mucho menos a la totalidad de la Comunidad Auténoma. De igual modo tam-
poco fue calculado convenientemente el tamafio de la muestra necesario para
obtener valores de prevalencia representativos, seleccionandose de forma no
aleatoria solamente un total de 21 topillos vivos de entre todos los capturados
para realizar las estimas de densidad de la poblaciéon y 31 cadaveres hallados
durante la realizacion de los trabajos de campo (28 de zonas tratadas con ro-
denticida y 3 de zonas no tratadas), cuando aplicando criterios cientificos para
asegurar la maxima representatividad en el muestreo, hubieran sido necesarios
mas de mil ejemplares (1.067 individiuos) en la totalidad de la regién donde
tuvo lugar el brote (320), un nUmero que si aseguraria la maxima representati-
vidad, con un nivel de confianza del 95% y una precision del 3% (Ariza, 2015).
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Recientemente se ha descrito también una posible correlacion entre los casos
de tularemia en Tierra de Campos y la abundancia de topillos (32 1) proponiendo
el contagio principal al hombre durante el brote de 2007 vy, por extensién, tam-
bién en 1997, justificando la coincidencia temporal de casos humanos con ma-
ximos de poblaciones de topillos en la region. Al menos en el caso del brote de
1997 la discrepancia reside en el mayoritario papel identificado en el caso de las
liebres, y escaso o nulo en el caso de los topillos, ademas de que la metodologia
utilizada no parece la mas adecuada toda vez que se comparan las estimas de
abundancia de topillos en la provincia de Segovia en todo el periodo 1997-2007
(322) con los casos de tularemia humana en la totalidad de Tierra de Campos,
apelando a la “sincronia” con los brotes en la poblacion de topillos de Castilla y
Ledn (323). No hace falta recordar que Segovia carece de demarcaciones inclui-
das en el territorio de Tierra de Campos, ademas que esta provincia no ha sido
precisamente destacada como origen de casos humanos declarados (un caso en
el brote de 1997, otro en 2014 y uno mas en abril de 2015). Como ya ha sido
sefialado (Ariza, 2015), las conclusiones de este estudio parecen prematuras.

2.2.1. Estudios de abundancia (densidad) de topillos

Ante la situacion descrita parece pertinente investigar mas profundamente
en el posible papel que pueden desempenar los topillos en la epidemiologia de
esta zoonosis en nuestro entorno, resultando justificacion suficiente ese riesgo
potencial derivado de su posible papel como fuente de contagio para otras es-
pecies animales y el hombre, o de mantenedor y difusor de F. tularensis, sobre
todo si se asocia a la abundancia o sobreabundancia de sus poblaciones, sean
o no en forma de plaga, con caracter general o en determinadas provincias o
comarcas concretas, una informacion que tanto para los profesionales de la ac-
tividad agraria, como para cualquier otro que por razéon de ocio o trabajo pue-
dan entrar en contacto, si quiera ocasionalmente con estos animales, resulta de
gran interés practico sanitario. En definitiva, por tanto, este conocimiento resulta
necesario a la hora de adoptar precauciones para evitar situaciones de riesgo.

En el verano de 2013, a la vista de un posible episodio de incrementos de-
mograficos de las poblaciones de topillo, se decidié realizar un estudio' de la
presencia de F. tularensis asociada a estas poblaciones en varias zonas de la Co-
munidad Auténoma en las que, de forma paralela, se llevaba a cabo el sequi-
miento de su evolucidon demogréfica. Se eligieron cuatro zonas en las que se

19 El estudio fue desarrollado por parte del Area de Plagas (ITACYL) con la colaboracion del Ser-
vicio de Sanidad Animal y el Laboratorio Regional de Sanidad Animal de la Consejeria de Agri-
cultura'y Ganaderfa de la Junta de Castilla y Ledn.
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habia detectado un comportamiento diferencial en cuanto a la expresion de las
abundancias de topillo. En todas ellas se llevaron a cabo, en paralelo, muestreos
que fueron investigados en el laboratorio para la deteccién y aislamiento de £
tularensis, asi como para llevar a cabo evaluaciones sobre el estado de situacion
y evolucion demografica de sus poblaciones. Estas Ultimas se ejecutaron me-
diante monitorizacion basada en indices indirectos de abundancia a través de la
deteccion y cuantificacion de indicios de actividad, ademas de mediante estimas
demograficas derivadas de capturas reales realizadas por trampeo.

La distribucién geogréfica de las cuatro zonas fue la siguiente. La primera de
las zonas (Zona-Sur) incluyé las comarcas limitrofes de Pefiaranda de Bracamonte
(Salamanca), Arévalo-Madrigal (Avila) y Cuellar (Segovia). Las otras tres zonas o
demarcaciones estan incluidas en la comarca palentina de Campos; Campos-
Este comprende el noreste de la comarca de Campos (Osorno la Mayor y Villa-
herreros, entre otros municipios). Campos-Oeste comprende el suroeste de la
comarca de Campos (Palencia) y el centro-Este de la de Tierra de Campos (Valla-
dolid) (municipios de Villarramiel, Frechilla, Autillo de Campos y Castromocho,
entre otros). Finalmente, Campos-Centro, que representa el centro geografico
de la comarca de Campos de Palencia (que incluye, entre otros, los municipios
de Villalcazar de Sirga, Villoldo y Villarmentero de Campos) (Figura 47 ay b).

Zona Sur
Campaos Oeste
Campos Centro
Campos Este

Figura 47.
i(a), Las cuatro zonas de Castilla y Ledn donde se llevo a cabo el estudio de densidades
en Microtus arvalis y (b) Comarcas Agrarias de Castilla y Ledn (www.ltacyl.es)
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El estudio que se presenta comprende las anualidades entre 2013y 2015.
Con caracter general, en el verano del primer afio ya comenzaron a aparecer
signos sospechosos de un evento de explosidon geografica tanto en la zona
Sur como en Campos-Este. En Campos-Oeste, sin embargo, se mantenian
en ese tiempo (segundo semestre de 2013) incrementos demograficos dis-
cretos que fueron progresando en la primavera de 2014 resultando, al final,
la zona en la que se evidencio, entre otros, el efecto mas importante sobre
los cultivos. La zona centro (Campos-Centro), por ultimo, mantuvo tendencias
intermedias.

En cada una de las cuatro zonas de estudio, se llevaron a cabo los sequi-
mientos oportunos, considerando distintos tipos de habitat representativos
de las situaciones que se corresponden con la posible expresion de la dina-
mica poblacional y el riesgo derivado de la presencia y abundancia de topillo
campesino. Dos de estos tipos de habitat, “parcelas de cultivo” y “vias de
dispersion” representan, respectivamente, parcelas dedicadas al cultivo (ro-
taciones de cereal) sobre las que puede preocupar la incidencia directa de los
topillos, y zonas con condiciones asimilables a reservorios, que pueden repre-
sentar igualmente vias de dispersién desde las primeras, como sucede con
las cunetas, lindes, regatos y arroyos.

La importancia de ambos tipos de habitat (parcelas de cultivo y vias de
dispersién) ha sido reconocida recientemente en cuanto a la expresién de
la dindmica poblacional del topillo y los riesgos agricolas derivados en una
situacion o evento de explosidon geogréafica en investigaciones llevadas a
cabo en Castillay Ledn (324). Las vias de dispersion representan “parches”
lineales interconectados en el paisaje agricola, con caracteristicas de vege-
tacion relativamente constantes en el tiempo y por lo general no sometidas
(o muy raramente) a modificacion por el hombre siendo, en cualquier caso,
habitats clave para la pervivencia, distribucion y dispersion del topillo cam-
pesino en el territorio. Cuando se dan altas densidades de topillo, este tipo
de habitat es la fuente directa de individuos que se dispersan hacia otros
tipos, como las parcelas de cultivo, que de esta forma se convierten en ha-
bitats sumidero o receptores de poblaciones, especialmente cuando esos
cultivos estan en desarrollo y ofrecen buenos condicionantes de alimento
y proteccion para los animales.

En este estudio se sometieron a analisis los datos de doce periodos de eva-
luacion, entre otofio de 2012 y finales de 2015. La monitorizacién de la si-
tuacién y evolucién en las zonas se realizd, como se ha indicado, tanto en
base a indices indirectos de abundancia (por deteccién y cuantificacion
de indicios de actividad), como por estimas directas, derivadas de captu-
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ras reales por trampeo. Los resultados obtenidos a partir de la primera de
las metodologias resultaron coherentes en los parametros evolutivos de las
poblaciones con los obtenidos por los trampeos, por lo que aqui nos referimos
solamente a los indices de abundancia.

Para la monitorizacion basada en estos indices, la metodologia del tra-
bajo se basd en propuestas cientificas para el sequimiento en zonas geo-
graficas amplias, cotejada después con parametros de captura directa por
trampeo y calibrada previamente frente a capturas de topillos obtenidas
por extracciéon de individuos mediante inundacién controlada (325). La eva-
luaciéon de la presencia/ausencia de indicios de colonizacién por topillo
campesino se realizé mediante la observacion directa de la presencia de
huras asociada a la actividad reciente de los animales, con evidencias tales
como la presencia de excrementos frescos o de restos vegetales igualmente
frescos, en ellas. En funcion de esto, para cada inspecciéon dentro de un
recinto particular, se evaluaban 66 unidades muestrales de 4,5 m?, distri-
buidas en dos trayectos lineales perpendiculares a una de las lindes. En el
caso del habitat “vias de dispersién” se evaluaron 33 unidades muestrales
por cada tramo. El indice de abundancia asociado a cada inspeccion se ob-
tuvo a partir del porcentaje de unidades muestrales positivas respecto del
total evaluado. Los resultados que se presentan derivan de un total de
7.457 inspecciones (2.567 en cultivos y 4.890 en vias de dispersion). En la
Tabla 49 se resumen estos datos y en la Figura 48, se muestra su evolucion;
en ésta ultima, los valores promedio por zona y periodo de evaluacion se
representan por una linea azul continua, en el caso de los indices de abun-
dancia en las vias de dispersion, y una linea verde en el caso de los indices
de abundancia en los cultivos.

C-Centro Cultivos Vias de Dispersion
Aiio Estacion Inspecciones® | i.abundancia® | Inspecciones i.abundancia
2013 Invierno 46 0,14 80 1,36
Primavera 17 0,27 36 1,18
Verano 18 1,68 52 21,42
otoiio 28 2,17 52 33,13
2014 Invierno 11 10,61 112 28,25
Primavera 60 7,10 69 8,23
Verano 39 4,31 112 10,43
otofno 46 2,69 79 19,93
2015 Invierno 28 3,52 42 30,01
Primavera 52 2,80 69 6,83
Verano 31 0,0 62 0,29
otofo 35 0,78 56 2,11
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C- Este Cultivos Vias de Dispersion
Afio Estacion inspecciones i.abundancia inspecciones i.abundancia
2013 Invierno 25 0,2 57 0,64
Primavera 14 0,87 23 0,26
Verano 16 11,27 50 37,09
otofo 31 8,90 56 49,59
2014 Invierno 101 7,66 145 24,93
Primavera 44 4,96 67 11,24
Verano 35 5,24 69 18,99
otofo 33 4,68 60 25,76
2015 Invierno 9 1,68 18 15,66
Primavera a4 0,57 70 6,54
Verano 23 0,0 52 0,17
otoio 30 0,20 56 4,65
C-Oeste Cultivos Vias de Dispersion
Aiio Estacion inspecciones i.abundancia inspecciones i.abundancia
2013 Invierno 39 0,4 92 3,20
Primavera 21 0,11 58 0,31
Verano 18 3,96 53 6,40
otoio 27 1,68 75 12,91
2014 Invierno 112 11,19 246 24,91
Primavera 73 16,52 167 28,63
Verano 75 27,76 171 41,71
otoio 71 9,18 128 26,95
2015 Invierno 75 6,99 117 28,81
Primavera 104 2,67 162 13,97
Verano 62 0,07 133 0,56
otoio 65 0,12 133 1,59
C-Sur Cultivos Vias de Dispersion
Afio Estacion inspecciones i.abundancia inspecciones i.abundancia
2013 Invierno 140 0,24 246 3,64
Primavera 75 0,08 129 2,75
Verano 56 3,58 116 47,15
otoio 48 5,78 86 40,38
2014 Invierno 123 2,38 231 26,95
Primavera 86 0,92 142 13,39
Verano 60 1,08 132 16,64
otoiio 87 0,77 140 11,27
2015 Invierno 33 0,0 41 10,20
Primavera 94 0,06 138 5,12
Verano 119 0,08 224 3,03
otofo 88 0,03 186 4,12

1: nimero de inspecciones; 2: promedio indice de abundancia. Con caracter general, las es-
taciones se han aproximado al comienzo y final del mes, segun corresponda.

Tabla 49.
Resultados de la evaluacién de los indices de abundancia en cultivos y vias de
dispersion en las zonas de estudio (zona Sur, Campos-Oeste, Campos-Este y Cam-
pos-Centro)
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Zona: Campos-Centro
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Figura 48.

! Representacion grafica de los indices de abundancia en zonas de cultivo y vias de |
¢ dispersion entre 2013 y 2015 en las zonas sometidas a estudio (zona Sur y zonas
i Campos-Este, Oeste y Centro, las tres Gltimas en la comarca agraria de Campos
(Palencia) y Tierra de Campos (Valladolid) donde se describen casos de tularemia.
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Por lo que se refiere a los indices derivados de los trampeos y capturas di-
rectas, incluyen sesiones de trampeo involucrando entre 16y 20 trampas por
recinto agricola correspondiente al habitat parcelas de cultivo, distribuidas en
dos lineas perpendiculares a una de las lindes, separadas entre si 2 metros.
En el caso de las vias de dispersion se distribuyeron 20 trampas en una linea
en el interior de la via, separadas entre si también 2 metros. Los parametros
que pueden obtenerse a partir de las capturas se utilizaron, por una parte,
para cotejar |la coherencia de las tendencias observadas por los indices de
abundancia en cuanto a numero de individuos capturados, tasa de captura
por esfuerzo de trampeo, etc., (que como ya se ha indicado, fueron cohe-
rentes), pero también para estimar otros pardametros poblacionales relacio-
nados con la caracterizacion del estado reproductivo y la composicion de las
poblaciones de topillo, tales como proporcion de sexos, estado reproductivo
y porcentajes de gestacion, numero de embriones, relacion de edades esti-
mada a partir de los pesos, etc., todos ellos datos importantes en relacion
con el estudio de las poblaciones. Como se ha sefalado antes, estos datos
no se incorporan.

Contrastando los indices de abundancia con el calibrado a través de las
capturas por inundacién controlada podria resumirse, en definitiva, que:

e Valores de indices de abundancia entre 0% y 5%, asociados en ocasiones
con capturas reales, no siempre permiten descartar la ausencia de topillo.
En este caso se podria definir la correspondencia de estos valores con la
ausencia de poblaciones o la existencia de poblaciones muy bajas.

e Valores entre 5% y 15% se asocian, en general, con capturas de topillos,
con valores que pueden definirse como presenciales o densidades bajas,
sin existir diferencias estadisticas dentro del rango.

e Niveles entre 15% y 40% resultan con capturas estadisticamente supe-
riores a la mera presencia establecida en el tramo anterior, y en afiadido
dentro del tramo se traducen en incrementos relativamente importantes
en las densidades, desde valores que pueden considerarse medios a valores
altos, (identificando poblaciones incluso superiores a los 400 topillos por
hectarea). Aunque no se considera anormal la deteccién puntual de estos
valores, su generalizacion en una zona puede resultar un indicador de po-
sibles anomalias presentes.

e Niveles superiores al 40% representan un rango en que los aumentos se
traducen en un incremento exponencial de la densidad (hasta sobrepasar
ampliamente el millar de topillos por hectarea), identificando situaciones
de riesgo con poblaciones anormalmente elevadas.
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Sobre los datos referidos a los indices de abundancia presentados se pue-
den extraer algunas conclusiones sobre las variaciones en la abundancia po-
blacional. Por un lado, se puede afirmar que en las cuatro zonas a las que se
refiere el estudio, se detectaron incrementos poblacionales importantes du-
rante el periodo de trabajo (2013-2015), pero la expresion de esos incremen-
tos fue diferencial entre zonas y en lo que se refiere a la posible incidencia
final en los cultivos.

La zona en la que primero se manifestaron los incrementos poblacionales
fue la zona Sur, con un incremento notable y repentino de las poblaciones
que tuvo lugar durante el verano de 2013, con incrementos asociados espe-
cialmente a reservorios, sobre todo en vias de dispersion. Tales incrementos
alcanzaron su maximo a finales del verano y comienzos del otofo, iniciandose
después un declive cuya tendencia se mantuvo a lo largo de todo el invierno
y hasta la mitad de la primavera siguiente en la que se pudo observar un
ligero repunte que se mantuvo hasta el verano de 2014, aunque en niveles
alejados de los valores observados el ano anterior. Durante el otofio volvieron
a disminuir las abundancias de forma progresiva hasta el invierno, mante-
niéndose después los valores muy bajos durante todo el afio 2015. En ningun
momento se detectd una presencia o penetracion significativa de topillos en
las parcelas asociadas a cultivo.

Un comportamiento muy similar se produjo también en los comienzos del
estudio en los reservorios asociados a la zona Campos-Este, si bien en este
caso la fase de incremento inicial, muy acusada también en el verano, se pro-
longd hasta finales del otofio de 2013. De nuevo se detecté un declive en el
invierno de 2013-14, pero en esta ocasion seguido de un repunte relativa-
mente importante en la primavera, con una tendencia ascendente que se
prolongd hasta el periodo otofal de 2014, aunque en apariencia tampoco
alcanzo los valores habidos en otono de 2013. Posteriormente se detecté un
nuevo declive en el invierno, rematando 2015 con valores bajos de abundan-
cia durante todo el afo. En este caso, tampoco se detecté en general una
penetracion significativa en las parcelas de cultivos anuales, salvo algunos
casos esporadicos, especialmente al comienzo de la campafa, traducidos en
la presencia de algunos rodales.

En la zona Campos-Centro, si bien comenzaron a detectarse también
aumentos poblacionales en el verano de 2013, no parece que en esta fase
de inicio los incrementos fuesen tan acusados y repentinos como en las dos
zonas anteriores, sino que los mayores incrementos se expresaron durante el
otono de ese ano, alcanzando los maximos al final de dicha estacién o co-
mienzos del invierno. Sigui¢ una tendencia en declive durante el invierno vy,
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a diferencia de Campos-Este, aqui no se detecté repunte acusado en prima-
vera, sino que siguid esa tendencia en descenso, retrasandose hasta el co-
mienzo del verano de 2014 alcanzando su nivel maximo en el otofo, pero
de nuevo, alejado en cuanto a la abundancia observada al final del otofio an-
terior. En las parcelas asociadas a cultivos anuales tampoco se detectd una
incidencia significativa en cuanto a penetracién o presencia, salvo casos de
rodales al comienzo de la campafa y alguna penetracién no demasiado im-
portante al final de la misma.

Por ultimo, en la zona Campos-Oeste la dinamica de las abundancias
fue claramente la mas diferente de las cuatro dado que, si bien se detectaron
inicialmente incrementos en el verano de 2013, estos fueron mucho menores
a los registrados en las otras zonas. Durante el otofo siguié una tendencia
en ascenso que, a diferencia de lo observado en las otras zonas, no parecio
remitir o presentar una fase de declive durante el periodo invernal. De esta
forma, las abundancias al comienzo de la primavera fueron mayores que en
el resto de zonas, continuando la tendencia en ascenso hasta el verano,
cuando se alcanzaron los maximos de abundancia del periodo pasando des-
pués a una fase de declive hasta la primavera siguiente, permaneciendo las
abundancias en niveles bajos durante todo el resto del afo 2015, con un muy
ligero repunte a finales de otofio y comienzos de invierno, para continuar
después con el declive. En este caso, si que se detectd penetracion y presencia
de topillo de forma significativa en las parcelas de cultivo, con un incremento
mas importante asociado y paralelo en apariencia, a los incrementos detec-
tados en los reservorios y vias de dispersion durante la primavera y verano de
2014, siendo esta la zona donde finalmente se reportaron mas dafios por to-
pillo campesino en cultivos anuales durante el periodo de estudio.

2.2.2. Relacién entre densidades poblacionales y tularemia,
en topillos

Conocidos los datos de evolucién de las poblaciones de topillo en las zonas
seleccionadas, el siguiente paso deberia ser el de buscar la posible relacion
entre las densidades y sobrepoblaciones de estos roedores y la presencia de
tularemia (aislamiento o deteccion de F tularensis).

Como ya hemos visto, por lo que se refiere a 2013, no se detectaron topillos
positivos, ni mediante técnicas moleculares, ni mediante cultivo. En 2014, sin
embargo, los primeros topillos positivos fueron detectados a nivel de la Comu-
nidad Auténoma, en el mes de marzo, en la provincia de Palencia (en la zona
de Campos-Este, dos casos en Osorno la Mayor, detectados por PCR) y a partir
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de aqui se fueron produciendo casos nuevos en un nivel moderado en los meses
siguientes (2 casos en abril en los municipios de Villarramiel y Hornillos de Ce-
rrato; 4 casos en mayo, todos en Villarramiel y 2 casos en junio en los municipios
de Mazariegos y Osorno). El pico de maxima prevalencia se obtuvo en el mes
de julio en todas las zonas, con 75 casos (el 15,18% del total del mes en toda
la Comunidad Auténoma, que referido a la provincia de Palencia fueron 69
Casos, que supuso una prevalencia del 15,16%, sobre un total de 455 animales
recogidos en ese mes) repartidos entre los municipios de Frechilla (27 casos, de
un total de 114 animales investigados, que supone una prevalencia del 23,68
%), Osorno (7 casos, de 63 investigados, que supone una prevalencia del
11,11%), Villarramiel (20 casos, de 125 investigados, que supone una preva-
lencia del 16%) y Autillo (9 casos, de 43 investigados, una prevalencia del
20,93%), como valores mas significativos, ademas de cantidades menores en
Revenga de Campos (3 casos), Villaherreros (2 casos) y Villarmentero (1 caso).
Después de un retroceso en los meses de agosto a octubre, se volvieron a de-
tectar valores importantes en noviembre, en algunos municipios de Campos-
Centro y Campos-Este (17 casos en Autillo, de un total de 45 investigados, un
37,77% y 12 positivos de 28 investigados en Osorno, que supone una preva-
lencia del 42,85% como valores mas elevados, aunque como se observa, valores
obtenidos sobre un numero de muestras mucho menor, que le resta represen-
tatividad).

Posteriormente, en todos los casos, se produjo un descenso brusco de la
prevalencia de tularemia (deteccion de F. tularensis) en las poblaciones en el
invierno, sin detectarse casos positivos durante todo el aflo 2015 (que se ha
mantenido en 2016 hasta el mes de agosto, cuando finalizoé el estudio). No
se puede descartar que sea precisamente la presencia de tularemia, conocida
la susceptibilidad de M. arvalis a F. tularensis, una de las causas del receso
poblacional y colapso de la plaga, como consecuencia, a su vez, de la de-
presion inmune derivada de la sobrepoblacién y, con toda probabilidad, del
aumento de parasitosis, entre otras.

La situacion en lo que hace referencia a las cuatro zonas en estudio, queda
reflejada en la Tabla 50. Como se puede observar, el estudio incluyd el
84,71% del total de muestras recogidas en los tres afios en la Comunidad
Auténoma y el 93,21% de los positivos, por lo que su representatividad esta
fuera de toda duda, no solo de la zona nuclear relacionada con los casos de
tularemia en animales, sino de la totalidad de Castilla y Ledn.

Se podria concluir por tanto a la vista de estos datos, que el comporta-
miento diferencial detectado en este estudio respecto de la dinamica pobla-
cional, en cuanto a abundancia estimada de topillo y su evolucion entre las
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Ano 2013 N2 de muestras | N2 de positivos

Sur 11 0

C-Este 1 0

C-Oeste 119 0

C-Centro 56 0

Total 2013 187 0

Ano 2014 N2 de muestras | N2 de positivos

Sur 82 6(7,32%)

C-Este 895 74 (8,27%)

C-Oeste 256 47 (18,35%)

C-Centro 128 24 (18,35%)

Total 2014 1.361 151 (11,09%)

Ano 2015 N2 de muestras | N2 de positivos

Sur 13 0

C-Este 9 0

C-Oeste 11 0

C-Centro 3 0

Total 2015 36 0

Total 2013-2015 1.584 151
Tabla 50.

Registro de muestras estudiadas de topillo campesino y de positivos en las zonas
Sur, Campos-Este, Oeste y Centro, entre 2013y 2015

distintas zonas consideradas, no parece relacionarse de forma directa con la
expresion de la prevalencia de la tularemia en las poblaciones de topillo co-
rrespondientes o, al menos, no de forma simultanea. Los maximos pobla-
cionales detectados durante 2013 en tres de las zonas no estuvieron
asociados a deteccion de casos positivos de tularemia en topillo. En
ninguna zona se pudo observar paralelismo alguno con los incrementos y de-
clives detectados a lo largo del periodo de estudio.

Las observaciones anteriores durante el periodo completo de estudio (2013-
14-15) pueden ser discutibles si se considera Unicamente el afio 2014, puesto
que en este caso la expresion de la evolucion de la prevalencia de la tularemia
en los topillos si que podria presentar en alguna medida un patréon denso-de-
pendiente, aunque retardado, de la evolucién de los incrementos poblacionales
durante ese ano. En apariencia, bien el comienzo de deteccién de F tularensis
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o0 bien la maxima expresion de casos de tularemia, podria asociarse con el inicio
del declive final poblacional, siendo maxima la deteccion cuando comienza
este declive o cuando las poblaciones ya estan claramente en descenso,
un patrén por otra parte, que no puede reinterpretarse en el caso de Campos-
Centro. Podria postularse asi, que no existe forzosamente una relacién directa
entre las fases de incrementos poblacionales, incluso cuando estos son muy acu-
sados, con la prevalencia de tularemia en las poblaciones de topillo, pues no se
ha observado esa relacion en ningun caso durante el afio 2013 e incluso se pro-
duce con retraso en 2014. Sin embargo, esta prevalencia si podria jugar un
cierto papel en los procesos de declive poblacional que podria enten-
derse, incluso como una de las posibles causas del propio retroceso, como
sefialamos antes, al menos en lo que se refiere a zonas donde se encontraron
las positividades mas elevadas.

Debe hacerse constar, para finalizar que, como consecuencia del estudio de
poblaciones de roedores desarrollado por el Area de Plagas (ITACYL), el nimero
de muestras de animales, por lo general recogidos por trampeo, vivos, y euta-
nasiados después con destino al LRSA para su analisis, fue particularmente ele-
vado, hasta alcanzar desde 2013 hasta la fecha actual (incluyendo 2016, entre
enero y agosto), el 86,6% del total de las muestras recogidas en toda la Comu-
nidad Autdnoma (casi 2.500 muestras), siendo el resto recogidas por los Servicios
de las Unidades Veterinarias o Secciones de Produccion Animal de las diferentes
provincias, incidiendo de modo especial en algunos municipios donde existian
precedentes y conocimiento del diagnéstico de casos humanos, lo que también
influyo tanto en la fiabilidad de los datos obtenidos, como en la propia presion
para la obtencién de positivos.

2.2.3. Densidad poblacional de topillos-casos de tularemia
animal y casos de tularemia humanos

En lo que se refiere a la posible relacién entre densidades de las poblacio-
nes de topillo y casos de tularemia, igual que las correspondientes repercu-
siones sobre casos humanos, tampoco puede establecerse una relacién clara.

En el conjunto de la Comunidad Auténoma, en 2013, como se refleja en
la Tabla 37, no aparecié ningun animal positivo de los 397 micromamiferos
estudiados (305 topillos) por lo que podria sefalarse que durante los periodos
de maximos poblacionales se observa una situacion de silencio epidemiolo-
gico en topillos, como ya hemos referido. Su repercusion sobre la tularemia
humana se redujo a solo dos casos registrados, que en la practica fue uno
solo en el mes de agosto, dado que el otro caso, aunque registrado en 2013,
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se habia iniciado en 2012. No se puede establecer, por tanto, en este afo,
ninguna relacion ni entre sobrepoblaciones de topillo y casos humanos, ni
entre tales sobrepoblaciones y casos en topillos, como ya hemos visto.

La situacion en 2014 (Tabla 38) refleja que sobre 1.521 micromamiferos es-
tudiados (1.472 topillos) se detectaron un total de 167 animales positivos (161
topillos). En este afo se habia producido en tres de las cuatro zonas en estudio
(excepto en Campos-Oeste) una clara regresion de las poblaciones de topillos,
tanto en las vias de dispersion, como en los reservorios de cultivo. Los aconteci-
mientos en Campos-Oeste se produjeron en niveles semejantes a las otras zonas,
pero con cierto retraso, de tal modo que los picos sobrepoblacionales tanto en
vias de dispersiéon como en cultivos no tuvieron lugar hasta la primavera-verano
de 2014 manteniéndose sin embargo la cifra de positivos (en niveles inferiores
a las otras tres zonas) sobre todo en los siguientes otofo-invierno. La casuistica
de casos humanos en 2014 comenzé a detectarse a partir del mes de julio, con
cierta coincidencia con la descripcion de casos generalizados en topillos. Debe
precisarse, sin embargo que, si bien el mayor porcentaje de casos humanos se
registraron en la zona de Campos de la provincia de Palencia (sobre todo la zona
aqui identificada como Campos-Oeste), llama la atencidon que en el resto de
zonas, sobre todo en Campos-Este y Campos-Centro, pero también en la zona
Sur, donde el porcentaje de positivos en topillos llegd a alcanzar niveles signifi-
cativamente altos (comparables e incluso hasta mas de 2,2 veces los porcentajes
de positividad registrados en Campos Oeste en el caso de los dos primeros y si-
milar en el caso de la zona Sur), el nimero de casos humanos fue mucho menor,
incluso reducido a un solo caso.

La situacion en 2015, desde el punto de vista de las densidades de topillos
vino caracterizada en todas las zonas por un declive progresivo de las pobla-
ciones después de repuntes suaves en las zonas Sur y Campos-Este y mas
acusados en las de Campos-Oeste y Campos-Centro, hasta alcanzar niveles
similares a los de origen en las cuatro zonas en el verano.

Desde el punto de vista del registro de positivos en los animales, como se
recoge en la Tabla 40 a nivel de la Comunidad Auténoma, el balance fue sus-
tancialmente diferente, pues sobre 119 micromamiferos (93 topillos) estudia-
dos, solamente se detectaron 2 animales positivos (1 topillo y 1 raton).
Prorrogando la situacion hasta 2016 (finales del mes de agosto) no se habian
detectado topillos positivos.

En 2015 el panorama, en el caso del hombre se sustancié con un nimero
significativo de casos de tularemia aunque no se alcanzase los valores de 2014
(31 casos en total) y, como ya se ha sefalado, hasta el mes de octubre de
2016, se habian registrado solo 2 casos con escasa o nula relacién con los lu-
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gares de riesgo aqui estudiados. En la Figura 49, que mantiene las curvas de
indices de abundancia de topillos en reservorios (vias de dispersion y cultivos)
ya conocidas, se integran las curvas correspondientes a los casos humanos
en el periodo (2013-2015) y las cuatro zonas en estudio.
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La situacion en Campos-Oeste es claramente diferente del resto en lo que
se refiere a la coincidencia del mayor porcentaje de casos sobre el total en el
periodo verano-otono de 2014, cuando en esta zona se dan también los in-
dices mas altos de abundancia de topillos y el mayor nimero de positivos en
topillos de ese ano.

Se podria resumir sefialando, con mucha prudencia, pues la situacién esta
lejos de aparecer clara, que sin descartar por el momento ninguna otra hipo-
tesis a la vista de los datos que se han presentado, la densidad o sobreabun-
dancia de las poblaciones de topillos no parecen relacionarse necesariamente
con la prevalencia de tularemia en el hombre, ni que la prevalencia de tula-
remia en los topillos esté forzosamente relacionada con la humana, igual que
al contrario. Si bien es evidente que una dindmica de poblaciones como la
gue demuestra esta especie de roedor (Microtus arvalis, el topillo comun) que
ocasionalmente se traduce en eventos explosivos con incrementos de pobla-
ciones espectaculares que al menos en el pasado han alcanzado niveles cer-
canos a los mil topillos por hectarea, podria suponer un efecto que deberia
traducirse en la masiva presencia de casos de tularemia animal y, consecuen-
temente, también humana en poblaciones de riesgo, pero en la practica tal
hecho no se puede establecer a la vista de los datos disponibles. Ni la densi-
dad de las poblaciones parece ser un factor desencadenante, ni siempre se
detecta tularemia en topillos en condiciones de alta abundancia poblacional,
ni tampoco la prevalencia de tularemia en topillos se ha podido relacionar
con la casuistica en humanos, por lo que han de existir otros factores que
condicionen la epidemiologia de la enfermedad que, por el momento, no
han podido ser descritos, haciendo necesario acometer nuevos estudios que
impliquen otras variables distintas.

2.2.4. Localizacién geografica de casos

Parece evidente, por otra parte, que una nueva aproximacion al estudio
de las interrelaciones entre casos humanos y animales de tularemia (posibles
reservorios o vectores), deberia hacer coincidir, por necesidad, el asentamiento
de casos de unos y otros (animales y humanos) en los términos de comarcas
agrarias, municipios o localidades (es decir, localizaciones geograficas) y de
fechas. Consideraremos aqui, por tanto, la informacién que se deriva, por
comarcas agrarias, de los municipios de procedencia de las muestras que re-
sultaron positivas en el caso de los animales, igual que los denominados mu-
nicipios de riesgo, donde las autoridades sanitarias a la vista de la historia
clinica de los pacientes humanos y la propia encuesta epidemioldgica, han
establecido el probable origen del contagio.
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La Tabla 51 recoge la situacion de los topillos positivos en las 4 zonas
de estudio de poblaciones, refiriendo la identificacion de la provincia y co-
marca agraria de procedencia (con el matiz correspondiente a la de Cam-
pos palentina) y el municipio, ademas de la fecha (el mes) en la que se
registraron los animales positivos, durante los afos de duracién del estudio.
Para evitar interpretaciones erréneas conviene recordar que en 2013 no
hubo casos detectados de tularemia en topillos y que en 2015, en esta
zona de estudio, tampoco se registré ningun caso, por lo que los datos de
positivos en topillo que se presentan, corresponden exactamente a los de
2014. De igual forma se hace constar que para facilitar su integracién en
forma de estaciones, éstas se han hecho coincidir con el comienzo y fin

Provincias, Comarcas, Inv Pri Ver Oto Tt
Municipios ]

AVILA En | Feb | Mar | Abr | May | Jun | Jul | Ag | Sep | Oct | Nov | Dic 2
Arévalo-Madrigal

Orbita 2 2
PALENCIA En | Feb | Mar | Abr | May | Jun | Jul | Ag | Sep | Oct | Nov | Dic | 145
Campos (Centro)

Lomas 8 8
Revenga de Campos 3 2 5
Villaherreros 2 2
Villalcazar de Sirga 6 6
Villarmentero 1 3 4
Villoldo 1 1
Campos (Este)

Osorno 2 1 7 12 22
Campos (Oeste)

Autillo de Campos 9 17 26
Frechilla 27 1 28
Mazariegos 1 1
Villarramiel 1 4 20 | 12 5 42
SALAMANCA En | Feb | Mar | Abr | May | Jun | Jul | Ag Sep | Oct | Nov | Dic 3
Pefiaranda de Bracam.

Cantalapiedra 2 2
Villaflores 1 1
SEGOVIA En | Feb | Mar | Abr | May | Jun | Jul | Ag Sep | Oct | Nov | Dic
Cuellar (Zona Sur)

Escalona 1 1
S. Miguel de Bernuy 1 1
Totales 2 1 5 2 72 | 12 58 152

*Inv: Invierno; Pri: Primavera; Ver: Verano; Oto: Otono. En: Enero; Feb: Febrero; Mar: Marzo;
Abr: Abril; May: Mayo; Jun: Junio; Jul: Julio; Ag: Agosto; Sep: Septiembre; Oct: Octubre;

Tabla 51.
Topillos positivos en 2013-15 en las zonas de estudio de densidades de poblaciones
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del mes correspondiente al inicio y final (como ya se indicé antes); de este
modo el invierno aqui se hace coincidir con el comienzo de enero y final
de marzo, la primavera con el comienzo de abril y final de junio, el verano
con el comienzo de julio y final de septiembre y el otofio con el comienzo
de octubre y final de diciembre.

Segun puede verse, y ya conociamos, Palencia fue la provincia con el
mayor numero de positivos en la zona de estudio (145 casos de un total de
152, que suponen el 95,39%) destacando, ademas, tres municipios en par-
ticular, todos ellos dentro de la zona de Campos-Oeste, los de Villarramiel
(con 42 casos, que suponen por si solos el 28,96% del total de casos de la
provincia de Palencia), seguido de Frechilla y Autillo de Campos (con 28y 26
casos respectivamente), ademas de Osorno (en la zona de Campos-Este, con
22 casos). Los cuatro municipios citados totalizaron el 81,37% de los casos
palentinos, siendo los meses de julio y noviembre los que alcanzaron los ni-
veles mas elevados, y el verano, la estacion que acumulé el mayor numero
de casos.

A mayor abundamiento, en el periodo de referencia (2013-2015) y fuera
de las zonas definidas en el estudio de poblaciones del topillo campesino,
se registraron también otros casos de tularemia en esta especie, que se re-
cogen en la Tabla 52, que incorpora un total de diez casos positivos repar-
tidos en las provincias de Palencia, Segovia, Valladolid y Zamora. Es de
destacar que la mayor concentracion de estos casos se produjo en la pro-
vincia de Valladolid, muy en particular en el municipio de Villalén de Cam-
pos (comarca de Tierra de Campos), practicamente colindante con la zona
aqui denominada Campos-Oeste, de la comarca de Campos, en la provin-
cia de Palencia, con la coincidencia adicional de que se produjeron en el
mes de julio, el que acaba de ser referido como de maxima incidencia en
Campos-Oeste (con 56 casos en total), hecho que permite presumir que
se trata de una continuacioén clara desde el punto de vista epidemiolégico
del brote anterior, con un cuarto caso en el mes de noviembre, igual que
alli sucediera también. El resto de casos fueron singulares (un caso en cada
municipio de los sefialados), menos en San Pedro Manrique (comarca de
Tierras Altas y Valle del Tera, en la provincia de Soria) donde se registraron
2 Casos.

La informacién correspondiente a los casos humanos de tularemia en este
periodo (2013-2015) siguiendo un criterio similar (zonas donde se llevaron a
cabo los estudios de poblaciones de topillos y resto de zonas de Castilla y
Ledn), se recoge a continuacion.
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Provincias, Comarcas, Inv Prim Ver Otoii Tt
Municipios

PALENCIA En | Feb | Mar | Abr | May | Jun | Jul | Ag Sep | Oct | Nov Dic | 1
El Cerrato

Hornillos de Cerrato 1 1
SEGOVIA En | Feb | Mar | Abr | May | Jun | Jul | Ag Sep | Oct | Nov Dic | 2
Sepulveda

Aldeonte 1 1
Campo de S. Pedro 1 1
SORIA

Tierras Altas y V. Tera

S. Pedro Manrique 2 2
VALLADOLID En | Feb | Mar | Abr | May | Jun | Jul | Ag Sep | Oct | Nov Dic | 4
Valladolid-Sur

Fuente del Sol 1 1
Tierra de Campos

Villalén de Campos 3 3
ZAMORA En | Feb | Mar | Abr | May | Jun | Jul | Ag Sep | Oct | Nov Dic | 1
Bajo Duero

Corrales del Vino 1 1
Totales 1 1 3 2 1 1 1 10

*Inv: Invierno; Pri: Primavera; Ver: Verano; Oto: Otono. En: Enero; Feb: Febrero; Mar: Marzo;
Abr: Abril; May: Mayo; Jun: Junio; Jul: Julio; Ag: Agosto; Sep: Septiembre; Oct: Octubre;
Nov: Noviembre; Dic: Diciembre; Tt: Totales

Tabla 52.
Topillos positivos en 2013-15 en Castilla y Ledn en demarcaciones fuera de las
zonas de estudio de poblaciones

La Tabla 53 recoge los casos humanos registrados en las zonas de estudio
de densidades de poblaciones de topillo en el periodo de estudio (2013-2015)
gue, como puede apreciarse, ascendieron a 76 casos (el 52,77 % del total re-
gistrados en Castilla y Leédn en el periodo de referencia).

Del estudio de los datos recogidos en la Tabla 53 se aprecia, con facilidad,
la concentracion de casos entre los meses de julio y noviembre o, lo que es
lo mismo, a lo largo del verano y primera mitad del otofio, en los que se con-
centraron 66 casos del total registrado en el periodo, que suponen el
86,84 %, con especial relevancia en los tres meses del verano (49 casos) y es-
pecialmente en el mes de agosto (21 casos). Del andlisis del cuadro se ob-
serva, también, la superior presentacion de casos humanos en la zona de
Campos-Oeste respecto de las otras dos, tanto en lo que se refiere al nimero
de casos (67 casos en Campos-Oeste respecto de 5y 2 casos humanos res-
pectivamente en las zonas de Campos-Este y Campos-Centro) como en lo
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Provincias, Comarcas, Inv* Pri Ver Ver Tt
Municipios

PALENCIA En | Feb | Mar | Abr | May | Jun | Jul | Ag | Sep | Oct | Nov | Dic | 74

Campos (Centro) 1 1
Lomas

Perales 1 1

Campos (Este)
Itero de la Vega 1

Lantadilla 1

Osorno 1 2

Rlw|r|F

Campos (Oeste) 1
Abarca de Campos

Ampudia 1

Autillo de Campos 1 2

Becerril de Campos 1 1 3

Belmonte de Campos 2

Boada de Campos 1 1

Capillas 1

Cascén de la Nava 1
Castil de Vela 1

Castromocho 3 1

Cisneros 1

Frechilla 1

Fuentes de Nava 2 1 2
Grijota
Mazariegos 2 4

Mazuecos de Valdeginate 1

Meneses de Campos 1;1
Paredes de Nava 1 1 1 2
Pedraza de Campos 2
Torremormojén 1 1
Villada 3 1 2 1
Villarramiel 1 2 4 2 1
Villaumbrales 1
Villamartin de Campos 1
SALAMANCA En | Feb | Mar | Abr | May | Jun | Jul | Ag | Sep | Oct | Nov | Dic
Pefiaranda de Bracamont
Macotera 1 1

O(NININ(R[O(RV[R|R|D|IR|R|PRININO|W|-

=

=
o

NP |-

Villaflores 1 1
Totales -- -- 4 1 1 2 10 | 18 | 21 8 9 2 | 76

*Inv: Invierno; Pri: Primavera; Ver: Verano; Oto: Otofno. En: Enero; Feb: Febrero; Mar: Marzo;
Abr: Abril; May: Mayo; Jun: Junio; Jul: Julio; Ag: Agosto; Sep: Septiembre; Oct: Octubre; Nov:
Noviembre; Dic: Diciembre; Tt: Totales

**Interpretacion de colores: en azul, comarcas agrarias en las provincias; en negro, municipios
de riesgo (casos humanos) incluidos dentro de las comarcas agrarias provinciales. Cifras en
azul corresponden a casos humanos en 2013; Cifras en negro corresponden a casos humanos
en 2014; Cifras en rojo corresponden a casos humanos en 2015

Tabla 53.
Casos humanos de tularemia en 2013 a 2015 en Castilla y Le6n, en las
zonas sometidas a estudio de densidades de poblaciones de topillo
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gue se refiere a municipios-localidades en los que se registraron estos (24 en
el caso de Campos-Oeste, por solamente 3y 2, respectivamente, en Cam-
pos-Este y Campos-Centro). A nivel individual, destaca especialmente los
casos de los municipios de Villarramiel, Villada, Mazariegos, Fuentes de Nava
y Becerril de Campos, donde se produjeron las mayores concentraciones de
casos (10 casos, 8 casos, 6 casosy 5 casos en los dos Ultimos municipios, res-
pectivamente), mientras que el resto de municipios de las tres zonas de la co-
marca de Campos palentina, registraron en su mayoria un solo caso,
excepcion hecha de Castromocho (4 casos), Autillo de Campos (3 casos), Bel-
monte, Boada, Meneses y Pedraza de Campos y Torremormojén (con 2 casos
cada uno). Del resto de comarcas incluidas en el estudio, solamente se regis-
traron 2 casos en la comarca salmantina de Pefiaranda de Bracamonte, mien-
tras que no se registraron casos humanos en las comarcas de Avila o Segovia.
Finalmente, del total de casos incluidos en la tabla correspondientes al pe-
riodo, la mayoria de casos (67 casos del total de 112 en este afio en Castilla
y Ledn) corresponden a 2014, 9 a 2015 (del total de 31) y se incluye también
el Unico caso humano registrado en 2013.

La Tabla 54 recoge la superposicion de casos en topillos y en humanos, en
el periodo de 2013 a 2015, en las zonas donde se llevaron a cabo los estudios
de poblaciones de topillos.

Como se puede ver, la coincidencia de municipios en los que se producen
casos en el hombre y los topillos, alcanza solamente a las tres zonas de la co-
marca de Campos en Palencia, aunque de distinto modo; en el caso de Cam-
pos-Centro, solo en Lomas se registraron casos humanos y en topillos (1 caso
humano en el mes de agosto de 2014, mientras que se registraron 8 casos
en topillos, pero 3 meses mas tarde, en noviembre). En Campos-Este sucedio
otro tanto en el municipio de Osorno, donde se registraron un total de 22
casos en topillos (repartidos desde marzo, pero con especial relevancia en
agosto y noviembre) y 3 casos humanos (uno en junioy 2 en agosto). Por ul-
timo, en el caso de Campos-Oeste, las coincidencias de casos humanos y en
topillos fueron mas abundantes, alcanzando a un total de 4 municipios (Au-
tillo de Campos, Frechilla, Mazariegos y Villarramiel). En Autillo, donde se re-
gistraron 3 casos humanos (en julio y septiembre), la cifra de topillos positivos
fue de 26, concentrados en los meses de julio y sobre todo noviembre (17
casos). En Frechilla se registraron 28 casos de topillos positivos, practicamente
todos en el mes de julio, mientras que solo se registré un caso humano (tam-
bién en julio). En Mazariegos solo se registré un caso humano en el mes de
agosto y también un solo topillo positivo, en este caso en el mes de junio.
Por ultimo, en Villarramiel, donde se registré el mayor nimero de topillos po-
sitivos (42, concentrados sobre todo en julio, agosto y noviembre), fue tam-
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1 P \" (o]
E|FIM|A | M Jn JI A S O | N | D | Total | Municipios

AVILA

Arévalo - 2 2 Orbita

Madrigal

PALENCIA

Campos 6 1 1 20 2+ Lomas, Lomas, Revenga,

Centro 26 Perales, Villaherreros,
Villarmentero, Villalcazar de
S., Villoldo

Campos 2 1+1 | 1+ 2 12 [ 1 | 5+22 | Itero de la Vega, Lantadilla,

Este 7 Osorno, Osorno

Campos 4 1+ [ 1+4 | 1 9+ 15+ |19 | 8 [ 9+ | 1 67+ | Abarca de C., Ampudia,

Oeste 1 56 12 23 97 Autillo, Autillo, Becerril,
Belmonte, Boada, Capillas,
Cascon de la N., Castil de
Vela, Castromocho,
Cisneros, Frechilla
Frechilla, Fuentes de N.,
Grijota, Mazariegos
Mazariegos, Mazuecos de
V., Meneses, Paredes de N.,
Pedraza, Torremormojoén,
Villada, Villarramiel
Villarramiel, Villaumbrales,
Villamartin

SALAM

Pefiaranda 1 2 1 1 2+ Macotera, Villaflores,

3 Cantalapiedra

SEGOVIA

Cuellar 1 1 1 Escalona, S. Miguel de

(Sur) Bernuy

TOTALES 4+ | 1+ | 1+ 2+ 10+ | 18+ | 21 [ 8 | 9+ | 2 | 76+

2 1 5 2 72 12 58 152

Abreviaturas: |, P, V, O: invierno, primavera, verano y otofio; E, F, M, A, M, Jn, JI, A, S, O, N, D:
enero, febrero, marzo, abril, mayo, junio, julio, agosto, septiembre, octubre, noviembre, diciembre

Tabla 54.
Casos humanos y en topillos en zonas incluidas en el estudio de densidades en el
periodo 2013-15, por comarcas y municipios. En negro, casos humanos; en rojo,
casos en topillos. Municipios en negro casos humanos; en rojo, casos en topillos

bién el municipio con mayor nimero de casos humanos (diez en total, entre
julio y noviembre). Solo en el caso de Campos-Oeste, que sin duda es la co-
marca mas problematica en relacion con la tularemia, en los cuatro municipios
donde hubo topillos positivos, también hubo casos humanos, aunque estos
se prodigaron de forma puntual en otros 20 municipios de esta zona. En las
zonas sometidas a estudio pertenecientes a las provincias de Avila, Salamanca
y Segovia, no hubo correspondencia en municipios con casos humanos y re-
gistro de topillos positivos, ademas de que la casuistica fue sustancialmente
menor.
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Debe completarse esta informacién ademas, recordando la presién mues-
tral a la que se sometieron estas comarcas (y zonas comarcales) y municipios
a lo largo de los tres afos de estudio, coincidiendo con el referido al de den-
sidades de poblaciones. Las Tablas 37, 38 y 40, recogieron datos de muestreos
a nivel provincial referidos a los topillos y a otros micromamiferos (OMM).
Segun alli se sefiala, en 2013 se recogieron un total de 305 topillos a nivel de
Castilla y Ledn, de los que 258 lo fueron en la provincia de Palencia (el
84,59%); las cifras respecto de 2014 ascendieron a 1.472 topillos a nivel glo-
bal, siendo 1.300 en el caso de Palencia (el 88,31%), destacando en los mues-
treos los meses de mayo, julio y noviembre, en los que se recogieron 941
muestras en total (el 72,38% del total), mientras que la media de muestras
recogidas en el resto de meses fue de tan solo de 39,88 muestras, que fueron
minimos en el caso de febrero (0 muestras), octubre (3 muestras) y septiembre
(14 muestras), lo que da una idea del desequilibrio muestral que al concentrar
el mayor peso en 3 meses, refleja al menos en dos de ellos, también, el mayor
numero de positivos. Los muestreos, por otra parte, cayeron de forma espec-
tacular en el ano 2015, donde solamente se obtuvieron 93 muestras de to-
pillos, concentradas en las provincias de Palencia (49 muestras, que
representan el 62,48%), Segovia (23 muestras, el 24,73%) y Valladolid (12
muestras, el 12,9%), mientras que la media del resto solo alcanza el valor de
1,5 muestras por provincia, con minimos en los casos de Burgos, Leén y Sa-
lamanca, donde no se recogié ninguna.

A nivel de municipios, como se sefiald antes, la presion también se ejercié
de forma particular alli donde se obtuvieron mayor nimero de positivos.
Como puede observarse en la Tabla 55, que hace referencia a los 6 municipios

Lomas | Osorno | Autillo de Campos | Frechilla | Mazariegos | Villarramiel | Total
2013 12 85 - - - - 97
2014 34 135 144 350 10 387 1.060
2015 1 9 4 2 - 1 17
Total 47 229 148 352 10 388 1.174
Tabla 55.

Muestreos de topillos en los municipios donde se obtuvieron el mayor nimero de
positivos entre 2013 y 2015 y coincidencia con casos humanos
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donde se registraron casos humanos y topillos positivos, los niveles de mues-
treos de topillos fueron particularmente elevados, hasta el punto que en los
3 anos a los que hace referencia el estudio, el nimero de muestras recogidas
supuso el 62,78% de todas las muestras recogidas en la Comunidad Auto-
noma y el 73,05% de las recogidas en la provincia de Palencia, valores que
dan una idea de su importancia relativa.

Por otra parte, la Tabla 56 recoge los registros anotados en el mismo pe-
riodo (2013-2015) en el resto de Comarcas Agrarias de Castilla y Ledn, no
incluidas en el estudio de poblaciones de topillo, donde también se registra-
ron casos humanos, anotados como en el resto de ocasiones, por municipios
de riesgo, segun establecieron los responsables sanitarios.

Provincias, Inv Pri Ver Oto Casos Muestreo Observa-

Comarcas, humanos | Topillosy ciones

Municipios 13-15 positivos

BURGOS E|F M|A| M | |[J]|A S|O| N D

La Ribera No Detectados

Aranda de D. 1 1 2 incremento

Arlanza No Detectados

Lerma 1 1 2 incremento

Santibafiez de 1 1 -- id

Esgueva

Merindades

Cubillos de 2 2 No sd

Losa

Desconocido 1 1 -- --

LEON E F M|A| M || A S (o] N D

Montafia

Riafio 1 1 No sd

Boca Huérg

Sahagun Detectados

Grajal de C 1 1 No incremento

Sahagun 1 1 -- id

Tierras de No No

Ledn 1 1 detectados

Ledn incremento

Bierzo

Ponferrada 1 1 No sd

Astorga

Villares 1 1 No sd

Orbigo

Esla-Campos Detectados

Mansilla 1 1 No incremento

Mulas

PALENCIA E|F  M|A| M |hh|J]| A S|O| N D

Guardo No

Guardo 1 1 1 3 No detectados
incremento

Villanueva de 1 1 - id

Arriba

Saldafia- No

Valdavia 1 1 Si detectados

Saldafia incremento
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Santervas de 1 1 -- sd
la Vega
El Cerrato Detectados
Venta de 2 2 Si incrementos
Bafios
Villahan 1 1 - Id
Villamuriel de 1 1 -- id
Cerrato
Hornillos  de 1 1
Cerrato
Desconocido 1 3 51| 3; 1 14 -- -
1

SALAMANCA
Vitigudino
Villavieja 1 1 No sd
Yeltes
SEGOVIA
Segovia Detectados
Riofrio de | 1 1 Si incrementos
Riaza
Sepulveda 1 1
Aldeonte
Campo de S. 1 1
Pedro
SORIA
Soria Detectados
Villaciervos 1 1 No incremento
Rioseco de 1 1 -- id
Soria
Tierras Altas- Detectados
Valle Tera 1 1 Si incrementos
Yanguas
San Pedro
Manrique 2 2
VALLADOLID E|F | M|A|My | |[J| A S|O| N D
Tierra Campos Detectados
Cuenca C. 1 1 Si incrementos
Herrin de C. 2 2 -- Id
Moral Reina 1 1 -- Id
Santervas C 1 1 - Id
Villabaruz C. 1 1 -- id
Villalén C. 3 3
Valladolid-Sur
Fuente Sol

1 1
Desconocido 1|1 1 1 1 5 -- --
ZAMORA EIF M|A|M ||| A S|{O| N
Aliste
Moreruela T. 1 1 No sd
Campos-Pan Detectados
Castronuevo 1 1 No incremento
Molacillos 1 1 - Id
Prado 1 1 -- Id
Torres Carrizal 1 1 - Id
Villamayor 1 1 -- id
Bajo Duero 1 1
Corrales Vino
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Benavente- Detectados
Valles 1 1 Si incrementos
Castroponce
Benavente 1 1 -- id
Sayago No
Torregamones 2 2 Si detectados
incremento
Desconocido 1 2 3 -- --
Totales 6| 3 - |- 2]2(2|17 |11 1] 3 |11 68

Interpretacion de colores: En azul, comarcas agrarias en las provincias; en negro, municipios
incluidos dentro de las comarcas agrarias provinciales. Cifras en azul corresponden a casos en
2013; Cifras en negro corresponden a casos en 2014; Cifras en rojo corresponden a casos en
2015; Cifras en azul y subrayado, corresponden a casos positivos en topillos

Tabla 56.
Casos humanos de tularemia en 2013-2015 en Castilla y Ledn, en zonas no
sometidas a estudio de densidades de poblaciones de topillo, por comarcas y municipios

Como puede observarse, fuera de las zonas que estuvieron sometidas al
estudio de densidades de topillos, el hecho mas llamativo fue la dispersién
puntual de los casos humanos, pues no siendo los casos de Venta de Bafios
en la comarca de El Cerrato (provincia de Palencia) en 2014 y las de Torrega-
mones y Cubillos de Losa, el primero en la comarca de Sayago en Zamora 'y
el sequndo en la de Merindades, en la provincia de Burgos, todos los demas
registros corresponden a casos puntuales (uno solo en la demarcacién de re-
ferencia). Al tiempo de ello tampoco se observa correspondencia alguna a
nivel de municipio entre los casos detectados en topillos con la presencia de
casos humanos, aunque tal correspondiencia, por elevacion, si se observa a
nivel de algunas comarcas agrarias, como sucede con las de El Cerrato, en la
provincia de Palencia, donde a la vez que un caso en topillos se detectaron 4
casos humanos o en Tierra de Campos, en la provincia de Valladolid, donde
se detectaron 3 casos en topillos y 6 casos en el hombre.

Por otra parte, la Tabla 56 da noticia, también, de las observaciones realizadas
respecto de la presencia de incrementos o no de las poblaciones, que puede
verse, se corresponden con la existencia de casos humanos en las comarcas
agrarias de La Ribera y Arlanza, en la provincia de Burgos, Sahagun y Esla-Cam-
pos en Ledn, Segovia, Soria y, en la provincia de Zamora, en las de Campos-Pan
y Benavente-Valles. Los incrementos de las poblaciones de topillos coincidieron
CON €asos positivos en estos roedores y casos humanos en la comarca de El Ce-
rrato en la provincia de Palencia y la de Tierras Altas y Valle del Tera en la pro-
vincia de Soria, y solo con casos en topillos en las comarcas de Sepulveda en
Segovia y la del Bajo Duero en la provincia de Zamora.
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La Tabla 57, por comarcas agrarias, amplia la informacion relativa a las abun-
dancias de topillos en las comarcas agrarias no incluidas en el estudio de den-
sidades, sobreponiendo los casos humanos registrados en el periodo de estudio
(2013-2015). Segun puede verse, del total de 68 casos humanos contabilizados
en el periodo, 15 coinciden con valores normales de abundancia de topillos,
14 lo hacen con valores medios-altos y de 39 se carece de datos.

2013 2014 2015 Tt | Municipios
Prov Comarca . ) )
Inv ! Pri {Ver! Ot |Inv | Pri {Ver! Ot | Inv | Pri ! Ver| Ot
2 Lerma,
Arlanza 1 1 Santibafiez de
BU Esgueva
La Ribera 2 |1 3 | Arandade
Duero
Merindades 2 2 Cubillos de
Losa
Sin adscripcion 1 1
1 Mansilla de
Esla-Campos 1 las Mulas
LE . 2 Sahagun,
Sahagtin 2 Grajal de C
Tierras de Le6n 1 1 Ledn
Montafia de 1 1 Boca de
Riafio Huérgano
El Bierzo 1 1 Ponferrada
1 Villares de
Astorga 1 Orbigo
4 Venta de
Banios,
El Cerrato 3 1 Villahan,
Villamuriel de
Cerrato
PA 4 Guardo,
Guardo 3 1 Villanueva de
Arriba
saldafia- 2 Saldar:na,
Valdavia 1 1 Santervas de
la Vega
Sin adscripcién 8 4 1 1 | 14
S 1 Villavieja de
SA Vitigudino 1 Yelbes
SG Segovia 1 1 Riofrio
SO Soria 2 2 Riofrio
Tierras Altas 'y 1 1 Yanguas
Valle del Tera
6 | CuencadeC,
Herrin de C.,
Tierra de Moral de la
VA Campos 2 1 2 1 Reina,
Santervas de
C., Villabaruz
de C.
Sin adscripcién 2 1 1 1 5
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1 | Moreruela de

Aliste 1 Tébara
Benavente y 2 Castroponce
1 1
Los Valles
5 Castronuevo,
Molacillos,
ZA Campos Pan 3 1 1 Prado, Torres
de Carrizal,
Villamayor
Sayago 2 2 | Torregamones
Sin adscripcién 2 1 3
TOTAL 1 2 26 | 17 8 2 4 8 |68

Interpretacion de las celdas: en blanco, sin datos; en verde, datos de abundancia compatibles
con valores normales (ausencia, mera presencia o poblaciones bajas); amarillo-oro, valores de
abundancia compatibles con poblaciones medias y altas. Abreviaturas: Inv= invierno; Pri= pri-
mavera, Ver= verano; Oto= otono; Tt= totales; AV, BU, LE, PA, SA, SG, SO, VA, ZA = provincias
de Castillay Ledn

Tabla 57.
Casos humanos totales, relacionados con la abundancia de topillos en comarcas
agrarias de Castilla y Ledn no incluidas en el estudio de densidades de poblaciones

Ademas de los datos recogidos en las Tablas 56 y 57, también se han
detectado incrementos en las poblaciones de topillos en las comarcas de
Avila (Avila), Arlanzén, Bureba-Ebro, La Demanda y Pisuerga (en la provin-
cia de Burgos), en Alba de Tormes, Ledesma y Salamanca (provincia de Sa-
lamanca), en Sepulveda (provincia de Segovia), en Burgo de Osma y Campo
de Gomara, en Valladolid-Centro y Valladolid-Sur. Igualmente, también se
han llevado a cabo muestreos y analisis de topillos en las comarcas de Pi-
suerga (Burgos), Boedo-Ojeda y Cervera (provincia de Palencia), Sepulveda
(provincia de Segovia), Burgo de Osmay Campo de Gomara (provincia de
Soria), Valladolid-Centro, Sur y Sureste (provincia de Valladolid) y Duero
Bajo (provincia de Zamora).

El andlisis global, a nivel de Comunidad Autébnoma, se trate de zonas
sometidas a estudio especial por la investigacion de sobrepoblaciones de
topillos o fuera de estas, cuando se refiere a datos de casos humanos pone
de manifiesto algo que ya de forma parcial ha sido referido y es la gran
dispersion de los municipios de riesgo en los que se registraron casos hu-
manos, que asciende a un total de 59 municipios, en tanto que los que
hacen referencia a casos positivos en topillos se redujeron a 23, con la par-
ticularidad del dato anadido al que se ha hecho mencién anteriormente,
sobre que los casos humanos fueron en su mayoria puntuales (nunca mas
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de 2 por municipio, excepto en el caso de los no identificados a nivel mu-
nicipal y que figuran como “desconocido”, mientras que los casos positivos
en topillos llegaron a alcanzar en algunos meses y para algunos municipios,
cifras mucho mas altas.

Si la informacién referida a los topillos se amplia al conjunto de otros
micromamiferos (incluyendo ratones y musarafas), los 6 casos positivos
descritos en 2014 lo fueron en Avila y Segovia (3 casos en cada una de
estas provincias), donde no se registraron casos humanos. En 2016, se des-
cribieron 5 casos en este grupo, 4 en musarafas (en Frechilla) y un ratén
(en Villarmentero).

Todavia puede sefalarse a lo largo de este ano 2014 la diferente carga
mensual segun se trate de casos humanos o de topillos. Como se ha sefa-
lado, los primeros (casos humanos) comenzaron a detectarse en el mes
de marzo (1 caso en Palencia) produciéndose la explosién de casos, prin-
cipalmente en los meses de agosto (23 casos) y septiembre (28 casos) man-
teniéndose en octubre y noviembre en niveles discretos (10-11 casos)
comparables a los del mes de julio, reduciéndose en diciembre a niveles
minimos (2 casos). En el caso de los topillos, sin embargo, la explosién de
casos positivos se adelanta al mes de julio (69 casos solo en Palencia, 75
en toda la Comunidad Auténoma) reduciéndose en agosto (12 casos en
Palencia —todos en Villarramiel- mas 2 en Segovia) y anuldndose en los
meses de septiembre y octubre, volviendo a producir una nueva crisis en
el mes de noviembre (55 casos en Palencia, ampliables a 60 en Castilla y
Ledn) y anuldndose de forma total en el de diciembre.

La situacion en 2015 reveld también algunas sorpresas, pues mientras
gue en los topillos solamente se detecté un positivo en la provincia de Za-
mora en el mes de febrero (al que se anadié también un ratén positivo en
la provincia de Soria, en el mes de julio) sobre un total de 93 muestras de
topillos (119 si se incluyen otros micromamiferos), en el caso humano la
situacion fue sustancialmente diferente manteniendo el nivel de brote del
ano anterior, aunque con menor casuistica (un total de 31 casos), mes de
diciembre incluido. El estudio de las localizaciones de riesgo de los casos
humanos revela escasas coincidencias siendo por lo demas, en su practica
totalidad, localizaciones nuevas, que tampoco coinciden con casos anima-
les en el ano precedente.

Como conclusién, por tanto, podria sefalarse que la posible relacion de
casos humanos con los casos de topillos, no esta clara, y que, por el mo-
mento, no se puede demostrar de forma fehaciente que el topillo sea la
causa principal, ni Unica, ni tan siquiera importante, en el caso del brote
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de tularemia que tuvo lugar en Castilla y Ledn, aunque tampoco se puede
negar el interés de su participacion. Se destacan, asi, los siguientes aspec-
tos de divergencia:

276

La ausencia de casos de tularemia en topillos durante 2013 no se co-
rresponde con la presencia de sobrepoblaciones en las cuatro zonas en
estudio, que en algunas de ellas (realmente en las tres primeras) alcan-
zaron valores importantes, incluso maximos, coincidiendo con finales
de otofio o comienzos de invierno. Tampoco existen correspondencias
entre estos maximos poblacionales con los casos humanos, que en 2013
se redujeron a un solo caso real (dos declarados, como se ha dicho, aun-
que el primero se produjo en 2012), éste en el mes de septiembre en
Meneses de Campos.

Durante el ano 2014, la casuistica en humanos comenzo a ser detecta-
ble a partir del mes de julio, aproximadamente coincidente con los co-
mienzos de detecciones generalizadas en las poblaciones de topillo. Sin
embargo, y si bien el mayor porcentaje de casos en humanos se descri-
bi6 en la zona de Campos palentina, en el caso de la zona Sur, en la
que el porcentaje de casos positivos en topillo llegd a ser igualmente
alto, similar incluso al de la zona Campos-Oeste, no se reportd mas que
un caso de tularemia en humanos (en Macotera, provincia de Sala-
manca, en el mes de septiembre de 2014, semana 37).

De igual modo, durante 2015, si bien con menor casuistica que en
2014, se ha reportado un numero de casos significativo en humanos
(31 casos en total), sin embargo, no se han encontrado positivos en to-
pillo en las zonas de estudio.

Las coincidencias, tanto geograficas como temporales, de los casos hu-
manos y de los detectados en roedores (principalmente topillos) en el
periodo 2013-2015, se limitan a un pequefio grupo de municipios de
la provincia de Palencia, que en la practica se reducen fundamental-
mente a Villarramiel, en donde coinciden maximos tanto en casos hu-
manos como de topillos, en 2014, aunque con algunos matices, pues
mientras que los casos humanos (diez casos) se produjeron entre julio y
noviembre, con maximos de 4 casos en el mes de septiembre y minimos
en julio y noviembre, los casos en topillos se concentraron sobre todo
en julio (20 casos) y agosto (12 casos).

Debemos hacer mencién aqui, también, a las conclusiones derivadas de
los estudios casos-control que se presentan en este trabajo, elaborados
por los Servicios de Salud Publica de la Consejeria de Sanidad, mas alla
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de otras de las encuestas. Como se sefala alli, el contacto con topillos
supone riesgo de contagio evidente, pero condicionado a la frecuencia
de los contactos, igual que con otros animales salvajes. En el estudio
espacial llevado a cabo en 2008, no se pudo correlacionar tampoco
casos humanos y mayores densidades de topillos, ni con la via de infec-
cion (respiratoria o por contacto), “ni de forma global ni respecto de la
distribucion de los topillos o la hidrografia”. De igual modo, los “estu-
dios espaciales” llevados a cabo por los Servicios dependientes de la
consejeria de Sanidad, también concluyeron que «no se observé coin-
cidencia en la distribucion geografica de sus intensidades», como ya
hemos recogido. Los estudios concluyeron que el factor de exposicion
mas frecuente, en el estudio general de casos, fueron los trabajos de
agricultura y jardineria, pero cuando se consideraron los casos confir-
mados, el predominante fue la manipulacién y/o el desollado de liebres.

Es decir que, ampliando lo sefialado antes a propdsito de la posible rela-
cion de densidades (sobrepoblaciones) de topillos con la presencia de casos
humanos de tularemia, igual que de casos de tularemia en los propios ani-
males, tampoco parece clara la relacion entre la prevalencia de tularemia en
topillos y en humanos o viceversa. Como entonces sefalamos, faltan estudios
gue demuestren la susceptibilidad real de esta subespecie ibérica de M. arvalis
y otros que refieran el modo principal de difusion entre ellos y la dispersion
de F. tularensis al exterior y valoren la importancia de éste y otros métodos
alternativos de transmision. Todas las estimaciones que puedan hacerse con
la informacién disponible ahora son solo opinables. La cuestion principal en
la que se basa la relaciéon entre los casos de tularemia humanos y la presencia
de topillos, tiene que ver con el tipo clinico principal de tularemia descrita en
el hombre en el Ultimo brote (cuadro tifoideo) cuyo origen presumiblemente
se establece en base a un contagio por via inhalatoria, procedente de fuentes
de infeccién ambientales, lo cual, ni mucho menos en los supuestos mas pro-
bables implica de forma exclusiva al topillo. Por otra parte, las encuestas epi-
demiolodgicas tampoco resuelven la situacion de forma clara.

2.3. Tularemia en liebres y otros lagomorfos y su relacién
con los casos humanos

Como se ha sefalado, las liebres han sido desde el principio relacionadas
con la presencia de casos humanos de tularemia, principalmente en pobla-
ciones de riesgo, asociadas al contacto con estos animales enfermos o sus
cadaveres, manipulados durante el procesado para su consumo después de

2. Fauna silvestre y doméstica y tularemia en Casfilla y Ledn 277




la caza (retirada de la piel, cuarteado, y acondicionado para la preparacién
culinaria) u otros destinos. En su momento se ha sefalado la idoneidad de
este hospedador, repetidamente probada en todo el mundo, incluyendo los
paises europeos, como receptor susceptible de F. tularensis, incluso extremo,
en el caso de Lepus timidus y menos en L. europaeus, lo que convierte a esta
ultima en un animal de mayor importancia epidemiolédgica al resolver la in-
feccion en un proceso de mayor duracién o cronico, que permite expresar su
capacidad de fuente de infecciéon y contaminar su entorno. A ello suma su
capacidad para desarrollar procesos nefriticos que permitirian eliminar el
agente por la orina y la capacidad de incluir entre su dieta carrofia, que en
habitats compartidos podrian incluir también roedores fallecidos como con-
secuencia de la enfermedad, un procedimiento nada descartable de contagio,
particularmente en habitats comunes.

En el primer brote epidémico de tularemia, con ocasiéon de su primera des-
cripcion en Espana, en 1997, no hubo duda del papel principal de la liebre,
mientras que en el seqgundo (en 2007) muchos autores y la opinion publica
aposté casi unanimemente por conceder esa prioridad a los topillos. Los datos
suministrados por el Laboratorio Regional de Sanidad Animal, dependiente
de la Consejeria de Agricultura y Ganaderia de la Junta de Castilla y Leodn,
han establecido siempre un diferencia de porcentajes muy clara en favor de
la liebre respecto de los topillos, con la salvedad, como se ha dicho, de que
en los ultimos afos, como consecuencia de la publicacién de la Orden que
regula el Plan de Vigilancia Permanente de la Fauna Silvestre, se han incluido
en los muestreos y andlisis correspondientes otros micromamiferos y también
otros lagomorfos, de forma sistematica, lo que ha permitido obtener nuevos
datos, que aqui se han recogido.

Los datos correspondientes a casos de tularemia diagnosticados principal-
mente a partir de cadaveres de lagomorfos o sus visceras recogidas en el
campo, sobre todo en cotos de caza por parte de los Servicios de las Unidades
Veterinarias, han sido presentados en un capitulo anterior, con un balance
final que representa en el periodo 2007-2016 un porcentaje de positividad
global del 9,61%, que individualizado corresponde a un 16,77% de tasa de
positividad en el caso de las liebres y un 3,50% en el caso de los conejos de
monte, todo ello sobre un montante de 686 muestras de las primeras y 802
muestras de los conejos. Este balance, referido a estos Ultimos cuatro afos
(2013-2016) arroja una positividad global del 6,85% que para las liebres es
del 11,39% y los conejos del 5,96%, aunque tal vez deberia depurarse con-
siderando que de los cuatro anos solo la mitad tuvieron casos, resultando asf
un valor global del 11,52%, referido a las liebres del 19,01% y a los conejos
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del 8,18%. En cualquier caso es de hacer notar que en 2015, cuando ya no
se referian casos de tularemia en topillos, todavia se registraron casos en la-
gomorfos.

Tratar de encontrar el nexo de relacion entre los casos de tularemia en la-
gomorfos y casos humanos es siempre una tarea dificil a no ser que se pro-
duzcan acontecimientos individuales que permitan deducir el hecho del
posible contagio (manipulacion de piezas de caza con cualquier fin o destino
y aparicién de casos, principalmente). Establecer otro tipo de interrelaciones
que vayan mas alla del contacto, como puede ser el contagio por otras vias
indirectas a partir del ambiente contaminado es, sin embargo, una posibilidad
mucho mas dificil, sino imposible, de demostrar.

Una aproximacion puede establecerse, como hemos sefalado a proposito
de los roedores, comparando los lugares y las fechas en las que se suceden
los casos humanos y los casos en los animales, a sabiendas del caracter rela-
tivo del dato, pues por lo general y entre otros matices, la caza puede ejer-
cerse libremente o en cotos reglamentados y la residencia del contagiado
puede estar situada en otra demarcacion distinta, incluso en otra provincia
no considerada en este estudio (como sucedid, por cierto con algunos de los
primeros casos que tuvieron lugar en la epidemia de 1997-98), pero aqui no
disponemos de esa informaciéon. Ademas de esto, a diferencia de lo sefialado
en el caso de los roedores, aqui tampoco se dispone de ningun estudio diri-
gido a conocer posibles relaciones entre sobrepoblaciones o densidades de
estas especies y sus interrelaciones con los casos de tularemia sea el hombre
u otras especies animales.

La gran mayoria de las muestras aportadas a estudio pertenecientes a estas
especies, lo han sido como fruto de la Vigilancia Pasiva, a partir de cadaveres
de animales localizados en el campo (sobre todo en cotos de caza) y, como
establece la obligacion legal, de piezas cobradas como resultado de partidas
de caza. Los animales fueron recogidos por los Servicios Veterinarios o remi-
tidos directamente por los responsables de cotos de caza a las Unidades Ve-
terinarias, a los que se suman ocasionalmente otros origenes (centro de
recuperacion de animales silvestres, etc.), bien como cadaveres completos o
visceras de los mismos convenientemente acondicionadas en protocolos de
seguridad biolégica para su remisién al laboratorio.

En la Tabla 58 se recogen los datos que hacen referencia a las provincias,
comarcas y municipios donde se registraron los casos anotados en lagomorfos
(liebres y conejos) a lo largo del periodo de referencia (2013 a 2015), asi como
los municipios de riesgo donde se produjeron casos humanos.
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Inv Prim Ver Oto

Provincias, comarcas y E F M|[A | M Jn [ JI A S (o] N D Total
municipios

AVILA

Arévalo —Madrigal

Horcajo de las Torres 1 1
BURGOS

La Ribera

Aranda de D., Santibafiez de 2 1 3
Esgueva

Arlanza

Lerma 1 1 2
Merindades 2 2
Cubillos de Losa

Desconocido 1 1
LEON

Montafia Riafio 1 1
Boca de Huérgano

Sahagun 1 1 2
Grajal de Campos, Sahagun

Tierras de LE 1 1
Ledn

Bierzo 1 1
Ponferrada

Astorga 1 1
Villares de Orbigo

Esla-Campos 1+ | 2 2 1+
Mansilla de la Mulas, Chozas de | 1+ 3+
Abajo, Valderas, Pajares de los 1 2
Oteros, Onzonilla

El Paramo 1

Ardén

PALENCIA

Campos Oeste 4 1 1 9 15 19 8 9+1 |1 67+
Abarca de C., Ampudia, Autillo, 1

Becerril, Belmonte, Boada,
Capillas, Cascén de la N., Castil
de Vela, Castromocho,
Cisneros, Frechilla, Frechilla,
Fuentes de N., Grijota,
Mazariegos, Mazuecos de V.,
Meneses, Paredes de N.,
Pedraza, Torremormojoén,
Villada, Villarramiel,
Villaumbrales, Villamartin

Campos Centro 1 1 2
Lomas, Perales,

Campos Este 3 1 1+ 2 1 5+
Itero de la Vega, Lantadilla, 2 5
Osorno, Villadiezma, Marcilla C.

Guardo 2 1 1 4
Guardo, Villanueva

Saldafia-Valdavia 1 1 2
Saldafia, Santervas de la Vega

El Cerrato 2 1 1 4
Venta de Bafios, Villahan,

Villamuriel,

Desconocido 1 3 5 4 1 14
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SALAMANCA

Vitigudino 1 1

Villavieja de Telbes

Pefiaranda d Bracamonte 1 1 2

Macotera

Ledesma Rolldn 1 1

La Fuente de S. Esteban La 1 1

Fuente de S. Esteban

Salamanca 7 7

Villagonzalo de Tormes,

Arcediano

SEGOVIA

Segovia Riofrio 1 1

SORIA

Soria 2 2

Villaciervos, Rioseco de Soria

Burgo de Osma 1 1

Mifio de San Esteban,

Tierras Altas y Valle Tera 1 1

Yanguas,

VALLADOLID

Tierra de Campos 2 13 1 1 2 1 2 3 7+

Cuenca de C., Herrin de C., 13+

Moral de la Reina, Santervas, 5

Villabaruz de C., Villalan de

Campos, Aguilar de C.,

Cabreros del Monte, Melgar de

Arriba, Zorita de la Loma,

Cuenca de C.

Vallad. Centro 1 2 2 5

Valladolid, Villanubla, Bercero,

Valladolid SE 2 3

San Miguel del Arroyo,

Desconocido 1 1 1 1 1 5

ZAMORA

Aliste

Moreruela de Tébara 1 1

Campos-Pan 1 2+ 1+ 4+

Castronuevo, Molacillos, Prado, 2 1 2

Torres del Carrizal, Villamayor,

Villamayor de C., Villanueva del

C., Villafafila

Benavente y los Valles 2 1 1 2+

Castroponce, Benavente, 2

Matilla de Arzdn,

Sayago 2 2

Torregamones

Desconocido 1 2 3

TOTALES 6+ | 3+ 4+ | 1+ 5+ | 12+ | 35+ | 32+ | 18+ | 12+ | 13+ | 144+
3+ | 15+ | 1 3 1 2 3 2 2 7 9+ 27+
1 4 2 28

Leyenda: texto en azul y subrayado, comarcas agrarias; en negro, municipios donde se descri-
bieron casos humanos; en rojo, municipios donde se describieron casos en liebres; en azul (no
subrayado), municipios donde se describieron casos en conejos de monte. Cifras en negro,
casos humanos; cifras en rojo, casos en liebres; cifras en azul, casos en conejos

Tabla 58.

Casos humanos y casos en liebres y conejos entre 2013y 2015 por
comarcas agrarias y municipios en Castilla y Ledn

2. Fauna silvestre y doméstica y tularemia en Casfilla y Ledn

281




En resumen, en el periodo 2013 a 2015 se registraron en Castilla y Ledn un
total de 144 casos humanos, 28 casos de tularemia en liebres y 27 casos de tu-
laremia en conejos de monte. Como puede observarse, en el caso de liebres y
conejos, la falta de relacién con los casos humanos es casi completa pues, ex-
cepcion hecha del municipio de Frechilla en 2014 donde se registraron tanto
casos humanos como en liebres, en el resto no existe constancia alguna de ori-
gen idéntico. Aparte de los casos humanos originados en el contacto directo
con liebres o sus cadaveres como consecuencia de la manipulacion como piezas
de caza, existe el dato suministrado por los Servicios de Salud Publica sobre que
en este brote Ultimo las informaciones recogidas en las encuestas epidemiolo-
gicas y los datos suministrados por los enfermos, igual que los diagndsticos hos-
pitalarios (principalmente formas ulceroglandulares) apuntaban nuevamente a
una relacién principal con lagomorfos (sobre todo liebres), contrariamente a lo
gue habia sucedido durante el brote de 2007 en el que las formas clinicas prin-
cipalmente registradas habian sido formas tifoideas, aunque también con pre-
sencia de formas glandulares o ulceroglandulares.

En el caso de las liebres, aparte de la importancia relativa que repre-
senta la elevada incidencia de los positivos sobre el total de animales estu-
diados (media superior al 20 %), éste animal puede comportarse igual que
el topillo en lo que se refiere a oportunidades de servir de fuente de infec-
cion y amplificacion para otros animales y el hombre, tanto en lo de ser
posible causa de infeccién por via dérmica como por exposicidon a mucosas
e inhalacion en particular. Desde la liebre se ha descrito no solo el contagio
y consiguiente infecciéon por contacto, debido a la manipulaciéon de ani-
males enfermos o cadaveres de animales muertos a causa de la enferme-
dad (considerada la causa mas frecuente de infeccion descrita en el brote
de 1997, que representd un 55% de los casos y que correspondié prefe-
rentemente a amas de casas y personal de hosteleria en contacto con las
liebres, en los que produjo, preferentemente un tipo de tularemia ulcero-
glandular —también el 55% de las formas clinicas-), sino que también se
considera importante la exposiciéon de la mucosa nasal o conjuntival a polvo
o restos contaminados procedentes de estos animales, en suspension en
el aire, que es inhalado en el caso de cazadores u otros grupos de riesgo
(amas de casa que desuellan piezas de caza, agricultores durante la cose-
cha, etc.) en relacion directa o indirecta (326).

Otros aspectos todavia no se conocen sobre datos experimentales o se co-
nocen escasamente, como la propia susceptilidad de la liebre ibérica (Lepus gra-
natensis) a la que se estan aplicando patrones de susceptibilidad de la L.
europaeus (muy susceptible, pero menos, por ejemplo, que L. timidus), por lo
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Figura 50.
La caza de liebres es una actividad de riesgo en relacion con la tularemia

gue cabe margen para el error. En la liebre europea se ha descrito la presencia
de supervivientes a la infeccion que mantienen el agente de forma persistente
en varios 6rganos, incluyendo los riflones (Gyuranecz et al., 2009), con presencia
de nefritis (Grunow et al., 2000), lo que haria sospechar al menos, la presencia
de bacteriuria, aungque no se haya investigado, y anticuerpos séricos en titulos
altos, indicio de la presencia del agente en ausencia de signos clinicos que de-
note enfermedad con aislamiento incluso de estos, algo parecido a lo descrito
en el caso del topillo. Ya nos hemos referido a la posibilidad de que el modo de
alimentacién de la liebre incluya la ingestion de carrofia, defendida por algunos
autores (Flux and Angerman, 1990), en cuyo caso, la posibilidad de difusion
desde cadaveres de otras especies (incluyendo roedores) o de los de su misma
especie, a liebres sanas, serfa posible, incrementando sus opciones habituales
de fuente y receptor de £. tularensis, igual que en relacidon con otros aspectos.

2.4. Interrelaciéon entre brotes de tularemia en roedores y
lagomorfos

La posible interrelacién entre los casos animales, principalmente liebres-
conejos y topillos, que se resume a nivel global en la Tabla 59, se recoge a
nivel de provincia, comarca agraria y municipio en la Tabla 60.

Como puede observarse, tampoco aqui se observan coincidencias. Solo en
el caso de Frechilla (zona de Campos-Oeste) se detectaron un caso en topillo y
otro en liebre, en el mes de noviembre, con una abrumadora mayoria de casos
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Casos positivos 2013 2014 2015 Totales

de tularemia

Liebres - 18 9 27

Conejos - 5 22 27

Topillos - 161 1 162

Otros - 6 1 7

micromamiferos

Totales - 190 33 223
Tabla 59.

Resumen de casos globales de tularemia en todas las especies animales
investigadas, en el periodo 2013-2015

en topillos en toda la serie. Si el elemento de observacion es la comarca agraria
mas alla del municipio, si que se observan otras correspondencias, tanto en lo
que se refiere a la presencia de casos en topillos y lagomorfos, como entre estos.
Asi, por ejemplo, en la comarca de Arévalo-Madrigal, se describieron casos en
topillos (2) y en liebres (1); en Esla-Campos, se registraron 3 casos en liebres y 4
en conejos; en la comarca agraria de Campos (Palencia), se registraron 140 casos

Provincias, Comarcas, Inv Pri Ver Oto Total
Municipios
AVILA E F M| A | My | Jn J1 A S o N D
Arevalo-Madrigal
Horcajo de las Torres 1 1
Orbita 2
LEON E F M A My | Jn JI A S o N D
Esla-Campos
Valderas
Onzonilla 1
Pajares de los Oteros 2
Chozas de Abajo
El Paramo
Ardén
PALENCIA E F M|A ]| My | Jn JI A S o N
Campos
Autillo de Campos 9 17
Frechilla 27 1+1 28+1
Mazariegos 1
Villarramiel 1 4 20 12 5
Lomas 8
Marcilla de Campos 1
Osorno 2 1 7 12
Revenga de Campos 3 2

1

2

1

N

IN

I
=[N (= IN

(=
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N
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Villadiezma 3
Villaherreros

Villarmentero

Villalcazar de Sirga
Villoldo 1
El Cerrato
Hornillos de Cerrato 1
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El Cerrato

Hornillos de Cerrato 1 1
SALAMANCA

Pefiaranda de Bracamonte

Villaflores 1 1
Cantalapiedra 2 2
La Fuente de S. Esteban

La Fuente de S. Esteban 1 1
Ledesma

Rollan 1 1
Salamanca

Villagonzalo de Tormes 2 2
Arcediano 5) 5
SEGOVIA

Cuellar

Escalona 1 1
San Miguel de Bernuy 1 1
Sepulveda

Aldeonte 1 1
Campo de San Pedro 1 1
SORIA

Burgo de Osma

Mifio de San Esteban 1 1
San Pedro Manrique 2 2
VALLADOLID E F M A My | Jn JI A S o N D

Tierra Campos

Cuenca Campos 1 1
Cabreros del Monte 1 1
Aguilar de Campos 1 1
Villaldn de Campos 13 13
Villalén de Campos 3 3
Melgar de Arriba 1 1
Zorita de la Loma 1 1
Valladolid Sur

Fuente del Sol 1 1
San Miguel del Arroyo 3 3
Valladolid Centro

Valladolid 1 1 2
Villanubla 1 1
Bercero 2 2
ZAMORA E F M A My | Jn JI A S o N D

Bajo Duero

Corrales del Vino 1 1
Campos-Pan

Villamayor 1 1
Villafafila 1 1
Villanueva de Campos 1 1
Benavente-Valles

Matilla de Arzén 2 2
Total topillos = 1 2 2 5 2 75 14 = 13 45 1 162
Total lagomorfos 4 19 1 3 - 1 2 3 2 2 7 11 55

Abreviaturas: Inv, Pri, Ver, Oto= invierno, primavera, verano y otofo; E, F, M, A, My, In, JI, A, S, O, N,
D= enero, febrero, marzo, abril, mayo, junio, julio, agosto, septiembre, octubre, noviembre y diciembre

Textos en azul =comarcas agrarias, texto en negro= municipios: Cifras en negro= casos positivos en to-
pillos; cifras en rojo= casos positivos en liebres; cifras en rojo y subrayadas = casos positivos en conejo

de monte

Tabla 60.

Interrelacion posible entre casos de tularemia en topillos y lagomorfos

(liebres y conejos de monte)
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en topillos, 2 en liebres y 4 en conejos; en la del Burgo de Osma (Soria), 2 casos
en topillosy 1 en liebres; en la de Tierra de Campos (en Valladolid), se anotaron
3 casos en topillos, 5 en liebres y 13 en conejos. Finalmente, en la comarca agra-
ria de Valladolid-Sur, se registraron 3 casos en liebres y 1 en topillos.

En cualquier caso, parece que estamos asistiendo a una evolucion que se ha
manifestado con mayor claridad en 2014 en el sentido de un mayor protago-
nismo de los topillos, igual que la posible entrada de otras especies, especial-
mente conejo de monte, ratones, incluso musaranas, especies en las que
como hemos visto se ha podido vislumbrar alguna positividad y aunque los ana-
lisis llevados a cabo a partir de agua y cangrejos han sido negativos, tal posibi-
lidad no se descarta y al menos en el caso de garrapatas, existen antecedentes
de positivos anteriores que lo demuestran. En cualquier caso, debe estar pre-
sente que F. tularensis es uno de los mejores ejemplos de patégeno de multi-
hospedadores, con capacidad de infectar tanto vertebrados como invertebrados
y que la diferencia esta en que en una regién en particular, parece que prefiere
un tipo de hospedador sobre otros (predominando siempre entre los preferidos
roedores y lagomorfos) aunque dejando abierta la puerta a un proceso evolutivo
de adaptaciéon que puede facilitarse por la abundancia de una determinada es-
pecie motivada por razones ambientales (disponibilidad de alimento, clima be-
nigno, etc.) o de otro tipo (ciclos). Asi pues, en la actualidad al menos, puede
afirmarse que la epidemiologia de la tularemia en Castilla y Ledn es muy com-
pleja, con posible intervencién de muchos vectores, aunque no pueda afirmarse
taxativamente que uno solo sea protagonista preferente 'y, si hubiera que decidir
ese papel actualmente, probablemente habria que pensar en la liebre.

Cualquiera de este grupo de especies que sea al final, reservorio o amplifica-
dor de la tularemia y responsable ultimo de su llegada a la especie humana, pa-
rece oportuno considerar que unos y otros (lagomorfos y roedores) comparten
un ecosistema en Castilla y Ledn en el que de forma directa o indirectamente a
través de la contaminacion del ambiente o por medio de la intervencién de in-
vertebrados (garrapatas e insectos) e incluso fuentes de abastecimiento de agua,
pudieran en la practica formar parte del ciclo vital de £ tularensis y permitir, en
ultimo extremo su llegada al hospedador humano.

2.5 Significado de las especies domésticas y otros posibles
reservorios de tularemia en Castillay Leén

En lo que se refiere al perro (y por extensién, otros canidos salvajes), ya
hemos referido su papel como indicador de la circulacidon de estos microor-
ganismos en el ambiente. En cualquier caso, el perro no se considera reser-
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vorio ni fuente de infecciéon para otras especies o el hombre. Suele conta-
giarse en el campo como consecuencia del consumo de cadaveres de anima-
les muertos de la enfermedad o debido a la picadura de garrapatas, y
raramente desarrolla cuadro clinico. Gustafson y De Bowes (1996) (327) des-
cribieron el caso de un pastor aleman que desarrollé anorexia, linfadenopatia
y tonsilitis, con seroconversion (4 X). Recientemente, también, Nordstoga et
al. (2014)(328) han descrito, primero el caso de un perro con tularemia clinica
en Noruega, contagiado a partir de una liebre de montafna (Lepus timidus)
infectada, con un cuadro de letargia, anorexia y fiebre, con seroconversién
(34 X) a las 3 semanas. Los citados autores refieren también un auténtico
brote que afectd a 33 perros por consumo o contacto con lemmings, unos
pequenos roedores abundantes en Noruega, vectores reconocidos de F. tula-
rensis, que fueron seropositivos en un 52,18%.

Respecto del ganado ovino, que pasa por ser una de las especies suscep-
tibles, no tenemos noticia de diagnoéstico clinico ni etioldgico alguno en ovi-
nos o caprinos de nuestra Comunidad Auténoma, aunque la serologia
recogida en el apartado correspondiente, informa con claridad de la presencia
de titulos en niveles discretos que, como en el caso del perro referido antes,
resultan indicadores de la circulacion del agente.

2.6 Invertebrados. Garrapatas

Los resultados obtenidos en garrapatas merecen un comentario, en parti-
cular los especimenes obtenidos en Palencia de 3 zonas tipicamente genera-
doras de casos de tularemia en lagomorfos y roedores (Marcilla de Campos,
Osorno y Paredes de Nava) en los que excepto este Ultimo municipio, las ga-
rrapatas obtenidas en los otros dos fueron todas positivas, igual que sucedié
con las muestras obtenidas en Cuenca de Campos y en Horcajo de las Torres,
un dato que puede indicar si se confirma en el futuro, en ausencia de peque-
fios mamiferos positivos, un posible asentamiento en periodos interepidémi-
cos de F. tularensis. Tal vez este sea uno de los aspectos en los que haya que
profundizar mas en un futuro préximo, sin descartar ese posible reservorio
que, por el momento, aln no esta esclarecido.
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3. Epidemiologia Molecular de Francisella tularensis
en Castilla y Ledn

Nos hemos referido en otro lugar al interés de la caracterizacion o tipifi-
cacion molecular de £ tularensis como uno de los aspectos al que se ha de-
dicado mayor estudio en los ultimos afos y sobre todo desde la secuenciacion
del genoma de este microorganismo. Debe tenerse en cuenta, en cualquier
caso, que F. tularensis es un microorganismo de baja diversidad genética, por
lo que los métodos de tipificacion molecular ofrecen un grado limitado de
discriminacion de tipos, al nivel de lo que sucede en el caso de las subespe-
cies, clados o cepas. No cabe duda que la secuenciacién del genoma com-
pleto debe ser el método mas adecuado para tales menesteres igual que para
el estudio de las interrelaciones entre cepas y especies y el obstaculo, princi-
palmente de tipo econémico, parece que se esta reduciendo en los ultimos
anos mediante las nuevas tecnologias de secuenciacién masiva cuyos costes
se han reducido de forma espectacular. De todos modos, el camino se esta
recorriendo a una velocidad extraordinaria.

En Espafa, los primeros estudios dirigidos a obtener criterios discriminati-
vos entre los aislados de F. tularensis a partir de cepas de origen animal y hu-
manos, fueron realizado por De la Puente et al. (2000) que lo fueron también,
por primera vez, a nivel internacional. Los citados autores trabajaron sobre
un grupo de 40 cepas aisladas a partir de liebres (24 cepas, todas aisladas de
muestras de Castilla y Ledn), el hombre (9 cepas, cedidas por los hospitales
de Leon, Valladolid y Palencia), garrapatas y 1 topillo parasitado por ellas,
ademas de cepas control de coleccion. Las cepas aisladas de animales (liebres,
topillos y garrapata) habian sido cedidas y autorizado su uso por parte de la
Junta de Castillay Ledn (Servicio de Sanidad Animal, DG de Produccion Agro-
pecuaria, Consejeria de Agricultura y Ganaderia) para llevar a cabo los estu-
dios en un laboratorio de contencion, especialmente acondicionado y aislado.
Con propdsitos de identificacion se utilizaron 3 tipos de reacciones PCR, dos
de ellas (RAP-PCR) basadas en la presencia de elementos repetitivos extragé-
nicos y palindrémicos (REP-PCR) y secuencias ERIC (enterobacterial repetitive
intergenic consensus) por un lado, y en tercer lugar una técnica de amplifi-
cacion al azar del ADN polimérfico (RAPD-PCR). Con las tres secuencias uti-
lizadas como primers, se generaron huellas genéticas de los aislados
sometidos a estudio. En funciéon de los productos de amplificacion ordenados
por tamano, se establecieron para cada método, tipos genéticos, segun se
detalla en el cuadro.
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Cuadro 5.

Tipos genéticos obtenidos con los métodos REP, ERIC, RAPD o combinaciones, con
expresion de los primers universales utilizados en éstas Ultimas, y n° de cepas
perteneciente al tipo mas numeroso (De la Puente et al., 2000. J. Clin. Microbiol.
38(3): 1016-22)

Method No. of different No. of strains belonging to
types the most numerous type
REP 3 37
ERIC 3 23
RAPD (M13 primer) 4 31
RAPD (T3-T7 primers) 6 22
REP-ERIC 5 23
REP-RAPD (M13 primer) 6 30
REP-RAPD (T3-T7 primers) 8 21
ERIC-RAPD (M13 primer) 8 20
ERIC-RAPD (T3-T7 primers) 10 11
RAPD (M13 primer)-RAPD (T3-T7 primers) 8 16
REP-ERIC-RAPD (M13 primer) 8 20
REP-ERIC-RAPD (T3-T7 primers) 11 11
REP-RAPD (M13 primer)-RAPD (T3-T7 primers) 16

10
10

ERIC-RAPD (M13 primer)-RAPD (T3-T7 primers)
REP-ERIC-RAPD (M13 primer)-RAPD (T3-T7 primers)

3370

En las conclusiones finales se hacia referencia a la existencia de una diver-
sidad genética limitada entre las cepas, aunque suficiente para poder dife-
renciarlas incluso en forma de diferentes tipos dentro de las subespecies, por
PCR, proponiéndose en razén de los resultados obtenidos el uso de RAPD-
PCR con primers T3-T7, por su mayor poder de discriminacion que rep-PCR.

Dos afos mas tarde, el mismo grupo publicé los resultados de un estudio
de tipificacion molecular de F. tularensis (Garcia del Blanco et al., 2002) me-
diante la utilizacion de tres alternativas nuevas, incluyendo electroforesis en
campo pulsante (PFGE), analisis de los polimorfismos en la longitud de frag-
mentos amplificados (AFLP) y secuenciacion del gen del ARNr 16S. Los estu-
dios se llevaron a cabo sobre el panel de 40 cepas de F. tularensis incluidas
en el trabajo anterior, al que se afadieron otras hasta un total de 54 de F. tu-
larensis holarctica, 5 de F. tularensis tularensis, 2 de F. tularensis novicida y 1
cepa de F. philomiragia. Mediante PFGE con las enzimas Xhol y BamHI se ob-
tuvieron 7 pulsotipos en los que se discriminaba hasta nivel de subespecie y
aun mas en el caso de algunos aislados de F. tularensis holarctica mediante
AFLP utilizando combinaciones de enzimas de restriccion, una de las cuales
fue una enzima de corte raro (EcoRl) y la otra una enzima de corte frecuente
(Msel) del siguiente perfil: EcoRI-C/Msel-A, EcoRI-T/Msel-T, EcoRI-A/Msel-C,
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y EcoRI-O/Msel-CA. Se utilizaron después pequefios adaptadores de doble
cadena de ADN (20-30 pb) capaces de ligarse a los extremos de los fragmen-
tos de restriccion generando la plantilla para la amplificacion del ADN, que
se llevé a cabo por PCR con primers de 20 nucleétidos que inclufan una se-
cuencia complementaria a la de los adaptadores, ademas de hasta 3 nucleé-
tidos de secuencia arbitraria en el extremo 3, lo que permitié obtener un
patrén de bandas Unico que luego fue objeto de analisis mediante electrofo-
resis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes.

Mediante AFLP los autores obtuvieron algun grado de discriminacion entre
las cepas de F. tularensis holarctica (en la practica se obtuvo un cluster pri-
mario con tres subcluster principales y variaciones menores entre ellos) y el
grado de similaridad fue estimado de al menos del 94%. Al comparar la su-
bespecie holarctica con el resto de las incluidas en el estudio (subsp. tularen-
sis, novicida y con F philomiragia) los grados de similaridad fueron
respectivamente de menos del 90%, del 72% y de menos del 24%, permi-
tiendo de este modo una diferenciacion facil entre subespecies de F. tularensis
y con F. philomiragia.

Por ultimo, la aplicacion de la secuenciacion del gen del ARN ribosémico
16S reveld también un 100% de similaridad entre todas las subespecies de £
tularensis incluidas en el estudio, lo que permitié a los autores estimar que
PFGE y AFLP podrian considerarse herramientas prometedoras con el objetivo
del diagnostico de infecciones producidas por las diferentes subespecies y
métodos adecuados para la diferenciacion individual de cepas.

Una colaboracion con el grupo de los Drs. Dempsey y Dobson (2007) (329),
en aquella época en el Instituto de Patologia de las Fuerzas Armadas de USA,
en la que se llevd a cabo un estudio de gendmica comparada sobre un grupo
numerosos de cepas entre las que se incluia una seleccion de las aisladas en Es-
pana a partir de liebres y topillo en el brote de 1997-98, puso de manifiesto,
por primera vez, una delecion de 1,59 kb (RD>3), que resultd especifica para
los aislados de F. tularensis holarctica responsables de los brotes que se habian
producido en Espafia (aislados procedentes de liebres y topillo de Valladolid, Pa-
lencia, Zamora y Ledn) y Francia (después, también identificado en Suiza).

El andlisis filogenético de las cepas portadoras de la delecién, llevado a
cabo por ML VNTR (Multiple-Locus Variable-Number Tandem Repeat Analy-
sis), que mide las variaciones que se suceden en loci genéticos altamente va-
riables, sugiri6 la posibilidad de que o bien hubieran sido introducidas en
estos lugares en los ultimos tiempos o hubieran emergido por expansion clo-
nal a partir de algun clon generado por mutacién. Los autores definieron las
cepas portadoras de la delecion RD,3 como un complejo clonal divergente,
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estrechamente interrelacionadas, como se pudo demostrar mediante la apli-
cacion de diferentes métodos de tipificacion molecular (AFLP y otros). El es-
tudio posterior del clon durante su difusién en Castilla y Leon (Espafna) y
Francia, permiti¢ diferenciar 8 genotipos diferentes dentro del clado RD53
del arbol filogenético de MLVA. Aunque el origen del clado es desconocido,
a partir de este trabajo se dispuso de un marcador muy Util para estudios epi-
demiolégicos y ecoldgicos, como asi ha sido.

Cuadro 6.
Los 8 genotipos del clado RD; 3 obtenidos por MLVA incluyendo las cepas
del estudio de origen espanol y francés (Dempsey et al., 2007.
Appl. Environ. Microbiol., 73:22, 7465-70)

France (AFIP3, AFIP4, FR-SS, F0020, F0295), Spain (Tu-1, Tu-4, Tu-7, Tu-12, Tu-15, Tu-16,
Tu-17, Tu-18, Tu-20, Tu-21, Tu-22, Tu-24, Tu-25, Tu-34, Tu-36, Tu-44, Tu-48, F0284)

Spain (Tu-31)
Spain (Tu-8, Tu-9)
Spain (F0326)

Spain (Tu-5) RD3
Spain (Tu-3)

France (FR-LR), Spain (Tu-2, Tu-6, Tu-10, Tu-11, Tu-13, Tu-14, Tu-19, Tu-23,
Tu-26, Tu-32, Tu-33, Tu-37, Tu-39, Tu-40, Tu-41, Tu-45, Tu-46, Tu-47)

I Spain (Tu-38)

El trabajo de Dempsey et al. (2007) contribuy6, ademas, a demostrar que
las cepas circulantes en Espafa, cualquiera que fuese su procedencia (liebres,
topillo, garrapatas o de origen humano), eran idénticas. Mas tarde, ademas
de su correspondencia con las cepas de origen francés, como se ha sefalado,
también se ha descrito cepas del mismo clado en Suiza (Pilo et al., 2009).

La coleccion de cepas procedentes del brote de 1997 en Espafa, fueron
completadas después con nuevos aislados procedentes del brote de 2007-
08 en el que, como se ha sefalado repetidamente, cambié el perfil clinico de
los casos humanos y, desde el punto de vista animal, irrumpié con fuerza la
plaga de topillo campesino. En un nuevo estudio de genotipado aplicando
electroforesis en campo pulsante (PFGE) y analisis MLVA (analisis multilocus
de repeticiones en tandem de numero variable), Ariza et al. (2014) (330) agru-
paron las cepas segun los dos brotes, 38 de ellas de origen tanto animal como
humano habian sido aisladas en el brote de 1997 y se sumaron otras 61 pro-
cedentes también de animales y del hombre, aisladas en el brote de 2007-
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08. También se incorporaron 13 aislados de distintos origenes de Europa Cen-
tral, previamente tipificados como F. tularensis subsp. holarctica. En el MLVA
utilizaron un total de 16 /oci (VNTR) de entre los 25 propuestos por Johansson
et al. (2004) (331).

Los autores identificaron el clado RD, 3 y posteriormente las subpoblacio-
nes mediante PFGE y MLVA. Con la enzima BamHI (no asi con la Xhol) pudo
identificarse mediante PFGE un total de 5 pulsotipos entre las cepas de F. tu-
larensis holarctica, repartiéndose las cepas espafiolas entre los tres primeros
(A -69 cepas-, B -26 cepas- y C -2 cepas-). Mediante MLVA se identificaron
13 tipos genéticos a partir de los aislados de F. t. holarctica, situandose las
cepas espafolas en 8 de ellos, particularmente en los tipos A (49 cepas) y B
(32 cepas).

Los primeros datos fueron presentados en el Congreso de la FEMS (Federa-
cion Europea de Sociedades de Microbiologia) que se celebrd en Ginebra en
2011 (332). Todas las cepas fueron inicialmente confirmadas por real-time PCR
(Emmanuel et al., 2003) y subtipadas por PCR convencional. Tanto en las cepas
procedentes del primer brote como las del segundo, el estudio revel6 una di-
versidad genética muy limitada con independencia del origen (hospedador, re-
gién o brote), coincidiendo con las conclusiones llevadas a cabo antes (Garcia
del Blanco et al., 2002) formulédndose la hipétesis de un cuello de botella o un
"“evento de expansion” (Larson et al., 2007; Vogler et al., 2009) (333)) de los
clones mas adaptados evolutivamente, que redujo la variabilidad genética (334).
Todas las cepas de ambos brotes fueron identificadas como pertenecientes a
genotipos del subclado B.Br:FTNF002-00, en linea con lo esperado.

Como sefala Ariza (Tesis Doctoral, 2015), este grupo de cepas esta distri-
buido por Europa Central y del Oeste (Grupo de Europa Occidental) y su es-
casa variabilidad genética no facilita el establecer relaciones entre genotipo
y hospedador y en consecuencia no permite establecer una hipétesis clara
sobre el posible reservorio de infeccién o el mantenedor del microorganismo
en periodos interepidémicos. Asi ocurrié en este caso, en el que se han en-
contrado los mismos genotipos circulando en todos los hospedadores, con
independencia del brote, no pudiendo concluir mas alla de estimar que tanto
las liebres como los topillos deben jugar un papel relevante en la condicién
zoonosica del patégeno y por tanto en la posible transmision al hombre, des-
conociéndose cual de ellas esta jugando el papel mas importante y si la na-
turaleza del reservorio fundamental coincide con alguna de ellas o si es otro
todavia no descubierto, aun admitiendo el papel cuantitativo mas relevante
de la liebre, pese a que ambos (liebre y topillo) posean rasgos que les pudieran
permitir actuar como tales (Ariza, 2015).
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En los ultimos afios se han ido incorporando con propdsitos de tipificacion
genética de F. tularensis otros métodos alternativos, alguno de los cuales ya
han sido citados. En 2001, Farlow et al. (335) desarrollaron una técnica ba-
sada en el numero variable de repeticiones en tdandem (VNTRs) y en 2004,
Johansson et al. también publicaron un sistema similar basado en 25 loci mar-
cadores VNTR para determinar las interrelaciones entre aislados de F. tularen-
sis, de los que en un estudio llevado a cabo en Dinamarca por Bystrém et al.
(2005) seleccionaron solamente 6 que poseian una capacidad altamente dis-
criminatoria, con buenos resultados (336). Wang et al. (2015)(337) han apli-
cado también una seleccion de 12 VNTR a la tipificacion de cepas de F
tularensis holarctica en China, igual que ha sucedido recientemente en el
caso de cepas rusas, donde Tomofeev et al. (2014) han aplicado una seleccién
de 25 loci para un analisis por VNTR de cepas de F. tularensis aisladas de di-
ferentes regiones de Rusia (338). En la lista de procedimientos nuevos de ti-
pificacion se han incorporado, también, otros métodos originales como el
estudio de secuencias de insercion y deleciones (INDELs, que se basa en el
estudio de fragmentos, como el PFGE)(339), (340), el estudio de los polimor-
fismos de un solo nucledtido candnicos (SNPs) propuesto por Karlsson et al.
(2013), o la secuenciacion de genoma completo (341). Debe precisarse, en
cualquier caso, que la secuenciacion del genoma completo en el tiempo pre-
sente todavia tiene mas valor como soporte que como ultimo recurso para
resolver el problema epidemiolégico (342).

Esta tendencia, en cualquier caso, pone de manifiesto el alto interés
gue posee este tipo de estudios en la actualidad, coincidiendo practicamente
todos ellos, como ya indicamos, en el limitado grado de variacion observado
en F. t. holarctica, aunque sea el MLVA el mas adecuado por el mayor grado
de discriminacion que desarrolla pese a la limitacion derivada de su capacidad
para llevar a cabo analisis de evolucion y estimar las posibles interrrelaciones
entre cepas relacionadas entre si de forma muy estrecha (343).
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4. PERSPECTIVAS DE FUTURO.
RIESGO DE TULAREMIA EN ESPANA

Se sefala en el Informe redactado por el Centro de Coordinacion de Aler-
tas y Emergencias Sanitarias (344), que “el riesgo de tularemia en Espafia se
debe evaluar en cada territorio y en cada situacion”, en lo que estamos to-
talmente de acuerdo, pues (prosigue el informe) “/a enfermedad puede pre-
sentarse en otros territorios diferentes de Castilla y Ledn”, en los que
evidentemente se carece se experiencia y no se adoptan sistematicamente
programas y medidas de vigilancia epidemiolégica y sistema asistencial, in-
cluyendo deteccion y diagnostico. Es este, indudablemente, un asunto que
no deja de sorprender, tanto en lo que se refiere al hombre, como a los ani-
males, pues después de casi 20 afios llama la atencién que con la excepcidon
del brote que tuvo lugar en Cuenca (del que no hubo confirmaciéon mediante
aislamiento del agente y solo por métodos moleculares) coincidiendo con el
primer gran brote en Castilla y Leén, no se haya producido ningun episodio
mas fuera de esta Comunidad Autébnoma. De igual modo, resulta chocante
que por los cuatro puntos cardinales, liebres y topillos, que parecen ser los
reservorios-vectores de mayor interés en relacion con la enfermedad en los
animales, respeten las fronteras geograficas permaneciendo en interés de la
mayor Comunidad Auténoma de Espafa en la que todas las provincias limi-
trofes, por cualquier lado que se considere, han proporcionado positividades
en relacién con F. tularensis.

Estamos de acuerdo, también con la consideracion que se sefiala acerca
de en Espafia “se podria considerar que las liebres son un reservorio impor-
tante de la enfermedad y que los topillos, en sus explosiones demogréficas,
son un amplificador de la misma”, afirmacién ésta Ultima que habria de ex-
tenderse a la propia liebre cuando las condiciones climatolégicas favorecen
también su reproduccion en los denominados “aros de liebres”, una expre-
sién conocida desde antiguo y que precisamente en 1997 puso de manifiesto
su valor epidemiolégico. Los datos incluidos en esta publicacion, recopilados
por el Servicio de Sanidad Animal de la Consejeria de Agricultura y Ganaderia,
en permanente sintonfa con la Comision de Roedores y Otros Vertebrados
del Comité Cientifico del Plan Director de Lucha contra Plagas de Castilla y
Ledn, en permanente actualizacion dentro del denominado “Procedimiento
Integral de Investigacion Epidemiolodgica de Tularemia y Otras Zoonosis Aso-
ciadas a Roedores Silvestres y Lagomorfos” de la Direccidon General de Pro-
duccion Agropecuaria y consensuado con las Consejerias de Sanidad y de
Medio Ambiente, ademas de con el Instituto Tecnolégico Agrario de Castilla
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y Ledn (ITACYL), a partir de los estudios de laboratorio llevados a cabo en el
“Laboratorio de Sanidad Animal de Leén”, ponen de manifiesto con claridad
este hecho sefalado.

En toda la Comunidad Auténoma, sin excepcion, los valores de positivi-
dades (deteccién de £ tularensis por métodos moleculares y cultivos) encon-
trados en las liebres no hacen pensar en un foco natural de la tularemia segun
la doctrina de Pavlovsky que asiente en un lugar concreto, sino mas bien en
su dispersion generalizada. No ocurre asi, sin embargo, en el caso de Microtus
arvalis, el topillo comun, que coincidiendo con la expansion de la plaga por
la totalidad de provincias, arroja valores que sefialan igualmente su dispersion
como vector de F. tularensis, pero manteniendo siempre en comun la parti-
cular incidencia en Tierra de Campos, sobre todo en la provincia de Palencia,
donde se vienen detectando los valores mas importantes, lo que hace pensar
gue en este caso si que se puede hablar de un foco natural consolidado que,
por otra parte, sirve perfectamente de indicador de la situaciéon epidemiolo-
gica de toda la regién, siendo por ello especialmente vigilado por las autori-
dades sanitarias.

Llamamos la atencion, igualmente, que lo mismo que la dinamica de la
evolucion de la tularemia puede que se esté ampliando o desplazando hacia
el topillo, manteniendo la liebre como origen, en la actualidad se aprecia tam-
bién la existencia de casos en otras especies de micromamiferos (principal-
mente musarafias, ratones de campo y otros pequefios roedores) e
igualmente sucede en el caso de otros lagoformos (conejos de monte), una
situacion que debe vigilarse (como se viene haciendo, por otra parte) por
parte de los servicios oficiales.

En un trabajo recientemente publicado (Luque-Larena et al., 2015) sobre
la base de interrelaciones estadisticas entre el pico de los casos de tularemia
humana 'y los picos de sobrepoblacién de topillos proponen sobre su probable
caracter de amplificador de F. tularensis en los ecosistemas donde se producen
las plagas de roedores una cuestién que, sin descartarse, hasta la fecha no
ha sido probada.
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Nacional de Vigilancia Epidemiolégica.

Protocolos de enfermedades de declaracion obligatoria. Madrid, 2013.

Protocolo de Vigilancia de Tularemia en el hombre

DESCRIPCION DE LA ENFERMEDAD

Introduccion

La tularemia es una zoonosis bacteriana producida por Francisella tularensis,
que presenta diversas manifestaciones clinicas que varian segun la via de en-
trada y la virulencia del agente patdégeno. Es una zoonosis propia de lago-
morfos y pequenos roedores. La enfermedad afecta también a las personas,
animales domésticos (herbivoros y pequefios carnivoros) y otros mamiferos.
Puede causar epidemias y epizootias.

La tularemia es una enfermedad fundamentalmente del hemisferio norte, pero
existen variaciones geograficas y en el tiempo. En algunos paises hay regiones
endémicas con brotes frecuentes que estan proximas a regiones completamente
libres de tularemia. En general, la F tularensis subespecie tularensis es propia de
América del Norte, mientras que F. tularensis subespecie holarctica se ha descrito
en el Norte de Europa (incluyendo Escandinavia), Rusia y Japon. Hasta finales
de 1997, fecha de aparicion de un brote, causado por la subespecie holarctica,
en algunas provincias de Castilla y Ledn, no existia constancia de la presencia
de la enfermedad en nuestro pais. También existe una amplia variacion en la
distribucion temporal de la enfermedad. En dreas endémicas pueden producirse
brotes de tularemia incluso durante 5 aflos consecutivos, seguidos de ausencias
de la enfermedad durante periodos que pueden llegar a abarcar una década
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completa. Las razones de esta variacion temporal en la presentacion de los bro-
tes no estan todavia bien determinadas.

En muchos paises donde la tularemia es endémica, la enfermedad es esta-
cional; su incidencia parece que es mayor durante el final de la primavera,
los meses de verano y los primeros meses de otono. A menudo el nimero de
casos muestra amplias variaciones de un afo a otro, y probablemente esta
relacionado con factores climaticos como la temperatura y las precipitaciones.
Sin embargo, no hay datos que relacionen las condiciones climaticas especi-
ficas con los brotes de tularemia.

En Espafa la tularemia se consideré una enfermedad emergente en 1997
cuando se identificd un brote epidémico con mas de 500 casos en la Comu-
nidad Autébnoma de Castilla y Ledn debido, en su mayor parte, al contacto
con liebres infectadas. En 1998, Castilla la Mancha notificé la afectacion de
19 personas con tularemia que manipularon cangrejos de rio. En 2007, se
produjo otro brote en Castilla y Ledn con 507 casos confirmados, en el que
el 59% de formas tifoideas y el 7,9% de formas neumaonicas, sugerian que
la via inhalatoria podria ser el principal mecanismo de transmision.

La consideracion de enfermedad emergente en Espafia se basé en su reciente
identificacion en zonas consideradas libres de la enfermedad, la aparicion de
nuevas formas de transmisién (manipulacion de cangrejos), la gravedad de
la enfermedad (25% de los casos en el brote de 2007 requirieron hospitali-
zacion) y su extension (el numero de personas afectadas en los brotes de
1997 y 2007 fue mucho mayor que el ocurrido en otros lugares del mundo
en la misma década).

Los sintomas de la tularemia dependen de las vias de contagio. Sus sintomas
mas frecuentes consisten en la aparicién brusca de fiebre alta, malestar ge-
neral y lesiones en el lugar de inoculacién y afectacion de ganglios regionales.
La evolucion de los casos de infeccidon por F. tularensis subespecie holarctica
suele ser favorable y los pacientes se curan sin requerir ingreso hospitalario.
Sélo excepcionalmente es necesario el ingreso, habitualmente relacionado
con complicaciones de alguna enfermedad previa. Las complicaciones son
raras (supuracién ganglionar) y con tratamiento, la letalidad es menor del
4%. La enfermedad debida a F. tularensis subespecie tularensis presenta una
tasa de letalidad de 5% a 15%, principalmente debido a las formas respira-
torias no tratadas. F. tularensis subespecie holarctica es menos virulenta v,
aun sin tratamiento, ocasionan pocas defunciones.

El diagndstico se basa en la sospecha clinica. Se confirma por cultivo de la
bacteria o PCR en sangre, liquido pleural, ganglios linfaticos, heridas, esputo
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y aspirado gastrico. Los anticuerpos IgM e IgG aparecen juntos y ambos per-
sisten durante mas de 10 anos. Los titulos de anticuerpos, mediante agluti-
naciéon estandar en tubo, suelen ser negativos en la primera semana de
enfermedad y positivos a partir de la segunda mostrando picos maximos a
las 4 6 5 semanas. Los anticuerpos pueden presentar reaccion cruzada con
Brucella spp., Proteus OX19y Yersinia spp.

Los cultivos suelen ser negativos si no se hace una busqueda especifica, ya
que esta bacteria bioseguridad para la manipulacién de muestras en el labo-
ratorio, y se recomienda el nivel 3 para procesar los cultivos sospechosos.

Agente

El agente etiolégico es una bacteria Francisella tularensis, cocobacilo Gram
negativo, no movil, intracelular facultativo, aerobio estricto, resistente al frio
y soluciones alcalinas. La Francisella es capaz de resistir en agua mas de tres
meses (a temperaturas de 13-15 °C) y de persistir en cadaveres de animales
hasta 4 meses dependiendo de la temperatura ambiente. Sin embargo, se
trata de un microorganismo de baja resistencia a los desinfectantes comunes
y a ciertos antibioticos de uso habitual. Dos subespecies de Francisella tula-
rensis, con diferente patogenicidad, causan tularemia en los seres humanos:
F. tularensis subespecie tularensis (tipo A de Jellison) y F. tularensis subespecie
holarctica (tipo B de Jellison). No son distinguibles serolégicamente. Es uno
de los patdbgenos mas infecciosos conocidos en la medicina humana. La dosis
infectiva en humanos es extremadamente baja: 10 bacterias cuando se in-
yectan subcutaneamente y 25 cuando se administran como aerosoles, por
eso es considerado como un agente biolégico en amenazas bioterroristas.

Reservorio

F. tularensis puede infectar a mas de 100 especies de animales, fundamen-
talmente mamiferos, aves e insectos de muy variada distribucion geografica.
El reservorio natural de la infeccion se encuentra fundamentalmente en pe-
quefos mamiferos, incluyendo topillos, ratones, ratas de agua, ardillas, co-
nejos y liebres, que adquieren la bacteria mediante picaduras de garrapatas,
pulgas y mosquitos, o por contacto con entornos contaminados, hecho que
varia en funcion del ecosistema y la especie. En liebres y roedores la letalidad
es alta, dejando inmunidad por varios afios. En animales domésticos a me-
nudo la infeccion tiene un caracter subclinico.

Los artrépodos generalmente actlian como meros vectores, aunque algunas
garrapatas pueden ser reservorios manteniendo una transmision transestadial
y transovarica. Las moscas pueden albergar el agente hasta 14 dias. Aunque
los ciclos enzodticos de F. tularensis ocurren tipicamente sin aviso, las epizo-
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otias con un elevado numero de muertes en animales hospedadores pueden
anunciar brotes de tularemia en personas.

Modo de transmision

— Por contacto directo con el animal infectado/enfermo o muerto (funda-
mentalmente a través de la piel y con menor frecuencia a través de la con-
juntiva del ojo y de las mucosas de nariz y boca). Es la forma mas
frecuentemente descrita.

— Alimentario, por ingestion de agua contaminada por animales muertos o
por su orina o heces. Ingestion de carne cruda o poco cocida de animal
enfermo.

— Picadura de artrépodos.

— Inhalacién de polvo de tierra, granos o heno que contienen aerosoles in-
fectados/contaminado por animales enfermos.

Periodo de incubacion

El periodo de incubacién de la tularemia (tiempo transcurrido entre el con-
tacto con la bacteria y la aparicion de la enfermedad) suele ser de 2 a 5 dias,
pero puede llegar a oscilar entre 1y 21 dias.

Periodo de transmisibilidad

No hay transmision directa de persona a persona, por lo que los enfermos de
tularemia no requieren ningun tipo de aislamiento para prevenir un hipotético
contagio de la enfermedad. F. tularensis puede ser encontrada en la sangre
de personas infectadas durante las 2 primeras semanas de enfermedad.

Susceptibilidad

La susceptibilidad en las personas es universal, pudiéndose adquirir la enfer-
medad con in6culos muy pequefos (reducido nimero de bacterias) sobretodo
en la forma clinica ulceroglandular. Después de la enfermedad la inmunidad
permanece por largo tiempo. Las reinfecciones son raras, solo se han descrito
en personas reiteradamente expuestas, como el personal de laboratorio.

VIGILANCIA DE LA ENFERMEDAD

Objetivos
1. Conocer y describir el patron de presentacion de la tularemia en la poblacion.

2. Prevenir, detectar precozmente y controlar la difusién de la enfermedad
para evitar brotes.
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Definicion de caso

Criterio clinico

Persona que presenta, al menos, una de las siguientes formas clinicas:
Tularemia ulceroglandular

Ulcera cutanea, Y linfadenopatia regional.

Tularemia glandular

ganglios linfaticos agrandados y dolorosos sin Ulcera evidente.
Tularemia 6culoglandular

conjuntivitis, Y linfadenopatia regional.

Tularemia orofaringea

linfadenopatia cervical, con, al menos, uno de estos tres signos: estomatitis,
faringitis, amigdalitis.

Tularemia intestinal

Al menos, una de las tres manifestaciones siguientes: dolor abdominal, vo-
mitos, diarrea.

Tularemia pulmonar
neumonia.
Tularemia tifoidea

Al menos uno de los dos signos siguientes: fiebre sin signos ni sintomas tem-
pranos de localizacién, septicemia

Criterio de laboratorio

Al menos uno de los tres siguientes:

— Aislamiento de F. tularensis en una muestra clinica.

— Deteccion del acido nucleico de F. tularensis en una muestra clinica por PCR.
— Respuesta especifica de anticuerpos de F. tularensis.

Criterio epidemioléqgico

Al menos una de las cuatro relaciones epidemiolégicas siguientes:
— Exposicion a animales enfermos o muertos por tularemia.

— Exposicion a alimentos o agua contaminados.
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— Exposicién a aerosoles o polvo, en ambientes contaminados por animale
sospechosos o enfermos.

— Exposicion a artropodos vectores

Clasificacion de los casos

Caso sospechoso: No procede.

Caso probable: Persona con criterios clinicos y epidemiolégicos.

Caso confirmado: Persona que cumple los criterios clinicos y de laboratorio.
Definicion de brote

Dos 0 mas casos de tularemia que tengan una relacion epidemiolégica.

MODO DE VIGILANCIA

La comunidad auténoma notificara de forma individualizada los casos pro-
bables y confirmados al Centro Nacional de Epidemiologia a través de la Red
Nacional de Vigilancia Epidemioldgica y enviara la informacion del conjunto
de variables del formulario de declaracién que se anexa con una periodicidad
semanal. La informacién del caso podra actualizarse después de la declaracion
inicial y se hara una consolidacion anual de la informacién. En caso de brote
el Servicio de Vigilancia de la comunidad auténoma enviara el informe final
del brote al CNE en un periodo de tiempo no superior a tres meses después
de que haya finalizado su investigacion. Ademas, se enviaran las encuestas
epidemiolégicas de los casos implicados al CNE.

Si se sospecha un brote supracomunitario o cuando la magnitud del brote
o0 el patrén de difusion requieran medidas de coordinacion nacional, el Ser-
vicio de Vigilancia de la comunidad auténoma informara de forma urgente
al Centro de Coordinacion de Alertas y Emergencias Sanitarias del Ministerio
de Sanidad y Servicios Sociales e Igualdad y al Centro Nacional de Epidemio-
logfa. EI CCAES valorara junto con las CCAA afectadas las medidas a tomar
y, si fuera necesario, su notificacion al Sistema de Alerta y Respuesta Rapida
de Unién Europea y a la OMS de acuerdo con el Reglamento Sanitario Inter-
nacional (2005).

El RD 1940/2004, transposicion de la Directiva 2003/99/CE, sobre la vigi-
lancia de las zoonosis y los agentes zoonéticos, contempla la vigilancia de
esta zoonosis y la integracion de la informacion de las distintas fuentes hu-
manas, animales y alimentarias, disponiendo la realizacién de un informe
anual sobre fuentes y tendencias de zoonosis. El informe sera realizado por
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los 6rganos y organismos competentes de la Administracion General del Es-
tado, que realizaran conjuntamente el analisis de los datos e informacion re-
cibida de las comunidades autdnomas y cualesquiera otras fuentes.
Asimismo, cuando se identifique la fuente de infeccion, por tratarse de una
zoonosis, también se notificara a las autoridades correspondientes.

MEDIDAS DE SALUD PUBLICA

Tularemia es una enfermedad relevante en términos de Salud Publica en todo
el hemisferio norte donde se mantienen las zonas endémicas. Los reservorios
locales, la forma de transmisién variada, que va desde la transmision por con-
tacto directo con animales de caza, al desollarles y/o eviscerarles, las heridas
por manipulacién de cangrejos, el consumo de agua contaminada o la pica-
dura de mosquitos, pulgas o garrapatas, mantiene a F. tularensis en las po-
blaciones de reservorios o en el ambiente. La trascendencia de la tularemia,
en Espana, viene dada por su capacidad de producir periédicamente brotes
de cierta magnitud, ademas de su gravedad. Las personas con actividades re-
lacionadas con la vida al aire libre, como cazadores, senderistas, etc. o con
actividades laborales en el campo, son las mas afectadas. Por otra parte, £
tularensis es uno de los agentes idéneos para utilizar como amenaza biolo-
gica. Para prevenir la enfermedad, actualmente se esta utilizando una vacuna
viva atenuada aplicada mediante escarificacién en Rusia y en grupos de riesgo
de otros paises como Suecia y EEUU, pero no esta por el momento disponible
en otros paises. Ademas, del tratamiento especifico del paciente, hay que in-
vestigar cuidadosamente cada caso para descubrir la fuente de la infeccion y
prevenir nuevos casos.

Las medidas preventivas se orientaran a:

— Informacién a la poblacién sobre las caracteristicas, forma de transmision
y medidas de prevencion de la enfermedad. En especial, a grupos de riesgo
como cazadores, pescadores, carniceros, agricultores, ganaderos y perso-
nas que frecuentan el medio rural.

— Evitar el contacto con animales muertos, enfermos o con comportamientos
no naturales.

— Recomendar utilizar guantes y mascarillas cuando se capturen animales,
se manipulen o se retiren.

— Utilizar ropas protectoras y productos repelentes, para evitar picaduras de
insectos o garrapatas.
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— Evitar el consumo de aguas no controladas sanitariamente. El agua sospe-
chosa de ser vehiculo de la infeccién no debe ser bebida o debera ser clo-
rada previamente a su ingesta (0.1 ppm de cloro durante al menos 15
minutos).

— Protegerse de las nubes de polvo en aquellos lugares donde proliferen ani-
males susceptibles de la transmisiéon de la tularemia.

— Cocinar adecuadamente la carne de los animales silvestres (la congelacion
no inactiva el agente responsable de la tularemia) durante al menos 5 mi-
nutos a 55°C.

— Acudir al médico en caso de aparicién de sintomas sospechosos de esta
enfermedad como fiebre, hinchazén de ganglios, Ulceras cuténeas, etc.

Otras medidas incluyen la informacion a los servicios asistenciales ante la apa-
ricion de casos de tularemia para que la tengan presente en los diagnosticos,
y la investigacion medioambiental y la vigilancia epizootioldgica sobre pobla-
ciones de animales, fundamentalmente lagomorfos y roedores silvestres, es-
tableciendo una estrecha colaboracion con organismos de agricultura,
ganaderia y medio ambiente, asi como con sociedades de cazadores.
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Anexo |. ENCUESTA EPIDEMIOLOGICA DE TULAREMIA

DATOS DEL DECLARANTE Y DE LA DECLARACION
Comunidad Auténoma declarante:
Identificador del caso para el declarante:
Fecha de la primera declaraciéon del caso™: _ - -

DATOS DEL PACIENTE

Fecha de Nacimiento: __-_ -

Edad en anos: _ Edad en meses en menores de 2 afos: ___
Sexo: Hombre Mujer

Lugar de residencia:

Pais: C. Auténoma:

Provincia: Municipio:
DATOS DE LA ENFERMEDAD
Fecha del caso* _ - -

Fecha de inicio de sintomas: _ - -

Manifestacion clinica (marcar todas las opciones que correspondan):
Tularemia glandular Tularemia intestinal

Tularemia oculoglandular Tularemia orofaringea

Tularemia pulmonar Tularemia tifoidea

Tularemia ulceroglandular
Hospitalizado3: Si No

Defuncién: Si No

Lugar del caso*:

Pais: C. Auténoma:
Provincia: Municipio:
Importado®: Si No

1 Fecha de la primera declaracion del caso: Fecha de la primera declaracién al sistema de vi-
gilancia (habitualmente realizada desde el nivel local).

2 Fecha del caso: Es la fecha de inicio de sintomas o la mas cercana en caso de no conocerla
(fecha de diagnostico, fecha de hospitalizacion, etc.)

3 Hospitalizado: Estancia de al menos una noche en el hospital.

4 Lugar del caso (pais, CA, prov, mun): Es el lugar de exposicion o de adquisicion de la in-
feccién, en caso de enfermedad alimentaria se considerara el lugar origen del alimento y
en el resto en general se considerara el lugar donde el paciente ha podido contraer la en-
fermedad. En caso de desconocerse se consignara el lugar de residencia del caso.

5 Importado: El caso es importado si el pafs del caso es diferente de Espana
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DATOS DE LABORATORIO

Fecha de diagnéstico de laboratorio: __-__-
Protocolo de Vigilancia de Tularemia
Agente causal®: Francisella tularensis
Prueba (marcar las pruebas con resultado positivo):

Acido Nucleico, deteccién

Aislamiento

Anticuerpo, deteccion

Anticuerpo, IgM

Anticuerpo, seroconversion

Envio de muestra al Laboratorio Nacional de Referencia (LNR): Si No
Identificador de muestra del declarante al LNR:

Identificador de muestra en el LNR:

DATOS DEL RIESGO

Ocupacion de riesgo (marcar una de las siguientes opciones):
Manipulador de animales

Medioambiental: agua

Medioambiental: animal

Medioambiental: suelo

Trabajador de laboratorio

Exposicion (marcar las principales si no se ha identificado un Unico mecanismo de
transmision):

Aerosol

Aire (excepto aerosoles)

Consumo de alimento sospechoso (excepto Agua de bebida)

Consumo de agua de bebida

Lesiéon ocupacional

Lesion no ocupacional (pinchazo, acupuntura, herida, tatuaje, piercing)
Contacto con animal, tejidos de animales, o derivados

Contacto con vector/vehiculo de transmision

Otra exposiciéon ambiental’

Animal sospechoso (marcar una de las siguientes opciones):

Animal de caza mayor Animal de caza menor

Animal de granja Crustaceos

& Agente causal: Marcar sélo si se ha confirmado por laboratorio en el paciente.

7 Otra exposicion ambiental: como tareas de jardineria, agricultura,...; o contacto con objetos
o suelo contaminados,
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Garrapata Pulga

Roedor Perro

establos, mataderos.

Protocolo de Vigilancia de Tularemia

Zorro Otro artrépodo

Otro animal salvaje libre Otro animal

Animal mas detalles (marcar una de las siguientes opciones):
Contacto con animal alimentado de forma insegura

Contacto con animal infectado

Contacto con animal sin desparasitar

Contacto con cadaver de animal

Tipo de confirmacion del vehiculo & (marcar una de las siguientes opciones):
Por evidencia epidemiolégica

Por evidencia de laboratorio

Por evidencia epidemiolégica y de laboratorio

Lugar de exposicién (marcar una de las siguientes opciones):
Aguas costeras Alcantarillado Boscoso

Fosa séptica Fuente Humedal

Inundacién Lago Pozo

Rio Rural Selvatico

Terreno encharcado Urbano

CATEGORIZACION DEL CASO
Clasificacion del caso (marcar una de las siguientes opciones):
Probable

Confirmado

Criterios de clasificacion de caso:
Criterio clinico Si No

Criterio epidemioldgico Si No

Criterio de laboratorio Si No

Asociado:

A brote: Si No Identificador del brote:
C. Autonoma de declaracion del brote”:
OBSERVACIONES

8 Tipo de confirmacion: Evidencia por la que se ha llegado a la identificacién del vehiculo de
la infeccion.

9 C. Autonoma de declaracion del brote: aquella que ha asignado el identificador del brote.
' Incluir toda la informacion relevante no indicada en el resto de la encuesta.
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I"zevologia NO [] Si [] Fecha Técuica Tirulo:

Resulaado: [7] Pesitive [] Negative
2* zerologna NDD st D Fecha Técaica: Tirulo:

Resulade: D Positive E] Negatuvo
Cultve Fecha Tipo de muestra: Pocitive NO ] si []

Tipo de Francizell

Oos: Fecha Tipo de muestra: Pozitive NO [[] si [
Tipo de presentacién: Tipo de caso:
Factores de riesgo:

Cazador: SI [[] NO [[]  Coatacto con animales en los iltimos Imeces:  SI [[] NO [[]
Eepecie de animal (especificar):

Contacto concadiver: Sf [7] NO [[] Decpelicjamicnsor Si [[] NO [[] Masvpolacién: Si [[] NO [0
Ecpecie de animal (especificar):

Fecha Coto/paraje de procedencia:

Aioiok Provioci
Conzumodecamedocaza: i [[] No [[]

Coto/paraje de procedencia:

Mumcipio: Provincia:

Coaracto consoedogez: S [7] NO [[] Fecha
Coto'paraje de e

Misaicigs _——
Coatacto con otros animales: ST [T] NO [[]  Fecha

Tipodessimal [] Gaado [] Peces [[] Crussiceos [ Aves
[] omer  mpoct
Paraje de procedencix
Picadura do garraganaz: ST [7] NO[[] Fecha

Paraje:
Coaracto y/o consumo de aFua 0o clorada: SfD No [

Pasyge de procedencia del agua:

Musscipior Proviscia
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Tipo de actividad: [] Agricolss  [[] Hosofuticulas  [[] Dejardineri
[[] Owas selacionadas con el medio ambicate  Bopecificar:
Pasaje de procedencia:
Muoaicipio: Provincix:
Obzervaciones:

Medidas adoptadas:

Fecha de declaracion: Afio: Semana n® que termina el domingo dia

Apellidos y Nombre: CIAS:
Centro Sanitario: Teléfono:
Provincia:
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I. COMUNIDAD DE CASTILLAY LEON

A. DISPOSICIONES GENERALES
CONSEJERIA DE AGRICULTURA Y GANADERIA

ORDENAYG/1535/2010, de 18 de octubre, por la que se aprueba el Plan de Vigilancia
Sanitaria Permanente de la Fauna Silvestre de Castilla y Le6n.

La Ley 6/1994, de 19 de mayo, de Sanidad Animal de Castilla y Leén, establece
los principios para la modernizacién del ordenamiento zoosanitario en la regiéon y en su
exposicion de motivos expresa que la intima relacién taxonémica y de convivencia que los
animales de renta tienen con la fauna silvestre, asi como su comportamiento analogo en
cuanto a la Epidemiologia Veterinaria, por lo que se hace necesario extender los preceptos
de dicha Ley a todo tipo de animales al margen de su origen y destino, de su ubicacién
y movimientos, de su produccion y finalidades y de su naturaleza y circunstancias. Asi,
la citada ley tiene dentro de su objeto la prevencién y control de las enfermedades
infectocontagiosas que afecten a la cabafia ganadera, a los animales de compafiay a la
fauna silvestre, extendiendo expresamente su ambito de aplicacion a ésta ltima.

El Reglamento General de Sanidad Animal de Castilla y Ledn, aprobado mediante
el Decreto 266/1998, de 17 de diciembre, considera que los principios de la Epidemiologia
Veterinaria expresados a través de la Red de Vigilancia Epidemiolégica son elemento clave
en la consecucion de alguno de los objetivos de la sanidad animal, como la determinacién
del origen de las enfermedades, su investigacion y control, asi como la informacién sobre
su ecologia y la evaluacién de los programas de control.

Asimismo, la Ley 8/2003, de 24 de abril, de Sanidad Animal, en su exposicion de
motivos, incide en que la situacién de contagio entre las especies de animales domésticos
y silvestres por una misma enfermedad, asi como la posible creacion de reservorios en el
medio natural, hacen inseparables las actuaciones sanitarias tanto en un medio como en
otro.

En distintos programas de prevencion, control, lucha y erradicacién de enfermedades
aplicados en Castilla y Ledn, se contempla la vigilancia epidemiolégica de las distintas
especies silvestres sensibles a las mismas, ya que éstas podrian constituir el reservorio de
un gran numero de enfermedades que afectan a los animales domésticos y el hombre. En
este sentido, la Consejeria de Agricultura y Ganaderia, por medio del Servicio de Sanidad
Animal de la Direccién General de Produccion Agropecuaria, establecié en 2004 un Plan de
Vigilancia de la Fauna Silvestre, mediante el cual se han recogido datos para la evaluacién
de la prevalencia de distintas enfermedades infectocontagiosas que afectan a fauna
silvestre y doméstica. Sin embargo, se hace necesario sistematizar y homogeneizar estos
muestreos, asi como extenderlos a explotaciones cinegéticas y nucleos zoolégicos, con el
fin de establecer un control de los movimientos de los animales para evitar la extension de
las enfermedades detectadas.

CV: BOCYL-D-16112010-1
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La finalidad de esta Orden es establecer un Plan de Vigilancia Sanitaria Permanente
obligatorio que permita, por una parte, obtener informacién sobre la situacion sanitaria de la
fauna silvestre y las tendencias de cada enfermedad y, por otra, establecer las condiciones
sanitarias necesarias para los movimientos de los animales, adecuando asi el Real Decreto
1082/2009, de 3 de julio, por el que se establecen los requisitos de sanidad animal para el
movimiento de los animales de explotaciones cinegéticas, de acuicultura continental y de
nucleos zooldgicos, asi como de animales de fauna silvestre («<B.O.E.» n.° 177, de 23 de
julio) a las caracteristicas y programas ya establecidos en Castilla y Ledn.

El estatus sanitario alcanzado en las explotaciones ganaderas de Castilla y Ledn
hace necesario el desarrollo y ejecucion de actuaciones especificas en materia de sanidad
animal en fauna silvestre, explotaciones cinegéticas y nlcleos zooldgicos a fin de minimizar
la posibilidad de diseminacién de enfermedades que pongan en riesgo el libre comercio de
la ganaderia de la comunidad y/o que puedan vehicular determinadas zoonosis.

Asimismo, estas enfermedades pueden tener consecuencias graves en el medio
natural, pudiendo llegar a afectar a toda la piramide ecoldgica y provocar dafios irreparables
en la fauna silvestre.

En el marco de la legislacion basica del Estado y, en su caso, en los términos que ella
establezca, la Comunidad de Castilla y Ledn tiene competencias de desarrollo legislativo
y ejecucién de la legislacion del Estado, entre otras, en materia de sanidad agraria y
animal (articulo 71.1.9.° del Estatuto de Autonomia de Castilla y Ledn, reformado por la
Ley Organica 14/2007, de 30 de noviembre).

Segun el articulo 3 de la Ley de Sanidad Animal de Castilla y Ledn corresponde a
la Consejeria de Agricultura y Ganaderia el ejercicio de las funciones derivadas de dicha
ley, asi como de cualquier otra disposicién en materia de sanidad animal. Por su parte el
articulo 3 del Reglamento General de Sanidad Animal de Castilla y Le6n dispone que la
Consejeria de Agricultura y Ganaderia es el érgano competente en materia de Sanidad
Animal y actuara a través de la Direccion General que tenga asumida las competencias
en dicha materia.

Por todo lo expuesto y en ejercicio de las atribuciones conferidas por el articulo
26.1.f) de la Ley 3/2001, de 3 de julio, del Gobierno y de la Administracién de la Comunidad
de Castilla y Ledn, y una vez consultadas las Organizaciones Profesionales Agrarias mas
representativas,

DISPONGO:
Articulo 1.— Objeto.

La finalidad de la presente Orden es establecer un Plan de Vigilancia Sanitaria
Permanente y del control de las enfermedades en las especies animales establecidas en
el Anexo 1, entendiéndose como tal el conjunto de actuaciones que, mediante un sistema
de recogida y analisis de datos, permita:

« Garantizar un conocimiento minimo sobre la presencia de enfermedades animales
en los distintos ambitos donde se aplique.

« Garantizar un estatus sanitario para las distintas enfermedades animales en los
distintos ambitos donde se aplique.
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Articulo 2.— Definiciones.
A los efectos de la presente Orden, se entendera por:

a) EXPLOTACION CINEGETICA: Aquélla cuyo objetivo principal es la cria,
produccién o reproduccion de animales de alguna de las especies incluidas en el
Anexo | del Real Decreto 479/2004, de 26 de marzo, para la posterior repoblacién
de cotos de caza y demas espacios cinegéticos, para su suelta en los mismos,
para su caza, o para el abastecimiento de otras explotaciones cinegéticas.

b) NUCLEO ZOOLOGICO: Los definidos en la Orden de 28 de julio de 1980,
por la que se dan normas sobre nucleos zoolégicos, establecimientos para
la equitacion, centros para el fomento y cuidado de animales de compaiia y
similares, que alojen animales de una o varias especies enumeradas en el Anexo
1 de la presente Orden.

c) ESPACIO NATURAL ACOTADO: Cualquier espacio o terreno que esté vallado o
sefializado. Corresponde a dehesas, pastizales, montes comunales, reservas de
caza, parques naturales o nacionales, cotos de caza o cualquier otro espacio en
los que se encuentren animales de las especies establecidas en el Anexo 1.

d) FOCO: Deteccion de una enfermedad en una explotacion o en lugar determinado.

e) CONTROL OFICIAL: Toda forma de control realizado por la Consejeria de
Agricultura y Ganaderia para verificar el cumplimiento de las normas relativas a
la sanidad animal.

Articulo 3.— Ambito de aplicacion.

1.— El Plan de Vigilancia Sanitaria Permanente sera de aplicacion en:

a) Explotaciones y nucleos zoolégicos que contengan animales de las especies
contempladas en el Anexo 1, en adelante animales.

b) Espacios naturales acotados.

2.— El Plan de Vigilancia Sanitaria Permanente se aplicara en los siguientes ambitos
de actuacion:

a) La vigilancia epidemioldgica de enfermedades cuyos objetivos finales son:

« El establecimiento de mapas de riesgo para cada especie y enfermedades
incluidas en el Anexo 1 en la poblacién animal de vida silvestre.

« El establecimiento de calificaciones sanitarias en las explotaciones y
nucleos zoolégicos que crien o mantengan dichas especies.

« Lainvestigacion epidemioldgicade los brotes puntuales delas enfermedades
que afecten a la fauna silvestre y doméstica, en los que la fauna silvestre
pueda tener un efecto de reservorio o diseminador, especialmente las
Zoonosis.

b) El establecimiento de los requisitos sanitarios minimos para la autorizacién de
movimientos de estas especies.
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3.— Queda fuera del ambito de aplicacién de esta Orden:
a) La actividad de silvestrismo.

b) El movimiento de animales dentro del marco de la colombicultura, la canaricultura
y demas actividades deportivas realizadas con animales, y los siguientes animales
dedicados a las actividades cinegéticas:

+ Perros de caza, incluidos los perros de rehala, recovas o jaurias.

» Aves dedicadas a la practica de la cetreria 0 como reclamo para la caza de
especies cinegéticas.

Articulo 4.— Obligaciones generales.

1.— La Direccion General de Produccién Agropecuaria de la Consejeria de Agricultura
y Ganaderia organizara la recogida y analisis de datos sobre la presencia de enfermedades
en la fauna silvestre, respetando, en todo caso, los criterios fijados por la Consejeria
competente en materia de medio ambiente en el ejercicio de sus atribuciones.

2.— Los gestores de espacios naturales acotados y los responsables de los
establecimientos de manipulaciéon de caza, de las industrias de transformacion de
cadaveres, de los mataderos, de las explotaciones cinegéticas, de las peleteras, de los
pastos y de los nucleos zoolégicos, tendran la obligacion de aplicar y llevar a cabo todas
las medidas sanitarias impuestas por la presente Orden, asi como de poner los medios
necesarios para que se puedan realizar las citadas medidas con las debidas garantias
de seguridad, tanto para los animales objeto de aquéllas como para el personal que las
ejecute.

Articulo 5.— Actuaciones del Plan de Vigilancia Sanitaria Permanente en espacios
naturales acotados.

1.— Las actuaciones del Plan de Vigilancia Sanitaria Permanente en espacios
naturales acotados se llevaran a cabo:

* En el lugar de abatimiento, en la zona de captura o en una zona habilitada para
tal fin.

» En los establecimientos de manipulacién de caza y mataderos.

» En cualquier lugar, en caso de hallazgo de cadaveres o animales enfermos.

2.— Para que los muestreos se consideren incluidos en el marco del Plan de Vigilancia
Sanitaria Permanente, las areas geograficas de aplicacion, su distribucion y su periodicidad

seran los especificados en el Anexo 2.

3.— El tipo de muestras para cada especie, asi como las pruebas analiticas
diagndsticas a realizar en ellas seran las indicadas en el Anexo 6.

4.—El Servicio de Sanidad Animal de la Direccién General de Producciéon Agropecuaria
elaborara anualmente un informe descriptivo de las tendencias y las fuentes de las
enfermedades de la fauna silvestre de Castilla y Le6n.
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5.— En caso de aparicion de animales positivos en las pruebas diagnésticas para las
enfermedades contempladas en el Anexo 1, las medidas a tomar seran las descritas en el
Anexo 5.

Articulo 6.— Actuaciones del Plan de Vigilancia Sanitaria Permanente en explotaciones
cinegéticas y nucleos zoolégicos.

1.— Las actuaciones del Plan de Vigilancia Sanitaria Permanente en explotaciones
cinegéticas y nucleos zoologicos se llevaran a cabo en la propia explotacion cinegética
0 nucleo zooldgico o, en su caso, en la industria de transformacioén de cadaveres o en el
matadero.

2.— El plan de actuaciones ser4 el siguiente:

« Controles oficiales: se realizard, como minimo, un control oficial al afio en
cada explotacion cinegética y nucleo zooldgico y sobre sus libros de registro.
Dicho control, que sera presencial, verificara las condiciones generales de la
explotacién en materia de sanidad animal y comprobara que los libros de
registro estén correctamente cumplimentados. Asimismo, valorara y, en su caso,
certificara, que no hayan existido altas mortalidades en los animales que puedan
hacer sospechar la presencia de alguna de las enfermedades contempladas en
el Anexo 1.

« Vacunacion obligatoria frente a la enfermedad de Newcastle en las explotaciones
de palomas con excepcion de las explotaciones de palomas de autoconsumo.

* Realizacién de un muestreo anual para las enfermedades y especies descritas
en el Anexo 1. Para que el muestreo se considere incluido en el marco del Plan
de Vigilancia Sanitaria Permanente, su distribucion y periodicidad seran los
especificados en el Anexo 3.

« El tipo de muestras para cada especie, asi como las pruebas analiticas
diagnésticas a realizar en ellas seran las indicadas en el Anexo 6.

3.— En el caso de las explotaciones ganaderas que conjuntamente con el ganado
bovino exploten animales de las especies de cérvidos y suidos silvestres previstas en el
Anexo 1, éstos deberan someterse a una prueba anual frente a tuberculosis para poder
realizar movimientos distintos a sacrificio desde dicha explotacién, en los siguientes
términos:

a) En el caso de los animales pertenecientes a la familia de los cérvidos, la prueba
se debera realizar a todos los animales mayores de 6 meses o, alternativamente,
se podra realizar a un numero representativo de la totalidad de los animales
presentes de esa especie segun lo establecido en el Anexo 3, pudiendo utilizarse
las pruebas de intradermotuberculinizaciéon simple o comparada en animales
vivos o aislamiento vy tipificacion de la bacteria a partir de muestras en animal
muerto.

b) En el caso de los animales pertenecientes a la familia de los suidos, esta
prueba anual consistird en la realizacion de inspecciones post-mortem de

animales muertos o abatidos para confirmar o descartar la presencia de lesiones
compatibles con tuberculosis.
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En el caso de que se detecten lesiones compatibles, el tnico movimiento permitido
para los animales de estas especies sera el sacrificio en un establecimiento autorizado,
salvo que analisis laboratoriales posteriores de confirmacién descarten la existencia de
tuberculosis. Esta limitacion de movimientos se aplicara igualmente si no se dispone de
los resultados de la prueba anual.

Los animales vivos de las especies mencionadas en el parrafo primero del presente
apartado que, como resultado de la prueba de tuberculosis, resulten positivos, deberan ser
sacrificados o abatidos en la propia explotacion en los términos previstos en la normativa
vigente. Si por parte de la Consejeria de Agricultura y Ganaderia se identifica como
reservorio o fuente de infeccidon una especie de fauna silvestre o cinegética que cohabita
con el ganado doméstico en la misma explotacion, el Servicio de Sanidad Animal de la
Direccion General de Produccion Agropecuaria establecera, en un plazo maximo de tres
meses, un Plan sanitario que permita controlar la transmision y limitar el contacto entre el
ganado y la fauna silvestre, incluyendo la separacion de las dos poblaciones cuando sea
posible o limitando la densidad de las especies cinegéticas en la explotacion.

4.— En caso de aparicion de animales positivos en las pruebas diagnésticas para las
enfermedades contempladas en el Anexo 1, las medidas a tomar seran las descritas en el
Anexo 5.

Articulo 7.— Autorizacién de movimientos.

Los movimientos distintos al sacrificio de los animales desde los espacios naturales
acotados, las explotaciones cinegéticas y los nucleos zoolégicos, solamente procederan
cuando se cumplan los siguientes requisitos:

A. En los espacios naturales acotados:

1.°) Para cada especie y enfermedad marcada con una cruz en el Anexo 1,
los resultados analiticos obtenidos en la aplicacién del Plan de Vigilancia
Sanitaria Permanente en el area sean negativos; o bien

2.°) En el caso de que las pruebas del Plan de Vigilancia Sanitaria Permanente
no estén finalizadas en el area o haya resultados positivos, la autorizacion
del movimiento desde dichos espacios naturales acotados, estara
condicionada al resultado negativo de las pruebas contempladas para cada
especie en el Anexo 4 sobre los animales objeto de traslado.

B. En las explotaciones cinegéticas y nucleos zooldgicos, los resultados de las
pruebas efectuadas determinaran el estatus sanitario de las explotaciones para
cada especie animal a la que afecte la presente Orden. Cada especie animal en
cada explotacién cinegética y nucleo zooldgico ostentara una Unica calificacion
sanitaria, basada en los resultados de las investigaciones efectuadas con arreglo
a la presente Orden.

A los efectos de lo establecido en este apartado B, se definen las siguientes
calificaciones con arreglo a las investigaciones realizadas en el ultimo afio:

CV: BOCYL-D-16112010-1

TULAREMIA. UNA APROXIMACION A SU ESTUDIO INTEGRAL EN CASTILLA Y LEON



BOCYL

Num. 221

Pag. 85132
F EE FE
EE E FE
FE F EE
F
F
F EE  FF
F
FEE
EE FF
F
F EE
EE
Y
F
v
F
.
/
v/
F /
v
/ /
I
/ /
/ A
v
. F / E
/ B
/
F 1/
CV: BOCYL-D-16112010-1
Anexo II. Plan de vigilancia de la fauna silvestre 319




ﬁ Boletin Oficial de Castillay Ledn BOGYL

Num. 221 Martes, 16 de noviembre de 2010 Pag. 85133

Articulo 9.— Laboratorios autorizados y métodos diagnésticos.

Los Laboratorios Oficiales de Sanidad Animal de Castilla y Ledn, son los Unicos
autorizados para la realizacion del diagnéstico laboratorial de las enfermedades objeto del
Plan de Vigilancia Sanitaria Permanente.

DISPOSICIONES FINALES
Primera.— Se faculta a la Directora General de Produccién Agropecuaria para dictar
cuantas resoluciones sean necesarias para la aplicacion y el cumplimiento de la presente
Orden.

Segunda.— La presente Orden entrara en vigor al dia siguiente de su publicacién en
el «Boletin Oficial de Castilla y Leén».

Valladolid, 18 de octubre de 2010.

La Consejera de Agricultura
y Ganaderia,
Fdo.: SiLvia CLEMENTE MuNicio

CV: BOCYL-D-16112010-1

320 TULAREMIA. UNA APROXIMACION A SU ESTUDIO INTEGRAL EN CASTILLA Y LEON



OCYIL
Pag. 85134

)
NSNS

B3

Num. 221

ANEXO 1

ENFERMEDAD ALEUTIANA DEL VISON

RABIA

LEISHMANIA

EQUINOCOCOSIS/HIDATIDOSIS

WEST NILE (FIEBRE DEL NILO OCCIDENTAL)

SALMONELLA(Enteritidis y Tiphimurium)

INFLUENZA AVIAR

ENFERMEDAD DE NEWCASTLE

ENFERMEDAD DE LYME (Borreliosis)

FIEBRE Q

TULAREMIA

TINA ( Trichophyton mentagrophytes)

MIXOMATOSIS

ENFERMEDAD HEMORRAGICA VIRICA (EHV)

TRIQUINOSIS

ENFERMEDAD VESICULAR PORCINA (EVP)

ENFERMEDAD DE AUJESZKY

PESTE PORCINA AFRICANA (PPA)

PESTE PROCINA CLASICA (PPC)

MAEDI VISNA/ ARTRITIS ENCEFALITIS CAPRINA

TUBERCULOSIS

BRUCELOSIS

PARATUBERCULOSIS

AGALAXIA CONTAGIOSA

COMPLEJO RESPIRATORIO INFECCIOSO

ENFERMEDAD HEMORRAGICA DEL CIERVO

LENGUAAZUL

ENFERMEDAD CAQUECTIZANTE DEL CIERVO

SARNA SARCOPTICA

1.1 Cervidos

Ciervo 1 X

Corzo 1 X

Gamo ! X

1.2 A Ovinos

Arrui 1 X

1.2 B Caprinos 1

Cabra montés 1 X

Rebeco 1 X

1.3 Suidos

Jabali 1

Conejo 1 X

Liebre 1 X

chinchilla 1

topilo |
campesino ,

raton campestre 1

Lobo 1

Zorro 1

perro 1

Vison 1

Nutria |

Sin embargo, las enfermedades marcadas con una «X» son las que condicionaran tanto la posibilidad de movimiento de los

(1)Solamente en explotaciones dedicadas a su cria.

Nota:

éticas y ntcleos zoolbgicos.

ciones cineg

turales como de las explota

espacios nai
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ANEXO 2

ACTUACIONES DEL PLAN DE VIGILANCIA SANITARIA PERMANENTE
EN ESPACIOS NATURALES ACOTADOS

Areas geogréficas.

Castilla y Ledn se dividira a efectos de la presente Orden en 9 areas epidemiolégicas

para el desarrollo del Plan de Vigilancia Sanitaria Permanente en espacios naturales

a
C

, 7 , areas coincidiran con cada una de las provincias de la Comunidad

Distribucién del muestreo.

El nimero de muestras necesario variara en funcién de cada especie, dado que las

prevalencias para cada enfermedad y especie animal son significativamente distintas, asi
como los riesgos sanitarios asociados ) , Bntodo caso los muestreos se
orientaran a buscar el nimero minimo de muestras necesario para estimar la prevalencia

C ) ; . ,
Avila Burgos Leon Palencia | Salamanca | Segovia | Soria | Valladolid | Zamora
100 90 70 70 100 70 70
Ovinos ) ( ¥ caprinos s El reducido censo
de animales abatidos pertenecientes a estas especies en Castilla y Ledn, unido
a Jo limitado de su distribucion geografica, que no sea necesario determinar
un nimero de muestras minimo que deben recogerse de estos ), Bo
, , ) , ,
8
Avila Burgos Ledn Palencia | Salamanca | Segovia | Soria [ Valladolid | Zamora
270 300 290 300 0 270
Lagomorfo,
Avila Burgos Ledn Palencia | Salamanca | Segovia | Soria | Valladolid | Zamora
44 44 44 44 44 44 44 44 44
Roedores )
Avila Burgos Leon Palencia | Salamanca | Segovia | Soria | Valladolid | Zamora
44 44 44 44 44 44 44 44 44
A
Avila Burgos Leon | Palencia Segovia | Soria | V i Zamora

CV:BOCYL-D-16112010-1
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Lobos: El reducido censo de animales abatidos o hallados muertos pertenecientes
a estas especies en Castilla y Leén, hace que no sea necesario determinar
un nimero de muestras minimo que deben recogerse de estos animales. No
obstante, se procurara que dicho nimero sea lo mas representativo posible.

Avila Burgos | Leén Salamanca | Segovia | Soria | Valladolid | Zamora
35 35 35 35 35 3B| 3 35 35

Periodicidad de los muestreos.

El nimero de muestreos y analiticas indicados en el apartado anterior, se
en el periodo comprendido desde el 1 de enero al 31 de diciembre de cada afio.
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ANEXO 3

ACTUACIONES DEL PLAN DE VIGILANCIA SANITARIA
PERMANENTE EN EXPLOTACIONES CINEGETICAS Y NUCLEOS ZOOLOGICOS

Nuamero de animales que deben ser objeto de muestreo y/o analitica.

Se debera tomar un nimero de muestras y/o analiticas que permita detectar la

presencia de las enfermedades establecidas en el Anexo 1 con una prevalencia minima

) A AAA )AA AA A AA A
NUMERO ANIMALES
DE ANIMALES A CONTROLAR

1a25 Todos
26-30 26
31-40 31
41-50 35
51-70 40
71-100 45
101-200 51
201-1200 57
>1200 59

Periodicidad de los muestreos o analiticas.

BlAdmeroAlemuestreosAAanaliticasAnjlicajiosen/elAapartagioA A AealizaranA
en el periodo comprendido desde el 1 de enero al 31 de diciembre de cada afio.

ANEXO 4
PRUEBAS DE TREINTA DIAS PREVIAS A LOS MOVIMIENTOS

Deberan realizarse los siguientes muestreos dentro de los treinta dias anteriores al

a)AuberculosisAyAbrucelo A A A A esAmayoresA) A AmesesAenA
tuberculosis y 12 meses en brucelosis.

b)5 A A y) K AA A A A A AA Anexos,
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ANEXO 5
ACTUACIONES A REALIZAR EN CASO DE POSITIVOS

ENFERMEDAD ACTUACION EN CASO DE POSITIVIDAD
SARNA SARCOPTICA Inmovilizacioén preventiva y estudio epidemiolégico.
ENFERMEDAD

CAQUECTIZANTE DEL CIERVO | EStudio epidemiologico.

Medidas previstas en el Real Decreto 1228/2001, 8 de noviembre:
LENGUA AZUL Medidas de lucha frente a la Lengua Azul (o la normativa que la
sustituya).

ENFERMEDAD HEMORRAGICA . .
DEL CIERVO Medidas de lucha contra determinadas enfermedades (o la

normativa que la sustituya).

COMPLEJO RESPIRATORIO Estudio epidemiolégico.

INFECCIOSO P gico.

AGALAXIA Estudio epidemiolégico.

PARATUBERCULOSIS Estudio epidemiolégico.

BRUCELOSIS inmovilizacién preventiva y estudio epidemiolégico de cepas y
su relacién con fauna doméstica.

TUBERCULOSIS inmovilizacién preventiva y estudio epidemiolégico de cepas y su

relacion con fauna doméstica.

MAEDI VISNA/ARTRITIS

ENCEFALITIS CAPRINA Estudio epidemiolégico.

P Medidas previstas en el Real Decreto 1071/2002, de 18 de
’{;‘;E";SC.’;E PROCINA CLASICA octubre: Medidas de lucha frente a la PPC (o la normativa que
la sustituya).

PESTE PORCINA Medidas previstas en el Real Decreto 546/2003, de 9 de mayo, por

AFRICANA(PPA) peste porcina africana (o la normativa que la sustituya).
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ENFERMEDAD ACTUACION EN CASO DE POSITIVIDAD
Medidas previstas en el Real Decreto 360/2009, de 23 de marzo:
ENFERMEDAD DE AUJESZKY Programa coordinado de lucha, control y erradicacion frente a la

Enfermedad de Aujeszky (o la normativa que la sustituya).

ENFERMEDAD VESICULAR
PORCINA (EVP)

Medidas previstas en el Real Decreto 650/1994, de 15 de abril.
Medidas de lucha contra determinadas enfermedades (o la
normativa que la sustituya).

TRIQUINOSIS

Inmovilizacion y estudio epidemiolégico.

ENFERMEDAD HEMORRAGICA
VIRICA (EHV)

Inmovilizacién y estudio epidemiolégico.

MIXOMATOSIS

Inmovilizacioén y estudio epidemiolégico.

TINA ( Trichophyton

Inmovilizacién preventiva y estudio epidemiolégico.

mentagrophytes)

TULAREMIA Inmovilizgcién y esfudiq epidemiolégico (Inmovilizacion sélo en
caso de liebre y chinchilla).

FIEBRE Q Estudio epidemiolégico.

Borrelia ENFERMEDAD DE LYME

Estudio epidemiolégico.

ENFERMEDAD DE NEWCASTLE

Medidas previstas en el Real Decreto 1988/1993, de 12 de
noviembre: Medidas de lucha frente a la Enfermedad de Newcastle
(o la normativa que la sustituya).

Medidas previstas en el Real Decreto 445/2007, de 3 de abril:

INFLUENZA AVIAR
la sustituya).
SALMONELLA(Enteritidis y g " " L
i Inmovilizacién preventiva y estudio epidemiolégico.
Tiphimurium)

WEST NILE (FIEBRE DEL NILO
OCCIDENTAL)

Inmovilizacion preventiva y estudio epidemiolégico.

LEISHMANIOSIS

Inmovilizacién preventiva y estudio epidemiolégico.

RABIA

Inmovilizacion preventiva y aplicacién Reglamento Epizootias y la
Ley 8/2003, de 24 de abril, de Sanidad Animal

ENFERMEDAD ALEUTIANA DEL
VISON

Inmovilizacién preventiva y estudio epidemiolégico.
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ANEXO 6
TIPOS DE MUESTRAS Y DE PRUEBAS ANALITICAS

1.— Tipos de muestras necesarios para su remision al laboratorio, para cada animal
muestreado analizado.

— Cervidos (ciervo, corzo y gamo):

« Muestras de piel o pelo para andlisis de parasitos y/o hongos (si se aprecian
sintomas compatibles).

« Suero sanguineo (5 ml.).
« Sangre entera (EDTA-5ml.).

« Ganglios linfaticos retrofaringeos (en el caso de que el muestreo se realice
en piezas abatidas).

« Tronco del encéfalo (Obex) (en el caso de que el muestreo se realice en
piezas abatidas).

« Ganglios mamarios e iliacos, mama y Utero (en hembras) (semen, epididimo
y glandulas sexuales accesorias (en machos) (en el caso de que el muestreo
se realice en piezas abatidas). Los ganglios retrofaringeos son también de
eleccién para la brucelosis.

— Ovinos (muflén y arrrui).

« Muestras de piel o pelo para andlisis de parasitos y/o hongos (si se aprecian
sintomas compatibles)

« Suero sanguineo (5 ml.).

* Sangre entera (EDTA—5 ml.).

« Ganglios mamarios e iliacos, mamay Utero (en hembras) (semen, epididimo
y glandulas sexuales accesorias (en machos) (en el caso de que el muestreo
se realice en piezas abatidas). Los ganglios retrofaringeos son también de
eleccién para la brucelosis.

— Caprinos (cabra hispanica, rebeco):

* Muestras de piel o pelo para andlisis de parasitos y/o hongos (si se aprecian
sintomas compatibles).

* Suero sanguineo (5 ml.).

« Ganglios linfaticos retrofaringeos (en el caso de que el muestreo se realice
en piezas abatidas).
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« Ganglios mamarios e iliacos, mama y utero (en hembras) (semen, epididimo
y glandulas sexuales accesorias (en machos) (en el caso de que el muestreo
se realice en piezas abatidas). Los ganglios retrofaringeos son también de
eleccion para la brucelosis.
— Suidos (jabali):
» Suero sanguineo (5 ml.).

* Ganglios linfaticos retrofaringeos (en el caso de que el muestreo se realice
en piezas abatidas).

» Muestras de musculo (lengua o paredes del diafragma).

* Ganglios mamarios e iliacos, mamay utero (en hembras) (semen, epididimo
y glandulas sexuales accesorias (en machos) (en el caso de que el muestreo
se realice en piezas abatidas). Los ganglios retrofaringeos son también de
eleccion para la brucelosis.
* Heces.
— Lagomorfos (conejo y liebre):

* Muestras de piel o pelo para analisis de parasitos y/o hongos (si se aprecian
sintomas compatibles).

* Suero sanguineo (5 ml.).

» Visceras (pulmon, bazo e higado) en el caso de que el muestreo se realice
en piezas abatidas o muertas.

— Roedores (chichilla, topillo campesino y raton campestre):
» Cadéaver completo o ejemplar vivo.
— Auves silvestres:

» Torundas o hisopos cloacales y traqueales (sélo los procedentes de
espacios naturales acotados).

* Muestras de heces (en el caso de que el muestreo se realice en animales
de granja).

» Suero (en el caso de que el muestreo se realice en animales de granja).
— Canidos y mustélidos ( perro, lobo, zorro, visén y nutria):
* Suero sanguineo (5 ml.).

* Cabeza completa (solo canidos y solamente si el animal ha muerto hace
menos de 12 h.).

* Heces.
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2.— Pruebas analiticas y/o muestras a realizar dentro de un Plan de Vigilancia
Sanitaria Permanente.

Se aceptaran como validas las siguientes pruebas diagnésticas.
a) Sarna sarcoéptica e infecciones producidas por hongos:
« Inspeccidn clinica sin signos visibles.
* Muestras de tejido para analisis (microscopia e identificacion).

b) Tuberculosis (de acuerdo con el Real Decreto 2611/1996, de 20 de diciembre, por
el que se regulan los programas nacionales de erradicacion de los animales):

¢ Intradermotuberculinizacién simple o comparada.

« La repeticion de las pruebas de intradermotuberculinizacién sobre un
mismo animal no podran realizarse hasta pasados un minimo de 60 dias
de la prueba anterior).

« Toma de muestras para su analisis microbioldgico (aislamiento e identificacion).
« PCR.

c) Brucelosis por B.abortus y B.melitensis. (de acuerdo con el Real Decreto
2611/1996, de 20 de diciembre, por el que se regulan los programas nacionales
de erradicacioén de los animales):

« Rosa de bengala.
< Fijacién de complemento.

« Toma de muestras para su andlisis microbiologico (aislamiento e
identificacion).

< PCR.
d) Enfermedad hemorrégica del ciervo y lengua azul:
« ELISA.
« PCR.
e) Enfermedad caquectizante del ciervo:
« ELISA en tronco de encéfalo.

f) Agalaxia, Paratuberculosis, Maedi Visna/Artritis Encefalitis Caprina, Enfermedad
de Aujeszky (conforme al Real Decreto 360/2009), Enfermedad Vesicular Porcina
(conforme a la Decision 2000/428/CE), Peste Porcina Clasica (conforme a la
Decisién 2002/106/CE), Peste Porcina Africana (conforme a la Decisién 2003/422/CE),
Enfermedad de Lyme (Borreliosis), Complejo Respiratorio Infeccioso (incluye
pasteurella haemolytica, Pasteurella multocida, Clamydia, Adenovirus, virus
parainfluenza tipo 3, virus respiratorio sincitial y rinotraqueitis infecciosa bovina)

« ELISA
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g) Triquinosis (conforme al Reglamento (CE) n.° 2075/2005):
« ELISA.
« Microscopia.
h) Tularemia
« Microaglutinacion.
« Toma de muestras para su analisis microbiol6gico (aislamiento e identificacion).
* PCR.
i) Enfermedad de Newcastle, influencia aviar:
« ELISA.
*« PCR.
j) Salmonelosis por salmonelas zoonésicas (conforme a la Orden PRE/1377/2005):
* Andlisis microbiolégico (aislamiento e identificacion).
k) Mixomatosis:
« Inspeccion clinica sin signos visibles.
1) Enfermedad hemorréagica virica del conejo:
* Hemoaglutinacién.
m) West Nile:
« ELISA.
« Suero Neutralizacion.
n) Fiebre Q y Leishmaniosis:
« ELISA.
* Imuno-fluorescencia.
0) Rabia:
* Pruebas de inmunohistoquimica
p) Equinococosis/hidatidosis:

« Métodos coprolégicos y microscopia.

http://bocyl.jcyl.es D.L.: BU 10-1979 - ISSN 1989-8959
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