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1. RESUMEN

El tejon europeo (Meles meles) es el hospedador natural de Trypanosoma (Megatrypanum) pestanai,
un protozoo hemoparasito posiblemente transmitido por la pulga especifica (Paraceras melis).
Aunque este tripanosomatido ha sido detectado en tejones de diversas regiones europeas, su

presencia no ha sido investigada previamente en Espaia.

El objetivo de este trabajo fue determinar, mediante métodos moleculares (QPCR), la presencia y
distribucién de T. pestanai en tejones del noreste peninsular, asi como identificar posibles factores de
riesgo asociados. Para ello, se analizaron 145 muestras de tejones atropellados del Pais Vasco,

Navarra, Aragoén y Cataluia.

Los resultados revelaron una prevalencia del 35.7% de positivos por T. pestanai. El analisis estadistico
de factores de riesgo (edad, sexo, biorregién) asociados a la presencia de ADN del parasito revel6 que
los tejones procedentes de la zona eurosiberiana presentaban una probabilidad tres veces mayor de

estar infectados en comparacidn con los de la zona mediterranea.

Este estudio representa la primera evidencia de T. pestanai en tejones de Espafia, y aporta informacion
valiosa sobre su distribucién geografica y epidemiologia en la Peninsula Ibérica. Los hallazgos
obtenidos podrian ser relevantes para futuras investigaciones sobre la ecologia del parasito y las

interacciones hospedador-vector.



ABSTRACT

The European badger (Meles meles) is the natural host of Trypanosoma (Megatrypanum) pestanai, a
haemoparasite protozoan likely transmitted by its specific flea (Paraceras melis). Although this
trypanosomatid has been detected in badgers from various European regions, its presence had not

been previously investigated in Spain.

The aim of this study was to determine, using molecular methods (gqPCR), the presence and
distribution of T. pestanai in badgers from the northeastern Iberian Peninsula, as well as to identify
potential associated risk factors. To this end, 145 samples form road-killed badgers from the Basque

Country, Navarre, Aragon, and Catalonia were analyzed.

The results revealed a prevalence of 35.7% positive cases for T. pestanai. Statistical analysis of risk
factors (age, sex, bioregion) associated with the presence of parasite DNA showed that badgers from
the Eurosiberian region were three times more likely to be infected compared to those from the

Mediterranean region.

This study represents the first evidence of T. pestanai in badgers in Spain and provides valuable
information on its geographic distribution and epidemiology in the Iberian Peninsula. The findings may

be relevant for future research on the parasite’s ecology and host-vector interactions.



2. INTRODUCCION

2.1. El parasitismo

El parasitismo es una relacién biolégica entre dos organismos en la que uno de ellos el parasito, se
beneficia a expensas del otro, el huésped, al que puede causarle dafio (R6zsa & Garay, 2023). Puede
ser temporal o permanente, y los parasitos pueden encontrarse tanto dentro del cuerpo del huésped
(endoparasitos) como sobre la superficie (ectoparasitos). Ademas, existen parasitos obligados, que
dependen completamente del huésped para sobrevivir y reproducirse, y facultativos, que pueden vivir
libremente, pero se aprovechan de un huésped cuando tienen la oportunidad (Combes, 2001). Los
parasitos presentan una gran variedad de adaptaciones morfoldgicas, fisiolégicas y comportamentales
qgue les permiten sobrevivir en ambientes hostiles dentro del huésped y evadir su sistema
inmunoldgico. También pueden tener ciclos de vida complejos, que involucran varios hospedadores

(Combes, 2001).

Los parasitos tienen gran impacto tanto en sanidad animal como en la conservacién de la fauna
silvestre. Ademas, aunque suelen asociarse Unicamente con efectos negativos sobre la salud, su
presencia tiene multiples implicaciones ecoldgicas y evolutivas (Gomez & Nichols, 2013; Marcogliese,
2005). En medicina veterinaria, los parasitos representan una de las principales causas de pérdida de
productividad y bienestar animal. Las infecciones parasitarias pueden provocar enfermedades
cronicas, pérdida de peso, trastornos digestivos, disminucidn en la produccion de leche o carne, y en
casos graves, la muerte de los animales afectados (Kaplan & Vidyashankar, 2012). Por otro lado, varios
pardsitos animales tienen potencial zoonético, es decir, pueden transmitirse a los seres humanos, lo
gue supone un riesgo significativo para la salud publica, especialmente en zonas rurales o en estrecho
contacto con fauna (Fernandez Martinez et al., 2023). En el ambito de la conservacion, los parasitos
pueden actuar como indicadores de la salud ecolégica. Cambios en su diversidad o prevalencia pueden
reflejar alteraciones ambientales, pérdida de habitat, contaminaciéon o estrés en las poblaciones
silvestres. Por ejemplo, la presencia de ciertos helmintos en peces puede ser utilizada para monitorizar
la calidad de cuerpos de agua dulce (Marcogliese, 2005). En poblaciones silvestres reducidas o
amenazadas, los efectos de los parasitos pueden ser especialmente graves, ya que la baja diversidad
genética y el estrés ambiental aumentan la vulnerabilidad a las enfermedades. Se han documentado
brotes de sarna sarcdptica causada por Sarcoptes scabiei en lobos, zorros y otros carnivoros en
Europa, con consecuencias graves sobre la viabilidad de las poblaciones (Krzysiak et al., 2024;
Soulsbury et al., 2007). Asimismo, la translocacion de fauna con fines de conservacion, el comercio de

animales exdticos o el contacto con animales domésticos puede introducir nuevos pardsitos en



ecosistemas donde no existian previamente, afectando a especies nativas que carecen de defensas

naturales frente a ellos (Gédmez & Nichols, 2013).

2.1 Trypanosoma sp. y tripanosomiasis

La tripanosomiasis es una enfermedad parasitaria causada por protozoos del género Trypanosoma,
gue son transmitidos a los seres humanos y a los animales a través de vectores (Radwanska et al.,
2018). Trypanosoma sp. es un protozoo flagelado perteneciente al orden Kinetoplastida dentro de la
familia Trypanosomatidae. En cuanto a su morfologia tiene un aspecto de hoja con un flagelo simple
gue parte junto al cinetoplasto (Beaver et al., 2003). Todas las especies de tripanosomatidos tienen
un solo nucleo y son alargadas con un solo flagelo o redondeadas con un flagelo muy corto y no
protuberante. Muchos miembros de la familia son heteroxenos: pasan por una fase intermedia en un
huésped invertebrado (artropodos hematdfagos), que actua de vector, y una fase final en un huésped

vertebrado (mamiferos, aves, reptiles, anfibios y peces) (Schmidt & Roberts, 1977).

Figura 1. Género de Trypanosomatidae. (a) Leishmania (amastigote); (b) Crithidia (choanomastigote);
(c) Leptomonas (promastigote); (d) Herpetomonas (opisthomastigote); (e) Blastocrithidia
(epimastigote); (f) Trypanosoma (trypomastigote). 1, niucleo; 2, cinetoplasto; 3, cinetosoma; 4 y 5,
axonema y flagelo; 6, membrana ondulante; 7, bolsa flagelar; 8, vacuola contrdctil. De O. W. Olsen,
Animal parasites, their biology and life cycles (3d ed.). Copyright © 1974 Dover Publications.




Durante su ciclo vital presenta cuatro fases; amastigote, promastigote, epimastigote y tripomastigote
(Figura 1). Las diferentes formas se distinguen entre si por la posicion del cinetoplasto en relacién con

el nucleo y por la presencia o ausencia de una membrana ondulante (Zeibig, 2014):

a) En el tripomastigote, el cinetoplasto se encuentra localizado posterior al nicleo, usualmente en la
porcidn mas posterior del parasito. El flagelo sale del extremo posterior y se dobla hacia delante a lo
largo del cuerpo del parasito, formando una membrana ondulante a lo largo de todo el parasito y

emerge en forma libre en su extremo anterior.

b) En el epimastigote, el cinetoplasto se encuentra localizado en la parte media del organismo justo
por delante del nucleo. El flagelo emerge de la parte media del parasito y forma una membrana

ondulante mas pequefia que la observada en los tripomastigotes.

c) El promastigote tiene el cinetoplasto en la parte anterior y un flagelo libre sin membrana ondulante.

d) El amastigote es mas esférico y no tiene flagelo libre. El cinetoplasto se ve como un cuerpo oscuro

cerca del nucleo.

Los tripanosomas se transmiten principalmente por insectos hematdfagos, como la mosca tse-tsé,
tdbanos, moscas Stomoxys o triatominos (De Fuentes-Vicente et al., 2018; Kasozi et al., 2021). En
algunos casos, la transmisidon puede ocurrir por consumo de carne infectada (carnivoros) (Musinguzi

et al., 2016) o contacto con sangre contaminada (Silva et al., 1995).

Por lo general, las infecciones en mamiferos salvajes son benignas (Thompson, 2013). Sin embargo,
algunas especies de tripanosomas pueden causar enfermedades en otros mamiferos que no suelen
estar involucrados en los ciclos naturales de transmisidn. Algunas de estas especies, presentes en
animales salvajes, pueden volverse patdgenas al transmitirse a los seres humanos y al ganado

domeéstico (Davis & Anderson, 1973).

La tripanosomiasis sigue siendo un problema global significativo, con transmision entre la fauna, el
ganado vy los seres humanos debido a la proximidad de habitats y la interaccion creciente en zonas
rurales y parques naturales (Kasozi etal., 2021). Entre las diversas especies de tripanosomas
identificadas, las zoondticas representan un grave problema de salud publica debido a su morbilidad
y mortalidad (Sgroi et al., 2021). Existen dos formas principales de la enfermedad en los seres
humanos: la tripanosomiasis africana o enfermedad del suefio, causada por Trypanosoma brucei, y la

tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas, causada por Trypanosoma cruzi (Davis &



Anderson, 1973). Algunas especies de tripanosomas afectan también significativamente a los animales
domésticos, como T. brucei, Trypanosoma equiperdum y Trypanosoma evansi (causante de la
enfermedad denominada surra), provocando grandes pérdidas en la productividad y un considerable

impacto socioecondmico a nivel global (Aregawi et al., 2019).

2.2 Hospedadores

En los ultimos afios, numerosos estudios han investigado el papel de los animales domésticos como
reservorios de tripanosomas. Se ha identificado a los perros y gatos como hospedadores de T. cruzi
(Elmayan et al., 2019; Eloy & Lucheis, 2009; Murphy et al., 2019), al ganado vacuno en la transmision
de T. b. rhodesiense (Waiswa et al., 2003) y a los cerdos como hospedadores de Trypanosoma vivax,
Trypanosoma congolense y Trypanosoma simiae (Hamill et al., 2013). No obstante, el papel de la
fauna silvestre como reservorio de tripanosomatidos requiere una mayor investigacion (Sgroi et al.,
2021). Se sabe que los ecosistemas silvestres albergan diversas especies de tripanosomas para los
cuales actlan como reservorio especies como zariglieyas (Didelphis marsupialis), armadillos (Dasypus
novemcinctus) y diversos roedores en el caso de T. cruzi (Bezerra-Santos et al.,, 2021; Giirtler &
Cardinal, 2015), mientras que T. evansi ha sido detectado en capibaras (Hydrochoerus hydrochaeris),
murciélagos vampiros (Desmodus rotundus), venados de cola blanca (Odocoileus virginianus
chiriquensis) y jabalies (Sus scrofa) (Desquesnes, 2004; Radwanska et al., 2018). Ademas, nuevas

especies se describen continuamente en fauna silvestre (Marcili et al., 2025).

La coevolucién ha permitido que muchas especies silvestres sean tolerantes a la infeccidn, aunque
factores ambientales y enfermedades pueden aumentar su susceptibilidad (Kasozi et al., 2021). En
Europa, se han identificado diversas especies de tripanosomas en animales domésticos y silvestres,
como Trypanosoma lewisi en ratas (Rattus norvegicus) (Karbowiak et al., 2009), Trypanosoma theileri
tanto en rumiantes silvestres como domésticos (Neumdller etal.,, 2012; Villa etal.,, 2008),
Trypanosoma melophagium en rumiantes domésticos (Blscher & Friedhoff, 1984) y Trypanosoma
vespertilionis y Trypanosoma dionisi en pipistrelos (Pipistrellus pipistrellus) (Linhart et al., 2020). Por
otro lado, T. pestanai parece ser una especie propia del tejon euroasiatico (Meles meles) (Peirce &
Neal, 1974). Sin embargo, la informacién sobre tripanosomas en animales salvajes en Europa, asi
como sobre su papel en la circulacidn de estos parasitos, incluidos aquellos de interés zoonético, es
insuficiente (Baker & Harris, 2007; Otranto et al., 2015). En Espafia existen pocos estudios sobre la
presencia de tripanosomas y los artrépodos que podrian actuar como vectores de los mismos (Portillo

et al., 2018; Fernandez Martinez et al., 2023).



2.3 Epidemiologia

La epidemiologia de la tripanosomiasis en areas silvestres esta influenciada por diversos factores,
como la distribucion y el habitat de los hospedadores. Especies ampliamente distribuidas albergan
una mayor diversidad de tripanosomas debido a su capacidad reproductiva. En contraste, animales
con habitats mas restringidos tienen una menor contribucidn a la propagacion de estos parasitos
debido a su limitada exposicidn a los vectores. El comportamiento alimenticio también juega un papel
clave. Especies que habitan zonas arbustivas y matorrales, estdn mas expuestas a la mosca tsé-tsé y
otras moscas picadoras, lo que favorece la transmisidén de tripanosomas. Ademas, la presencia de
diferentes especies hospedadoras facilita el intercambio de cepas y variantes del parasito,
aumentando las tasas de infeccion en la fauna silvestre. La introduccion de nuevas especies en un
ecosistema también puede influir en la diversidad de tripanosomas presentes. La invasién humanay
los cambios en el uso del suelo afectan la transmision de la enfermedad. A medida que crecen las
poblaciones humanas y ganaderas, aumenta el riesgo de transmisién de tripanosomas de animales
silvestres a domésticos y humanos. Asimismo, la densidad de los hospedadores influye en las

poblaciones de los vectores, alterando la dinamica de propagacién del parasito (Kasozi et al., 2021).

2.4 El tejon euroasiatico

El tejon eurasiatico es un mamifero de la familia Mustelidae, ampliamente distribuido en la region
paleartica (Palomo et al., 2007). Su presencia abarca la mayor parte de Europa, excepto el norte de
Escandinavia y Rusia, incluyendo islas como Rodas y Creta, y se extiende hasta partes de Asia
occidental, como Jordania, Israel y Palestina (Herrera, 2008). En la Peninsula Ibérica, el tejon esta bien
distribuido, aunque es menos comun en las zonas mas aridas del sur en comparacién con el norte

(Figura 2).

Los tejones pueden actuar como reservorios o huéspedes accidentales de varios patégenos. Se ha
documentado, tanto en Espafia como en otras areas de distribucidn, su infeccién por multiples
agentes, incluyendo, entre muchos otros, virus como el de la rabia (Smith, 2002), el del moquillo
canino (Oleaga et al., 2022) y diversos parvovirus (Barlow et al., 2012; Calatayud et al., 2020; Canuti
et al.,, 2025). También son importantes reservorios de bacterias como Mycobacterium bovis y M.
tuberculosis (Blanco Vazquez et al., 2021), que puede mantenerse en tejones y transmitirse al ganado
(Balseiro et al., 2013; Corner et al., 2011); de Leptospira spp., capaz de infectar a humanos a través del
contacto con agua contaminada (Ayral et al., 2016; Kuhnert et al., 2024; Millan et al., 2009); o de
Salmonella spp., presente en las heces y también con potencial zoonético (Chiari et al., 2014; Millan
et al., 2004; Wilson et al., 2003). Ademas, los tejones pueden albergar diversos helmintos intestinales

(Millan et al., 2004) y albergar diversos ectoparasitos con capacidad vectorial (Millan et al., 2007).



También se han identificado protozoos como Toxoplasma gondii (Anwar et al., 2006), Leishmania

infantum (Del Rio et al., 2014; Peris et al., 2024) y T. pestanai (Sgroi et al., 2021).

Figura 2. Mapa de distribucion del tejon eurasidtico (Meles meles) en Espafia (Palomo et al., 2007).

2.5 Trypansoma pestanai

Trypansoma pestanai es un parasito extracelular que habita en el torrente sanguineo del hospedador
cuyo hospedador natural se sospecha, como se dijo mas arriba, que sea el tejon euroasiatico (Peirce
& Neal, 1974; Sgroi etal., 2021). Este parasito pertenece a un clado filogenético que agrupa a
tripanosomas asociados a garrapatas, distinto de otros clados como el de T. brucei. Dicho clado incluye
especies detectadas en diversas regiones del mundo y sugiere una especializacidn en vectores ixédidos
(Koual et al., 2023). Se ha detectado principalmente en poblaciones de tejones de Reino Unido (Ideozu
detectado en otros mamiferos como perros en Alemania (Dyachenko etal., 2017) y mas
recientemente, en liebres europeas (Lepus europaeus) (Veitova et al., 2025) . Por otra parte, no se han

documentado transmisiones a humanos, por lo que no se considera zoonético.

Segun el estudio de Lizundia et al. (2011) se sospecha que el ciclo de T. pestanai es indirecto, como es
el caso de otros tripanosomas del subgénero Megatrypanum. El tején se infectaria cuando el vector
le transmite formas infectantes del parasito durante la alimentacidn sanguinea. El principal vector de
T. pestanai podria ser la pulga del tejon, Paraceras melis (Lizundia et al., 2011). Estudios recientes han

detectado ADN del parasito en garrapatas alimentadas de tejones infectados (Sgroi et al., 2021). Esto
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no constituye, sin embargo, prueba de capacidad vectorial. Ademas, todos los frotis de hemolinfa,
intestino y glandulas salivales de garrapatas vivas fueron negativos para tripanosomas (Sgroi et al.,
2021). La pulga ingeriria sangre infectada con trypomastigotes y, en su intestino medio, los
trypomastigotes se transformarian en epimastigotes. Estas formas se multiplicarian por fisién binaria
y posteriormente migrarian al intestino posterior y eventualmente a la cavidad bucal o a las piezas
bucales del insecto, donde se transformarian nuevamente en formas metaciclicas trypomastigotas,
gue son las formas infectantes para el animal (Lizundia et al., 2011; Sgroi et al., 2021). Se cree que en
la sangre del tejon se encuentran formas trypomastigotes que pueden multiplicarse en sangre o
tejidos. El parasito puede estar presente sin causar sintomas clinicos evidentes, aunque también se ha
relacionado con cuadros de anemia y esplenomegalia en tejones (Lizundia et al., 2011). Asimismo, se
ha sugerido que el parasito puede invadir otros tejidos, como el sistema nervioso, lo que explicaria los

signos neuroldgicos en tejones infectados (Sgroi et al., 2021).

3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Puesto que la presencia de T. pestanai en tejones ibéricos no ha sido investigada nunca, el objetivo de
este estudio es determinar si dicho pardsito esta presente en una muestra de tejones del noreste
peninsular y determinar su prevalencia mediante técnicas moleculares. Como objetivo secundario, se
evaluaran estadisticamente posibles factores de riesgo intrinsecos y extrinsecos asociados a su

presencia, como son edad, sexo y biorregién de origen.

4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Revision bibliogrdfica

Para la realizacidn de la revisidn bibliografica se emplearon distintas bases de datos cientificas para
recopilar informacion actualizada y relevante sobre la presencia de Trypanosoma spp., especialmente
T. pestanai, en tejones, asi como sobre su prevalencia en fauna silvestre en Espafia. La busqueda
principal se llevé a cabo a través de “Web of Science”, facilitado por la Biblioteca de la Universidad de
Zaragoza, que permitid el acceso a publicaciones indexadas en bases de datos como PubMed, SciELO

y otras fuentes cientificas.

Adicionalmente, se utilizaron otras plataformas como Google Scholar (Google Académico) y

ScienceDirect para ampliar la recopilacion de estudios y contrastar la informacidon. También se
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consultaron manuales y documentos técnicos relevantes de organismos oficiales y entidades

especializadas en sanidad animal.

Las palabras clave utilizadas en la busqueda incluyeron términos en espafol e inglés como:
“Trypanosoma pestanai”, “Trypanosoma en tejon”, “prevalencia de Trypanosoma en tejones en
Espaia”, “Trypanosoma pestanai detection”, “badger Trypanosoma pestanai Spain”, “molecular
detection of Trypanosoma”, “PCR convencional Trypanosoma”, y “real-time PCR Trypanosoma”. Se
priorizd la seleccion de articulos cientificos publicados en los ultimos diez afios, con el fin de asegurar

la actualidad y relevancia de los datos incorporados en el trabajo.

4.2 Obtencion de las muestras

Este estudio utiliza una aproximacion oportunista para la toma de muestras. Se utilizaron para el
mismo, tejones atropellados (n=145) en cuatro comunidades auténomas: Aragén, Navarra, Pais Vasco
y Catalufia (Figura 2). En cada una de estas comunidades, las autoridades competentes, habitualmente
Agentes de Medio Ambiente, colectan cadaveres de animales silvestres atropellados en las carreteras
y los remiten a los diversos Centros de Recuperacion de Fauna Silvestre (CFRS) o a otro laboratorio
designado, concretamente el CFRS de la Alfranca (Aragon), el CFRS de llunddin (Navarra), el CFRS de
Torreferrussa (Catalufia) y el laboratorio regional NEIKER (Pais Vasco). El lugar del atropello fue
registrado mediante GPS (Figura 4). Durante las necropsias practicadas en estos centros, se clasificd
al animal en funcidn de su sexo y edad y se obtuvo una porcién de bazo, que se congeld a -20°C hasta
su andlisis. El procesamiento de la muestra, extraccién del DNA y realizacién de la qPCR se llevé a cabo
en los laboratorios de la Unidad de Enfermedades Infecciosas, del Departamento de Patologia Animal

de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Zaragoza.
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Tabla 1. Numero de muestras obtenidas segtn origen, sexo y edad.

Origen de la muestra |
TOTAL
Pais Vasco Navarra Cataluna Aragon |
Machos 39 25 11 4 79
Sexo
Hembras 31 19 10 2 62
Desconocido 1 0 1 2 4
Adulto 61 22 21 4 108
Edad
Joven 10 22 0 2 34
Desconocida 0 0 1 2 3
TOTAL 71 44 22 8 145
4.3 Extraccion del DNA

Para conseguir DNA puro de 20-30 g de tejido de bazo se usé el kit comercial Speedtools DNA
extraction, Biotools® con alguna pequefia modificacion en el protocolo. Para la lisis del tejido se
afiadieron 200 pl PBS (1x) y 200 ul Buffer BB3 a 20-30 g de bazo en un Eppendorf. Con una lanceta se
triturd el tejido. Una vez triturado y disuelto el tejido se afiadié 25 pl Proteasa K y se mezcld en el
agitador 1 min a 11.000 g. Después, se incubd en el termociclador 30 min a 70°C. Para el
establecimiento de las condiciones para la unién del DNA a la columna, la muestra se centrifugd 1 min
a 1.000 g. En un nuevo Eppendorf se afiadié 210 pl alcohol 99% y se prepard la columna con la
membrana previamente numerada. Para la unién del DNA en la membrana, la muestra fue recogida
con una pipeta y se traspaso al Eppendorf con alcohol 99%, se homogeneizd y seguidamente se hizo
un segundo traspaso a la columna con la membrana. La columna se centrifugd 1 min a 11.000 g. Para
los lavados de la membrana de silice se trasladé la membrana a una nueva columna. Para el primer
lavado se afiadio 500 pl buffer BBW y se centrifugd 1 min a 11.000 g. Se retiré el sobrenadante y se
reutilizé la columna para hacer un segundo lavado. Luego, se afiadieron 600 pl buffer BB5 a la columna
y se centrifugd 1 min a 11.000 g. Para el secado de la membrana de silice la membrana se movid a un
Eppendorf previamente numerado y se puso en el termociclador 2-3 min para un mejor secado. A la
vez, se calenté un Eppendorf con buffer BBE en el termociclador 2 min. Para la elucion de DNA puro
se afnadid 100 pl buffer BBE caliente a la membrana y se centrifugd 1 min a 11.000 g. Por ultimo, se

retiré la membrana y se guardé el Eppendorf con el DNA puro en el congelador.
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4.4 Deteccion molecular

Se pusieron a punto dos protocolos de PCRs a tiempo real (qPCR), uno basada en SYBR Green y otra
en sonda TagMan. Para ello se disefiaron los cebadores y la sonda a partir de una secuencia
previamente publicada por Maslov et al. (1994) con la que se detectd T. pestanai. Para ello se utilizd
la herramienta PrimerQuest™ Tool (Integrated DNA Technologies, IDT), configurada para ensayos de
gPCR, aplicando los parametros que aparecen por defecto excepto la temperatura de anillamiento
gue se modificd a 55°C. No todas las muestras pudieron ser analizadas por ambas técnicas al haber
insuficiente ADN en algunos casos. Se analizaron 123 muestras por el ensayo basado en SYBR Green y

145 con sonda TagMan.

4.4.1 Ensayo basado en SYBR Green.
Los cebadores disefados fueron Tryp set 1 F (5’- GCG ATATTC GGT TGT ATC-3') y Tryp set 1 R (5’- ACA
TAG AGG AGC ATCAC-3').

En base a las condiciones dptimas de amplificacién descritas por otros autores, se decidio llevar a cabo
cada reaccion en un volumen final de 20 pl. compuesto por 10 pL de GoTaq® gPCR Master Mix con
SYBR Green (Promega), 10 pL de agua libre de nucleasas y 1 uL de cada cebador (con una
concentracién final de 0,6 umol) por cada 50 L de mezcla total de agua y Master Mix. La amplificacién
de todas las muestras se realizé por duplicado, distribuyendo en un primer pocillo la muestra a su
concentracidén de origen (2,25 pL de ADN molde) y realizando en el segundo una dilucién 1/10 de la
primera. Todas las reacciones se llevaron a cabo utilizando un termociclador CFX Connect™ (Bio-Rad

Laboratories) y placas de 96 pocillos.

El programa térmico consisti6 en una activacion inicial de ADN polimerasa (hot start):
desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 5 minutos, seguida de 44 ciclos de amplificacion a 94 °C
durante 5 segundos. La adquisicidn de fluorescencia para la fase cinética se realizé a la temperatura
de 55°C durante 30 segundos, subiendo a 79°C durante 5 segundos. Para poder confirmar el resultado
final en a técnica molecular se realizd la curva de fusion obtenida de cada pocillo de la placa. Al finalizar
la amplificacidn, se realizé una curva de disociacidn. Este paso se realizé en un rango de temperaturas
comprendido entre 60°Cy 94°C con incrementos de 0,5°C, con el fin de comprobar la especificidad del
producto amplificado. Los resultados obtenidos fueron analizados usando el programa Bio-Rad CFX

Manager, version 2.1.
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4.4.2 Ensayo basado en sonda TagMan

Los cebadores disefiados fueron Tryp F (5'- GAT CCG GAC AGG ATA AG -3') y Tryp R (5'- GGA ATC AAC
CAA ACA AAT C -3') y la sonda TagMan 5’-/56-FAM/TCA GGA AAT /ZEN/CGA GAA AGG ACA
C/31ABkFQ/-3'.

Al igual que en el anterior ensayo la amplificacion se llevé a cabo mediante qPCR utilizando un
termociclador CFX Connect™ (Bio-Rad Laboratories) y placas de 96 pocillos. Cada reaccion se preparé
en un volumen final de 20 uL, compuesto por 10 pL de NZY® Supreme gPCR probe Master mix (2x)
(Nzytech), 10 pyL de agua libre de nucleasas y 1 uL de cada cebador (0,9 pumol) por cada 20 pL de mezcla
total de agua y Master Mix. A continuacidn, se afiadieron 2,25 puL de ADN molde a la mitad de los

pocillos de la placa, y en el pocillo contiguo se hizo una dilucién 1:10 de cada muestra.

El programa térmico consistié en una activacion inicial de ADN polimerasa a 94 °C durante 7 minutos,
seguida de 44 ciclos de amplificacion a 94 °C durante 5 segundos, alineamiento a 55 °C durante 30

segundos y extension a 79°C durante 5 segundos.

4.4 Andlisis estadistico

Se generd una base de datos en una hoja de calculo Microsoft Office Excel que incluia para cada
individuo cddigo de identificacidn, su edad (joven/adulto), sexo (macho/hembra), localizacién y
resultados del estudio molecular. En funcién de su localizacién, se le asignd una de las siguientes dos
regiones biogeograficas segln el Instituto Geografico Nacional (IGN 2019): eurosiberiana o

mediterranea (Figura 3).

Para evaluar el grado de concordancia entre las dos técnicas moleculares se recurrié al célculo del

coeficiente de concordancia kappa mediante el programa WinEpi (www.winepi.net), utilizando

Unicamente las muestras analizadas por ambas técnicas.

Asimismo, se calculd la prevalencia y los intervalos de confianza al 95% para la poblacion general y los
distintos grupos usando con esta misma herramienta. Se consideraron positivas las muestras que

mostraron reaccidn positiva al menos a una de las técnicas.

Para determinar potenciales factores de riesgo para la parasitacion por T. pestanai en tejones, se
realizd una regresion logistica binaria en la que se incluyd como variable dependiente la
presencia/ausencia de ADN y como variables explicativas el sexo, edad del animal y la biorregién

dénde fue encontrado, utilizando el programa IBM SPSS Statistics v29. Se tomé un valor p < 0.05 para
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considerar la diferencia estadisticamente significativa. La bondad de ajuste del modelo se estimé con

la prueba de Hosmer-Lemeshow. Si el ajuste es bueno, se espera un valor alto de p.

Figura 3. Mapa Regiones Biogeograficas. Fuente: Rivas-Martinez, S. et al, 2017. Elaborado por:
Instituto Geografico Nacional. Atlas Nacional de Espafia
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5. RESULTADOS
Se observd una prevalencia del 23.6% mediante el protocolo Sybr y del 31% mediante el protocolo

TagMan (Tabla 2). Tomando como positivos los que lo fueran para al menos una de las técnicas, la

prevalencia observada fue del 35.2% (Intervalo del Confianza al 95%= 27.4% - 42.9%).

Tabla 2. Prevalencia de las muestras analizadas segun la técnica utilizada.

RESULTADOS
Técnica Positivo Negativo Dudoso
Sybr 23.6% (29/123) 70.7% (87/123) 5.7% (7/123)
Sonda TagMan 31.0% (45/145) 62.8% (91/145) 6.2% (9/145)
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Respecto al grado de concordancia entre las dos técnicas de PCR a tiempo real utilizadas, se observo
una concordancia excelente si se tomaban los dudosos como positivos y adecuada si se consideraban

estos como negativos (Tabla 3).

Tabla 3. Grado de concordancia entre las dos técnicas utilizadas, teniendo en cuenta las muestras
analizadas por ambas técnicas. *Interpretacion del coeficiente segun (Thrusfield, 2007)

Sybr - Sonda Coeficiente Kappa | Grado de concordancia*®
Asumiendo los dudosos como positivos 0.805 Excelente
Asumiendo los dudosos como negativos 0.712 Adecuado

En cuanto a las prevalencias en funcién del sexo, edad y biorregion se observé mayor prevalencia en

machos, adultos y en la biorregién Eurosiberiana (Tabla 4).

Tabla 4. Prevalencias de las muestras en funcion de los factores de sexo, edad y biorregion.

* Indica diferencias estadisticamente significativas entre grupos.

Prevalencia (%) Intervalo de Confianza 95%

SEXO

Macho 40.5% 29.7%-51.3%
Hembra 30.7% 19.2%-42.1%

EDAD

Adulto 38.5% 29.1% - 47.8%
Juvenil 27.3% 12.1% - 42.5%
BIORREGION *

Eurosiberiana 41.9% 32.5%-51.3%
Mediterranea 18.9% 6.3% - 31.5%

El analisis estadistico revelé diferencias significativas solamente para la variable biorregién (Tabla 5),
siendo mayor la prevalencia en la region Eurosiberiana que en la Mediterranea. Basandonos en la
razon de probabilidades, la probabilidad de encontrar un tejon parasitado en la region Eurosiberiana

es 3,04 veces mayor que en la Mediterranea.
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Tabla 5. Resultado del modelo de regresion lineal. Variables especificadas: Biorregion, sexo, edad.

B Error Wald gl Sig. Exp (B) 95% C.l. para
estandar EXP(B)
Inferior | Superior
Biorregion 1.112 0.471 5.588 1 0.018 3.042 1.209 7.651
Sexo -0.421 0.371 1.290 1 0.256 0.656 0.317 1.357
Edad 0.386 0.453 0.727 1 0.394 1.472 0.605 3.578
Constante -1.551 0.557 7.753 1 0.005 0.212

Los resultados arrojados por la prueba de Hosmer - Lemeshow nos indican un buen ajuste del modelo

de regresion logistica (Tabla 6).

Tabla 6. Prueba de Hosmer y Lemeshow.

Chi-cuadrado gl Sig.

1.854 4 0.763

Figura 4. Mapa del origen de las muestras analizadas del noreste de la Peninsula ibérica. Elaborado
con QGIS v3.38.3-Grenoble.
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6. DISCUSION

El presente estudio revela por primera vez la presencia de T. pestanai en tejones en la peninsula
ibérica. Anteriormente, se habia documentado la presencia de este parasito en otros paises de Europa
como Francia (Rioux et al., 1966), Inglaterra (Ideozu et al., 2015; Lizundia et al., 2011; Peirce & Neal,
1974), ltalia (Sgroi et al., 2021) y Rumania (Lindhorst et al., 2024). El hecho de que nunca se hubiera
detectado en la peninsula ibérica se debe a que no existian investigaciones previas de su presencia en
Espafia de las que tengamos conocimiento mas que a una introduccidn reciente del parasito. A pesar
de que el tejon europeo es una especie territorial y principalmente sedentaria, con desplazamientos
limitados en su habitat (Kruuk, 1978), esto no excluye la posibilidad de cierta conexién entre las
poblaciones del sur de Francia y las del norte de la peninsula ibérica. Por tanto, aunque la transmision
local del parasito entre tejones probablemente se produce a través de vectores hematdfagos
presentes en la zona, no puede descartarse que la introduccidon original del parasito en la peninsula

se produjera histéricamente mediante un movimiento de individuos entre poblaciones vecinas.

La prevalencia observada en el presente estudio es comparable a los estudios mencionados
anteriormente, que reportaron tasas del 31% en Oxfordshire, Inglaterra (Lizundia et al., 2011) 0 35.4%
en Gloucestershire, Inglaterra (Ideozu et al., 2015), aunque algo inferiores a los detectados en algunos
paises del este de Europa, como Rumania (58%), Hungria (57%) y Serbia (54%) (Lindhorst et al., 2024).
Estas diferencias en las tasas de prevalencia pueden explicarse por multiples factores ecoldgicos,
ambientales y bioldgicos que influyen en la dindmica de transmision del parasito. Por un lado, la
interaccion entre la ecologia del vector y del hospedador, asi como el clima y las condiciones del
habitat, desempefian un papel crucial. Se ha sugerido que una mayor densidad de tejones, en
determinados paises, puede estar relacionada con la disponibilidad de habitats mas adecuados, como
bosques, setos y madrigueras, lo que facilita la supervivencia del hospedador y, por tanto, la

circulacidn sostenida del parasito (Kasozi et al., 2021).

Asimismo, diversos estudios han demostrado que la prevalencia de qué varia significativamente en
funcién de la geografia, la abundancia de vectores hematofagos y la composicidn de las especies
hospedadoras presentes en cada region (Fetene etal., 2021). De hecho, los climas templados y
humedos han sido identificados particularmente como favorables para el desarrollo y la actividad de
los vectores responsables de la transmision (Aregawi et al., 2019). Esta mayor prevalencia en paises
mas frios podria estar relacionada con la mayor probabilidad de encontrar el parasito en tejones de

zonas eurosiberianas en nuestro estudio.
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A su vez, también se deben considerar factores genéticos. Las variaciones genéticas entre distintas
poblaciones de tejones podrian influir en su grado de susceptibilidad al parasito, lo que se ha
constatado para T. brucei (Morrison et al., 2010), lo cual podria constituir otro determinante de las

diferencias observadas en las tasas de prevalencias entre regiones.

Los resultados obtenidos en el estudio actual sefialan que los tejones provenientes de la region
eurosiberiana presentan una probabilidad tres veces mayor de ser positivos a T. pestanai. Esto podria
explicarse por el clima mas hiumedo y templado tipico de bosques y arbustos en esa zona, que favorece
la supervivencia y reproduccion de las pulgas (Balestrieri et al., 2009; Cox et al., 1999). En contraste,
la region mediterranea presenta un ambiente mas calido y seco, que limita la proliferacién de la pulga
sospechosa de actuar como vector. Ademas, los tejones eurosiberianos suelen formar grupos sociales
mas grandes y estables, lo que facilita la transmisidon de parasitos entre individuos. Por el contrario,
en la zona mediterranea los grupos son generalmente mas pequefios y su uso del habitat es mas
disperso, lo que contribuye a reducir el contacto y la transmision del parasito (Bonet-Arboli et al.,
2005; Lara-Romero etal., 2012; Virgdés etal., 2005). También se observa que los tejones
eurosiberianos emplean madrigueras estables y compartidas durante largos periodos de tiempo,
favoreciendo la acumulacion de vectores (Kruuk, 1978). En cambio, en el area mediterranea el uso de
madrigueras es mas esporadico o las condiciones internas resultan menos adecuadas para estos

ectoparasitos (Revilla et al., 2001).

Desgraciadamente, el origen de las muestras (individuos atropellados) nos ha impedido estudiar la
potencial asociacion entre la presencia de pulgas y otros ectoparasitos en los tejones y la presencia de
ADN de T. pestanai, debido a que dichos vectores suelen abandonar al hospedador una vez éste
muere. Al desconocer cuanto tiempo llevaba el individuo muerto, cualquier asociacién que se pudiera

intentar resultaria espuria.

En contraste, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre grupos de sexo y
edad. Sin embargo, se aprecia una tendencia en la que los machos parecen ser mas susceptibles a
resultar positivos que las hembras y los adultos que los juveniles. La falta de significacién estadistica
podria deberse al tamafio reducido de la muestra, lo cual limita la potencia estadistica del analisis. Sin
embargo, es posible que, en este caso, no exista una relacion real entre el sexo y la susceptibilidad a
ser positivo. Este patron ha sido también reportado en otros estudios. Por ejemplo, Ideozu et al. (2015)
no hallaron una asociacion significativa entre la presencia del parasito y variables como el sexo, la

edad o la condicién corporal en tejones.
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En cuanto a la variable edad, tampoco se encontraron valores significativos. En contraste, algunos
estudios han encontrado resultados opuestos. Por ejemplo, Lizundia et al. (2011) reportaron una
mayor prevalencia de infeccidn en individuos jovenes en comparacion con los adultos. Los autores
achacaron esta diferencia al comportamiento de los jovenes, quienes suelen pasar mas tiempo en
madrigueras contaminadas con ectoparasitos, como senalan Butler & Roper (1966). Este mayor
tiempo de permanencia en ambientes propicios para la transmisién podria explicar su mayor

vulnerabilidad, algo que no ha podido ser confirmado en el presente estudio.

Finalmente, para aquellas muestras que han resultado positivas, seria conveniente realizar una
amplificacion mediante PCR convencional, como paso previo a su secuenciacion, lo que permitiria
confirmar la identidad del patégeno de forma mas precisa. Asimismo, es importante sefialar que, para
una adecuada tipificacién de T. pestanai, se recomienda la utilizacién de al menos dos marcadores
genéticos: el gen 18S rARN y el gen cox1 (citocromo c oxidasa subunidad 1). El empleo conjunto de
ambos genes permite aumentar la fiabilidad y la resolucién de la identificacion molecular,

minimizando errores de clasificacién y mejorando la precision taxondmica (Lecocq et al., 2015).

7. CONCLUSIONES

1. El presente estudio confirma la presencia de T. pestanai por primera vez en tejones de la
peninsula ibérica.

2. La prevalencia observada entra en el rango de lo publicado en otras zonas de Europa.

3. Llas técnicas de PCR a tiempo real utilizadas (SYBR Green como sonda TagMan), han
demostrado tener un excelente grado de concordancia. Esto las convertiria en un método
adecuado para estudios de diagndstico molecular y vigilancia epidemioldgica.

4. Los resultados obtenidos indican que la prevalencia de T. pestanai es mayor en la region
eurosiberiana en comparacion con la mediterranea, lo que sugiere que las zonas de clima mas
humedo favorecen la transmision del parasito.

5. Seria conveniente realizar una amplificacién mediante PCR convencional y seguidamente la
secuenciacién de las muestras para confirmar la identidad del parasito y estudiar posibles
variaciones genéticas del mismo.

6. Se sugiere realizar nuevos estudios con tejones capturados vivos para conocer mejor la
influencia de factores no estudiados aqui como la presencia de pulgas, estudiar la presencia
concomitante de otros patdgenos, asi como buscar lesiones histopatologicas asociadas a la

presencia del parasito en tejones muertos.
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CONCLUSIONS

1. This study confirms the presence of T. pestanai in badgers from the Iberian Peninsula for the
first time.

2. The observed prevalence falls within the range reported in other parts of Europe.

3. The real-time PCR techniques used (both SYBR Green and TagMan probe) showed excellent
agreement, suggesting they are suitable methods for molecular diagnosis and epidemiological
surveillance.

4. The results indicate a higher prevalence of T. pestanai in the Eurosiberian region compared to
the Mediterranean region, suggesting that more humid climates may favor parasite
transmission.

5. It would be advisable to perform conventional PCR amplification followed by sequencing of
the samples to confirm the parasite’s identity and assess possible genetic variations.

6. Further studies involving live-captured badgers are recommended to better understand the
influence of factors not addressed here, such as flea presence, co-infection with other
pathogens, and to investigate histopathological lesions associated with the parasite in dead

badgers.
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