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Resumen

Las poblaciones de topillo campesino (Microtus arvalis) en Europa, y en Espafia, han experimentado una
explosion demografica en los Ultimos 30 afios debido a cambios antropogénicos sobre el medio ambiente.
Esto ha generado repercusiones negativas de cardcter socioecondmico y sanitario. El control bioldgico de
estas plagas de roedores es una de las medidas propuestas como alternativa al uso de rodenticidas que
puede afectar negativamente a otras especies, en particular a los depredadores del topillo. Es posible que
favoreciendo la presencia de depredadores se pueda controlar la circulacién de patégenos asociados a
estos roedores y proteger, de una forma - desde un punto de vista ambiental - mds sostenible, la salud de
las personas y de otros animales. En 2009 se instalaron 300 cajas nido en 3 zonas de estudio en Castillay
Ledn (NO, Espaia) para favorecer el asentamiento de cernicalo vulgar (Falco tinnunculus) y lechuza comun
(Tyto alba). Durante 2012 y 2014 se tomaron muestras de topillo campesino (n=521) de las tres zonas de
estudio y se analizé la infeccién por Coxiella burnetii mediante PCR en tiempo real en muestras de bazo
(n=503) y grasa (n=18). Se estudié el efecto de factores como el habitat, caracteristicas individuales de los
topillos, la depredacion o la densidad de topillos sobre el riesgo de infeccidn por C. burnetii. Los resultados
mostraron que los depredadores cazan con mayor probabilidad topillos infectados por C. burnetii si lo
comparamos con la prevalencia media de la poblacién, lo cual podria indicar que el control bioldgico
basado en depredadores generalistas podria ser una herramienta util para el control asociado de estos
patdgenos. Se observaron diferencias estadisticamente significativas segun el sexo, siendo mds probable
la infeccion en machos que en hembras probablemente asociado a diferencias comportamentales.
También se observaron diferencias estadisticamente significativas en la prevalencia en las tres provincias
de muestreo. Sin embargo, no se encontrd un efecto de la densidad de topillo sobre el riesgo de infeccién

por C. burnetii.

Palabras clave: Coxiella burnetii / Control bioldgico / Epidemiologia / Fauna silvestre / Roedores/ Topillo

campesino / Zoonosis

Abstract

Common vole populations (Microtus arvalis) in Europe and Spain have experienced a demographic
explosion in the last 30 years due to anthropogenic changes in the environment. This situation has brought
up negative socio-economic and sanitary impacts. The biological control of these rodent plagues has been
proposed as an alternative measure to the use of rodenticides that can negatively affect other species,
particularly predators of voles. It is possible that acting in favour of predators presence would account in
the control of the circulation of pathogens associated with these rodents and thereby protect, in a more

environmentally sustainable way, the health of people and animals. In 2009, 300 nest boxes were installed



in three study areas in Castilla y Leon (NW, Spain) with the intention of favouring the settlement of
common kestrel (Falco tinnunculus) and barn owl (Tyto alba) populations. During 2012 and 2014 common
vole samples were taken (n=521) from these three study areas, and Coxiella burnetii infection was analysed
by real time PCR in spleen (n=503) and adipose tissue (n=18) samples. The effect of factors such as habitat,
individual characteristics, predation or the density of voles on the risk of infection by C. burnetii were
studied. Results showed that infected voles' preying probability is higher if we compare it with the average
prevalence of infection in the population, which could indicate that the biological control based on
generalist predators is a valuable tool for pathogen control. Statistically significant differences were
observed between sexes, being the probability of infection higher in males than in females, probably
associated to behavioural differences. Statistically significant differences in prevalence were observed in
the three study areas, too. However, no effects of vole density on the risk of C. burnetii infection were

observed.

Key words: Biological control / Coxiella burnetii / Common vole / Epidemiology / Rodents / Wildlife /

Zoonoses

Introduccion

Interfaz personas — animales — medio ambiente (One Health)

"One Health" es un concepto introducido a principios del siglo XXI en el ambito de la salud publica. Se
entiende como una integraciéon multidisciplinar cuyo objetivo es abordar problemas sanitarios desde un
punto de vista holistico. Integrando la salud de las personas, animales y ecosistemas (Figura 1), y mediante
la implementacion de politicas sanitarias adecuadas, pretende elaborar estrategias de prevencion y

control de patégenos que sean aplicables desde un nivel local a una escala mundial (OIE, 2017).

The One Health Triad

Figura 1. La triada "Una Salud", interfaz de enfermedades compartidas entre personas y animales
domeésticos y silvestres, y el medio ambiente (Thompson, 2013).



En este marco de “un mundo, una salud”, cabe destacar la importancia de las enfermedades infecciosas
emergentes (EIDs, del inglés "Emerging Infectious Diseases"), ya que la mayoria (63%) son zoondticas y
proceden de animales (Taylor et al., 2001). Dentro de estas EIDs zoonéticas, un 71,8% tienen su origen en
fauna silvestre, representando la mayor amenaza para la salud mundial dentro de las EIDs (Jones et al.,

2008).

Los cambios en el medio ambiente producidos por el ser humano, el cambio climdtico y la globalizacidn,
estdn dando lugar a una serie de variaciones en la ecologia de los reservorios y vectores de patdégenos en
todo el mundo, afectando a su distribucion y abundancia. Algunos han experimentado cambios
importantes en su distribucion geografica acompafiados de un incremento en el rango de hospedadores,
como es el caso del virus Nipah en la peninsula de Malasia, o el virus que produce el SRAS (Sindrome

Respiratorio Agudo Severo) (Bengis et al., 2004).

La epidemiologia de patdgenos zoondticos y la ecologia de los reservorios estdn muy relacionadas.
Situaciones donde la sobreabundancia y agregacién de hospedadores son elevadas, como es el caso de
algunas especies de ungulados silvestres, los patdgenos se ven favorecidos por un aumento en el contacto
entre animales infectados y animales susceptibles. En estas situaciones aumenta la probabilidad de
transmisidn hacia personas, animales domésticos y especies de fauna silvestre (Gortazar et al., 2006). En
Europa, un buen ejemplo es el del jabali eurasiatico (Sus scrofa). Este desempeiia un importante papel en
el mantenimiento y transmision del complejo Mycobacterium tuberculosis en Europa, es decir, es un
reservorio verdadero de tuberculosis animal (Naranjo et al., 2008), y ha generado un aumento importante
en la prevalencia de este y otros patégenos debido a su reciente explosion demografica, entre otros

factores (Ruiz-Fons, 2017).

El topillo campesino (Microtus arvalis)

La mayor parte de los reservorios de patdgenos zoondsicos son especies de mamiferos, principalmente
roedores (Mills y Childs 1998), y precisamente el orden de los roedores (Orden Rodentia) es el mas
abundante y diverso dentro de los mamiferos del planeta. El topillo campesino (Microtus arvalis Pallas,
1778), de la familia Cricetidae, se encuentra dentro de este grupo. Es un micromamifero herbivoro de
pequefio tamafo (8-13 centimetros de longitud), con un pelaje pardo-amarillento que habita zonas

herbaceas extendido desde el oeste de Europa hasta Rusia central.

Los cambios producidos en Europa en los usos del suelo en las ultimas décadas han resultado, junto con
otros factores, en un incremento drastico en la poblacién de M. arvalis. Su asociacién a zonas de cultivo y
las oscilaciones demogréficas ciclicas que experimenta esta especie ha dado lugar a elevadas pérdidas

econdmicas asociadas a dafios en zonas de agricultura intensiva, razén por la que se la considera especie
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plaga (Jacob y Tkadlec 2010). Ademas, el efecto de este cambio poblacional ha tenido una repercusion
negativa en la salud publica ya que los picos poblacionales (momentos de maxima abundancia) estan

asociados a brotes de ciertas enfermedades en humanos como la tularemia (Luque-Larena et al., 2015).

Hasta mediados del S. XX la distribucion del topillo campesino en Espafia estaba limitada en areas de
montafia de la mitad norte de la Peninsula. A finales de los afios 90 la especie se habia extendido por casi
toda la cuenca del Duero en la C.A. de Castilla y Ledn hasta que, finalmente, acabo colonizando la region

por completo, catalogandose como plaga (Figura 2) (Luque-Larena et al., 2013).

1978-79 1988

Absent
Probably present
Present

1993-94 2002

Figura 2. Proceso de colonizacion de M.arvalis en la Comunidad Auténoma de Castilla y Ledn en 29 aios.
El mapa presenta mediante blanco o gris la presencia o ausencia de M. arvalis en comarcas agrarias
(n=59). Blanco, ausencia; gris claro, probable presencia; gris oscuro, presencia (Jarefio, 2014).

Dinamica poblacional de M. arvalis.

La dinamica poblacional de los topillos (Microtus spp.), descrita por primera vez por Charles Elton (1924),
y confirmada estadisticamente por un estudio tedrico temporal de datos de 79 afios (Steen et al., 1990),
sigue un patrén poblacional que se presenta en forma de ciclos a lo largo del tiempo. Estos ciclos estan
modulados por una serie de factores extrinsecos, como la depredacién (Elton, 1942), patdgenos y la
disponibilidad de alimento, e intrinsecos, entre los que destaca el comportamiento espacial o las
variaciones denso-dependientes en el éxito reproductivo o la dispersion (Krebs, 1994). En el afio 2001
aparecen nuevos modelos que explican que estos patrones poblacionales dependen de la interaccién de

estos factores (Hanski et al., 2001; Lambin et al., 2006).

Los ciclos demogréficos se dividen en tres partes: a) fase de ascenso, b) pico poblacional y c) fase de declive

(Figura 3). La fase de ascenso comienza a partir de las poblaciones que han sobrevivido al cuello de botella
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qgue se produce en el declive del ciclo anterior. En este momento, la estructura social es estable y se
produce una agregacion de grupos de individuos, junto con un aumento de sociabilizacién en hembras
reproductoras. Los topillos se benefician de esta situacidn, agregacion en pequefos grupos, debido a una
menor competicidn por el alimento, mayor capacidad de termorregulacién, crianza conjunta entre las
distintas hembras y disminucién del infanticidio. Todo esto da lugar a una amplia dispersién espacialy a la
colonizacion del habitat si hay suficientes recursos, lo que conduce a un aumento de la densidad de
individuos hasta alcanzar el pico poblacional. Tras el pico poblacional se produce la fase de declive, que
podria ocurrir por causas diversas. Por ejemplo, el incremento en la presidon de depredacién en la fase de
pico podria dar lugar a una serie de acontecimientos en cadena. Los machos tienen una actividad mayor
que las hembras, es decir, se mueven mas y en un territorio de mayor tamafio, lo que hace que estén mas
expuestos a la depredacidn. Con la desaparicién de machos dominantes y territoriales se rompen las
estructuras sociales de cada grupo. En estas situaciones otros machos ocupan el lugar de los machos
dominantes y esto produce un aumento en la tasa de infanticidio. En este escenario las hembras también
presentan cambios comportamentales por los que se desplazan mas y se exponen a ser depredadas. Esta
consecucién de situaciones da lugar a una bajada brusca de la densidad de la poblacién y representa la

fase de declive (Andreassen et al., 2013).
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Figura 3. Representacion grafica de las diferentes fases de un ciclo poblacional de Microtus arvalis y
algunos de los factores extrinsecos e intrinsecos que intervienen en cada fase (Andreassen et al., 2013).

Zoonosis denso-dependientes asociadas a picos poblacionales de Microtus arvalis.

La aparicién de brotes en humanos de enfermedades transmitidas por roedores puede estar asociada a
cambios en la densidad de los roedores (Ostfeld y Holt, 2004). Un ejemplo publicado en 2004 con datos
de Kazajistan, muestra una correlacién directa entre la prevalencia de peste (causados por la bacteria
Yersinia pestis) y la abundancia del principal roedor reservorio en esta zona, Rhombomys opimus (Davis,

2004).

En el caso de Espafia, se ha visto una relacion entre brotes de zoonosis y momentos de maxima abundancia

(fase de pico poblacional) de topillo campesino. Un ejemplo destacable son los dos brotes de tularemia
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(causada por la bacteria Francisella tularensis) en humanos que tuvieron lugar en la Comunidad Auténoma
de Castilla y Ledn (Espafia), durante los afios 1997-1998 y 2007-2008. Ambos brotes estaban asociados al
aumento de la poblaciéon de M. arvalis. En este caso M. arvalis actia como un hospedador secundario
(spillover host) y la transmisidn de F. tularensis estd muy vinculada a la gran densidad poblacional (Aldea-
Mansilla et al.,, 2008; Luque-Larena et al.,, 2015). Entre las fases de declive y ascenso son otros los
hospedadores reservorios de F. tularensis (Gyuranecz et al., 2011) y por ello no se considera al topillo

campesino como verdadero reservorio de la tularemia.

Microtus arvalis como reservorio de multiples patdégenos zoondticos.

M. arvalis puede infectarse por numerosos agentes infecciosos a la vez, actuando como potencial fuente
de multiples patégenos zoondticos (Schmidt et al., 2014). Los momentos de pico poblacional pueden
implicar una mayor carga ambiental de estos microorganismos, bien por una mayor probabilidad de

Ill

transmisidn, o bien por un aumento en el “stress” que produzca mayor vulnerabilidad en los individuos
frente a patégenos. Esta situacién produciria un aumento de su presencia en el medio ambiente debido
una mayor contaminacién mediante excreciones o cadaveres de topillos. De este modo, aumenta la

probabilidad de contagio a otros reservorios u hospedadores, como el ser humano.

El topillo campesino puede infectarse y portar patdégenos con potencial zoondtico como el virus Tula
(TULV) del género Hantavirus, Listeria monocytogenes, Babesia microti o Echinococcus multilocularis,
entre otros. Estos son algunos de los patdgenos que estos roedores pueden mantener y transmitir de
forma directa o indirecta al ser humano, pero ademas pueden participar en el ciclo enzodtico de
enfermedades transmitidas por garrapatas, como es el caso de la enfermedad de Lyme. El topillo
campesino puede transmitir las espiroquetas del género Borrelia (B. burgdorferi, B. garinii y B. afzelli)
causantes de la enfermedad de Lyme a garrapatas de la especie Ixodes ricinus que posteriormente pueden

infectar al ser humano a través de la picadura (Meerburg et al., 2009; Schmidt et al., 2014).

Coxiella burnetii (agente causal de la Fiebre Q)

La fiebre Q es una zoonosis distribuida por todo el mundo salvo Nueva Zelanda. El agente causal de esta
enfermedad es C. burnetii, una bacteria intracelular Gram-negativa. C. burnetii tiene un amplio rango de
hospedadores, incluyendo mamiferos, aves, peces, reptiles y artropodos, mayoritariamente garrapatas
(Maurin y Raoult 1999). Inicialmente, como el resto de bacterias intracelulares, fue incluida dentro del
orden Rickettsiales. En el afio 1993 se publicd un estudio filogenético basado en la secuenciacion del gen
16S ARNr de C. burnetii (Stein et al., 1993) que dio lugar a la reclasificacion de la bacteria. Esta fue incluida

en el orden Legionellales, perteneciente a la clase Gammaproteobacteria, familia Coxiellaceae.



Resulta dificil estimar la prevalencia de infeccidn por C. burnetii en todo el mundo, dado que, aunque en
algunos paises desarrollados se ha convertido en una enfermedad de declaracion obligatoria en humanos
(ej. la mayor parte de paises de la Unién Europea), en los paises en vias de desarrollo los recursos
disponibles y la relevancia frente a otras enfermedades con efectos mucho mas devastadores sobre la

salud humana hacen dificil su diagnéstico (Caetano et al., 2017).

Se ha demostrado que C. burnetii infecta a casi todos organismos del Reino Animal, entre ellos, roedores,
ungulados, carnivoros, mamiferos marinos, micromamiferos, aves domésticas, reptiles, peces y muchas
especies de garrapatas. Se sabe que los roedores, entre ellos M. arvalis, estdan implicados en el
mantenimiento de C. burnetii. Sin embargo, se desconoce mucho acerca de su papel epidemiolégico y de
los factores que condicionan el mantenimiento, propagacién geografica y transmision de esta bacteria

zoondtica (Meerburg y Reusken 2011).

Los rumiantes domésticos, como vacas, cabras y ovejas, son los principales reservorios de C. burnetii para
el ser humano. En los pequefos rumiantes la infeccion por C. burnetii puede causar cuadros de fallo
reproductivo, incluyendo pérdidas embrionarias y fetales, por ej. mortalidad embrionaria que resulta en
retornos a celo o abortos que se producen al final de la gestacidn. La mayoria de casos en humanos suelen
ser infecciones subclinicas, pero cuando son sintomaticas suelen presentarse inicialmente con cuadros
agudos febriles acompanados de malestar y dolor de cabeza, entre otros sintomas. La mayoria de
pacientes con curso agudo de fiebre Q se recuperan en 2 o 3 semanas sin tratamiento. Sin embargo, en
algunas ocasiones estos cuadros agudos desembocan en hepatitis o neumonia agudas que se pueden
complicar. Un porcentaje de los casos clinicos agudos evolucionan hacia cuadros crénicos mas severos
(Maurin y Raoult, 1999). Aunque a priori parece que la transmisién desde la fauna silvestre hacia el ser
humano no es importante por la gran prevalencia en rumiantes domésticos, es cada vez mas evidente que
diversas especies de fauna silvestre son importantes en el mantenimiento de la bacteria en la naturaleza
(Gonzalez-Barrio et al., 2015). Las especies de fauna silvestre podrian ser una fuente importante de
contagio para los ungulados domésticos con los que coexisten que actian como reservorios principales de
C. burnetii para el ser humano (Caetano et al., 2017). Asi, la transmision desde la fauna silvestre puede ser

tanto directa como indirecta mediada por hospedadores domésticos.

C. burnetii se excreta en orina, heces y leche de animales infectados. Las concentraciones mas altas de
bacterias aparecen en la placenta, membranas fetales y liquido amnidtico. Algunas formas de esta bacteria
presentan elevada resistencia ambiental, y el viento puede transportar estas formas de resistencia a largas
distancias desde el origen, aunque la transmisién por cercania es mas frecuente. La transmision, tanto a

humanos como animales susceptibles, se produce fundamentalmente por inhalacidon de aerosoles o



particulas de polvo contaminadas con esas formas de resistencia ambiental de C. burnetii. La transmision
de C. burnetii es, en cierta medida, dependiente de densidad de hospedadores susceptibles, razén por la
qgue los cambios poblacionales en el topillo campesino podrian derivar en cambios en la dindmica de

transmisidn de este agente infeccioso (Caetano et al., 2017).

Justificacion

Se puede decir que C. burnetii es un patégeno multi-hospedador, es decir, que abarca una amplia red de
hospedadores. En este tipo de patdgenos la identificacidon de reservorios y hospedadores secundarios,
entre ellos especies de fauna silvestre que intervienen en la amplia red epidemiolégica de mantenimiento
y transmisidn, es crucial para poder establecer medidas de control y vigilancia (Bengis et al., 2004; Viana
et al., 2014). Dentro de estared, los roedores y en este caso M. arvalis, podrian desempefiar un importante
papel de mantenimiento de C. burnetii. Al ser portadores de multiples patégenos, pueden participar en el

escenario epidemiolégico de otras muchas enfermedades.

En las ultimas décadas, la C. A. de Castilla y Ledn ha presenciado plagas ciclicas del topillo campesino. En
otofio de 2013 la Junta de Castilla y Ledn declard la presencia de una nueva plaga de topillo campesino en
la Comunidad Auténoma. En otras ocasiones en esta misma region han utilizado productos rodenticidas
para controlar plagas de M. arvalis. En primavera del afio 2007, se llevd a cabo un procedimiento de control
de plagas de roedores mediante la distribucidn de clorofacinona, un rodenticida anticoagulante de primera
generacion, en grano esparcido con abonadoras, durante el verano de ese mismo afio se distribuyd de
nuevo en tubos. En primavera del afio 2008, se empleé bromadiolona, rodenticida anticoagulante de
segunda generacion, metida en huras de topillo. En un estudio publicado un afio mas tarde se observaba
gue las zonas donde se habia aplicado tratamiento con estas sustancias mostraban una prevalencia mas
alta de Francisella tularensis en los topillos, especialmente en los que se encontraron muertos (66.7%)
(Vidal et al., 2009). Ademas, se observé que la distribucion de este tipo de veneno en el medio ambiente
puede acabar afectando a otras especies, bien por consumo directo o bien por intoxicaciones secundarias
por depredar sobre topillos envenenados o carrofear sobre topillos muertos por rodenticidas (Mougeot
et al., 2011). En 2017 se publicé un estudio llevado a cabo en Castilla y Ledn, en el que se observaba que
los polluelos de cernicalo vulgar (Falco tinnunculus) con concentraciones altas de bromadiolona en sangre,
tenian una condicidn corporal menor que polluelos en los que no se detectd esta sustancia (Martinez-
Padilla et al., 2017). La pérdida de biodiversidad, como es el caso de depredadores, afecta a la transmision
de enfermedades infecciosas entre seres humanos, animales y plantas. Este efecto se ve sobre todo con
la pérdida de especies depredadoras generalistas. Favorecer las poblaciones de estas especies, puede de

forma indirecta proteger la salud de las personas, mediante el control de poblaciones que actian como



reservorios para patdgenos que afectan al ser humano (Keesing et al., 2010; Ostfeld y Holt, 2004). Con el
objetivo de obtener herramientas alternativas al uso de rodenticidas para controlar las plagas de topillos,
hace unos afos se impulsé una iniciativa basada en el control biolégico de M. arvalis. Asi, en el afio 2009
se empezaron a instalar cajas nido en areas especificas de la C.A. de Castilla y Ledn con el fin de favorecer
el anidamiento de especies rapaces generalistas y depredadores de topillos, en particular de cernicalo

vulgar y lechuza comun (Tyto alba).

En este trabajo, se evallia como el control bioldgico vinculado a favorecer la presencia de depredadores
generalistas puede afectar a la circulacidn de agentes zoondticos en poblaciones de topillo campesino y
contribuir a su control. Como modelo de estudio se utilizé la bacteria C. burnetii, cuya denso-dependencia
de hospedador (Gonzélez-Barrio et al., 2015) puede ser indicadora de como pueden contribuir los
depredadores al control de otros patdgenos zoondticos, p. ej. Francisella tularensis. Aunque no se han
observado efectos clinicos de la infeccion por C. burnetii sobre M. arvalis, a diferencia de F. tularensis
(Rossow et al., 2014), ambos patégenos podrian verse afectados de la misma forma por los depredadores,

siendo esta bacteria a priori un buen modelo para aproximar el efecto sobre otros patdgenos zoondticos.

Obijetivos e hipdtesis planteadas en el estudio

1) En primer lugar, con intencidon de profundizar en la epidemiologia de C. burnetii en M. arvalis y para
poder construir, a posteriori, unas bases cientificas mas sdlidas de estrategias para el control de las
infecciones por patdgenos zoondticos en estos roedores, se plantearon una serie de cuestiones basicas de
funcionamiento de la epidemiologia de este patdgeno. Se planted un primer estudio bajo la hipdtesis de
que el habitat y algunas caracteristicas individuales de los topillos vinculadas al comportamiento (ej. sexo),

a condicién corporal o a condicién inmunoldgica, modulan el riesgo de infeccién.

2) En segundo lugar se abordd el objetivo principal de este estudio: comprobar si existe una depredacidn
selectiva por parte del cernicalo vulgar y de la lechuza comun (depredadores generalistas), hacia topillos
infectados por agentes patdégenos utilizando C. burnetii como modelo. La hipoétesis para el disefio de este
estudio es que la probabilidad de un topillo infectado por patégenos de ser depredado es mayor que la de

un individuo no infectado (a priori "sano").

3) Por ultimo, el tercer objetivo de este estudio pretende evaluar los posibles cambios en la prevalencia
de patdgenos asociados a cambios en la abundancia de topillos. La hipdtesis planteada en este caso es que
la prevalencia de C. burnetii en poblaciones de topillos varia en funcién del momento del ciclo poblacional
en el que se encuentran estos micromamiferos, pudiendo ser C. burnetii un patégeno denso-dependiente,
es decir, con prevalencias mds altas en momentos de maxima abundancia y mas bajas en momentos de

baja abundancia de topillos.



Material y métodos

Disefio experimental y area de estudio

El area de estudio se localiza en la meseta norte de la Peninsula, concretamente en las provincias de
Palencia (Boada de Campos y Capillas), Valladolid (Villalar de los Comuneros) y Zamora (San Martin de
Valderaduey), en la C.A. de Castilla y Ledn. En cada provincia se seleccioné un area de 2000 hectareas de
habitat agricola predominante. Se seleccionaron zonas similares en cada una de las tres areas réplica del
estudio en relacidon al paisaje y a los usos del suelo. Entre los aiflos 2009 y 2010 se instalaron de forma
dispersa 50 cajas nido para cernicalo vulgar y 50 para lechuza comun en cada area de estudio, en total 300
cajas (Figura 4, Paz et al., 2013). En estas zonas se realizé un control de abundancia de topillos, ademas

del seguimiento de la ocupacién y reproduccién de rapaces en las cajas nido (Jarefio, 2014, Capitulo 5).

Figura 4. Izda.: macho de cernicalo vulgar con un ejemplar de topillo campesino recién cazado sobre una
de las cajas nido del proyecto de control bioldgico. Dcha.: voluntaria de GREFA revisa el interior de la caja
nido (GREFA, Grupo de Rehabilitacion de la Fauna Autéctona y su Habitat).

Figura 5. Trampas Sherman para captura en vivo de micromamiferos (BIOWEB Colombia).

Muestreo de topillo campesino
A lo largo del estudio, que comprendio los afios 2012 y 2014, se realizaron capturas de topillo campesino

mediante cajas trampa. Se colocaron aproximadamente 1300 trampas Sherman LFTA (8x9x23cm;
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Sherman®, H.B. Sherman Traps, Tallahassee, FL, EEUUAA) (Figura 5), distribuidas en 12 parcelas por
provincia. Dentro de cada parcela se colocaron 35 trampas, en 2012 se distribuyeron en las bocas de las
colonias, en parcelas de alfalfa y en la linde de éstas, mientras que en 2014 se colocaron en forma de T
(Paz et al., 2013). En 2014 se registro el tipo de cultivo en el que estaban colocadas las cajas trampa (cereal
versus alfalfa) asi como el sistema de cultivo (regadio versus secano). Las capturas se realizaron de forma
continuada durante el periodo de estudio con revisién diaria. Durante las capturas un porcentaje de los
topillos capturados fueron tranquilizados con ketamina (Imalgene 500) a dosis de 10 mg/kg por via
intramuscular y posterior eutanasiados por dislocacion cervical. Este estudio se realizé con la aprobacion
del Comité de Etica en la Experimentacién Animal de la Universidad de Castilla - La Mancha y los

procedimientos con los animales cumplieron con la normativa vigente.

Con frecuencia semanal y durante los meses de cria de los depredadores (mayo y junio) del afio 2014 se
recogieron topillos directamente de las cajas nido ocupadas por parejas de ambas especies de rapaces
depredadoras. Los ejemplares recolectados fueron topillos campesinos cazados por las aves rapaces y
transportados a las cajas nido para alimentar a sus crias. Se seleccionaron los individuos que conservaban
el cuerpo mas integro y cazados recientemente. A pesar de este protocolo de muestreo, muchos de los

topillos recolectados no tenian cabeza y algunos presentaban la cavidad toracica y abdominal vacias.

De forma paralela a los muestreos de cajas nido y a los trampeos en 2014, se recolectaron todos los
cadaveres de topillo campesino encontrados en las zonas de estudio. Todos los ejemplares para estudio
fueron inmediatamente conservados en congelacidn a -209C hasta la realizacion de las necropsias en el

edificio del IREC (Instituto de investigacidon en Recursos Cinegéticos) en Ciudad Real.

Para este trabajo se utilizaron finalmente ejemplares de topillo campesino recogidos durante los afios
2012 y 2014. En Valladolid, la poblacién de topillos se ha mantenido estable (Paz et al., 2013), mientras
que, en Palencia y Zamora, si se han presentado mayores oscilaciones en la poblaciéon de topillos,
presentando baja abundancia en el afio 2012 (Jarefio, 2014, Capitulo 5) y alcanzando el pico poblacional
en el afio 2014, con un mayor incremento de la poblacion de Palencia (Juan José Luque-Larena et al., 2015;

Vifiuela et al., 2015).

Necropsia y toma de muestras

Siguiendo el protocolo de necropsias de micromamiferos utilizado en el IREC (ver Anexo |), se realizé una
necropsia reglada en los ejemplares de topillo seleccionados para el estudio (Figura 6). La necropsia se
realizd en la sala de necropsias del IREC (Instituto de Investigacidon de Recursos Cinegéticos, Ciudad Real)

gue presenta un nivel 2 de bioseguridad.
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Durante las necropsias se tomaron datos biométricos como la longitud cabeza-cuerpo (LCC), el peso (en
gramos), tamafo y peso de los principales drganos parenquimatosos (higado, bazo, rifiones) y de drganos
reproductores masculinos (testiculos) (ver Anexo Il). Los individuos fueron sexados durante la necropsia.
En la necropsia se recogid cualquier evidencia de lesiones macroscépicas en los principales érganos de los
sistemas respiratorio, circulatorio, digestivo, sanguineo, urinario y reproductor. Se recolectaron muestras

de estos érganos que fueron conservadas a -209C hasta los anlisis.

Figura 6. Fotografia tomada durante las necropsias de una hembra de Microtus arvalis junto a las crias
recién nacidas.

Extraccién de ADN

Finalizadas las necropsias y obtenidas las muestras de todos los topillos incluidos en el estudio, se extrajo
material genético (ADN) de las muestras de bazo recolectadas. Algunos de los animales cazados vy
recogidos en cajas nido no tenian bazo, por lo que en base a un estudio publicado en 2014 que sefiala la
deteccion de C. burnetii en tejido adiposo hasta 4 meses post-infecciéon (Bechah et al., 2014), la grasa
subcutdnea recogida de estos individuos fue utilizada como muestra alternativa. Para comprobar si utilizar
esta muestra en lugar de bazo pudo ocasionar algin sesgo en el estudio se compard la proporcion de
muestras de grasa positivas en relacién a la proporcién de bazos positivos en individuos cazados por
depredadores en 2014. La hipdtesis de que la diferencia en estas proporciones es estadisticamente
significativa se analizo realizando un test de chi-cuadrado con el paquete "stats" de Rv3.4.0 en RStudio

v1.0.143 (© 2009-2016 RStudio Inc., Boston, MA, EEUUAA).

La extraccién de ADN se hizo utilizando el kit NucleoSpin®Tissue (MACHEREY-NAGEL, Diiren, Alemania),
mediante un protocolo estandar modificado para tejidos y cultivos celulares de humanos y animales. El

protocolo y el equipamiento utilizados se explican a continuacion:
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1) Preparacién de la muestra.

a. Cortar 25mg del tejido en trozos mas pequefios (homogeneizar) e introducir en un tubo de

microcentrifuga de 1,5 mL.
2) Lisado de la muestra.

a. Afadir 180 pL de Buffer T1 y una bola de carburo de tungsteno de 3mm (Qiagen N.V., Hilder,
Alemania). Lisar la muestra en homogeneizador por agitacion (TissueLyser Il, Qiagen N.V., Hilden,
Alemania).

b. Afadir 25 pL de una solucidn de Proteinasa K y aplicar un vértex para mezclarlo y mantener en
Eppendorf® Thermomixer Compact (Sigma-Aldrich, San Luis, MIl, EEUU) entre 1 a 3 horas en
condiciones de 56°C y agitacion constante a 850 rpm.

c. Afadir 200 pL de Buffer T3, aplicar un vdértex para mezclar el contenido y mantener en Eppendorf®
Thermomixer Compact durante 10 minutos en condiciones de 70°C y 350rpm.

3) Ajuste de las condiciones de unién del ADN
a. Afadir 210 pL de etanol absoluto (pureza 100%) y aplicar un vértex para mezclar el contenido.
4) Unidn del ADN
a. Colocar una columna 'NucleoSpin®Tissue Column' del kit dentro de un tubo de coleccién de 2mL,
anadir la muestra a la columna y centrifugar durante 1 minuto a 11,000 x g.
5) Lavado de la membrana de silice.
a. Adiciéon de 500 pL de 'Buffer BW' del kit y centrifugar 1 minuto a 11,000 x g.
b. Adicién de 600 uL de 'Buffer B5' del kit y centrifugar 1 minuto a 11,000 x g.
6) Secado de la membrana de silice.

a. Centrifugar 1 minuto a 11,000 x g para desechar los restos de etanol que podrian interferir en los
resultados de la PCR.

7) Elucion del ADN (en este paso se siguieron diferentes procedimientos en funcion de si la muestra
procedia de bazo o grasa para optimizar cantidad y concentracion de material genético).

a. Afadir 50 pL (en el caso del bazo) o 30 puL (en el caso de la grasa) de tampdn de elucién, incubar 1
minuto a T2 ambiente y centrifugar durante 1 minuto a 11,000 x g.

b. Anadir 50 puL (en el caso del bazo) o 30 pL (en el caso de la grasa) de tampon de elucién, incubar 1

minuto a T2 ambiente y centrifugar durante 1 minuto a 11,000 x g.

Se obtuvieron 100 pLy 60 pL de elucidn de ADN para cada muestra de bazo y grasa, respectivamente. Las
muestras se congelaron a -20°C en tubos de 0,2mL hasta su andlisis. Durante la extraccion se intercalaron
columnas sin muestra (1 por cada 10 muestras) con el objetivo de obtener controles de extraccion para

detectar posibles contaminaciones cruzadas durante el proceso. Todo el proceso de extraccién se hizo en
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cabina de nivel de bioseguridad 2 para minimizar contaminaciones cruzadas (Bio Il Advance, Telstar Life

Science, Terrassa, Espafia).

PCR en tiempo real

Las muestras de ADN obtenidas se analizaron para la deteccidn de presencia de material genético de C.
burnetii mediante PCR (Reaccidn en cadena de la polimerasa) en tiempo real segln protocolo previamente
descrito (IS1111a; Gonzalez-Barrio et al., 2015). La PCR es una técnica de biologia molecular utilizada para
la deteccién de fragmentos de ADN basada en la obtencién de un elevado nimero de copias de estos
fragmentos a partir de una secuencia especifica localizada en el genoma diana. Este tipo de PCR, en tiempo
real, ademas permite la amplificacidén y deteccidn simultaneas y la semi-cuantificacion de copias de ADN

diana en la muestra original (Figura 7).

El proceso de amplificacion consiste en la repeticién de un numero especifico de ciclos sucesivos donde se
aplican diferentes temperaturas en intervalos de tiempo determinados. En cada ciclo el aumento de
temperatura inicial hasta 952C hace que el ADN se desnaturalice, separdandose en las dos cadenas que lo
componen. Mientras el ADN permanece separado, los cebadores o "primers" y la sonda de ADN utilizada
en este caso se unen en lugares especificos de cada cadena con las condiciones de T adecuadas (602C en
este caso, Tabla 1). Los cebadores actlan de iniciadores para que la enzima ADN polimerasa empieza a
formar una cadena complementaria a partir de cada cebador, y cuando llega a la zona donde se ha unido
la sonda marcada con un fluordforo la fase de elongacidn se detiene y se libera la sonda, emitiendo una

fluorescencia que es detectada por el termociclador.

Para llevar a cabo esta técnica son necesarios una serie de reactivos entre los cuales se incluyen dos
cebadores ('forward'y 'reverse'), que son cadenas cortas de oligonucledtidos que se utilizan como punto
de partida para que la enzima ADN polimerasa inicie la replicacion de la cadena de ADN. Ademas, para la
PCR en tiempo real, es necesario utilizar secuencias de nucledtidos (sonda) unidas a un fluoréforo capaces
de emitir fluorescencia detectada por el termociclador en cada ciclo. En este caso se utilizé una sonda
molecular muy especifica de la secuencia de amplificacion de ADN (Gonzélez-Barrio et al., 2015; Tabla 2).
Ademas, se utilizd un mix con los desoxirribonucleétidos (dNTPs), el tampdn de reaccién y la enzima
polimerasa para la PCR (SsoAdvanced™ Universal Probes Supermix, Bio- Rad, EEUUAA). La preparacion del
mix y la adicién de las muestras de ADN extraidas de los bazos/grasa de los topillos se realizé en cabina de
flujo laminar de nivel de bioseguridad Il para evitar contaminaciones cruzadas (Mini V/PCR Vertical
Laminar Flow Bench, Telstar, Espafia). La amplificacién de ADN se realizé en un laboratorio diferente al
que se utilizé para realizar el proceso de extraccion con la finalidad de reducir al maximo el riesgo de

contaminaciones cruzadas.
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Las reacciones de PCR se realizaron en placas de 96 pocillos estériles y libres de ADNasas y ARNasas en
termociclador iQ5 (Bio-Rad, Hercules, CA, EEUUAA). Cada alicuota contenia un volumen total de 20 pL
(Tabla 3). Con la finalidad de corroborar la ausencia de contaminaciones cruzadas, por cada 25 muestras
de PCR se utilizd un control negativo de PCR en el que en lugar de copia de ADN se incorporaron 7 L de
agua de PCR estéril y libre de ADNasas y ARNasas. Los controles de extraccién también se analizaron
mediante PCR. Finalmente, para comprobar el funcionamiento correcto de cada reaccién de PCR se incluyd
un control positivo de PCR por cada reaccion. Como control positivo se utilizé una muestra de ADN extraida

de una vacuna comercial frente a C. burnetii (Coxevac, CEVA Santé Animale, Francia).

Tabla 1. Protocolo de PCR en tiempo real para amplificaciéon de ADN de C. burnetii.

Numero de ciclos Temperatura Duracion
50 95,0 °C 1 segundo
60,0 °C 12 segundos

Tabla 2. Primers y sonda utilizados en la deteccién de C. burnetii con PCR en tiempo real.

Primer o sonda Secuencia (5°-3°)? Localizacién® Tamafio del amplicén (pb)©
QKF3 GTGGTGCCAAGCGATTTTAT 7216-7235 78

QKR3 GTTTCATCCGCGGTGTTAAT 7293-7274

QKP3 FAM-TTTAGCGAGCGAAGC 7253-7272

GGTGG-TAMRA

2 FAM: 6- carboxifluoresceina; TAMRA: 6- carboxitetrametilrodamina

b Posiciones en la secuencia del genoma completo de C. burnetii RSA493 (Numero de acceso
al GenBank AE016828) que codifica el gen de transposasa del elemento de insercion de ADN
especifico de C. burnetii 1IS1111a.

¢pb: pares de bases.

Tabla 3. Reactivos y volumenes respectivos utilizados en PCR en tiempo real para deteccion de C. burnetii.

Reactivo Volumen
Buffer de reaccion + nucleédtidos + enzima 10 pL
Primer 1 lul
Primer 2 1ul
Sonda 1pL
ADN 7 uL
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Figura 7. Grafica resultante de una de las PCR en tiempo real hechas durante el proceso para C. burnetii.

Las muestras se consideraron positivas a partir de un umbral del valor Ct (ciclo de amplificacién) inferior a

40 segun protocolo anteriormente descrito (Gonzalez-Barrio et al., 2015).

Analisis de hipétesis
Para comprobar las hipdtesis del estudio planteadas se analizaron los datos obtenidos mediante pruebas

estadisticas apropiadas a la naturaleza de dichos datos. Los andlisis estadisticos se realizaron en dos fases:

A) En una primera fase se realizd una exploraciéon de datos segin Zuur et al. (2010) con la finalidad de
explorar la naturaleza de los datos de las diferentes variables registradas y corroborar que todos los
requisitos de las pruebas estadisticas empleadas son cumplidos. De esta forma se evita cometer errores

estadisticos y ofrecer resultados erréneos que conduzcan a interpretaciones incorrectas.

En este primer paso se estudié la naturaleza de las variables respuesta utilizadas en cada uno de los
modelos estadisticos a realizar en funcién de las hipétesis planteadas en el estudio. En esta fase se estudid
la presencia de valores ‘outlier' o atipicos en las covariables continuas o discretas, identificando dichos
valores y procediendo a eliminarlos del estudio o a transformar la covariable en caso de querer
mantenerlos. También se estudiaron las correlaciones entre covariables en el modelo mediante matrices
de correlaciones de Pearson (para covariables continuas), tests de chi-cuadrado (para covariables
categodricas) y mediante test ANOVA (covariables continuas versus categéricas) y se evité incluir

covariables altamente correlacionadas en los modelos estadisticos para evitar fendmenos de
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multicolinealidad. Se analizé la homogeneidad de varianzas de covariables continuas en funcion de los
diferentes niveles de las covariables categdricas, el balance de casos en cada nivel de las covariables
categoricas, la necesidad de incluir interacciones en el modelo y se estudié la independencia de las
covariables registradas. A partir de este primer paso se seleccionaron las covariables que podian ser

incluidas en cada modelo estadistico (Tabla 4).
B) Modelos de regresién logistica binaria

La variable respuesta que se utilizd para testar las 3 hipdtesis planteadas en los objetivos tiene una
naturaleza categdrica con dos niveles (0: PCR negativo, 1: PCR positivo), es decir, es una variable binomial
en la que se registra la presencia/ausencia de ADN de C. burnetii en muestras de cada topillo analizado al
nivel de individuo. La naturaleza de esta variable condiciona los andlisis estadisticos a realizar y en este
caso el andlisis mas adecuado es utilizar modelos estadisticos de regresion logistica binaria o modelos
lineales generalizados utilizando una variable binomial. Este tipo de modelos estadisticos basados en
estadistica frecuentista resultan utiles para abordar cuestiones de riesgo de infeccidon en términos de
probabilidad, se utilizan cuando una variable de respuesta dicotdmica puede estar influenciada por una o
mas variables independientes o predictores (covariables). Se hicieron tres modelos de regresion logistica
binaria basados en los objetivos planteados inicialmente, con el fin de analizar la veracidad de las hipdtesis

propuestas:

Modelo 1: Analisis del riesgo de infeccién por C. burnetii en funcién del habitat y factores individuales.

Este primer modelo se construyd para analizar si el habitat y algunos factores individuales de los topillos
tienen un efecto sobre la probabilidad de infeccidn por C. burnetii. La disponibilidad de alimento es uno
de los principales factores que modulan de forma positiva los ciclos de esta especie (Krebs, 1994), y dada
la asociacién del topillo campesino con zonas agricolas (Jacob y Tkadlec, 2010), es importante considerar
el factor habitat dentro de la epidemiologia de los patdgenos relacionados con esta especie. Después de
la cosecha de especies herbaceas como la alfalfa o los cereales, suele quedar lo que se conoce como
“rastrojo”, restos de tallos de las plantas que suele ser aprovechado por ganado, principalmente rumiantes
y otras especies. Este factor podria, por un lado, aumentar la tasa de contacto entre topillos y rumiantes,
principal reservorio de C. burnetii, favoreciendo la transmisién inter-especifica. Por otro lado, especies
herbaceas mas proteicas como la alfalfa podrian albergar mayores densidades de topillos al ofrecer un
recurso mas apropiado para la especie (Jarefo, 2014). De igual forma, el sistema de cultivo (regadio versus
secano) influye en la funcionalidad y habitabilidad de las madrigueras de los topillos. Las parcelas que
utilizan sistemas de regadio suelen inundar las madrigueras, por lo que cabria esperar que en estas hubiese

una menor densidad de topillos que en las parcelas en régimen de secano. Las consecuencias de una
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presencia menor de topillos por el efecto del regadio en las madrigueras podrian modular la transmision

de patogenos.

El comportamiento social de esta especie también puede influir en la epidemiologia de patégenos. Los
machos son individuos dominantes y territoriales, lo que da lugar a una actividad mds dinamica respecto
a las hembras, las cuales suelen agruparse en grupos matriarcales y tienen un area de campeo mas
restringida (Andreassen et al., 2013). Estas diferencias etoldgicas darian pie a pensar que el area de
campeo de los animales podria solaparse con las de otros individuos de la misma u otras especies como se
muestra en un ejemplo de topillo nérdico en la Figura 8, estas zonas de solapamiento beneficiarian la
transmisidn tanto directa como indirecta de microorganismos, sobre todo en aquellos de elevada
resistencia ambiental, como es el caso de C. burnetii.
FEMALES MALES OVERLAP
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Figura 8. Areas de campeo de hembras y machos de topillos de topillo nérdico (Microtus oeconomus)
(Gliwicz, 1997).

Teniendo en cuenta los condicionantes anteriores, se considerd el habitat como un posible factor de riesgo
para la infeccidn por C. burnetii, esperando por un lado un efecto positivo del mejor habitat, la alfalfa, por
favorecer mayores densidades o poblaciones temporalmente mas estables de topillos, pero también
podria esperarse que una buena alimentacién podria producir un efecto contrario mejorando la condicidn
inmunolégica de los individuos y disminuyendo la susceptibilidad de infeccién frente a patdgenos. La
primera hipdtesis que se propuso en este estudio es que la probabilidad de infeccién de los topillos por C.

burnetii es dependiente del habitat y factores intrinsecos del individuo.

Asi, las covariables fijas utilizadas para este modelo (ver Tabla 4) fueron: 1) tipo de cultivo (Categorica; 1:
alfalfa, 2: cereal); 2) sistema de cultivo (Categodrica; 1: secano, 2: regadio); 3) sexo (Categdrica; 1: macho,
2: hembra); 4) indice de condicién inmunoldgica (Continua), calculado como los valores residuales de la
regresion entre la longitud cabeza-cuerpo y el peso del bazo para cada individuo y utilizada como una
aproximacién a la condicién inmunolégica del individuo segln estudios previos (Vicente, Pérez-Rodriguez,

y Gortazar 2007); 5) provincia de origen (Categorica; 1: Valladolid, 2: Zamora, 3: Palencia). Los individuos
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seleccionados para este modelo fueron todos los topillos capturados vivos en el afio 2014 en los que se
pudieron tomar datos biométricos de cada individuo a la par que se registré el tipo de cultivo de la zona

de captura.

Modelo 2: Analisis de la hipdtesis de depredacion positiva sobre individuos infectados

Este segundo modelo se construyd con el objetivo de analizar la segunda hipdtesis del estudio, segun la
cual la depredacién por rapaces generalistas sobre topillos infectados por patégenos seria mayor que
sobre topillos no infectados. La base de esta hipdtesis es que los patdgenos pueden tener efectos clinicos
o subclinicos que interfieran en la capacidad de huida o de ocultamiento de los topillos infectados en
comparacion con aquellos no infectados y que, en ultima instancia, podria resultar en que potenciar la
presencia de depredadores generalistas resultase en un control biolégico de los patdgenos que circulan
en las poblaciones de topillo campesino. Para este modelo se seleccionaron los individuos capturados con
trampas Sherman, los individuos hallados muertos y los individuos recogidos en las cajas nido que fueron
cazados por los depredadores, todos ellos de 2014. Las covariables fijas empleadas para generar el modelo
fueron: 1) procedencia del individuo (Categodrica; 1: capturado vivo, 2: hallado muerto, 3: cazado por
depredadores); 2) sexo (Categdrica; 1: macho, 2: hembra); y 3) provincia de origen (Categodrica; 1:

Valladolid, 2: Zamora, 3: Palencia).

Modelo 3: Anélisis de la hipdtesis de cambios en la prevalencia de C. burnetii en la poblacién de topillos en
funcién de variaciones en la abundancia del hospedador

Este tercer modelo se generd con la finalidad de estudiar el efecto de cambios en la abundancia de topillo
campesino asociado a variaciones en su ciclo poblacional sobre la prevalencia de patégenos, tomando
como modelo C. burnetii. Las covariables fijas utilizadas para este modelo fueron: 1) aifo (Categodrica; 1:
2012, 2: 2014), ya que la abundancia de topillos en las zonas de estudio fue baja en 2012 y elevada en
2014 (Jarefio, 2014, Capitulo 5; Paz et al., 2013; Vifiuela et al., 2015); 2) sexo (Categérica; 1: macho, 2:
hembra); y 3) provincia de origen (Categdrica; 2: Zamora, 3: Palencia). Debido a que en el afio 2012
solamente se tomaron muestras de topillos en trampas Sherman, no se consideraron en el andlisis los
individuos de 2014 hallados muertos o cazados por depredadores, sélo los capturados con trampas. Dado
gue no se tienen disponen de muestras del afio 2012 procedentes de la provincia de Valladolid, ésta no

fue considerada en el estudio.

La seleccién del mejor modelo en cada una de las hipdtesis analizadas se hizo utilizando un sistema de
paso adelante (forward stepwise) basado en cambios en el criterio de informacion de Akaike (AIC) (Akaike,
1974). El proceso comienza por el modelo nulo, sin incluir ninguna de las covariables seleccionadas. A

continuacion, se introducen las covariables una a una en el modelo y se realizan todos los modelos posibles
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con una séla covariable. En base al AIC se selecciona el modelo que genera una disminucién en el AIC con
respecto al modelo nulo. Si se da este caso se continla afiadiendo covariables realizando modelos
multiples con 2, 3 0 mas covariables. El proceso se detiene bien cuando el valor de AIC de los modelos para
de disminuir, bien cuando todas las covariables han sido introducidas en el modelo. EI modelo
seleccionado como modelo que mejor explica la variable respuesta es el modelo con menor AIC, cuya
diferencia de AIC con el siguiente modelo con menor AIC es mayor o igual a 2 (AAIC>2) y que constituye el
modelo mas parsimonioso, es decir, aquel con menos variables de entre modelos con similar valor de AIC.
Cada grupo de modelos se hizo con el mismo tamafio muestral para que los valores de AIC de los diferentes

modelos fuesen comparables.

Tabla 4. Variables independientes utilizadas en los modelos de regresién logistica binaria.

Cddigo de la variable Tipo de covariable Descripcion de la variable

Sex Factor Sexo (1: macho, 2: hembra)

Cin Continua indice de condicién inmunolégica

Cult Factor Tipo de cultivo (1: alfalfa, 2: cereal).

Rs Factor Sistema de cultivo (1: secano, 2: regadio).

Procedencia Factor Procedencia del individuo (1: capturado vivo, 2: hallado muerto; 3: cazado)
Prov Factor Provincia (1: Valladolid, 2: Zamora, 3: Palencia).

Ao Factor Afio (1: 2012, 2: 2014).

La realizacién de todos los andlisis estadisticos se hizo utilizando los paquetes "Matrix", "lattice", "stats" y
"Imed" de R v3.4.0 (Zuur et al., 2010) en software libre RStudio v1.0.143 (© 2009-2016 RStudio Inc.,
Boston, MA, EEUUAA). R Studio es un software libre que utiliza R, un lenguaje de programacion para
andlisis estadistico. Los graficos presentados fueron construidos en Microsoft Excell (Microsoft Corp., CA,

EEUUAA). Para el contraste de hipdtesis se empled un punto de corte del valor de p de 0,05.

La expresion grafica del riesgo de infeccion por C. burnetii se expresé como la frecuencia de individuos PCR
positivos con respecto al tamafio muestral, es decir, como la prevalencia de infeccién en tanto por cien
(%). Cada valor de seroprevalencia calculado fue asociado a unos valores de precision dependientes del
tamaio muestral y la frecuencia de positivos calculando el intervalo de confianza al 95% (IC95%) para la
proporcién. Para esto se utilizo el test de Clopper-Pearson para intervalos de confianza exactos utilizando

el paquete "stats" de R v3.4.0 en RStudio v1.0.143

Resultados

Efectos del uso de diferentes tipos de muestras bioldgicas para el estudio
En algunos de los cadaveres recogidos de cajas nido en el afio 2014 no se pudo obtener el bazo. Como se
refleja en la seccion anterior, de estos animales (n=18) se analizaron muestras de grasa subcutanea en

comparacion con el resto de animales cazados por depredadores en los que se analizaron muestras de
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bazo (n=86). El test de chi-cuadrado realizado sefialé6 que no existen diferencias estadisticamente
significativas (p=0,3006) en la proporcion de positivos en grasa (9/18, 47,4%) y bazo (29/86, 33,7%), razon
por la cual se confirma la hipdtesis nulay se concluye que utilizar grasa y bazo en este estudio no constituye

un sesgo importante.

Prevalencia de C. burnetii en las poblaciones de estudio

En total, 521 individuos de las tres provincias fueron muestreados y posteriormente analizados mediante
PCR en tiempo real para determinar la presencia de ADN de C. burnetii indicativa de infeccién por este
agente patdgeno (ver Anexo lll). De los 521 topillos analizados 93 resultaron positivos, dando lugar a una
prevalencia global del 17,9%, (IC95%: 14,7-21,4). El rango de prevalencia de infeccidn por C. burnetii oscild
entre el 5,6% (1C95%: 1,1-15,1) de la poblacién de Zamora en el afio 2012 al 15,6% (1C95%: 9,4-23,8) en la
poblaciéon palentina en 2014 (Tabla 5).

Tabla 5. Prevalencia con un intervalo de confianza del 95 % en las poblaciones de topillo campesino de las

zonas de estudio en Palencia, Valladolid y Zamora en condiciones de baja abundancia (2012) y de alta
abundancia (2014).

Prevalencia (%) (positivos/total individuos) (IC 95%)

Provincia ARo 2012 (baja abundancia) 2014 (alta abundancia)
Palencia 14,4 (17/118) (8,6-22,1) 15,6 (17/109) (9,4-23,8)
Valladolid - 16,7 (6/36) (6,4-32,8)
Zamora 5,6 (3/55) (1,1-15,1) 7,9 (6/76) (3,0-16,4)

Resultados del analisis de hipdtesis
Modelo 1: Analisis del riesgo de infeccidn por C. burnetii en funcién del hdbitat y factores individuales
El modelo seleccionado (Tabla 6) con el valor de AIC mas bajo fue el modelo nulo, es decir, el modelo que

no incluye ninguna de las covariables consideradas.

Modelo 2: Analisis de la hipdtesis de depredacién positiva sobre individuos infectados
En este caso, el modelo seleccionado fue el modelo con las covariables Procedencia del individuo, sexo y
provincia por poseer el AIC mas bajo (Figura 9). A pesar del ajuste, este modelo sélo explica un 10,3% de

la varianza (devianza) total de la variable respuesta.

Los resultados del modelo (Tabla 6) demuestran que el riesgo de infeccion por C. burnetii en las hembras
es menor que el de los machos y que esta diferencia es estadisticamente significativa. En este subconjunto
de datos se observo una prevalencia de infeccidon por C. burnetii del 26,7% (1C95%: 20,3-34) frente al 15,7%
(1C95%: 10,7-21,9) en las hembras.
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Se observa que existen diferencias estadisticamente significativas en el riesgo de infeccion en funcién de
la Procedencia de los individuos. Los individuos cazados presentan un riesgo de infeccidon 1,5 veces
superior al de los individuos vivos y mayor que el de los individuos hallados muertos. La prevalencia de
infeccidn por C. burnetii observada fue del 13,1% (1C95%: 9-18,3) en animales capturados vivos, del 28,0%
(1C95%: 12,1-49,4) en animales hallados muertos y del 36,5% (IC95%: 27,3-46,6) en animales cazados por

las rapaces depredadoras.

Finalmente, este modelo seiiala que el riesgo de infeccion por C. burnetii difiere en relacién a la provincia
de estudio (Figura 9), con menor nivel de prevalencia en Zamora (12,6%, 1C95%: 18,2-38,2) en comparacién

con Palencia (23,9%, 1C95%: 7,1-20,3) y Valladolid (27,4%, 1C95%: 17,4-31,4).
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Figura 9. Prevalencia de infeccidn por C. burnetii e intervalo de confianza al 95% asociado en el
subconjunto de datos de la poblacién de Microtus arvalis en 2014 (Modelo 2) en funcién de: (A) Sexo; (B)
Procedencia del individuo; y (C) Provincia.

Modelo 3: Andlisis de la hipdtesis de cambios en la prevalencia de C. burnetii en la poblacion de topillos en
funcién de variaciones en la abundancia del hospedador.

Para el analisis de la tercera hipdtesis del estudio se seleccion6 como mejor modelo aquel que incluia la
covariable provincia (Tabla 6; Figura 10). Este modelo tan sélo pudo explicar el 2,6% del total de la varianza
(devianza) de la variable respuesta. En este estudio realizado unicamente sobre animales capturados con
cajas trampa se observo un riesgo de infeccion mucho mas elevado (del orden de 2,4 veces) en los topillos
de las zonas de estudio en la provincia de Palencia (15,0%, 1C95%: 2,7-11,9) frente al riesgo experimentado

por los topillos de la provincia de Zamora (6,2%, 1C95%: 10,6-20,3).
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Figura 10. Prevalencia de infeccion por C. burnetii e intervalo de confianza al 95% asociado en el
subconjunto de la poblacién de Microtus arvalis analizado en el Modelo 3 y en relacidn a la provincia de
origen.

Tabla 6. Resultados obtenidos de los modelos de regresion logistica binaria.

Variable Categoria B Std. Err. z P AIC AAIC DE (%)
m12 Intercepto - -2,0281 0,2379 -8,527 <2e-16 *** 125,7 - -
m2 Intercepto - -1,6393 0,3646 -4,496 6,91e-06 *** 335,9 27,6 10,3

Sex Macho Ref Ref Ref 20.01859 *

Hembra -0,6573 0,2829 -2,332 0,0202 *
Procedencia Capturado Ref Ref Ref 37,299e-06 ***
Muerto 0,7170 0,5054 1,419 0,1559
Cazado 1,5080 0,3212 4,695 2,67e-06 ***
Prov Valladolid Ref Ref Ref 20.01574 *
Zamora -0.6829 0.3985 -1.714 0.0866
Palencia 0.3739 0.3646 1.025 0.3051
m3 Intercepto - -2.7163 0.3651 -7.441 9.99e-14 *** 255,7 4.7 2,6
Prov Zamora Ref Ref Ref 0,009904**
Palencia 0.9800 0.4097 2.392 0.0168 *

Cddigo del valor significativo: (*) 0.05; (**) 0.01; (***) 0.001

2m1: Modelo 1; m2: Modelo 2; m3: Modelo 3

Discusién

Este estudio proporciona informacidn complementaria a otros estudios de cdmo la dindmica poblacional
de M. arvalis puede influir en la circulacidn de patdgenos, tomando como ejemplo la bacteria C. burnetii,
en funcidn de diferentes factores de la ecologia de este roedor, ademas de un avance significativo en el
conocimiento en epidemiologia de patdgenos compartidos con especies silvestres y domésticas. El
genotipado de algunas cepas de C. burnetii presentes en las poblaciones de topillo estudiadas demuestra
gue estas son las tipicas del ganado ovino (Gonzalez-barrio et al., 2016), con el cual el topillo campesino

comparte habitat. Ademas, considerando las particularidades epidemioldgicas de C. burnetii como su alta
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resistencia ambiental, este modelo puede servir para el estudio de otros patdgenos compartidos por

ganado, otros animales silvestres o personas con el topillo campesino.

Consideraciones metodoldgicas

Los resultados obtenidos son puramente correlacionales y descriptivos debido a la naturaleza del estudio.
Si la finalidad del estudio es establecer relaciones de causa-efecto entre las covariables estudiadas y el
riesgo de infeccidn, deberian plantearse experimentos replicados en una situacion controlada, haciendo

inferencia en factores determinantes como posibles predictores del riesgo de infeccién de C. burnetii.

En segundo lugar, el tamafio muestral en los diferentes subgrupos fue balanceado, salvo en los animales
encontrados muertos. Muchos de los topillos mueren dentro de las madrigueras, por lo que es imposible
encontrarlos todos mediante la inspeccidn del terreno. Este muestreo fue totalmente oportunista, aunque
también homogéneo. Seria recomendable homogeneizar estos muestreos, pero las oportunidades que
brinda el muestreo de la fauna silvestre, y mas de este tipo, oportunisticos, dificultan poder conseguir una

cantidad de individuos mas equitativa.

En tercer lugar, hay que considerar algunos aspectos epidemioldgicos importantes en la descripcidn del
desarrollo y evolucién de patégenos en hospedadores, como son la distribucidn geografica y el tiempo. En
este punto, cabe sefialar que el estudio podria haber presentado mayor solidez mediante una evaluacién
continuada en el tiempo, no sélo en los afios 2012 y 2014. Esto no sélo da pie a proponer cambios en la
metodologia de posibles futuros trabajos, también es una recomendacidn para futuras investigaciones, y

futuros planteamientos de vigilancia activa de enfermedades en fauna silvestre.

Seria recomendable un cambio en la metodologia de deteccién de C. burnetii, ya que resulta mas efectiva
a partir de tejido adiposo al permitir una deteccién del agente hasta 4 meses post-infeccién, cuando ya no

se detecta la bacteria en sangre, higado, pulmones o bazo (Bechah et al., 2014).

Discusién de resultados

Los resultados mostraron que el habitat y factores individuales, exceptuando el sexo, no son
determinantes en el riesgo de infeccidn por esta bacteria. El sexo, sin embargo, aunque sélo fue una
covariable estadisticamente significativa en el segundo modelo, en todos los modelos se observé cémo
disminuia la probabilidad de infeccion en hembras respecto a los machos. Estos resultados concuerdan
con la hipdtesis de partida de que los machos, debido a su actividad y comportamiento mas dinamico que
las hembras (Andreassen et al., 2013), podrian tener mayor probabilidad de contacto con posibles focos
de transmision de forma tanto directa como indirecta, aumentando de este modo la probabilidad de
contagio y pudiendo explicar una prevalencia mas alta que en las hembras. Corroborariamos asi parte de

la hipdtesis planteada en el objetivo 1.
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Por otro lado, los resultados observados en topillos capturados vivos, encontrados muertos y cazados en
2014, mostraron diferencias significativas. En los que habian sido cazados por aves rapaces se vio una
prevalencia mas alta de C. burnetii que los otros dos subgrupos, siendo mas del doble que en el caso de
los capturados vivos. Esto se encuentra en la misma linea que la segunda hipétesis; los depredadores
podrian ser selectivos en la caza de topillos y podrian estar seleccionando individuos mas enfermos, o con
mas signos clinicos debido a una o varias enfermedades concomitantes producidas por patdégenos
infecciosos, entre ellos patdgenos zoondticos como C. burnetii. Si esto fuera asi, la depredacién podria
producir dos efectos importantes en el control de patégenos mediante el control de las plagas de topillos,
uno, mediante la eliminacién de individuos enfermos y otro efecto, como desencadenante de la fase de
declive del ciclo poblacional (Andreassen et al., 2013). En caso de ser asi, seria una herramienta muy Uutil,
ademas de una buena alternativa al uso de rodenticidas que generan problemas medioambientales antes

mencionados (Martinez-Padilla et al., 2017; Vidal et al., 2009).

La hipdtesis de la existencia de una posible dependencia de la densidad de topillos sobre la prevalencia de
C. burnetii en este caso no se pudo confirmar. Los resultados del andlisis estadistico no mostraron
diferencias significativas entre periodos con abundancia baja y alta en la zona de estudio. Esto podria
significar dos cosas, o bien que el efecto de la denso-dependencia sea poco potente (quizas asociado a la
capacidad de resistencia ambiental de C. burnetii), por tanto, habria que aumentar el tamafio muestral
para poder valorar efectos estadisticamente significativos, y por otro lado, podria significar que este
patdégeno no es denso-dependiente para esta especie, a diferencia de otras especies como los rumiantes
(Gonzélez-Barrio et al., 2015; Pifiero et al.,, 2014). Como se comenta en la seccidn de consideraciones
metodoldgicas, un muestreo enfocado a una serie de afios larga podria arrojar luz sobre la denso-
dependencia en la transmisidén de este patdgeno asociada al topillo campesino como se ha hecho para

otros patdgenos (Luque-Larena et al., 2015).

En cuanto al lugar de donde procedian los animales, se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre las tres provincias, siendo los topillos provenientes de Zamora los que presentaban
menor probabilidad de infeccidn frente a los de las provincias de Valladolid y Palencia. Como se comenta
anteriormente, las variaciones en la abundancia de topillos en Valladolid fueron menores que en Zamora
y Palencia entre 2012 y 2014, por lo que es probable que en Valladolid algtn factor extrinseco como el
contacto con ganado ovino infectado por C. burnetii, entre otros factores, pueda determinar los niveles de
prevalencia de infeccién observados. En relacion a los cambios entre Palencia y Zamora parece que, a pesar
de ser territorios cercanos y muy similares ambientalmente, las abundancias son mayores en Palencia,

quizds explicando en parte la esperada denso-dependencia en la transmisién de C. burnetii.
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Alternativamente, la exposicion a otros factores que favorezcan la transmisidon podria ser mayor en las

zonas de estudio en Palencia que en Zamora.

Una de las consideraciones a tener en cuenta en este estudio estd en relacién a la presencia y posible
variacion en la abundancia de los depredadores. Se podria pensar que las especies de depredadores
podrian disminuir al reducirse la poblacién de topillos, tras la fase de declive, y por tanto el control
bioldgico no ser permanente. Sin embargo, la ventaja de las especies depredadoras generalistas, como son
el cernicalo vulgar y la lechuza comun (SEO BirdLife, 2017), es que en los periodos inter-epizodticos de los
ciclos de los topillos, estas aves podrian alimentarse de otras presas ya que no necesitan una sola especie,
a diferencia de depredadores especialistas, para sobrevivir. Sin embargo, tener en cuenta estos datos para
estudios futuros mejorard la capacidad de modelizar el riesgo de transmisidon y mantenimiento de C.

burnetii en las poblaciones de topillo campesino de Castilla y Ledn.

Para terminar, es importante mencionar la devianza explicada en los diferentes modelos. El segundo
modelo fue el que explicaba mayor porcentaje de varianza total sobre la variable de respuesta (10,3%).
Esto implica que los factores que se incluyeron no son suficientes para poder explicar el riesgo de infeccién
por C. burnetii, o bien que no se estudiaron los factores mds importantes en el riesgo de infeccién por C.
burnetii. Para futuras investigaciones seria recomendable ampliar el abanico de variables independientes
qgue puedan influir sobre el riesgo de infeccion, ya que es probable que haya variables, o la interaccion de
éstas, que expliquen un mayor porcentaje de la varianza y puedan dar lugar a una aproximaciéon mayor en

los factores que modulan el riesgo de infeccion.

Este trabajo supone el primer estudio sobre la dindmica epidemioldgica de C. burnetii en las poblaciones
de topillo campesino de Castilla y Ledn, por lo que proporciona una base importante para progresar en el

conocimiento de este patégeno zoondtico en el futuro.

Conclusiones

1) Coxiella burnetii es una bacteria que esta presente en las poblaciones de topillo campesino (Microtus
arvalis) situadas en la Comunidad Auténoma de Castilla y Ledn en prevalencias de infeccion
comparables a las observadas en rumiantes domésticos y especies silvestres.

2) Se observaron diferencias estadisticamente significativas en la prevalencia de C. burnetii entre las
poblaciones de topillo campesino procedentes de las tres zonas de estudio en Castilla y Ledn, siendo
Zamora la que presentaba la prevalencia mas baja frente a las poblaciones de Palencia y Valladolid.

3) La prevalencia de Coxiella burnetii en ejemplares de topillo campesino depredados por aves rapaces
como el cernicalo vulgar (Falco tinnunculus) y la lechuza comun (Tyto alba) es mayor que la prevalencia

media de la poblacién, lo que podria relacionarse con una presion de depredacion diferencial por parte
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de estas aves hacia topillos infectados. Asi, el control biolégico basado en depredadores podria
constituir una herramienta para el control de los patégenos presentes en las poblaciones de topillo
campesino.

4) La prevalencia de Coxiella burnetii en machos es mas alta que en hembras de topillo campesino,
probablemente debido a diferencias comportamentales entre ambos sexos de esta especie.

5) En el marco de este estudio, no se hallaron diferencias en la prevalencia de C. burnetii asociadas a los
cambios en la densidad de poblacién de topillo campesino, probablemente debido a que sélo se
estudiaron dos afos diferentes. Asi, demostrar el efecto del control bioldgico basado en depredadores

sobre la prevalencia de patdgenos debera analizarse en el futuro en base a series temporales largas.
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de muestras y diagndstico anatomopatoldgico para vigilancia activa de tuberculosis en ungulados
silvestres. Estudio de mortalidad en rayones utilizando técnicas de radio-seguimiento o radio-tracking.
Colaboracién en un proyecto de investigacién de determinacion de interacciones entre ungulados

silvestres en el Parque Nacional de Dofiana.

Bibliografia

Akaike, H. (1974). A New Look at the Statistical Model Identification. /IEEE Transactions on Automatic
Control, 19(6), 716-723.

Aldea-Manisilla, C., Nebreda, T., Garcia de Cruz, S., Dodero, E., Escudero, R., Anda, P., & Campos, A. (2008).
Tularemia: una década en la provincia de Soria. Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica,
28(1), 21-26.

Andreassen, H. P., Glorvigen, P., Rémy, A., & Ims, R. A. (2013). New views on how population-intrinsic and
community-extrinsic processes interact during the vole population cycles. Oikos, 122(4), 507-515.

Bechah, Y., Verneau, J., Amira, A. Ben, Barry, A. O., Lépolard, C., Achard, V., Panicot-Dubois, L., Textoris, J.,

Capo, C., Ghigo, E. & Mege, J. L. (2014). Persistence of Coxiella burnetii, the agent of Q fever, in murine
adipose tissue. PLoS ONE, 9(5).

Bengis, R. G., Leighton, F. A., Fischer, J. R., Artois, M., Morner, T., & Tate, C. M. (2004). The Role of Wildlife
in Emerging and Re- Emerging Zoonoses. Revue scientifique et technique (International Office of
Epizootics), 23 (2)(September 2004), 497-511.

Caetano, J. C., Ferreira, S., & Silva, G. J. Da. (2017). The principales and practice of Q fever. The one health
paradigm.

Davis, S. (2004). Predictive Thresholds for Plague in Kazakhstan. Science, 304(5671), 736-738.

Elton, C. S. (1924). Periodic fluctuations in the numbers of animals: their causes and effects. British Journal
of Experimental Biology, 2, 119-163.

Elton, C. S. (1942). Voles, mice and lemmings. Problems in population dynamics. Oxford, UK: Clarendon.

28



Gliwicz, J. (1997). Space use in the root vole: basic patterns and variability. Ecography, 20(4), 383-389.

Gonzalez-Barrio, D., Avila, A. L. V., Boadella, M., Beltran-Beck, B., Barasona, J. A., Santos, J. P. V, Queirds,
J. & Ruiz-Fons, F. (2015). Host and environmental factors modulate the exposure of free- ranging and
farmed red deer (Cervus elaphus) to Coxiella burnetii. Applied and Environmental Microbiology,
81(18), 6223-6231.

Gonzalez-barrio, D., Garcia, J. T., Jado, |., Olea, P. P., Vifiuela, J., & Ruiz-Fons, F. (2016). Have small mammals
been neglected as Coxiella burnetii reservoirs? En 12th Conference of the European Wildlife Disease
Association (EWDA), Berlin 2016 (pp. 1-2).

Gortdzar, C., Acevedo, P., Ruiz-Fons, F., & Vicente, J. (2006). Disease risks and overabundance of game
species. European Journal of Wildlife Research, 52(2), 81-87.

Gyuranecz, M., Rigé, K., Dan, A., Féldvari, G., Makrai, L., Dénes, B., Fodor, L., Majoros, G., Tirjak, L. & Erdélyi,
K. (2011). Investigation of the Ecology of Francisella tularensis During an Inter-Epizootic Period.
Vector-Borne and Zoonotic Diseases, 11(8), 1031-1035.

Hanski, I., Henttonen, H., Korpimaki, E., Oksanen, L., & Turchin, P. (2001). Small-rodent dynamics and
predation. Ecology, 82(6), 1505-1520.

Jacob, J., & Tkadlec, E. (2010). Rodent outbreaks in Europe: dynamics and damage. Rodent outbreaks:
ecology and impacts, (January), 207.

Jarefio, D. (2014). Las plagas de topillo campesino (Microtus arvalis) en Castilla y Ledn: efectos del clima,
los cambios en el uso del suelo, e impacto sobre el ecosistema global. Tesis doctoral.

Jones, K. E., Patel, N. G., Levy, M. A,, Storeygard, A., Balk, D., Gittleman, J. L., & Daszak, P. (2008). Global
trends in emerging infectious diseases. Nature, 451(7181), 990-993.

Keesing, F., Belden, L. K., Daszak, P., Dobson, A., Harvell, C. D., Holt, R. D,, ... Ostfeld, R. S. (2010). Impacts
of biodiversity on the emergence and transmission of infectious diseases. Nature, 468(7324), 647-
652.

Krebs, C. J. (1994). POPULATION CYCLES REVISITED CHARLES. Journal of Mammology, Vol. 77, No. 1, pp 8-
24,77(1), 8-24.

Lambin, X., Bretagnolle, V., & Yoccoz, N. G. (2006). Vole population cycles in northern and southern
Europe: Is there a need for different explanations for single pattern? Journal of Animal Ecology, 75(2),
340-349.

Luque-Larena, J. J., Mougeot, F., Roig, D. V., Lambin, X., Rodriguez-Pastor, R., Rodriguez-Valin, E., ...
Escudero, R. (2015). Tularemia Outbreaks and Common Vole ( Microtus arvalis ) Irruptive Population
Dynamics in Northwestern Spain, 1997-2014. Vector-Borne and Zoonotic Diseases, 15(9), 568-570.

Lugue-Larena, J. J., Mougeot, F., Vifiuela, J., Jarefio, D., Arroyo, L., Lambin, X., & Arroyo, B. (2013). Recent

large-scale range expansion and outbreaks of the common vole (Microtus Arvalis) in NW Spain. Basic
29



and Applied Ecology, 14(5), 432-441.

Martinez-Padilla, J., Lopez-ldidquez, D., Lépez-Perea, J. )., Mateo, R., Paz, A., & Vifiuela, J. (2017). A negative
association between bromadiolone exposure and nestling body condition in common kestrels:
management implications for vole outbreaks. Pest Management Science, 73(2), 364-370.

Maurin, M., & Raoult, D. (1999). Q Fever. Clin Microbiol Rev, 12(4), 518-553.

Meerburg, B. G., & Reusken, C. B. E. M. (2011). The role of wild rodents in spread and transmission of
Coxiella burnetii needs further elucidation. Wildlife Research, 38(7), 617-625.

Meerburg, B. G., Singleton, G. R., & Kijlstra, A. (2009). Rodent-borne diseases and their risks for public
health. Critical Reviews in Microbiology (Vol. 35).

Mills, J. N., & Childs, J. E. (1998). Ecologic studies of rodent reservoirs: Their relevance for human health.
Emerging Infectious Diseases, 4(4), 529-537.

Mougeot, F., Garcia, J. T., & Vifuela, J. (2011). Breeding biology, behaviour, diet and conservation of the
red kite (Milvus milvus), with particular emphasis on Mediterranean populations. Ecology and
conservation of European dwelling forest raptors and owls, 190-204.

Naranjo, V., Gortazar, C., Vicente, J., & de la Fuente, J. (2008). Evidence of the role of European wild boar
as a reservoir of Mycobacterium tuberculosis complex. Veterinary Microbiology, 127(1-2), 1-9.

OIE. (2017). OneHealth: OIE - World Organisation for Animal Health. Recuperado 8 de junio de 2017, a
partir de http://www.oie.int/en/for-the-media/onehealth/

Ostfeld, R. S., & Holt, R. D. (2004). Are predators good for your health? Evaluating evidence for top-down
regulation of zoonotic disease reservoirs. Frontiers in Ecology and the Environment, 2(1), 13-20.

Paz, A, Jarefio, D., Arroyo, L., Vifiuela, J., Arroyo, B., Mougeot, Luque-Larena, J.J., & Fargallo, J. A. (2013).
Avian predators as a biological control system of common vole (Microtus arvalis) populations in
north-western Spain: Experimental set-up and preliminary results. Pest Management Science, 69(3),
444-450.

Pifiero, A., Ruiz-Fons, F., Hurtado, A., Barandika, J. F., Atxaerandio, R., & Garcia-Pérez, A. L. (2014). Changes
in the dynamics of Coxiella burnetii infection in dairy cattle: An approach to match field data with the
epidemiological cycle of C. burnetii in endemic herds. Journal of Dairy Science, 97(5), 2718-2730.

Rossow, H., Forbes, K. M., Tarkka, E., Kinnunen, P. M., Hemmil&, H., Huitu, O., ... Vapalahti, O. (2014).
Experimental infection of voles with Francisella tularensis indicates their amplification role in
tularemia outbreaks. PLoS ONE, 9(10).

Ruiz-Fons, F. (2017). A Review of the Current Status of Relevant Zoonotic Pathogens in Wild Swine (Sus
scrofa) Populations: Changes Modulating the Risk of Transmission to Humans. Transboundary and
Emerging Diseases, 64(1), 68-88.

Schmidt, S., Essbauer, S. S., Mayer-Scholl, A., Poppert, S., Schmidt-Chanasit, J., Klempa, B., Ulrich, R. G.
30



(2014). Multiple infections of rodents with zoonotic pathogens in Austria. Vector borne and zoonotic
diseases (Larchmont, N.Y.), 14(7), 467-75.

SEO-BirdLife. (2017). SEO BirdLife. Recuperado 20 de julio de 2006, a partir de https://www.seo.org/

Steen, H., Yoccoz, N. G., Anker, R,, Steen, |., And Ims, N. G., Steen, H., & Ims, R. A. (1990). Predators and
small rodent cycles: an analysis of a 79-year time series of small rodent population fluctuations. Ims
Source: Oikos OIKOS, 59(59), 115-120.

Stein, A., Saunders, N. A., Taylor, A. G., & Raoult, D. (1993). Phylogenic homogeneity of Coxiella burnetii
strains as determinated by 16S ribosomal RNA sequencing. FEMS Microbiol Lett, 113(3), 339-344.

Taylor, L. H., Latham, S. M., Woolhouse, M. E. J., Lathamt, S. M., & Bush, E. (2001). Risk factors for human
disease emergence. Philosophical Transactions: Biological Sciences., 356(1411), 983-989.

Thompson, R. C. A. (2013). Parasite zoonoses and wildlife : One health , spillover and human activity.
INTERNATIONAL JOURNAL FOR PARASITOLOGY.

Viana, M., Mancy, R., Biek, R., Cleaveland, S., Cross, P. C., Lloyd-Smith, J. O., & Haydon, D. T. (2014).
Assembling evidence for identifying reservoirs of infection. Trends in Ecology and Evolution, 29(5),
270-279.

Vicente, J., Pérez-Rodriguez, L., & Gortazar, C. (2007). Sex, age, spleen size, and kidney fat of red deer
relative to infection intensities of the lungworm Elaphostrongylus cervi. Naturwissenschaften, 94(7),
581-587.

Vidal, D., Alzaga, V., Luque-Larena, J. J.,, Mateo, R., Arroyo, L., & Vifiuela, J. (2009). Possible interaction
between a rodenticide treatment and a pathogen in common vole (Microtus arvalis) during a
population peak. Science of the Total Environment, 408(2), 267-271.

Vifiuela, J., Paz, A., Luque-Larena, J. J., Rodriguez-Pastor, R., Arroyo, B., Mougeot, F., ... Fargallo, J. A. (2015).
Nest-box supplementation for eurasian kestrel and barn owl as a biological control tool for common
vole (Microtus arvalis) outbreaks in croplands in NW Spain. En «10TH VERTEBRATE PEST
MANAGEMENT CONFERENCE», Sevilla.

Zuur, A. F., leno, E. N., & Elphick, C. S. (2010). A protocol for data exploration to avoid common statistical

problems. Methods in Ecology and Evolution, 1(1), 3-14.

31



Anexos

Anexo I: Protocolo de necropsias de micromamiferos (versién reducida).

Preparacidn del material y animales para necropsia: Descongelar animales 24 horas antes temperatura
de refrigeracién (4°C). Relacionar orden de entrada de cada individuo con una referencia en el registro de
necropsias de mamiferos (M 00000/afio). Y preparar material para tejidos: 10 tubos de 3ml para congelar
a 10 tubos de 3ml (para congelar a -20°C): CER/PUL/COR/BAZO/HIG/RIN/REPR/HECES/MUSC/GRASA; 2
bolsas zip de 5cm: CAB/DIGES; 2 Tubos de microcentrifuga: ECTOP/SANGRE; 1 Formolin de 60 mL.

Identificar cada tubo, bolsa, tubo de microcentrifuga o bote para formolin con la etiqueta correspondiente.

Material de seguridad personal y diseccion: Doble guante, mascarilla, manguitos y pantalla de proteccion
facial. Pinzas finas x2, bisturi, tijeras finas. Bandeja de porexpan, agujas, tabla de corte, 3 botes con agua
(sucia, +lejia y limpia). Lamparita y papel secante. Cinta métrica, calibre (pie de rey), balanza de precision
3100g Sens. 0.01g (Advenrurer® OHASUS, Greifensee, CH), placas Petri para pesar y pipeta pasteur. La
gradilla (para cada animal) con los 10 tubos, las 2 bolsitas, 2 tubos de microcentrifuga y 1 bote de formol

al 10%.

Metodologia: 1- Rellenar ficha de necropsias con datos de referencia de campo de cada topillo (durante
el proceso se anotaran en esta ficha todas las medidas que se tomen ademas de observaciones y muestras
tomadas). Recoger ectoparasitos en un tubo de microcentrifuga (ECTOP) con etanol al 70%, tomar medidas
biométricasy pesar animal en balanza de precision. Fijar animal en hocico, y extremidades mediante agujas

en la bandeja de porexpan.

2- Realizar incisidn con bisturi en la piel del animal, y realizar una diseccion de la piel desde el hocico hasta
el ano. MUSC y GRASA: tomar muestras de musculo y grasa en los tubos correspondientes. Buscar posible
microchip en tejido subcutdneo a nivel de las apéfisis espinosas de las vértebras cervicales y tordcicas. CER:

Coger linfonodos y tonsilas a ambos lados de la traquea.

3-Cavidad toracica: Sujetar xifoides (esterndn) con las pinzas, abrir una ventana con el bisturi rompiendo
las costillas. Tomar muestras de sangre o exudado sanguinolento en cavidad toracica con pipeta pasteur
de 1.5 mL. Tomar muestras de pulmén y corazdn para formol y para congelar una vez inspeccionados (PUL

y COR). Tomar muestra de diafragma para MUSC.

4-Cavidad abdominal: Pesar bazo y rifiones. Coger muestra para congelar y para formol de bazo (BAZO),
higado (HIG), rifién (RIN). Introducir las glandulas adrenales en el bote de formol. Tomar muestra de heces
en recto y ultimo tramo del colon (HECES). Introducir el resto del aparato digestivo abdominal en bolsa

DIGEST.
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5-Aparato reproductor (REPR). Hembras: Ovarios, se guardan el formol. Contar y anotar cicatrices uterinas,
guardar Utero en tubo para congelar, junto con fetos, si hay, y vejiga (REPR). En el caso de que haya fetos

se pesan y se miden. Machos: Pesar y medir testiculos, guardar en tubo para congelar (REPR).

6-Cortar comisuras labiales, dislocar mandibula y medir y anotar incisivos, primer molar y serie molar de

mandibula superior. Introducir cabeza con encéfalo en bolsa zip (CAB).

Registro de tejidos y archivo: Una vez completada la ficha de necropsias con todas las observaciones y
anotaciones necesarias (referencia del animal, referencia de campo, medidas, muestras tomadas vy
observaciones). Almacenar todas las muestras conjuntamente (en la tuboteca) a temperatura de
congelacion (-200C). Completar ficha de registro de la tuboteca con las muestras almacenadas y su

correspondiente referencia.

Laboratorio de Patologia: Guardar ectoparasitos en zona de ectoparasitos del laboratorio de patologia.
Centrifugar cada una de las sangres en la microcentrifuga (VWR™ Galaxy D Digital Microcentrifuges,
Radnor, PA, EEUU) a 10.000 rpm durante 10 minutos. Extraer el suero resultante de cada muestra y
congelarlo en la seroteca, registrar conjuntamente la referencia de necropsia y la referencia del suero en

la hoja de registro de la seroteca.
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Anexo lll: Tabla de tamafios muestrales y covariables empleados en los distintos modelos de regresién

logistica binaria.

Tamaios muestrales empleados en cada covariable dentro de cada modelo de regresién logistica binaria,

junto con las diferentes prevalencias en cada subgrupo con un intervalo de confianza del 95%.

Modelo  Tamafio muestral Variable Categoria Positivos/Total Prevalencia (%) 1C 95%
ml n=172 Tipo de cultivo Alfalfa 9/71 12,68 5,96-22,70
Cereal 11/101 10,89 5,56-18,65
Sistema de cultivo  Secano 11/102 10,78 5,51-18,48
Regadio 9/70 12,86 6,05-23,01
Sexo Machos 13/89 14,61 8,01-23,68
Hembras 6/79 7,59 2,84-15,80
m2 n=350 Estado Capturado vivo 29/221 13,12 8,97-18,29
Encontrado muerto 7/25 28,00 12,07-49,39
Cazado 38/104 36,54 27,31-46,55
Provincia Valladolid 23/84 27,38 18,21 -38,20
Zamora 14/111 12,61 7,07-20,26
Palencia 37/155 23,87 17,4-31,37
Sexo Machos 46/172 26,74 20,29-34,02
Hembras 28/178 15,73 10,71-21,93
m3 n=356 Provincia Zamora 8/129 6,20 2,72-11,85
Palencia 34/227 14,98 10,60-20,30
Sexo Machos 26/179 14,53 9,71-20,55
Hembras 16/177 9,04 5,26-14,26
Afio 2012 19/171 11,11 6,82-16,81
2014 23/185 12,43 8,05-18,07
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