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DISCURSO DE PRESENTACION






DISCURSO DE PRESENTACION POR
EL ACADEMICO DE NUMERO EMERITO

Ilmo. Dr. D. José Maria Calleja Suarez

PARA EL INGRESO DEL ACADEMICO
CORRESPONDIENTE

Excmo. Dr. D. Antonio Martinez Fernandez

Ilmo. Sr. Presidente de la Real Academia de Farmacia de
Galicia,

Ilmos. Srs. Académicos,
Ilmas. Autoridades,

Sefioras y Sefores.

En primer lugar, quiero agradecer a la Junta de Gobierno de
la Academia que me permita presentar a mi admirado y amigo
Antonio Martinez Fernandez, que después de mas de 40 afos
vuelve a estas tierras gallegas aportando su experiencia, saber y

conocimientos en el campo de las ciencias farmacéuticas.

No es facil hacer una presentacion equilibrada del Prof.
Martinez, porque en mi opinién posee uno de los curriculos mas
amplios, densos y completos de un Profesor universitario, para lo
que es necesario disponer de mucho mas tiempo que el
recomendable para este acto.

Antonio Martinez nace en San Pedro de Luna, pueblo del
Ayuntamiento de Ldncara de Luna en el norte de la provincia de
Leoén, en el macizo montafioso asturleonés, pueblo hoy sumergido

bajo las Aguas del pantano de Los Barrios de Luna.



Nace en el seno de una familia numerosa, de padres
docentes que le imprimen caracter. Estudia su carrera en la
Facultad de Veterinaria de Ledn, licenciandose con Premio
Extraordinario y Premio Nacional Fin de Carrera, ingresa en el
laboratorio de Parasitologia y realiza su Tesis Doctoral bajo la
direccion del Prof. Cordero del Campillo, que culmina también con
Premio Extraordinario. Y se incorpora a la labor docente en la
Facultad de Veterinaria, primero como Ayudante de Clases
Practicas, luego Profesor Adjunto y posteriormente en 1972
alcanza por oposicion la plaza de Profesor Agregado de
Parasitologia animal de la Facultad de Santiago, situaciéon que
cambiarfa en 1975 al obtener la plaza de Catedratico en esta
Universidad, que durarfa hasta 1979, cuando por concurso de
traslado pasa a ser Catedratico de Parasitologia de la Facultad de
Farmacia de Madrid.

Estos siete afilos que transcurre su vida en Galicia, creo que
tienen gran trascendencia para ¢l y para la Facultad de Farmacia.

Para ¢él porque conoce una nueva Universidad, nueva
Facultad y nuevos contenidos, que creo que le agradan vy
complementan. Prueba de ello es que posteriormente, ya una vez
en Madrid, obtiene el Grado de Farmacia en la Universidad de
Alcala de Henares.

Para la Facultad de Farmacia porque durante todo este
periodo se integra y participa en la vida académica de la misma
habiendo desempefiado los cargos de Secretario de Facultad,
Vicedecano y durante un corto periodo de tiempo el de Decano en

funciones.

Y, mas importante, la llegada de Antonio Martinez a la
Facultad de Farmacia supone realmente el inicio de los estudios de
Parasitologia animal, asignatura que habia sido introducida en los
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estudios de Farmacia en el Plan de 1944 y que solo habia tenido un
catedratico por oposicién: Juan Homedes Ranquini que tomo
posesion el 12 de enero de 1946 y el 25 de marzo del mismo afo
fue nombrado Catedratico de la Universidad de Barcelona. Desde
entonces esta asignatura habfa oscilado por diferentes catedras. Yo
cuando cursé esta disciplina de Parasitologia animal, lo hice bajo el

contenido de Parasitologia vegetal.

No solo se normaliz6 el contenido, sino que se inici6 la
investigacion en Parasitologfa animal y en la Facultad comienzan a
defenderse Tesis Doctorales de esta Area, cuyos Doctores pasaron
a ser docentes y promotores de nuevos Doctores. Se creé un
Departamento y un Area de prestigio con Profesores formados en
la misma. Hasta seis Tesis Doctorales dirigidas por ¢él, se
defendieron en este periodo. Esto, creo que es el legado mas
importante que ha dejado el Profesor Antonio Martinez a la
Facultad de Farmacia de Santiago, al que por ello debemos enorme
gratitud.

En 1979 se traslada a Madrid, también a la Facultad de
Farmacia, yo creo que con cierta morrifia, y alli sigue poniendo de
manifiesto su vocacién y el espiritu universitario que ya
conociamos y asi, en distintos periodos dirige el departamento de
Parasitologia animal, también de la Escuela de Analisis clinicos.
También ha desempefiado el cargo de Vicerrector de Ordenacion
Académica y Obras en la Universidad Complutense.

En 1994 ingresa como Académico de numero en la Real
Academia Nacional de Farmacia donde ha desempenado cargos
como Presidente de Seccién, Vicepresidente y Secretario de la Real
Academia por un largo periodo.

Toda esta actividad sin descuidar las labores docentes e

investigadoras, que se pueden resumir en los siguientes nimeros.
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Es autor de mas de 200 trabajos de investigacién publicados, mas
de 60 Tesis Doctorales dirigidas, libros y capitulos de libros, toda
una densa obra que pone de manifiesto el espiritu de Antonio
Martinez.

Y, por ultimo, después de esta extensa carrera universitaria,
hay un hecho muy significativo. Antonio Martinez ha querido
volver a Galicia, volver a Santiago, donde inicié6 su andadura
desligada de su Facultad de Veterinaria, donde llegd con su esposa
Nieves y sus hijos Jos¢é Ramén y Antonio y quiero creer que
Galicia, Santiago y la Facultad de Farmacia dejaron mucha huella
que ahora quiere recuperar a través de la Real Academia de
Farmacia de Galicia, que también tiene que mostrarle gratitud por
sus ayudas en nuestro proceso de consolidaciéon nacional.

Gracias por haber vuelto.
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II

DISCURSO DE INGRESO






Excmo. Sr. Presidente de la
Real Academia de Farmacia de Galicia,

Excmas. e llmas. personalidades, Sras. y Sres:

Preambulo

En esta ocasion para mi memorable, voy a introducir con una
mezcla de tres sentimientos: respeto, tristeza y atrevimiento el
trabajo normativo de ingreso como Académico correspondiente de

esta Real Academia de Farmacia de Galicia.

Respeto por la audiencia de los que bien conozco y los
muchos que les han sucedido entre los miembros de esta sociedad
de ciencia biolégica, aqui bajo el techo protector e iluminante de la
farmacia; un profundo respeto nacido hace ya hace 53 afios en que
el destino me trajo una vez mas a estas tierras del Norte y Oeste de
este limite subcontinental europeo: el lugar donde histéricamente
terminaron todas las emigraciones humanas dirigidas siempre hacia
el sol poniente y a donde también, con la alegria del que alcanza un
objetivo anhelado, llegué un dia. El mio era entrar en la

Universidad con mayuscula, aunque fuera como maestro.

Tristeza porque dejaba atras, viniendo a Galicia, el pasado de
vivencias como alumno y profesor de un centro proto-
universitario, al que sélo la fuerza de las circunstancias me obligd a
pertenecer, pero al que habia aprendido a vivir, a querer también,
donde habia cosechado galardones inmerecidos, al que con este
paso renunciaba. Lo hacia también al mundillo profesional de la
ciudad de Le6n, de la Facultad y del CSIC del que era, en temprana
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edad, Investigador Cientifico. Me alejaba también de aquel valle de
mi nacimiento, indestructiblemente feliz en el recuerdo, que reposa
ahora bajo el agua del lago artificial de un pantano; constante
melancoélica que me impregna. Tristeza superada por la ilusion de
ser util en otra universidad, en otra profesién, en estas otras

responsabilidades para las que habia sido eligido.

Atrevimiento y certeza de que encontraria nuevos retos; los
ya intuidos derivados de dos hechos ciertos: 1a falta de tradiciéon de
la asignatura en esta facultad y la adaptacion personal ahora a un
programa nuevo: una parasitologia para unos nuevos profesionales
orientada a la especie humana y muy particularmente a los analisis
clinicos; en realidad, no era otra que la llevada a la practica del
programa escrito en la memoria de catedra de aquella oposicion a
Agregado de Universidad del pasado diciembre. Pronto supe que la
falta de tradicion afectaba solo a farmacia. La fortuna quiso que los
vecinos de planta de la vivienda que alquilamos fueran un médico
bondadoso Angel Pensado Couso y el experto naturalista y
ayudante del museo de Historia Natural, taxidermista, Santiago Vez
Quijano, que ademas de regalarles pieles primorosamente curtidas a
nuestros nifios, nos llevé al Museo y alli descubri la obra
memorable del entomoélogo Don Luis Iglesias y su texto de
Parasitologia; museo que durante 33 afios habia dirigido en la
Facultad de Ciencias Quimicas y manual de Parasitologia,
inexplicablemente desconocido por los que a la Parasitologia nos
dedicamos y que fue el hallazgo mas grato de aquel primer
encuentro con Santiago y su Universidad; un libro completo,
informado, bien escrito, plenamente recomendable y tutil a médicos
y farmacéuticos. Don Luis ya se habifa jubilado (1965) y residia
fuera de Santiago y su libro se vendia en la Libreria Gonzalez de la
Rua del Villar; sélo quedaban 10 ejemplares a precio modesto. Los
compré todos y a los amigos de la profesion he ido regalando.

16



Hora es, si me permiten, de hacer un minimo balance. En el
Haber del primer afio en Santiago, la acogida afable y protectora de
los amigos para siempre, José Maria Calleja Suarez, Gregorio
Nicolas Rodrigo, Ramén Alvarez y Marisa su mujer y su casa de
Sigueiro, el adusto y carifioso Don Pablo, (Pablo Sanz Pedrero)
Decano entonces, el afable Guitian, tan agudo de mente y tantos
otros. Muy especialmente el laboratorio excelentemente dotado del
microbi6logo Benito Regueiro Varela, al que todos llamaban Don
Benito, porque el Don era en ¢l consustancial. Un cientifico serio al
que deseo rendir homenaje. Su tolerancia y la bondad de Ramonita
Bahamonde, el hada buena de la facultad, sostuvieron con
paciencia el aterrizaje en la facultad del leonés éste, todo menos
diplomatico. Acaparador de espacios, de instrumentos y medios;
insoportable, supongo.

En el Debe de este recuerdo, la vivienda y su entorno
himedo. Les refiero una anécdota vivida las primeras Navidades en
Santiago. Nos fuimos a Madrid y al volver, vimos maravillados que
el mantel sobre la mesa redonda de los nifios habia florecido —
retofiado mejor — por flora de hongos recrecidos. La vivienda fue
nuestra peor experiencia en aquel Ensanche de Santiago donde

conviviamos con 20.000 y pico alumnos universitarios atrevidos.

Algo tenfa que tener esta tierra, ademas del primer invierno
en que conocimos la lluvia anti sentido: nos mojaba de abajo a
arriba, lluvia integral decfamos; algo permanente en el campo verde,
en los rios llenos de vida, en los hombres disimulando siempre una
inteligencia media superior, en la ciudad vieja encantadora vy
misteriosa y sobre todo, el hecho de pertenecer a una Universidad
que respiraba historia, tradicion, cultura donde nosotros podiamos
afiadir algo: crear una catedra que faltaba y a ello nos dedicamos y
aqui, tras mis casi ocho afos de estancia, queda afianzada.

Cientificos como Manuel Luis Sanmartin, Floro Martinez Ubeira,
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Elvira Ares Mazas, José M. Leiro y sus descendientes la sirven y
bien que se les conoce por su trabajo.

Esta especie de lazo de tiempo, entre el recuerdo de mi
venida a Santiago y éste presente en que la Real Academia de
Farmacia de Galicia me admite como Correspondiente, produce en
mi{ una imaginaria continuidad placentera que deseo agradecer de
inmediato; la invitacién de esta academia me ha vuelto a aquellos
afilos de mi experiencia compostelana en la que entré de pantalon
corto y sali adulto y que ahora tengo la ocasiéon brindada de

reconocer.

Como tantas cosas buenas — el nombramiento de
Correspondiente de esta Academia- ni me atrevi a desearlo, surgio
en este caso de la magnanimidad de vuestra direcciéon y de lo
saludable del recuerdo de tantos compaferos y amigos que aqui
han hecho su carrera y han sido recompensados con el honor de
crear y sostener esta academia de las ciencias farmacéuticas: Jose
Maria Calleja, Jesus Simal, Jesus Izco, Francisco Diaz-Fierros, José
Mifiones, Isaac Arias, Enrique Ravifia, Franco Fernandez, Isabel
Cadavid: con todos convivi como docente aqui y a todos y cada
uno les debo algo, gracias. Y especialmente a vuestro actual
Presidente Angel Concheiro Nine y a su Junta directiva, gracias por
invitarme a formar parte de esta entidad. Gracias especialmente
porque ello significa, repito, una especie de lazo permanente entre
mi pasado casi juvenil por estas tierras y el presente de este final de

ciclo en que me encuentro.
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El discurso:
Trichinella, protagonista de esta revision

Introduccion.

Consta de cuatro capitulos, dos de naturaleza introductoria y
dos, resumen de publicaciones propias sobre aspectos de la

biologia de las especies de Trichinella.

Los dos iniciales, son un intento didactico, desde mi optica,
de seguir el avance del conocimiento de la vida y evolucién de un
nematodo parasito que, sucesivamente, paso de ser mera curiosidad
cientifica a identificarse como peligroso enemigo de la salud
humana. Controlado de modo eficaz este ultimo aspecto, la
triquinosis, anécdota de su biologia, -sélo al hombre atribuible ya
que es una de las consecuentes de la domesticacion y explotacion
masiva de cerdos, que, por otra parte, sirvié para crear y afianzar
una de las misiones sociales de la profesiéon veterinaria, la
inspeccion y seguridad de los productos carnicos- ; parecia de
nuevo que todo estaba hecho en T7ichinella. Y una vez mas no fue
asi, gracias a su elaborada biologia que utiliza un mismo individuo
como si dos hospedadores se trataran, y a la facilidad de su manejo,
se convirti6 en un socorrido modelo experimental, sélo
posteriormente superado por Caenorbabditis elegans, en el mundo
amplisimo de la experimentacion con nematodos.

En el capitulo primero de este discurso intentamos mostrar
quién es Trichinella y sus especies y qué lugar ocupa en la naturaleza:

su origen, filogenia y taxonomia conocida por el momento.
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El segundo capitulo de esta a modo de introduccion,
desgrana los pasos del progreso de conocimiento del nematodo a
través de una asociaciéon cientifica especifica, ICT (International
Commission on Trichinellosis), creada en la década de los sesenta del
pasado siglo XX, extendiéndose hasta los afios veinte de este XXI
en que termina, en mi caso, el tiempo activo como parasitélogo;
son 48 afios del avance en el conocimiento de estos nematodos

parasitos singulares.

Tras esta prolija introduccion, dos capitulos mas mostrando
el trabajo personal mio y de los alumnos de doctorado de las
facultades de farmacia de las universidades de Santiago de
Compostela y Complutense de Madrid. El capitulo tercero esta
dedicado al “viaje a América de Trichinelld” desde Espafia, desde los
aflos inmediatamente siguientes al descubrimiento a la formacién
en Norteamérica de la raza porcina Duroc, asf como la importacion
de jabalies europeos y con ellos también, una vez mas, el viaje

como polizén de Trichinella.

Finalmente, el capitulo cuarto, es un recopilado breve de

algunos trabajos propios, fruto de tesis y publicaciones al efecto.
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1 Capitulo 1.

Trichinella (neologismo del griego #hris, trichos<cabello> e
mis<nifo>) es el diminutivo del nombre originario Trichina,
asignado por Richard Owen para un nuevo género de nematodos
que en el tiempo presente cuenta con especies que parasitan a

reptiles, aves y mamiferos.

Cuando en 1835 Richard Owen se apropidé del
descubrimiento del estudiante de primer curso de medicina James
Paget, publicé el descubrimiento de aquel entozoo parasito con el
nombre Trichina  spiralis.  Asi  se difundié aquel hallazgo
extraordinario como una curiosidad. Pero 60 afios mas tarde,
cuando ya se reconocia que era un importante parasito patdégeno, el
profesor veterinario de Historia Natural de la Escuela Nacional
Veterinaria de Alfort (Paris) Louis Joseph Alcide Railliet,
comprobando que el nominativo Trichina estaba ya ocupado, en
aplicaciéon de la Ley de Prioridad del Cédigo Internacional de
Nomenclatura Zoolégica, cambié su nombre al diminutivo
Trichinella con lo que la especie de nematodo que parasitaba a aquel
fabricante de barémetros italiano Paolo Blanchi, cuyo cadaver
disecaba el estudiante James Paget, su descubridor real, pasé a
lamarse Trichinella spiralis (Owen 1835, Railliet 1895). No fue tarde
bajo el punto de vista de nomenclatura zooldgica, si para el
lenguaje habitual que siguié denominandola Trichina o su
transliteraciéon Triquina y a la enfermedad que causa, Triquinosis.
Trichinella spiralis fue sélo la primera de las 11 especies gemelas y

tres genotipos que hoy se reconocen en la taxonomia aceptada el
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género, a su vez, imagen supuesta del proceso evolutivo de esta
especiacion particular.

No es aqui el lugar para desarrollar la historia del proceso,
véase al respecto obras como Gould(l), Grove(2), Pozio vy
Murrell(3), ni su morfologia, ecologia, infecciéon natural, patogenia,
diagnostico, tratamiento, profilaxis, control (Cordero, M. et al.)(4).
Tan so6lo nos vamos a ocupar de este género de invertebrados,
parasitos obligados, discurriendo a través del escalado universal de
su conocimiento y particular en mi —nuestro — progreso en
manejarle y entenderle mientras lo utilizabamos como modelo de

enseflanza y parasitologia experimental.

Trichinella es un género perteneciente a un grupo evolutivo de
animales invertebrados (los nematodos, Newatoda) que son uno de
los mas abundantes en la tierra, tanto en nimero de especies como
de individuos de una especie determinada. Las cifras que adelantan
los textos y autores son muy variadas, Chapman(4) en una
estimacion media apunta entre 12.000 bien descritas y mas de
80.000 las de algun modo denunciadas entre las mas de 500.000
posibles. Si se considera el hecho de que, en la practica, cada
especie de planta y animal terrestre tiene al menos una especie de
nematodo parasita, si so6lo se considera el parasitismo en plantas y
en vertebrados, por encima de 25.000 deben ser las especies de
nematodos con este habito. Realmente, se conoce someramente el
Phylum y pudiera haber millones de especies esperado ser
identificadas y nombradas.

Continua siendo controvertido su lugar en la naturaleza,
oscilando, en el progreso de los taxénomos entre la consideracion
de Clase dentro de un Phylum o Phylum propiamente dicho
Nematoda. Incluso el nombre y su acentuacion llana o esdrajula es
polémico. Por el momento, abandonandose la inclusiéon clasica

entre los Articulata (anélidos mas artrépodos), se acepta de
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momento el supuesto origen comun de nematodos y artrépodos
propuesto, tras el analisis de marcadores moleculares por
Aguinaldo y col 1997(5), (6), formando el Superphylum Ecdysozoa
(etimolégicamente, los que mudan) que agrupa a nematodos y
artrépodos; mudan para crecer a lo largo de su ciclo vital desde el
primer estado que emerge del huevo al adulto, al estar encerrados
por un exoesqueleto. El inconveniente, entre otros, es la naturaleza
y funcién de éste en los artrépodos como cajas articuladas rigidas
de quitina y en los nematodos como cubierta externa modelable de
colageno. También se acepta la ausencia comun de un estado
larvario inicial ciliado, que si tienen los otros invertebrados
prostémicos, por lo que las fases previas al estado adulto no son
larvas como asi llamabamos los parasitélogos, sino juveniles; los
cinco estados juveniles : J1, J2, J3, J4 y J5 separados por cuatro
mudas, del ciclo biolégico enunciado por Emile Maupas 1899(7), el
descubridor de uno de los modelos universales, Caenorhabditis elegans
que, junto con Drosophila melanogaster, un nematodo y un artrépodo,
son los dos grandes modelos de investigacion bioldgica; los
primeros metazoos también a los que se secuencié el genoma

entero en sus primeros borradores.

1.1 Taxonomia profunda

En una moderna clasificacién de los nematodos como la
aportada por Dorris et al.(8) se supera, con las bases morfolégicas y
ecologicas clasicas, la idea filogenética de la doble composicion del
filo en dos clases monofiléticas: Adenoforea (portadores de
glandulas) y Secernentea; considerando que es mas posible que los
Adenoforea sean parafiléticos, y origen de los Secernentea.

Los abundantisimos adenoforea habitan en el mar, aguas
dulces y suelos, con unos pocos parasitos de animales y plantas,
mientras que los Secernentea son fundamentalmente terrestres, con
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muchos grupos enteramente parasitos. Esta linea argumental se
afianza mediante los métodos filogenéticos moleculares. Asi, el
analisis de la subunidad pequefia del ARN ribosémico sugiere que
los nematodos surgen de adenoforeos ancestrales y a partir de uno
de sus ordenes principales, los Chromadorida, se organizan los
Secernentea. Se identifican asi cinco clados, dos estrictamente
adenoforeos: Clado Iy II. Aunque en ambos hay algin grupo que
parasita vegetales, en el Clado I predominan los parasitos animales
tanto de vertebrados (como T7ichinella, objeto de este documento)

como de invertebrados.!

1.2 Encuadre taxon6émico particular

Asumiendo que los nematodos son el filo de invertebrados
posiblemente menos explorado, con un numero millonario de
especies vivas, de las que cada afio se describen centenares y se
agrupan en filogenias moleculares particulares, resulta tarea ardua
proponer una clasificaciéon actualizada que se apoye en las tres
bases ahora clasicas: morfologia, molecularidad y biologia-ciclo o
desarrollo -. Hodda 2022(10) la aborda una vez mas. Simplificando,
esta es la situacion particular que nos interesa:

Phylum Nematoda
Clase Dorylaimea,
Orden Trichocephalida,

Familia Capillaridae con 20 géneros;

1 Kl resto de los clados se fue acomodando en ensayos de clasificacion
posteriores (Blaxter & Koutsovoulos(9) 2012. Asi, en el Clado III se situan
los grupos parasitos de interés sanitario: ascaridos, oxidridos, espiruridos);
en el Clado IV los otros grandes patdgenos vegetales (tilénquidos) ademas
de Strongyloides de animales; finalmente en el Clado V se sitian los
estrongilidos parasitos y rhabditidos de vida libre ( C.elegans, por ejemplo ).
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Familia Cystoopsidae, con 2 géneros
Familia Trichinellidae con cuatro géneros
Brevitomix, con lespecie
Echinocoleus, 5 especies

Hepatospira, 1 especie
Trichinella, 10 especies y tres genotipos
Familia Trichosomoididae, con 5 géneros

Familia Trichuridae, con 6 géneros

En el trabajo de Hodda citado, se recoge también la propuesta
de Andrey S. Bessonov 1996, en que divide el género Trichinella en
dos subgéneros: Trichinella (Irichinella) y Trichinella (Bessonoviella).
Bessonovzella (Bessonov 19906) es un sinoénimo de Trichinella (Railliet,
1895) IRMNG (Interim Register of Marine and Nonmarine Genera)
https://www.irmng.org/aphia.phprp=taxdetails.

Superada esta anécdota taxonémica, para mi, y supongo para
muchos de los lectores de este texto, la sorpresa es la aceptada
inclusiéon de cuatro géneros en la Familia Trichinellidae. Trichinella
fue durante 137 afios, desde 1835 hasta 1972, el raro ejemplo de
una Familia de animales con un solo género, y a su vez, con una
sola especie: Trichinella spiralis (Owen 1835) (Raillliet, 1895) y con
un ciclo biolégico unico bautizado con un término aparentemente
contradictorio: autoheteroxeno (aufo- uno mismo, heferos - otro, -
Xenos hospedador), otra curiosidad. En el momento actual se le
afladen varios companeros: Echinocolens. Brevitomix, Hepatospina; con
independencia de este ultimo género, con una sola especie. La clave
de identificacién, adaptada de la publicada por J.J.Vicente et al.(11)
es la siguiente:

Identificaciéon de géneros de la Familia Trichinellidae:
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e Bolsa copuladora del macho formada por dos l6bulos, no
asociados entre si por una membrana, con vaina espicular

espinosa:
e Con espicula: Echinocolens, Lopez -Neyra, 1947
e  Sin espicula: Brevitomix, Travassos et al. 1964

e Bolsa copuladora formada por dos l6bulos, no asociados

entre s{ por una membrana:

e Sin vaina ni espicula. Trichinella, Railliet,1895

La especie Brevithominx asperodorsus que fue descrita por
Travassos y col. en la revista Bolm. Biol. Prof. Mello-Leitao, vol.
23. p. 14, parasitando la submucosa de la molleja de aves linnicolas
de Suramérica. La volvié a encontrar Fagundes Avancini, 2009 (12)
en el pajaro quero, quero Venellus chilensis (Molina,1782). También
cuenta con una sola especie conocida Hepatoespina, H. acerinae que
fue descrita por Thieme, 1961(13) parasitando el higado de la perca
Acerina cernna . Son mas numerosas las especies descritas del género
Echinocaulus, Loépez-Neyra,1947(14) creado al describir en los
rabilargos  (Cyanopica c¢yanus) de la Peninsula Ibérica como
E.cpanopicea n.gn., n.sp., especie tipo. A este género se asignan hoy
dos especies parasitas de aves y dos de peces.

1.3 Razones para una taxonomia mas proxima

El género Trichinella es el mds abundante en especies
identificadas. De ser durante los mencionados 132 afios una especie
unica, a contar hoy con 13 taxones: 10 especies admitidas y tres
variedades innominadas salvo por las siglas T8 (Sudafrica), T9
(Japon) y T6 Montanias Rocosas al Oeste y Apalaches al Este de
Norteamérica. Ademas, tenemos la certeza de que no esta aun

finalizado el conocimiento de la radiacién adaptativa del género;
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fenémeno oculto, con especies cripticas, tras la “comodidad
evolutiva” de un ciclo autoheteroxeno, en el que el mismo
hospedador es el definitivo - en el que se alcanza el estado adulto y
la reproduccién sexual- y, el intermediario, donde el estado juvenil
J1 (convencionalmente, Larva I) espera la llegada del nuevo
hospedador que es otro carnivoro u omnivoro, ya sea depredador o

simplemente carrofiero.

El ciclo autoheteroxeno suministra una enorme estabilidad;
enlentecimiento del proceso evolutivo. La evolucién no obstante
continia a través, por una parte, del hospedador (segin su
susceptibilidad o resistencia y habitos alimentarios) en el area
geografica adoptada — emigracién obligada por cambio climatico -
(alopatrismos sobrevenidos)-. Por otra parte, de la resistencia de los
juveniles del parasito a la pérdida de riego sanguineo y muerte del
sincitio muscular que les alberga y sometimiento a las condiciones
térmicas del medio ambiente (resitencia a la putrefaccion; resistencia
a la congelacién). Todo el proceso de la especiacion oculta de
Trichinella sucede hace poco tiempo: en el Mioceno y Plioceno del
Neogeno, entre el Paleogeno y el Cuaternario (Pleistoceno y
Holoceno). El aparente motor principal de la evolucién oculta del

género fueron las glaciaciones en el hemisferio norte terrestre.

El trabajo de Korhonen et al. 2016(15) es el ultimo intento
conocido de reconstruir la filogenia del género tras secuenciar y
ensamblear el borrador de 16 genomas enteros de 9 especies: T.
spiralis, T1; T. nativa, T2; T. britovi, T3; T. murrellz, 'T5; . nelsoni, T7;
T. patagoniensis, T12) y tres genotipos (T8, T9 y T6 ), definiendo las
identidades genéticas de los taxones por las diferencias entre los
grupos de genes codificantes de proteinas. Asimismo, comparando
miles de secuencias de genes ortdlogos de copia unica, presentan
una hipétesis solida de la filogenia del género. Estiman que,

coincidiendo con la transiciéon entre el Oligoceno y el Mioceno, al
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comienzo de éste, hace unos 21 millones de afios, se produjo a
partir del ancestro comun paleogénico, la separacion entre las
triquinas acapsuladas — quistes musculares rodeados de una
lamina de colageno visible solo por microscopia electrénica — , de
reptiles y aves y secundariamente de mamiferos, de las capsuladas
— quistes musculares rodeados de una espesa capa de colageno,
visible por microscopia 6ptica convencional —, sélo en mamiferos.
Ya, previamente Zarlenga et al. 2006(16) habfan llegado, por

métodos diferentes a parecida conclusion.

Con referencia soélo a las capsuladas, la posterior radiacion
adaptativa producida hace entre 10 y 7 millones de afios, justo al
final del Mioceno, supuso la separacioén entre las nada resistentes a
la congelacion (1. spiralis y T. nelsoni) y todas las otras especies
resistentes en distinto grado. A lo largo del Pleistoceno van a
suceder las separaciones posteriores de estas ultimas. Su motor
evolutivo, deducimos, se debi6 al doble efecto de las sucesivas
glaciaciones sobre ambos (T7ichinella y mamifero); bien ocasionando
avances en la resistencia a la congelacion de la Triquinella o bien
provocando la emigracién del hospedador hacia 4areas mas
templadas, sin excluir el efecto simultaneo de ambos procesos.
Cada caso o su suma se tradujeron en las sucesivas y consecuentes
especiaciones alopatricas — aislamientos duraderos en areas

geograficas separadas—, formadoras de especie.

Las estimaciones deducidas vienen a postular que la radiacién
de las Trichinella encapsulada (exclusivas de mamiferos) comienza
con la mencionada separacion entre T. spiralis y T. nelsoni (7,8-4,1
millones de afos) y las siguientes durante unos 3 millones de afios,
en el Plioceno temprano, T.patagonensis, en el Plioceno medio, T.
nativa y en el final, por una parte T. murrelli en Norteamérica y T.
britovi 'y T8 (3,2-1,7 millones de afios) en los extremos

suroccidentales de Europa y el norte y noroeste de Africa.

28



Korhonen et al 2016(14) sugiere también que la formacién de
T psendospiralis coincide con el levantamiento de la meseta tibetana y
el cambio climatico alrededor de 10-8 millones de afios del dltimo
tercio del Mioceno. Posteriormente, la divergencia entre T. papuae y
T. zimbabwensis (4,9-2,3 millones de afios), posiblemente fue
contemporanea con el cambio climatico y extinciones del Plio-

Pleistoceno.

Interglaclar desde hace 11,700 afios en que cesd el ditimo episodio frio - Dryas de la Gltima
glaciacian. Es el tiempo de Homo sapiens =Antropoceno-, Vuelve Trichinella spiralis al
occidente de Eurasia. Pan-extensidn de la especie con emigraciones y cerdos domésticos

.
2,5 millonesa 11,700 aflos. Dos [ Donauy Briggen) mas

Era Periodo Epoca [ Millones afios
cuatro [ Ginz, Mindel, Riss y Wirm) separadas por
Cuaternart Holoceno /! 0.0 (=11700a C) " | |nterglaciares mds calidos que el tiempo actual.
ustamano Plaistocann 2 59 Es el Paleclitico humano Homo habilis 2 H.erectus 2 H.
neanderthalensis 2 H.soplens
M Plioceno 533 Se separa T. murrelli en Norteaméricay Thritovi -, 2-1,7 m
edgeno . :
Canazolon Niooano 23 03 en Eurasiay My NW de Africa
Oligoceho 3390 Comienza hace 533 y termina hace 2,59 milones de afios.
' Se unen las américas y empieza el enfriamiento de los
Paledgeno Eoceno 56.00 exiremos del Océano Atlanticos, Se acerca Africa y se forma
- el Mediterraneo. Tras el Optimo climatico de 300 mil aflos
Paleoceno | 66.00 ' e !

aparecen las primeras glaciaciones, Al comienszo Im T
patagoniensis, al final T.nativa; génera Homo

a (Australopitecus)

Con datos de
Wikipedia y
Korhonen et al., 2016

Comenzd hace 23 y termind hace unos 5 millones de afios . El clima s& hace mas 1.
calido después del gran enfriamiento Oligocénico, Nuevo enfriamiento (15
millones), recongelacién de la Antartida, Al inicie 21m separacion de las
capsuladas.Al final 10-7 m separacion de las no resistente a congelacion

Figura 1. Hip6tesis de tiempos geologicos de especiacion de Trichinella spp.

Parece que los cambios climaticos — glaciaciones — y la
reorganizacion consecuente de los ecosistemas, con emigraciones
de huida vy
geograficos, labraron la especiacion oculta de Trichinella.

con aislamientos

recolonizaciones posteriores,

Como estos pulsos taxonémicos se ven amortiguados por un
ciclo biolégico tan elaborado y seguro — apoyada en la depredacion y
carrofierismo, la esencia vital de sus hospedadores carnivoros y
omnivoros — y se produce en un tiempo geologico de reciente a muy
reciente, la especiacion es eriptica — inaparente —, exclusivamente

gendmica tanto entre las capsuladas como entre las acapsuladas.
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Por otra parte, todo este fendmeno es originario del hemisferio
norte - FEurasia mas Africa y América del Norte, extendiéndose de
modo secundario, con aves o emigraciones a areas biogeograficas del

Sur (areas australiana y neotropical — Sudamérica —).

Desde el Pleistoceno y especialmente en el Holoceno, un
nuevo motor ecoldgico, la estirpe del hombre, ha contribuido, con
sus emigraciones y la domesticaciéon del cerdo y el caballo, a
transformar el ambito ecolégico de las especies formadas,
especialmente con la primera descubierta: 1. spiralis, llevada asi a un
area universal desde dos extremos occidentales de FEurasia: la

Peninsula ibérica primero y las Islas Britanicas mas tarde.

Parece razonablemente satisfactoria la  reconstruccion
filogénica de estos dltimos aproximadamente 20 millones de afos,
pero nada de momento conocemos del origen y vicisitudes del
ciclo que suponemos fue reconstruido a lo largo del Paleogeno
(casi 30 millones de afios de las eras Paleoceno, Eoceno y
Oligoceno) inmediatamente posteriores a la ultima gran extincién
del limite Creticeo/Paleoceno (K-Pg en la terminologia actual),
hace 66 millones de afios. Ni de los millones de afios previos, lo

que se intenta reconstruir por indicios.

Asi es. No contabamos con otros datos mas que con algin
aspecto de biologia parasitaria comparada al observar la presencia
en Trichinella de caracteres objetivamente plesiomorficos ( antiguos,
primarios) como es la presencia en juveniles de un dardo bucal
perforador (en el embrion de todas las especies y el juvenil de
primer estado (J1 o L1) muscular de las especies acapsuladas y
algunas de las capsuladas) ,y la capacidad de cambio ecoldgico de
este J1, es decir, de ser infectante para el siguiente hospedador en el
ciclo biolégico. Hecho éste que les separa de los demas nematodos
en los que es el J3 el que juega este papel. También podria ser
plesiomorfica la capacidad de inducir en el hospedador la
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formacion de sincitios nutricios consecuentes al parasitismo
endocelular. Esta caracteristica es propia de todos los grupos que
parasitan animales del Clado I Dorilaimidos, al que pertenece
Trichinella, que se vienen a comportar, a pesar de su tamafio, como

parasitos endo- celulares.

Otro caracter plesiomorfico se incorpord recientemente en
este desmentir el "mentir de las estrellas”(17): la presencia en todos
los Dorylaimidos de la enzima zianasa, homologa a la que es propia
de vegetales y que explica el tiempo de inicio del parasitismo y su
permanencia,(Zarlenga et al. 2017(16) y 2024(19)). Como
consecuencia de la publicacion por Mitreva et al 2011(20) del
borrador del genoma completo de 1. spiralis, se observan 15
dominios proteicos diferentes a los de los demas nematodos, entre
los cuales, 13 son patrimonio de bacterias, plantas y hongos , por lo
que su presencia y persistencia en 1. spiralis s6lo se puede explicar
por transferencias génicas horizontales utiles. Una de estas proteinas
es la cianato-liasa antes conocida como cianasa, que interviene en el
paso de cianato a amonio y CO2 y que juega un papel vital en la vida
intracelular de Trichinella. Permite la instalacion y pervivencia de
Trichinella en la célula muscular y explica también la falta de
selectividad del parasitismo entre tan amplio numero de especies
hospedadoras. I.a adquisiciéon fue anterior a la separacion entre
Dioctophymatida y Trichinelloidea ya que permanece en ambos. Se
propone que los ancestros de Trichinella adquirieron este gen
durante el periodo Devonico (hace 350 a 400 millones de afios).

La cianasa, que es caracteristica de bacterias, plantas y
hongos, se encuentra en todos los nematodos parasitos, y por ello,
adquirida probablemente por previas transferencias génicas
horizontales, y esta ausente en los nematodos de vida libre. Ocurre
que, en el Clado I (Dorylaimida: Orden Trichocephalida: Trichinella
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spp.,) es como la de los vegetales, mientras que en los otros clados
de nematodos parasitos, es homologa a la de las bacterias.

Superfa. Trichinelloidea

Fa. Capillaridae

Fa. Cystoopsidae

FaTrichinellidae
Brevitominx 1sp.
Echinocoleus 5 sps.
Hepatospina 1 sp.
Trichinello 11 sps ¢é7?

Dorylaimia
(clade T)

nopha (clade I1)

Los nematodos “antiguos”.
Con cuatro caracteres
plesiomaérficos:
a) Juveniles, al menos, con
estilete bucal
b) Juvenil ( L-1) con capacidad
de cambio ecologico
¢) Capacidad de organizar
sincitios en el hospedador

d) cianasa de vegetales | e
!’v’ S

oy
e

sincitios

‘P

/-

©
_—

Figura 2. Encuadre taxonémico y caracteres plesiomérficos de Trichinella spp.

En un avance hipotético de mayor amplitud, Zarlenga et al.
2024(19) comparan tres sucesos evolutivos de Trichinella con el
devenir geoldgico histérico durante los 500 millones de afios de la
relaciéon entre la temperatura global y los sucesos de extincion
masiva de las especies. Sefialan que la transferencia horizontal de
enzimas como cianasa sucedié en el antecesor comun del Orden
después de la gran extincion Ordovocico/Silurica (alrededor de
hace 420 ma); la diversificacion entre Trichinella 'y Trichuris altededor
de la extincién de de hace 250 ma (Pérmico/ Triasica); y la
separacion entre acapsuladas y capsuladas, después de la extincién
K/Pg Cretaceo/Paleogeno, de hace 65 ma.

Se completa asi, por el momento, la posible radiacion
adaptativa de Trichinella.
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2 Capitulo 2.
Hitos principales de la historia del
desarrollo taxondmico de Trichinella

Al iniciarse este 2025 en que trato de revisar la historia del
reconocimiento de la especiacion de Trichinella, se admite de modo
unanime que en el género hay dos grupos de especies reconocidas
por la presencia o ausencia de una gruesa capa de colageno
alrededor del quiste muscular que alberga el juvenil (J1 o L1, como
se prefiera) infectante para el siguiente hospedador. Por una parte
las triquinas encapsuladas, un clado con, por el momento, siete
especies que infectan a mamiferos: 1. spzralis, 1. nativa, T. britovi, T.
murrelli, T. nelsoni, T. patagoniensis y 1. chanchalensis. Por otra, las
acapsuladas, con tres especies: 1. pseudospiralis capaz de infectar a
mamiferos y aves, 1. papunae y T. zimbabwensis que parasitan a
algunos reptiles y a mamiferos.

Antes de desgranar los pasos que entre 1972 y 2020 en que se
esclarece este panorama zoolégico de especies de Trichinella, es
necesario rendir homenaje a dos iniciativas que han servido de
acicate del mismo. Por una parte, la Comisioén Internacional sobre
Trichinellosis ICT (“International Commission on Trichinellosis”) entidad
itinerante entre Furopa y América en origen, y sus reuniones
periddicas a modo de congresos llamadas ITC (“International
Trichinella Conferences”) repetidas 16 veces desde 1960 a 2023; véase
para su historia inicial el articulo de Dupouy-Camet (21). Por otra,
la constituciéon en el “Istituto Superiore di Sanita” (ISS), Roma,
Italia en 1988 del ITRC (“International Trichinella Reference Centre”)
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como laboratorio de referencia del ICT que posteriormente fue
reconocido por la OIE (“ World Organization for Animal Health), y
que se solapa ahora, en la UE, con los laboratorios de referencia
nacionales de parasitologia (EURLP), cooperando en el estudio y
control de la triquinosis (22).

Varios textos como los de Gould (1), Grove(3), Campbell(23)
o de nuestro grupo (24) (25) resumen muy bien los primeros pasos

de la historia y el conocimiento de este nematodo parasito.

Trichina spiralis (Owen,1835) dej6 de ser una curiosidad
cientifica cuando, bajo el punto de vista zooldgico se demostré la
capacidad infecciosa de los quistes musculares y su transformacioén
en adultos macho y hembra en el intestino del siguiente
hospedador, (R.Virchow) (26) y , bajo el punto de vista médico,
cuando se demostrd causante de una enfermedad humana mortal
(27) (28). Se habia cerrado un capitulo nuevo de la patologia
parasitaria, identificada la epidemiologia y las medidas de control.

Parecia que todo estaba ya conocido y se cayo6 en ese estado
de suficiencia cientifica fruto de algun conocimiento evidente y una
mayor ignorancia. Afortunadamente Trichinella — maestra de
parasitélogos — es también un magnifico modelo experimental, lo
que hizo que, cuando paulatinamente la parasitologia dej6 de ser
mera zoologia, empezase a dar frutos en campos tan diversos como
la terapia antihelmintica, métodos de diagnoéstico, profilaxis,
epidemiologia, biogeografia, especiacion; Trichinella pasé a ser un
socorrido modelo de parasitologia experimental.

Del progreso en el tiempo del entendimiento de la
especiacion del género, sigue esta revision.

Este progreso cristaliza en reuniones cientificas, anuales y
publicaciones que asocian los diversos aspectos médicos y

parasitologicos de las triquinas y triquinosis en sentido amplio. Las
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primeras reuniones monograficas sobre el tema tuvieron lugar en
Chicago (Illinois, Estados Unidos ) en 1953 y 1954 (29) y (30).
Cuatro afios mas tarde, por iniciativa del Profesor Zbigniew Kozar
y la Sociedad Polaca de Parasitologia, se funda la Comision
Internacional de Trichinellosis (ICT) que en 1960 organiza en

Varsovia la Primera conferencia Internacional sobre Trichinellosis

ITCT) (21)

Habia pasado wun siglo desde el descubrimiento vy
denominacién de este nematodo parasito y los parasitélogos
empiezan a superar su vision corta de medicina humana o animal,
dirigiendo su mirada hacia la naturaleza. Trichinella, ademas del ciclo
epidemiolégico rata/ cerdo y cerdo/cerdo/hombre, circula
también espontaneamente en la naturaleza entre mamiferos salvajes
depredadores y carrofieros. Lo describieron los que exploraron su
presencia entre los carnivoros de tierras alrededor del Océano
Artico: el veterinario norteamericano Robert I. Rausch (31) y el
bidlogo danés H. Madsen (32), que encontraron Trichinella — todo
era 1. spiralis en este tiempo — como parasito habitual entre la fauna
de carnivoros locales, asi como su resistencia a la congelacion y la

patogenicidad para el hombre en aquellas tierras boreales.

En el extremo geografico opuesto, el sub-trépico africano,
unos cuatro afilos mas tarde, superada ya las luchas por la
independencia de Kenia, surge la infeccién masiva de unos jovenes
que cazan furtivamente y consumen directamente un suino salvaje
Potamochoerus porcus; Trichinella estd también en Africa subtropical
(33) y (34). En ambos casos, tanto en el extremo norte como en el
sub-trépico, con ausencia de cerdos domésticos y ratas grises.
Habfia, especialmente en la “cepa” de Kenia, con la que se ensaya
en condiciones experimentales, una notoria diferencia biolégica
con respecto a una cepa londinense de Trichinella (la futura ISS25):

escasa infectividad para el cerdo doméstico y rata, con calcificacion
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muy rapida de los quistes musculares(35). Estos hechos fisiolégicos
van a contribuir a una confusién inicial: las triquinellas que
masivamente parasitaban a aquellos muchachos - 2000 larvas/g de
media de infeccién, aunque sélo uno murié -, para las condiciones
experimentales de aquel tiempo, eran muy dificiles de mantener. Al
parecer no se pudo conservar aquella cepa, que, por primera vez en
la historia, se habfa encontrado al SE del Sahara.

Se estaba llegando a una conclusiéon palmaria: tanto en el
extremo Norte de Norteamérica como en el Este africano habia en
la naturaleza otras triquinellas diferentes a la conocida 1. spiralis que
tan eficazmente parasitaba al cerdo doméstico y consecuentemente
al hombre.

La Guerra Fria dificultaba en parte el intercambio de
informacion, pero en toda la Unién Soviética y republicas satélites,
investigadores muy profesionales, como el Prof. SN. Boev en
Alma Ata (Kazajistan), V.A. Britov desde Vladivostok e I.V. Otlov
desde Mosct, llamaban la atencién desde la revista parasitolégica
polaca (Wiad. Parazyt.)(30), de la presencia en aquel medio mundo,
como hecho bien conocido ya por los trabajos de campo, de cepas
diferenciadas de T7ichinella, adaptadas a las diferentes condiciones

climaticas de desierto, taiga y tundra euroasiaticas (Pereverzeva

1966)(37)

Quiza el traslado del Dr. Nelson, tras siete afios en el Servicio
Médico de Uganda y Kenia, a la London School of Hygiene and
Tropical Medicine, retrasé un tiempo proseguir en el mayor
conocimiento de la cepa de triquinella causante del primer brote
humano de Kenia. Pero si desperté el interés de la busqueda en el
campo, en otros paises africanos, de animales salvajes infectados de
triquinella. Uno de los lugares de naturaleza pristina elegidos fue el
Parque Kruger, en Sudafrica, en la frontera con Mozambique. Allf

se encontré parasitando a una hiena moteada Crocuta crocuta, una
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nueva cepa africana que llegé a Londres y de alli a Wroklow en
Polonia; para el concepto epidemiolégico general del momento
sobre Trichinella se asumi6 que era otra muestra, en este caso mas
manejable, de T. spiralis en el Este de Affica; mas, como mis tarde
se logré entender, lo hallado de nuevo, no era del misma clado al
que pertenecia la que infecté masivamente a los jovenes en Kenia.
El nuevo aislamiento africano se hallé a unos 2.500 Kms, hacia el
SE del continente y sin duda diferfa del original del brote inicial en
Kenia: en este caso, si infectaba aceptablemente bien a los animales

de laboratorio y se podia mantener por pases sucesivos.

Los esposos Koza en Wroklaw (la antigua Breslau, ahora
Polonia) en 1965 (38), compararon el aislado procedente de la
hiena del Parque Kruger, enviado por el Dr. Nelson, con el aislado
de cerdos domésticos de Polonia (1. spiralis) probando que eran
dos entidades bioldgicas diferentes.

En 1968 el Prof. Zbigniew Kozar organiz6 en la Universidad
de Wroklaw, la Segunda Conferencia Internacional sobre
Trichinelosis ICT-2 donde presentamos los primeros datos
espafioles de Trichinella en la fauna salvaje de la Peninsula —
Cordero, M. et al. 1970(39) —, asi como, entre otros, el trabajo del
DrS.P. Kruger de Johannesburgo sobre las caracteristicas
biolégicas experimentales de la cepa Sudafricana de Trichinella
(40), la aislada de C. crocruta en el Parque Kruger

Habia llegado el tiempo de expresar en términos taxondmicso
lo observado en la naturaleza y asi empezaron a hacerlo los
laboratorios de parasitologia, gracias a tres hechos previamente
comprobados:

1) Que los J1 (L1 ) infectantes contaban con un discreto
dimorfismo sexual, observado en principio por Villella
1966 (41) ;
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2) Que bastaban dos larvas, macho y hembra, para

ocasionar en ratén una infeccion muscular apreciable, y

3) Lo comunmente aceptado: los individuos que se
reproducen entre si y producen descendencia fértil son de

la misma especie, y lo contrario.

Siguiendo este proceso, Britov y Boev 1972 (42) presentaron
los resultados de ensayos multiples de infeccion experimental en
raton de parejas simples, demostrando la compatibilidad o
aislamiento reproductivo entre triquinellas aisladas de animales
salvajes de tres origenes biogeograficos: a) en el extremo norte
euroasiatico; b) en areas de clima templado europeo; ¢) la cepa
africana aislada en una hiena del Kruger; y d) las comunes, largo
tiempo mantenidas en el laboratorio, aisladas de cerdos domésticos.
Al demostrar aceptables niveles de aislamiento reproductivo,
propusieron la inicial division del género en tres especies:

Trichinella  spiralis (Owen 1835) Railliet 1860, la especie
sinantropica aislada de cerdos y hombres,

Trichinella nativa Britov & Boev, 1972 n.sp., la que infectaba a
mamiferos circumpolares altamente resistente a la congelacion, y
Trichinella nelsoni Britov & Boev, 1972 en honor al Dr. Nelson para
la que por él y sus colaboradores habian descrito en Kenia
infectando a los jévenes Kikuyu. Este ultimo fue precisamente su
error, describieron una pretendida especie sin muestra alguna de la
misma. Lo hacfan con un aislamiento enteramente compatible con
cepas de Trichinella aisladas de animales salvajes — lobos, zorros — en
Espafia e Italia. Describieron una especie con los datos de un
aislamiento africano biolégicamente — inter-fértil en ambas
direcciones —, como mas tarde comprobamos en varios
laboratorios europeos, con aislamientos de Trichinella parasitando

lobos, zorros, jabalis del occidente europeo.
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En este mismo afio 1972 el investigador veterinario Boris L.
Garkavi describe una triquinella nueva aislada en la Region de
Krasnodar en el Noreste del Caucaso en un mamifero introducido
a Eurasia, un mapache (Procyon lotor). Era una triquinella muy
diferenciada: aparente ausencia de capsula de colageno alrededor de
la larva muscular, tamafio menor tanto de las larvas musculares
como de los adultos y lo que era mas importante, capaz de infectar

tanto a mamiferos como aves. L.a denomind T7ichinella psendospiralis

(Garkavi, 1972).

El género Trichinella contaba ya con cuatro especies: 1. spiralis,
T. pseudospiralis, . nativa y I. nelsoni. Se habia abierto un nuevo
panorama acogido entre lo que en esto nos ocupabamos, como
suele ocurrir ante las novedades que rompen esquemas, con

escepticismo por unos y entusiasmo critico por otros.

Prosiguen las reuniones internacionales sobre Trichinella. En
1972 en Miami Beach, Florida, la ICT-3 homenajea al Prof. Gould,
el gran iniciador de la investigacién sobre Trichinella.

En 1976 volviendo a Europa, de nuevo en Polonia, Poznan,
bajo la tutela del Dr. Z.S. Pawlowski, se reine la ICT-4, en la que
participamos por segunda vez junto con nuestra colaboradora Filo

Rodriguez Caabeiro.

Nuestro grupo desde Santiago de Compostela en 1978 envia a
Alma Ata (actualmente Almaty, Kazajistan) tres aislamientos
hispanos. Por ensayos de hibridacién identifican como T. nelsoni la
cepa C-76 (43) aislada en 1976 de un lobo en Curtis, Galicia, y como
T. spiralis la GM-1 aislada en 1964 de un gato montés en Pola de
Lena (Asturias) (44), lo que comunicamos a la Sociedad Espanola de
Parasitologia (45). Lo propio hace el Instituto Superior de Sanidad
de Roma el Dr. Mantovani. Asi, identifican como T. nelsoni la cepa
aislada en un zorro en Torano (Centro de Italia) sobre el Adriatico.

39



En los Paises Bajos, Noordwijk aan Zee, 1980, bajo la
direccién del Dr. Joost Ruitenberg, tuvo lugar la ITC-5 donde
comunicamos trabajos que demostraban las considerables
diferencias biolégicas entre aislamientos nuevos, procedentes de
animales salvajes, con las triquinellas de cerdos domésticos. Se
aceptaba la division original de Britov y Boev identificindose en
diferentes lugares de Europa la presencia de 1. nelsoni sentido
Britov y Boev. jSorprendente!

En 1984 en Val Morin, Quebec, Canada, bajo la organizacion
de Chatrles E. Tanner, se celebré la sexta edicion de la Conferencia
Internacional, ICT-6, con dedicacién preferente a la respuesta
inmune de la triquinelosis, sin grandes objeciones en uno u otro
sentido a la especiacién propuesta por Brito y Boev, mas Garkavi.

En este camino hacia el reconocimiento de la especiacion del
género contribuyeron significativamente dos ideas: que en la
naturaleza ademds de morfo-especies, abundaban las especies
ocultas,  morfolégicamente  indistinguibles  pero  aisladas
reproductivamente — especies gemelas — y que la personalidad de
las mismas, inapreciable en su morfologia o fenotipo, se hallaba en
su genoma. La observacién indirecta del genoma se podia visualizar
analizando la expresion de enzimas fundamentales del metabolismo
(Ayala y Powell 1972) (46). Siguiendo este avance experimental, la
Dra Flockhart 1982(47)(48) inici6 el analisis comparado de
alozimas de Trichinella, confirmando la existencia cierta de la
especiacion ya denunciada. En nuestro caso, después del envio a
Londres de nuestras GM-1 y C-76, ésta confirmé que pertenecian a
dos especies distintas (Flockart 1982) (49). Se extendié la idea,
publicandose en Canada, Japén y USA trabajos con la misma
técnica, con la que se hallaban dos conclusiones comunes: por una
parte, la naturaleza especifica de T. pseudospiralis, por otra, las

notorias diferencias entre triquinellas encontradas parasitando a
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cerdos y las aisladas en la fauna silvestre: el polimorfismo
enzimatico, reflejo de las diferencias genéticas entre aislamientos,
apoyaba la existencia real, aunque oculta, de especiaciéon en
Trichinella.

Edoardo Pozio, que va a ser el mas destacado de los
investigadores de la especiacion de este nematodo, debuta(50) en
1987 examinando 23 aislamientos de Europa, Africa y USA con 10
sistemas de isoenzimas, comprobando que, aislados de Italia y
Francia son idénticos al africano denominado 1. nelsoni y a su vez
diferentes a los de Polonfa, USA, Holanda, considerados T.spiralis.

De nuevo, pasados 8 afos desde la dltima reunién
internacional, celebramos en Alicante, en1988 la ICT 7 (Séptima
Conferencia Internacional sobre Trichinellosis), bajo mi direccion y
el apoyo del Prof. Francisco Bolas. En ella, Pozio y col.(51)
presentaron el trabajo basal del reconocimiento de la especiacion de
Trichinella: la identificaciéon bioquimica — mediante 25 sistemas gen-
enzima — de siete grupos diferentes de especies en el género,
inaugurando la denominaciéon abreviada de T1 T. spiralis s.str
(sentido estricto) ; T2 T.nativa Britov and Boev, 1972; T3 para
Trichinella sp.3 de Espafia, Italia, URSS; T4 T. psendospiralis cepa
Garkavi; T5 (Trichinella sp.5) de USA ; T6 (Trichinella sp.6) también
de USA y T. nelsoni Britov et Boev 1972 pero en aislamientos nuevos
de Kenia y Tanzania. Este trabajo surgi6é especialmente gracias a la
idea de crear en 1988 en el Istituto Superiore di Saniti de Roma, el
laboratorio de Referencia de la ICT (Comision Internacional sobre
Trichinellosis)(52), antes citada y en ¢l, un banco de cepas de
Trichinella. Asi se hizo, e investigadores de Espafa, Francia,
Alemania, Polonia, URSS y otros de Europa y Asia, USA y Canada,
China... comenzamos a enviar a Roma cepas para el tipado

isoenzimatico. Hoy en dfa, el ITCR (gianluca.marucci@jiss.it) cuenta
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con un banco de cepas de alrededor 10.000 aislados humanos y
animales del mundo entero.

Esta primera presentacion de Edoardo Pozio y col. fue
ampliada y universalmente aceptada en tres trabajos del grupo
italiano: La Rosa et al. 1992(53) y Pozio et al 1992a(54) y
1992b(55). Se elevaron a la categoria de especie cinco de los grupos
presentados en Alicante, asi: T. spzralis (T1), T. nativa (T2), T.
britovi (T3) como nueva especie, 1.  pseudospiralis (T4) vy T.
nelsoni (I'7), asi como tres genotipos innominados T7ichinella T5, T6
(ambos en América del Norte) y T8 de la fauna de carnivoros del
extremo sur y suroeste de Africa.

Lo que hacen Pozio et al. 1992 en su revisién taxonémica del
género es, tras consultar en 1990 con los autores Dr.V.A. Britov y
Prof. B. Shaikenov, conservar el nombre de T. nelsoni para la
especie estudiada por Nelson y colaboradores en Kenia y que alli
permanece como aflos mas tarde, entre otros, comprobaron (56).

La denominacién de T3 como especie T. britovi roza un tanto
la Ley de la Prioridad del Cédigo Internacional de Nomenclatura
Zoolégica porque consideraron que, aunque los autores no
dispusieron de ejemplares de la especie que denominaban, se
referfan sin duda a la que endémica en Kenia habia sido bien

estudiada natural y experimentalmente por Nelson, Forrester y
Mukundi (16, 17, 18).

Por otra parte, la tnica triquina africana que usaron Britov y
Boev, al hibridar libremente con cepas de la fauna salvaje europea,
posiblemente la aislada en una hiena moteada en el Parque Kruger,
- antes aqui citada - era un clado diferente que en honor al Dr.
Vasily Andreevich Britov (1925-) se denominé T. britovi n.sp.

A partir de este tiempo, la Comisién Internacional sobre
Trichinellosis design6 como Centro Internacional de genotipado,
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referencia y repositorio de cepas al ITRC (“International
Trichinella Reference Center””) antes mencionado.

Las técnicas instrumentales de analisis de la especiacion
comienzan a asaltar el genoma del nematodo. A partir de 1985 se
suceden los trabajos que aplican sucesivas técnicas de analisis de
ADN reafirmando la especiacion ya cierta y admitida de Trichinella:
endonucleasas de restriccion y sondas, asi como analisis del ADN
ribosomal, reaccién en cadena de la polimerasa, amplificacion al
azar del ADN polimérfico (RAPD). Entre nosotros -Teresa Garate
et al 1991- (57) con endonucleasas de restriccion y sondas,
empleando la sonda LandaTsR1, detectan, utilizando 13
aislamientos hispanos, las diferencias especificas entre GM-1
T.spiralisy C.76 1. britovi .

En el ICT-8 celebrado en Orvieto, Italia en 1993 bajo la
direccién de Edoardo Pozio y sus colaboradores se presentaron
comunicaciones utilizando modalidades de PBR-RAPD. Nosottos,
Arribas et al.(58), demostramos, al someter a la técnica 28
aislamientos de Trichinella, 19 espanolas, de los cuales 15,
procedentes de cerdos domésticos y jabalies, pertenecian a T.
spiralis s.st. y s6lo cuatro a T. britovi. Por su parte, Bandi et al.(59)
compararon con éxito los resultados del analisis RAPD con el

clasico de alozimas, que venian haciendo hasta el momento.

La ICT-9, con el impulso y direcciéon de Guadalupe Ortega-
Pierres, se celebra en la capital de México en 19906, posiblemente el
mas numeroso en asistencia y abundante en comunicaciones de los
Congresos sobre Trichinella 'y trichinellosis. El capitulo de
Sistematica de Trichinella: clasificacién y especiacion conté con 10

comunicaciones, varias presentadas por nuestro grupo.

En 1999 Zarlenga et al.(60) publican el método PCR
multiplex de identificacién segura de las especies y genotipos,
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usando una mezcla de larvas o una sola larva. Método que se
convierte en un estandar seguido por todos los dedicados a estas

tareas en el mundo entero.

También por estas fechas Nagano et al 1999(61) identifican la
variedad de T. britovi aislada de la fauna salvaje japonesa como un
genotipo diferenciado y en Papua Nueva Guinea, I.L. Owen
redescubre la segunda especie no encapsulada de Trichinella, a la que
Pozio et al 1999(62) denominan 1. papuae n.sp. parasito de reptiles

y mamiferos.

Volviendo a Europa, en el 2000, bajo la direcciéon de Jean
Dupoy-Camet, se celebr6 en Fontainebleau, el ICT-10. En este
mismo afo, aplicando ensayos de aislamiento reproductivo y las
nuevas técnicas moleculares, Pozio y La Rosa 2000 (63) elevan a la
categoria de especie como T. murrelli la presente en la fauna
silvestre de la amplisima 4rea de clima templado de Norteamérica,
antes identificada como Genotipo T5.

Dos anos mas tarde (64) en la antigua Rhodesia del Norte,
ahora Zimbabwe, el investigador local Sansom Mukaratirwa
encuentra en cocodrilos niléticos explotados como animales de
granja, una triquina no encapsulada que experimentalmente infecta
también a la raza porcina doméstica de la regién y que se describe
como T. zimbabwensis (65), tercera especie acapsulada.

En 2004 dirigido por Ray Gable y Judy Appleton se celebré la
ICT-11 en San Diego, California. Con el consenso de la ya bien
elaborada especiacion de Trichinella, se presentd, entre otros el
trabajo de D. S. Zatlenga, et al (64) de identificacion y clasificacion
de las especies del género.

En 2007, de nuevo en Europa, en el idilico ambiente de
Plivice Lakes, en Croacia, bajo la direccion de Albert Marinculié, se

reunié la ICT-12 con abundantes comunicaciones espafolas de
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nuestro grupo utilizando la técnica molecular ISSR-PCR, sobre las
variedades intraespecificas de T. britovi en la peninsula, asi como de
una aparentemente nueva 1richinella capsulada.

Como se analiza pormenorizadamente en otro capitulo de esta
revision, B. Rosenthal et al 2008 (66) demuestran, tras el analisis de
una muy amplia némina de aislamientos europeos, americanos y
asiaticos, la alta uniformidad de T. spiralis de Europa y América fruto
de un cuello de botella evolutivo en su llegada a Europa y de aqui al
mundo entero con los imperios espafiol primero y britanico después.
Todo ello en contraste con la gran variaciéon genética de los

aislamientos de la especie en Asia Oriental.

Habifa llegado el momento de que la Conferencia
Internacional sobre Trichinellosis se reuniera en Asia y asi se hizo
en su decimotercera ocasion (ICT 13, Changchun, China, 1- 6
August, 2011), bajo la direcciéon de Mingyuan Liu bajo el lema:
”Acercamiento sistematico a la prevencion, control y erradicacion

de la Triquinosis”.

Faltaba en este indagar por el mundo América del Sur, donde
ya se habfa detectado por Rubén A. Binaghi la presencia de una
triquinella en la fauna andina. Krivokapich y col 2012 (67)
describen la presencia de la nueva especie 1. patagoniensis , que
parasita especialmente a los félidos andinos. Una especie autdctona
ademas de las introducidas desde Espafia y el resto de Europa: T.
spiralis habitual, T. britovi(68) y T. pseudospiralis(69).

Bajo la direccion del Prof. Andreas Hensel “President Federal
Institute for Risk Assessment (BfR)” se celebrd en Betlin en 2015
la ICT-14, donde se expusieron los ultimos trabajos de filogenia,
biogeografia y analisis comparado de los borradores del genoma
entero de las especies del complejo Trichinella.
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Cuatro afios mas tarde, de nuevo en Europa, tuvo lugar en
Cluj- Napoca, Rumania, la conferencia decimoquinta (ICT-15) en
agosto de 2019 bajo la direccion de Calin M. Gherman. Se
presentaron comunicaciones interesantisimas como la de Zarlenga
sobre “cianasa nuevo caracter” plesiomorfico de los Trichuroideos,
testigo del origen por transferencia génica horizontal desde el
hospedador vegetal al parasito endocelular que debié ser el
ancestro de Trichinella. Asi fue publicado con posterioridad (18) y
(19); asi como la certeza de independencia entre las T. spiralis de
China y las europeas occidentales. En su opinién, la uniformidad
genética de 1. spiralis en Europa no se debe a una minima
importacién de cerdos chinos. El cuello de botella pudo deberse
mas bien a la domesticacién de un pequefio grupo de jabalies.

Parecerfa que esta historia de la radiaciéon adaptativa de
Trichinella esta llegando a sus postrimerias. Esta impresion da el
magnifico trabajo Korhonen et al 2016(15) en el que, tras la
secuenciacion y ensamblado del borrador de los 12 genomas de las
especies reconocidas, reconstruyen la filogenia y biogeografia del
género, completando y reafirmando asi el trabajo en el mismo

sentido 10 anos antes de Zarlenga et al, 2006 (16).

La decimosexta conferencia Internacional sobtre Trichinella
(ICT-16) se celebr6 en Belgrado, Serbia, en 2023 bajo la direccion
de la Dra. Ljiljana Sofronic-Milosavljevic. Fue de nuevo una
conferencia “pacifica”, sin grandes anuncios, dedicada de nuevo a
datos de faunistica.

El dltimo hallazgo, ya anunciado en el ICT-15, es la
identificacion en el glotén Gulo gulo, en el Noroeste de Canada de la
ultima especie valida, 7-13 denominada por el Dr. Sharma et al.
2020 (70) T.chanchalensis, una especie aparentemente arcaica,
antecesor de todas las Truchinella distintas a las capsuladas sensibles

a la congelacion T.spiralis y I.nelsoni.
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3 Capitulo 3. Trabajo propio 1.
El viaje a América y el parentesco
de algunas triquinas

Trato aqui de enriquecer de modo original, con datos
espafioles y propios, aquellos publicados en un muy buen trabajo
de Benjamin Rosenthal, et al. 2008 (66) en el que se analiza la
dispersiéon humana de las especies de Trichinella comparando por
proximidad genética 49 aislamientos procedentes de veintiocho
paises y cuatro continentes. Genotipa para cada aislamiento nueve
loci de microsatélites y la secuenciaciéon de una quinta parte de su
genoma mitocondrial. En concreto, de Trichinella spiralis: 12
aislamientos espafioles de cerdo y jabalies, 12 de otros 10 paises
europeos, 15 de Estados Unidos, mas dos de Argentina, uno de
Egipto y uno de Canada; mas una muestra menor de seis aislados
procedentes del Este asiatico.

Comprueban la gran uniformidad entre las europeas,
consecuencia de un hipotético cuello de botella evolutivo, en
contraste con la intensa variabilidad de las muestras asiaticas. A su
vez, demuestran molecularmente la procedencia europea de los
aislamientos americanos de T. spiralis, lo que completamos vy
corroboramos aqui con datos propios. El considerable nimero de
cepas espanolas incluidas en el estudio nos permite extender y

completar asi los resultados del estudio arriba citado.

Con relacion a 1. britovi, nuestra otra especie de interés, sélo

analizan cuatro aislamientos espafioles. Pero podemos asociar
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también los datos de la cepa italiana ISS02 cuya presencia entre
nosotros hemos detectado(71)(72)y la T' 8 sudafricana ampliamente
incluida en trabajos propios (73). De este modo, pretendemos
contribuir a conocer mejor las relaciones entre si de los

aislamientos de esta especie en la Peninsula Ibérica.

3.1 Primera parte, referente a 7. spiralis

Asociando los datos sobre cepas espafiolas en el trabajo
mencionado con los nuestros acumulados a lo largo de afios a
través de las tesis doctorales de Teresa Garate(74), Cristina de
Armas Serra(75), Elena Albarran Gomez(76) Begona Arribas
Lopez (77) y Flery Fonseca Salamanca (78), se obtienen resultados
importantes que permiten un conocimiento mejor de las
poblaciones de Trichinella spiralis presentes en Espafia y en su dia
aisladas de cerdos y jabalies.

En la tabla 1 se resume la denominacién, hospedador, origen
e investigador responsable de los aislamientos espafioles de cerdos
y jabalies en el intervalo 1988 a 1992, enviados desde el
“International Trichinella Reference Centre data base” (Roma)(22)
que identifican Rosenthal et al. (66). Aunque concentrados en el
Suroeste de Espafia, son una buena muestra de las triquinellas que
parasitan a jabalies y cerdos, especialmente criados en régimen de
montanera - pastoreo libre en las dehesas —.
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TABLA 1. Relacion de aislados espaiioles incluidos como Trichinella spiralis en
Rosenthal, B. et al 2008 (66), enviados por el Instituto Superiore di Sanita, Roma
desde Trichinella Database.

ISSn® afo Hosp. Localidad de aislamiento; Investigador que envi6 la muestra

206 1991 Cerdo Cilleros, provincia Caceres; Prof. Ignacio Navarrete (1)
192 1990 Cerdo Montes de Toledo, Toledo; Prof. Francisco Bolas (2)

132 1982 Jabali Hormachuelos, Cordoba; Prof. Antonio R. Martinez (3)

222 1991 Cerdo Valencia de Alcantara, Caceres; Prof. Ignacio Navarrete (4)
207 1991 Jabali Alia, Caceres; Prof. Ignacio Navarrete (5)

252 1992 Jabali Aroche, Huelva; Prof. Ignacio Navarrete (6)

248 1992 Jabali Carrascalejo, Caceres; Prof. Ignacio Navarrete (7)

212 1988 Cerdo Plasencia, Caceres; Prof. Ignacio Navarrete (8)

204 1990 Cerdo Guijo de Granadilla, Caceres; Prof. Ignacio Navarrete (9)
208 1988 Cerdo Santiago del Campo, Caceres; Prof. Ignacio Navarrete (10)
214 1990 Cerdo Castanar de Ibor, Caceres; Prof. Ignacio Navarrete (11)

88 1977 Jabali Cordoba, Cérdoba; Prof. Antonio R. Martinez (12)

ISS. Ndmero del aislamiento en el Banco del ISS Roma ( http://Trichinella.ISS.it<Database.
Nombres locales de los aislados: (1) Cilleros 1; (2) Toledo; (3) Horma; (4) Valencia 91; (5)
Alia 91; (6) Huelva 92; (7) Ibor 92 ; (8) Pla 88; (9) Jijo 90; (10) Campo 88; (11) Nueva; (12)
C-77. Nota: ISS 248 e ISS 252 fueron identificada porPCR- RAPD en 1992 (79) como
T britovi; 1SS 204 fue asimismo identificada por alozimas (47) como T.britovi.

Con el conjunto formado con las longitudes en nimero de
pares de bases que proporcionan los nueve microsatélites
estudiados, construimos una matriz, mediante la herramienta
NTSYS pc para Windows, incluyendo también en el analisis los
aislamientos espafoles de T. britovi, probando de este modo la
relacion entre s de los aislamientos espafioles y su destino y paso a
América (Figura 3).
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Relacion entre si de las especies de Trichinella,
similaridad SinGen comparando el n2 de bases de 9
microsatélites ( 18 OTUs)

—

T T T T 1

Coafficient

1. Son aislamientos hispanos tan proximos a T. britovi que en el banco ISS estan
identificadas por alozimas como T. britovi

2. Aislamientos iguales a estos de cerdos y jabalis de Caceres y de Norte de Cérdoba se
aislan en Norteamérica de Opossun 1 Murrell et al.1985 y Raccun 2 idem

3. Aislados muy diferenciados, proximos a aislados de Serbia y Finlandia

Figura 3. Relacién entre si de aislamientos de T. spiralis deducida de la similaridad entre
nueve microsatélites. Pag Analisis NJ (Neighbor Joinig) (“asociacién de vecinos”) sin
raiz, de similaridad, de aislamientos hispanos de T. spiralis.

Se aprecia una original separacion de nuestras 1. spiralis (15p)
en dos grupos bien diferenciados a y b; por una parte, las que
forman el grupo 1 y por otra el resto de los aislados examinados.
Este grupo 1 cuenta a su vez con dos ramas, una la mas antigua
con un solo representante (ISS 248 aislada de un jabali en Caceres)
y derivada de ésta, dos muy préximos entre si ISS 252 de Jabali,
Huelva e ISS 204 de cerdo en Caceres. Por un curioso nexo se
asoclan estos tres aislados distintos entre si por dos procedimientos
diferentes: por alozimas y PCR- RAPD se etiquetaron en el ISS
como T. britovi. Ahora, en este analisis mas amplio de Rosenthal et
al (66) pasan a considerarse cepas de T. spiralis.

En este caso, aunque en los datos no aparecen huellas de intro-
gresion, es decir: “movimiento de genes de una especie a otra a
consecuencia de una hibridacién seguida en generaciones posteriores

de retro-cruzamientos” - cruzamientos de los hibridos con una u
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otra de las especies madre-, si estin en la proximidad de otras
europeas que si los muestran (Serbia ISS 599) en el dendrograma del
conjunto de cepas examinadas por Rosenthal et al (60).

La introgresion si parece que se denuncia en nuestro ISS 248
(jabali, Caceres). Efectivamente, ISS248 con huellas de un pasado
cruzamiento con una cepa china, se separa de todas las demas T.

spiralis qué en su dia, por alozimas, fueron identificados como T.

britovi (11) (Figura 4).

i1555

T T T T
0.00 000 001 001
Coafficient

Figura 4. Separacion, segun origen de hospeadador de los aislamientos hispanos de T. spiralis.

También Rosenthal et al. ( 66) vienen a demostrar la gran
uniformidad de T. spiralis de Europa y América frente a la
variabilidad extrema observada en los pocos aislamientos asiaticos
orientales analizados, lo que juzgan puede deberse a una unica
llegada primigenia desde Asia a Europa que sufrié ademas un
cuello de botella evolutivo (80) que estrechd su variabilidad ahora

observada.

Como alternativa a la anterior, en el dendrograma de

Rosenthal et al (66), aislamientos como ISS Francia 186 (mas
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préoxima que ninguna de las europeas examinadas a ISS 154 de
Egipto y ISS 186 de Tailandia) apuntan también a la hipétesis de
una segunda venida a Europa de T.spzralis desde el Sudeste asiatico
como originariamente fue propuesto por Piekarski (81) a través de
las importaciones de cerdos por los hibridistas creadores de las

razas porcinas europeas mejoradas durante el siglo XIX?

El segundo grupo de aislamientos hispanos (Figura 2), incluye
por una parte (enmarcadas como 2 en nuestro dendrograma en la
Figura 2) algunos de los que recientemente describimos como
trasladados a América (82) y un grupo (3 en el dendrograma) de
genuinas europeas, circulando en mamiferos salvajes en Espafia,
Serbia, Finlandia.

Las trasladadas a América las analizamos ahora mas
pormenorizadamente al afladir nuestros datos sobre estos
aislamientos, en este afan de enriquecer los resultados del excelente
trabajo de Rosenthal, B. et al. (66). Con el fin de apreciar
simplificada la proximidad o alejamiento de los aislamientos (cepas
para simplificar) consideramos como 100 los 9 x 2 = 18 pares de

bases.

La cepa espafiola ISS 207 aparece en el dendrograma de
Rosenthal, pag 2 como la originaria de las otras tres: Austria ISS
102, Polonia ISS168 e IlI-1 (Gamble and Murrell, 1986) de USA. Su

2 La formacién de la raza Beckshire (hacia 1770) se produce cruzando cerdos Berks
con cerdos importados de Myanmar (Birmania) y China. El éxito de la raza
Beckshire fue extraordinario exportindose desde Inglaterra hasta Norteamérica tan
pronto como en 1823. Las exportaciones se realizarén a otros lugares del
continente.

La formacién de otras razas inglesas sigui6é el mismo camino por ejemplo la longe
black de East Anglea (Devon y Cornwall) hacia 1800 con los cerdos chinos de
capa negra.

También en el continente: raza de Baden-Wiirttemberg, Swabian-Hall mejorada
hacia 1820-21 con la importacion de cerdos chinos de la raza Meishan.
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proximidad con esta ultima es del 94,4 %, mientras que solo
alcanza un 88,8 % con cualquiera de las otras dos. Parece por ello
que este grupo de cepas: Austria, Polonia, USA IlI-1 tienen todas el
mismo origen, al igualarse con la espanola 207 en el mismo 94,4 %.
Parece que la cepa norteamericana aislada de un cerdo procede la

ISS207 que llegd a América desde Espana.

Otras dos cepas espafiolas: la ISS 132 procedente de un jabali
cazado en Hormachuelos, Cérdoba, que denominamos en su dia
HORMA, que incluimos entre las cepas espafiolas de alta
prolificidad como C-77 y POLE y que, en los primeros pases de
laboratorio a través de raton CD-1 fue capaz de hibridar
parcialmente con T. britovi C-76 (ISS11), aunque sélo en el sentido
macho Horma x hembra C-76 (Arribas, B.(8) ) y Figura 4 (Patrones
de hibridacién de aislamientos espafoles). Esta cepa es en
Rosenthal 100% igual a la también espanola ISS 222 encontrada en
un cerdo en Valencia de Alcantara, Caceres. Ademas, las dos son
100 % iguales a las aisladas de fauna salvaje en USA: Opossum
Murrell et al 1985 (una zarigiieya, marsupial de Norteamérica) y
Racc 2 (Murrell et al, 1985) (un mapache, mamifero). Este conjunto
de cuatro cepas practicamente iguales estd asociado a otro
aislamiento norteamericano de cerdo llamado Dome et al 1987 con
el que coinciden en un 94,4 %. En conclusion, uno de estos dos
aislamientos espafioles, entre si iguales, ISS 222 o ISS 132 viaj6 a
América del Norte y fue capaz de asilvestrarse pasando a
mamiferos y marsupiales endémicos en el area vy, tras alguna ida y
vuelta de los ciclos epidemiolégicos doméstico y salvaje, se
naturaliz6 en el nuevo espacio ecolégico. Llegé muy probablemente
durante la formacién de la raza Duroc tan caracteristica del
Cintur6én del maiz: Iowa, Illinois, Indiana y Nebraska oriental,
Kansas oriental, Minnesota meridional y partes de Misuri (82).
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Otra cepa espafiola ISS 252, aislada de un jabali en Aroche,
provincia de Huelva en 1982 es 100 % igual a la ISS 229 aislada de
un zorro en USA y a su vez tampoco se diferencia de la ISS 405
aislada de un cerdo en Argentina. Una triquinella que circula en el
extremo Sur-Este de la peninsula fue llevada tanto al Norte de
América — asilvestrada hora - como al Sur de América. Es poco
probable que haya sido transportada con cerdos domésticos dos
veces, lo mds logico es pensar que fue una vez a Mesoamérica, que es la
parte de América que primero se coloniza y desde alli se expandio
al Sur de América y al Norte, donde se asilvestro.

La espafiola ISS 248 difiere de la espafiola ISS 252 por
conservar en el microsatélite 3 una huella juzgada como
introgresion, ya que esta también presente en un aislamiento chino.
En el resto es igual tanto a la otra cepa espafola como a la del
zorro en USA y el cerdo en Argentina (94,4%). Con la cepa
eslovaca ISS147, ademis de la mencionada diferencia en el
microsatélite 3, cuenta con otro medio microsatélite diferente,
homologia de sélo un 88,8 %. Aunque en Rosenthal se asocia con
estas dos espafiolas, el acercamiento con la mas préxima ISS208 es
de s6lo un 722 %. Estan préoximos pero aparentan ser tres

aislamientos diferentes.

Prosiguiendo con el dendrograma publicado por Rosenthal et
al (66), la presencia de una cepa aislada en cerdo en Argentina ISS
404 asociada en un grupo préoximo a las aisladas de jabalies
introducidos en USA, nos indujo a valorar si también estas
triquinellas procedian indirectamente de Espafia, es decir, dada la
conocida llegada a USA de jabalies procedentes de Argentina y
éstos, a su vez, de Europa en el XIX.

Este analisis deparé alguna sorpresa. En primer lugar, la
escasa diferencia entre los aislamientos norteamericanos de jabali

WB-133 y NA-035. Asimismo, también parecen tener el mismo

54



origen la pareja NA-037 y NA-036. Sin embargo, entre cualquiera
de las dos primeras y de las segundas, hay una doble diferencia en
el microsatélite 8 (s6lo un 88,8% de coincidencia). Esto significa
que ha habido al menos dos entradas diferentes de Trichinella en
USA por esta via. El resto de las observaciones de nuestra parte no
arrojan luz sobre su origen. Por una parte, la primera pareja
(HB133 y NA-035) difiere de la cepa proxima Argentina ISS 404
(s6lo 77,7 % de coincidencia), acercandose mas la segunda pareja
(Na-035 y NA-037) (88,8% de coincidencia). Por su parte, la cepa
argentina, también es diferente, al mismo nivel, de la préxima
Dinamarca ISS26 que se acerca modestamente a la canadiense PB4
(Dame et al 1987). También difiere muy significativamente de la
otra hispana, analizada mas arriba, ISS 132 denominada por
nosotros como Horma, muy posiblemente trasladada a Méjico y
Argentina antes de la llegada a la peninsula en el XIX de nuevas T.
spiralis de mayor adaptacion y prolificidad en cerdos domésticos.

Otro aislamiento hispano ISS 212 es un verso suelto. Su mas
proximo, Eslovaquia ISS 174, de zorro, sélo comparte el 88,8 % al
diferir en la totalidad del microsatélite 8. Por otra parte, su también
vecino ISS 328 de un cerdo de Suecia, esta atin mas alejado (72,2 %).

Finalmente, las hispanas ISS 214 e ISS 088 son distintas
aunque proximas (94,4 %). Su vecina, Serbia ISS 599 aislada de
caballo se aleja (88.8) al diferir en el microsatélite 6 en su totalidad.
Posiblemente es otro ejemplo de introgresion ya que este
microsatélite 6 uniforme en todas las demas 1. spiralis analizadas, es
diferente en todas las T. spiralis asiaticas, asi como en 1. britovi, T.
murrelli y T, nativa.

Curiosamente ISS088 es nuestra CO-77, que en origen debid
ser una mezcla de T. spiralis y 'I. britovi. Cuando Francisco Martinez
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desde Cordoba (CO-77) la envi6 a Alma-Ata, fue identificada como
T. nelsoni (ahora denominada genotipoT8 de T. britovi ).

La bondad de los datos que exprimimos del trabajo
mencionado, con relaciéon a los aislamientos de 1. spiralis
procedentes de Extremadura —Caceres- y Andalucia —Cérdoba- se
ejemplariza también en la imagen del dendrograma de similaridad
hecho por nosotros a partir de la matriz formada por la longitud en
pares de bases de los nueve microsatélites publicados por
Rosenthal et al (66) (Figura 5). Curiosamente se refleja en el
dendrograma el origen de los aislamientos, de cerdo doméstico y
jabali, en buena parte separados.

s cerdo
-Ts2
Ts248
-Ts204
-Tsl3.
T jabali
Ts214
-Ts088

Figura 5. Relacion entre si de aislamientos de T. brifovi deducida de la similaridad entre
nueve microsatélites.

Con la aplicacién estricta del Cédigo de Nomenclatura zooldgica, la prioridad del
nombre dado por Britov y Boev en 1972 al aislamiento procedente de una hiena del
Parque Kruguer como Trichinella nelsoni, en honor a Nelson, a lo que result6 ser un
genotipo de la especie predominante en canidos suinos eurasiaticos salvajes. Esta
aplicacion setfa tanto como elevar a categorfa un error: Britov y Boev no tenfan en
sus manos la triquina que habfa causado el brote en los jovenes kikuyos en Kenia
estudiada por Noelson y col,, Forrester y col. loci. cit. Por esta causa, no se ha
puesto en duda la decision de Pozio describiendo las dos especies simpatricas en
Africa: T nelsoni sensu stricto y T8.
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3.2 Segunda parte, referente a 7. britovi

Aunque son muy pocos los aislamientos espafioles de T.
britovi incluidos en esta publicaciéon seminal, cuatro, véase Tabla 2, —
frente a los 11 de Italia, 7 de Francia, 5 de Estonia y 12 de otras
areas europeas —, si nos sirven si se suman a los datos de ISS 002
que también se encuentra entre nosotros, y T8 ISS 124 interfértil
con la mayoria de nuestras 1. britovi. Se confirma la notoria variedad
en todos salvo uno de los microsatélites observados, lo que ocurre
también con las muestras, mas pequefias de las otras especies T.
nativa y 1. murrelli. No incluye T. britovi en América dado que el
hallazgo en Argentina (68) es posterior. Es una pena pues, de lo
contrario, hubiéramos tenido la probabilidad de demostrar, como
ocurre con el aislamiento Argentina ISS 405 de T. spiralis, su
probable origen espafiol.

TABLA 2. Relacion de aislados espafioles incluidos como Trichinella britovi en
Rosenthal, B. et al 2008(66), enviados por el Instituto Superiore di Sanita, Roma
desde el Trichinella Database

ISSn® afio Hosp. Localidad de aislamiento; Investigador que envié la muestra

11 198  Lobo Curtis, La Corufia; Prof. Antonio R. Martinez Fernandez (1)
1569 204 Jabali Bohonal de Ibor, Ciceres; Prof. Serrano Aguilera

320 1992 Jabali Arganda, Madrid; Dra Esperanza Rodriguez
1555 2004  Jabali Ladrillar, Ciceres; Prof. Serrano Aguilera

ISS. Nimeto del aislamiento en el Banco del ISS Roma ( http://Trichinella.ISS.it<Database. (1) Primer
aislamiento de esta especie en Espafia, originariamente por hibridacion de parejas simples se denominé
T. nelsoni. Es nuestra especie tipo de T. britovi, llamada C-76 en el Registro Internacional de Especies,
antes de constituirse la Trichinella Data Base en el ISS, Roma.

En la tabla 2 se resume, el origen y lugar en Espafia de los
aislamientos de 1. britovi incluidos en analisis genémico de

Rosenthal. En el dendrograma que publican se observa que, frente
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a la gran uniformidad de T. spiralis, T. britovi cuenta con al menos
tres troncos diferenciados. En el primer se incluyen, tanto nuestra
C-77 de un lobo como la ISS 002 de un zorro en Italia. Son las
primeras que biolégicamente — ver en el capitulo siguiente,
aislamiento reproductivo y dinamica de infecciéon experimental —,
primero y, por el resto de los procedimientos posteriores, se
identificaron como diferentes a I. spiralis ya desde 1972 en nuestro
caso(83)(45).

Las dos T. britovi tipicas de Espafia C-76 e Italia ISS 002 son
practicamente iguales en todos sus microsatélites analizados. Es de
resaltar, lo que se puede deber al origen comun o algun tipo de
introgresiéon posterior a la separaciéon geografica causante de
especiacion  (alopatrismo) que esta 1. brifovi cuenta con
microsatélites que se repiten en 1. murrellien el 1,2,3y 6 y en el
dos 1 y 5 con T. nativa. Se manifiesta mayor proximidad con T.
murrelli que con T. nativa,lo que es bien curioso ya que 1. britovi y T.
murrelli en el tiempo presente se hallen en areas geograficas alejadas
— Eurasia y Norteamérica —, mientras que 1. britoi y T. nativa se

encuentran en areas euroasiaticas solapadas.

Los microsatélites 7, 8 y 9 se repiten iguales en todas las T.

britovi, y, por tanto, parecen patrimoniales de esta especie.

El segundo grupo del arbol de Rosenthal (66) (Figura 1,
pagina 800) esta encabezado por nuestro ISS 1569 de un jabali de la
sierra de los Ibores en Caceres. Aunque se aproxima a ISS 138 de
zorro en Francia y al ISS 241 de perro en Italia, difiere en los pares
de bases de 5 microsatélites con ambos aislamientos, que ademas,
entre si difieren en parte en siete de los microsatélites. Son en todo
diferentes.

Respecto al tercer grupo, por una parte esta el espanol ISS

320, que no tiene relacién alguna con sus vecinos aqui examinados.
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Difiere con la mas proxima ISS 351 de Francia en cuatro
microsatélites enteros y en la mitad de otros dos.

Si a los datos gendmicos de las muestras procedentes de
Espafa, se afiaden la ISS 02 italiana también circulante en Espafia,
y el genotipo africano T8 que en otro lugar mostramos que es una
T. britovi desplazada recientemente — en términos geoldgicos - a
Africa, y la norteamericana T. murrelli, podemos hacer un analisis

mas sencillo, en un arbol sin raiz (Figura 6).

"t- T.britovi 1SS 11

Lm:: T. britovi 1SS 02

nasss 1.britovi 1SS 1555

’n._,;;f T. britovi 1SS 320

L—.:.!Ei T.britovi 1SS 1569

7+ GenotipoT8 ISS 124

1wl T zurrelli 1SS 1708

T T T T T T T T T T T T T T T . T T T T 1

Coufficient

Figura 6. Relacién de similaridad, SinGend, a partir de la matriz del nimero de bases
de nueve microsatélites de Rosenthal et al. 2008 loc.cit (606).

Se observa asi mejor la gran proximidad entre si de los dos
aislamientos de T. britovi C-76 ISS 11 espafiola y la ISS 002 italiana,
que curiosamente fueron los primeras triquinellas de esta especie
encontrados en Espafia e Italia, a su vez proximos a ISS 1535 y, en
conjunto, subsidiarios de las otras dos espafiolas estudiadas: ISS
320 y ISS 1569.También, lo que es muy significativo, el alejamiento
temprano del Genotipo T8 africano y la especie norteamericana T.
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murrelli 1SS 1708 , ¢sun reflejo de lo que en tiempo geoldgico se
especula que ocurrié?. Si, también asi parece.

De este escatbar en y con nuestras herramientas y
conocimientos concomitantes los aislamientos espanoles de T.
britovi aqui vistos, se reafirma la gran variedad de esta especie en
nuestra peninsula, extremo occidental de Eurasia y depdsito por
ello de emigraciones empujadas por las olas sucesivas de glaciacion

caracteristicas del Cuaternario — vase el final del siguiente capitulo.

Tampoco se ha encontrado en este analisis de donde partié T.
murrelli. Si parece indicarse que el genotipo africano T8 parti6 de
un ancestro comun de aislamientos europeos actuales como el

espanol ISS 1555 y los kazako ISS 179 y francés ISS 348.

60



4  Capitulo 4. Trabajo propio 2.

4.1 Pequeifia historia de nuestra relacion con Trichinella

SpPP-

El titulo del capitulo es impreciso, en él, el adjetivo “nuestra”
oculta el pronombre “nosotros”, un conjunto de los que conmigo
fuimos conociendo mejor este nematodo: Manuel Sanmartin,
Filomena Rodriguez Caabeiro, Teresa Garate, Francisco Bolas,
Cristina de Armas, M* Elena Albarran, Alicia Gémez Barrio, M*
Begona Gomez Novillo, Flery Fonseca Salamanca, de forma directa,
junto con otros muchos: Felipe Barcena, Francisco Martinez, Ignacio
Navarrete, Caridad Sénchez Acedo, Rufino Alamo Sanz, SN. Garcia
Sanchez, Esperanza Rodriguez de las Porras, Marta Barral, y un largo
etc. Y en la distancia del inicio en este quehacer: Miguel Cordero del
Campillo, Francisco Rojo Vazquez.

Comenzé mi contacto experimental con Trichinella en 1963 al
mismo tiempo que lo hacia con la Parasitologia como ciencia y
asignatura a impartir; as{ fue, como profesor novato ensefiando y
estudiando al tiempo en aquella Facultad de Veterinaria de Leon,
por aquel entonces perteneciente a la Universidad de Oviedo,
donde me habia licenciado. Conté para mi formacién como
parasitélogo con dos maestros: en lo personal, con Miguel Cordero
del Campillo que justo hacfa un afio habia alcanzado la Catedra de
Parasitologia y Enfermedades Parasitarias de aquella facultad; en lo
biologico, con este raro nematodo causante de una zoonosis a la
que la profesiéon veterinaria en Europa debe su papel social

relevante como garantes de la salubridad de la carne y productos
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carnicos de consumo humano. El tratamiento de la triquinosis en
modelos experimentales fue mi tesis doctoral (84), seguida de otros
varios trabajos sobre la actividad de nuevos antihelminticos y

respuesta inmune (26-37) que se resumen en la Figura 7.
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Figura 7. Antihelminticos ensayados frente a Trichinella spiralis.
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Nuestra herramienta era la cepa GM-1 encontrada parasitando
un gato montés cazado en Pola de Lena (Asturias) y enviada por un
colega, Veterinario Titular de aquel municipio, el Dr. D. Manuel
Rodriguez Garcfa, excelente profesional y divulgador cientifico. Ya
desde el comienzo de nuestro trabajo, mi profesor de parasitologia,
antes citado, tenfa claro que Truhinella, ademas de ser la causante de la
zoonosis evitable con la inspecciéon veterinaria de los cerdos
domésticos, estaba en el medio silvestre en otros carnfvoros y
carrofieros. Asf se recogieron, por primera vez en Espafia, datos de la
presencia del nematodo en la fauna salvaje en areas de la Cordillera
Cantabro-Asturica de nuestra proximidad. Datos que presentamos a la
segunda conferencia internacional sobre trichinellosis: ICT-2 en
Wroklow (Polonia) (International Commission on Trichinellosis;
http:/ /www.trichinellosis.org/ Conferences.html), postetiormente
publicados (98); que se resumen en la Tabla 3 adjunta,

Tabla 3. Trichinella sp. en la fauna salvaje en la Cordillera Cantabro-Asturica (1960-69).

Trichinellosis in sylvatic animals from the Cantabrian Mountains
(Between the provinces of Ledn and Austrias)
(1960-1969)

|

Number of Positive to

Species ) Percentage
specimen T. spiralis

Badger (Meles meles) 5 2 40.0
Genet (Genetta genetta) 18 7 38.8
Fox (Vulpes vulpes) 60 19 31.6
Wildcat (Felis sylvestris) 19 6 31.5
Ferret (Putorius furc) 8 2 ' 25.0
Wolf (Canis lupus) 5 1 20.0
Baum marten (Martes martes) 18 1 | 5.5
Squirrel (Sciurus vulgaris) 4 0 ;

Otter (Lutra lutra) 2 0 ‘

Weasel (Mustela nivalis) 1 0

Wildboar (Sus serofa fera) 1 ’ 0

Mole (Talpa europaea) 6 0 \
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El interés por conocer la presencia de triquinella en la fauna
salvaje se extendié a otros centros donde se hacfa parasitologia en
el pais, especialmente las catedras de las facultades de Veterinaria de
Cordoba y Zaragoza, asi como la Escuela Nacional de Sanidad
integrada posteriormente en el Instituto Carlos III, que

proseguirian afios mas tarde, con mucho éxito estas tareas.

4.2 Aislamientos y biologia diferencial

Sirviendo desde 1972 a la Universidad de Santiago de
Compostela, establecimos contacto con el bidlogo local Felipe
Barcena Varela de Limia, noble y Noble, infatigable zoologo de
campo, maximo conocedor entre nosotros del lobo en la Peninsula
Ibérica. Gracias a su colaboracién comprobamos que entre 1975 y
1977 en los que analizamos muestras de lobos cazados en las
cuatro provincias gallegas, el 99 % estaban infectados con
Trichinella. En dos ocasiones, procedentes de la misma zona, una
montana (Sierra Lobera, Curtis) aislamos y comenzamos a pasar
periddicamente por raton NMRI las cepas de Trichinella que
denominamos C-76 — por Curtis en 1976 — y C-77. Estos dos
aislamientos y nuestra veterana GM-1 fueron enviados al
Laboratorio del Prof. Boev a Alma Ata para su identificacion
especifica mediante entrecruzamiento de parejas simples de larvas
musculares. El resultado de estas experiencias (43)(44), que nunca
supimos donde fue publicado, se resume en la siguiente tabla
cuatro que transcribe la comunicacién personal del grupo de
investigadores del laboratorio del Dr. Boev (Tabla 4).
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Tabla 4. Transctipcion de las comunicaciones de Shaikenov et al.1980 de la identidad
de GM-1y C-76 en Almati, Kazajistan (43, 44).

1.Experiencias de identificacién de los aislamientos C-77 y C-76

MIELO [E REPRODUTIN MADAES — NRADAE % de CRZAMIEND
iarva 0 x larva 0 - ; INESINIS,,  KOSITIME

C-76"x Trichinella nativa 10 : 0 =

C-76 X Trichinella spiralis 10 0 -
'C-76 x Trichinella nelsoni 10 3 42,8
C-76 x C-76 10 8 75,0
C-77 x Trichinella nativa 10 0 -

C-77 x Trichinella spiralis 10 0 =

C-77 x Trichinella nelsoni . 13 8 61,5
C-77 x C-77 10 ) 70,0

2.Experiencias de identificacién del aislamiento GM-1

GM-1 x Trichinella nativa 9 0 -

aM-1 x Trichinella nelsoni 15 1 6,6 (+)
GM-1 x Trichinella spiralis 14 _ 7 50,0
GM-1 x G4-1 s 8 6 75,0

(*)Se indican sélo los animales que sobrevivieron hasta el final de la
experiencia. (+) T.spiralis hibrida con T.nelsoni (sic) en una pequefia
proporcién con descendencia estéril.

Las experiencias 1. fueron realizadas por B.Shaikenov y Larisa A.Sokolova;
las experiencias 2. porB.Shaikenov y Z.Ch.Tazieva.

Unos excelentes resultados del ahora lejano 1975. Se debe
aclarar que consideraban como T. nelsoni la cepa procedente de una
hiena moteada cazada en el Parque Nacional Kruguer, antes
comentado. ILa identificacion de C-76 con T.nelsoni Brito &
Boev,1972 serfa posteriormente confirmada en nuestro laboratorio
por los métodos biolégico y moleculares y por La Rosa et al (79)
como el primer aislamiento que se produjo en Espafa de Trichinella
britovi Pozio et al 1992, especie distinta reproductivamente aislada
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de las dos especies admitidas ya en este tiempo: T.spiralis y T. nativa.
Esta fue la primera evidencia de que en Galicia circulaba en los
lobos una especie diferente de este género de nematodos.

Por otra parte, también por primera vez se constata que
nuestra cepa GM-1 era un aislamiento de T.spzralis, que como en
otros lugares endémicos habia pasado del ciclo epidemiologico
urbano ya demostrado hacia cerca de 60 afios por Virchow(20), a

un ciclo silvestre entre carnivoros salvajes en la cordillera.

El informe del grupo del Prof. Boev tuvo un punto dificil de
interpretar que se repiti6 con el envio desde Coérdoba por
Francisco de Paula Martinez Gémez con otro aislamiento, en este
caso de jabali, el denominado CO-77. Tanto nuestra C-77
procedente de un lobo, como CO-77 de jabali se identificaron
como 1. nelsoni (finalmente T. britovi), aunque por alozimas (99) y
técnicas posteriores se comprob6 que eran dos cepas asilvestradas
de T.spiralis. Es posible que estos dos aislamientos fueran en
principio infecciones naturales mixtas; afios mas tarde, tras 15 afios
y unos 60 pases en ratén, solo quedd su componente 1. spiralis y asi
fue determinado por analisis isoenzimaticos y genomicos

posteriores.

Fijamos en el laboratorio, consecuencia de nuestra
experiencia con la evaluaciéon de la actividad antihelmintica de
moléculas de sintesis sobre las diferentes fases del ciclo bioldgico
de Trichinella spiralis, un esquema nominado del ciclo que se expresa
en la figura adjunta donde se definen y establecen parametros que
se corresponden con situaciones permanentes en el ciclo endégeno

de la infeccién parasitaria (Figura 8).
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CARGA PARASITARIA
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post infeccion

Se definen y establecen parametros tales como:

a) Pérdida inicial = cociente inéculo/ n° adultos al 3° dpi (dia post infeccién)

b) Meseta Intestinal = n° estadisticamente estable de adultos que permanecen
en el intestino

¢) Autocura, fenémeno inmunolégico de expulsioén; cambio en el cociente
sexual

d) Ritmo bimodal de puesta de embriones

e) ICR o relacién entre el n°® de larvas inoculadas y el n° total de larvas
musculares

Figura 8. Esquema de las fases observables en el ciclo biolégico de Trichinella spp.

Siguiendo este esquema se estudié el comportamiento
biologico de las dos especies gemelas, que presentamos en el ITC 5
(Noordwijk aan Zee, Holanda). LLos comportamientos biolégicos
de estas dos especies, que se muestran diferentes, por primera vez

(100) se resumen en la Figura 9.
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Figura 9. Parametros biolégicos comparados entre dos aislamientos de Trichinella GM-
1 de gato montés y C-76 de lobo.

Mediante infecciones de ratas CD (Chatles River) observando
los parametros biolégicos establecidos: pérdida inicial al 3° dia post
infeccion (p.z.); duracion en dias de la meseta intestinal, antocura, dia
pi. en que el numero de hembras de nematodo disminuye
estadisticamente. Como se puede observar, el comportamiento
biolégico de C-76 (en éste tiempo lamada T. nelsoni, tutura T.
britovi) es muy diferente al de GM-1 (1. spiralis).

En esta representacion grafica de comportamiento endégeno
de estos dos aislamientos, ambos procedentes de fauna salvaje, se
evidencia que pertenecen a especies diferentes. La rata, el
hospedador experimental elegido, con sélida respuesta inmunitaria,

evidencia con mayor claridad esta circustancia.

Asimismo, gracias al uso de un antihelmintico que solo actia

sobre los adultos intestinales se determiné para cada aislamiento de
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Trichinella el ritmo diario de larviposicién, es decir, el ritmo de
puesta de embriones (larvas recién nacidas) en cada dia de la
permanencia intestinal. Se demostré asi, por primera vez entre
nosotros, la existencia en la naturaleza de dos especies
biologicamente diferentes. La cepa C-76 sufria una pérdida inicial
muy alta (se establecia solo el 36% frente al 52% de GM-1 T.
spiralis), la meseta intestinal era muy corta (tres dias), la
autocuraciéon adelantada y consecuentemente una infeccion
muscular muy diferente (155 larvas /g de tejido muscular para C-56
trente a 1.943 de T. spiralis).

Contabamos con dos especies autoctonas diferentes, por lo
que buscamos ampliar el ambito de la presencia de Trichinella en
nuestra fauna salvaje. El problema era justificar la presencia en los
lobos de Galicia de una “triquina africana”, como nos decfan desde
Alma Ata. Lo comunicamos a la Sociedad espafola de Parasitologia
(SEP)(45) y en la discusion aventuramos hipotesis divertidas, como
atribuir a la venida desde Aftica de félidos al Circo Romano.

Gracias a la colaboraciéon de los profesores Francisco de
Paula Martinez Gémez de Coérdoba y Caridad Sanchez Acedo de
Zaragoza, mas las remitidas por SN Boev desde Alma Ata y Kjos

Hanssen desde Noruega logramos una coleccion inicial de cepas:

- Tres cepas de cerdo doméstico: LASO, aislada de un cerdo
doméstico en La Solana, Ciudad Real en 1959 y mantenida
en el Instituto Lopez Neyra de Granada; POLE aislada en
1974 en Pola de Elena (Asturias) y SEVILLA aislada en
esta ciudad homoénima en 1983, ambas también de cerdos
domésticos.

- Cuatro de Jabali: CO-77, aislada en Cérdoba en 1987,
HORMA, en la localidad de Hormachuelos (Cérdoba),
QUINO, (también llamada OVINO o JAB-82) de la
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provincia de Cordoba, MAD-83 aislada también de
Hormachuelos, Cérdoba en 1983;

Tres de zorro: MONEGRILLO de un zorro cazado en
esta localidad en 1984, ARRONIZ también de zorro, con
el nombre de la localidad donde fue cazado en 1984, y
BOERV, cepa de T. nativa procedente de un Zorro cazado
en Mordovia (Rusia Central) y enviada por el Prof. S.N.
Boev del Instituto de Zoologia de la Academia de
Kazajistan (Alma Ata).

Dos de Lobo: C-76 lobo cazado en 1976 en Sierra Lobera,
Curtis, La Coruna, C-77 de la misma localidad, un afio mas
tarde.

- Una de cada una de las especies siguientes:

Una cepa Garkabi, de Procyon lotor, es decir la especie
consolidada T. pseudospiralis, enviada por el Dr. Z.S.
Pawlowski desde Poznan al Instituto Lopez Neyra y de

éste a nuestro laboratorio;

Dos cepas de T. nativa NORUEGA de un oso polar
(Thatarctus maritimus) cazado en Swalbard que habia sido
conservada a -18°C durante 24 meses, en la cabeza del
oso infectado. Nos la envi6 el Dr. Kjios Hanssen en
1981 Posteriormente, enviada a Roma, se le asigna el
identificador ISS10; 1a segunda cepa de T. nativa, aislada
originariamente de un zorro en Kazajistan, nos la
enviaron desde el laboratorio del Prof. Boev; remitida

posteriormente a Roma, se le asigné el identificador
ISS76.



4.3 Aislamiento reproductivo de parejas simples

En la Figura 10 se ejemplariza el dimorfismo sexual discreto
que tiene el primer estado infectante de Trichinella, a la izquierda la
imagen microscopica 10X de una pareja, el macho con asa
intestinal y la larga cloaca(recto), a la derecha la larva hembra:
primordio genital con células separadas, recto corto, génada e
intestino paralelos. A la derecha, dibujo esquematico del

dimorfismo.

HEMBRA

Figura 10. Morfologia diferenciada de los J1 (larvas 1) infectantes de Truchinella spp.

Formando parte de la extensa tesis doctoral realizada por
Cristina de Armas Sierra(75), de nuestro grupo de investigaciéon en
Santiago, en el capitulo de identificacion de aislamientos mediante
compatibilidad o aislamiento reproductivo por ensayos de infeccion
con parejas simples, comprobé que nuestra tipo de T. spiralis GM-1
esta: a) aislada reproductivamente de C-76, de Garkabi y de las dos
noérdicas Boev y Noruega. Sorprendentemente, para ese afo, 1985,
también esta aislada MAD-83 — sélo en F1 un 20 % en la direccion
& GM-1 x Q. Por otra parte, es completamente compatible con:
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HORMA, SEVILLA, LASO, QUINO y POLE, que eran por lo
tanto de la misma especie.

Por su parte C-76 esta aislada al 100% con GM-1, LASO,
SEVILLA, QUINO, ARRONIZ; es capaz de hibridar, sélo en la
direccion &' C-76 x @ HORMA y lo mismo con C-77.

La cepa MONEGRILLO es 100% compatible con C-76, es
por lo tanto como vamos a saber mas tarde, la segunda T. britovi

que identificamos.

Finalmente, las dos cepas “nérdicas” NORUEGA y BOEYV,
ademas de entre si, hibridan con F1 viable con MAD-83 y CO-77
la primera y con MAD-73 y POLE la segunda. El comportamiento
de CO-77 que en Alma Ata fue identificado como T. nelson:
(sentido Britov & Boev 1972 loc.cit) y que en este proceso
experimental es capaz también de hibridar con QUINO y MAD 73
con F1 viable, es propio de que este aislamiento de un jabali es una
mezcla de dos especies, como mas tarde, al utilizar alozimas y

métodos genémicos, comprobaremos.

Otro tanto, mas llamativo todavia es el caso de MAD-83 que
no hibrida en el ensayo de pares simples con GM-1 y C-76 - como
si no tuviera en su seno ni 1. spiralis ni 'I. britovi y si es compatible,
con F1 viable, con NORUEGA, BOEV y Co77. Por ello, MAD-83
y Co-77 ambos de jabalies, tienen un componente comun de otro

origen, sin descartar o con la posible base genética de T. spiralis.

MAD-83 en el tiempo en que se hacen las experiencias de
hibridacion, tras 9 afios mantenida en condicions de laboratorio
aparenta ser todavia una mezcla de especies. Lo mas curioso del
resultado de estos ensayos es que dos aislamientos altamente
resistentes a la congelacion, que posteriormente se identifican
supuestamente como pertenecientes a la especie T. nativa, hibridan

en ambas direcciones con el aislamiento MAD-83. Pero ademas,
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con el aislamiento POLE de cerdo, que es sin duda una T. spiralis.
El problema de estos resultados es la incertidumbre de saber si las
dos supuestas 1. nativa de las que disponfamos eran realmente de
esta especie o aislamientos resistentes a la congelacion de T. britovi,
lo que eraparece mas probable. Por esta razén, unos afios mas
tarde, volvemos a ensayos de compatibilidad o aislamiento por
empleo de infeccion experimental con parejas simples, lo que para

seguir un criterio cronolégico abordamos en paginas posteriores.

Una buena pregunta es si esta mezcla se puede mantener en el
tiempo. La experiencia con MAD-83, en las condiciones de
laboratorio, indican que no.

Aunque no caen enteramente en el campo de este trabajo, se
realizaron en este tiempo, 1975 a 1985, dos tesis doctorales: las de
Manuel L. Sanmartin Duran(101) y Teresa Garate Ormaechea(74)
que contribuyeron significativamente en el entendimiento de la
especiacion de Trichinella- en aquel tiempo- a través de ensayos de
inmunologia experimental. En uno de los trabajos presentados en
1980 a la ICT 5 celebrada en Noordwijk aan Zee, Holanda (102) se
publicaron resultados sobre inmunizaciéon por infecciéon simple o
hiperinmunizacién por infecciones abreviadas por antihelmintico
entre las especies identificadas en aquél tiempo: T. spiralis
representada por la cepa GM-1, T. nelsoni representada por la cepa
C-76 - de la que ahora sabemos es interfértil con la cepa Kruger
que Britov y Boev denominan asi, T.welsoni , asi como T.
pseudospiralis cepa  Garkabi. En  las  experiencias  de
hiperinmunizacién se hall6 que la obtenida con T. spiralis protege al
99% frente a una reinfeccion homologa, asi como en un 93%
frente a la infecciéon por C76 y un tanto menos, 42,8% frente a T.
pseudospiralis si se consideran los adultos intestinales, asi como,
consecuentemente proteccion del 99 % de larvas musculares en la

infeccion homologa y del 88 % en la de C-78 y 46 % en T.
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pseudospiralis. Por otra parte, no hay una especial diferencia entre C-
76 y la 'I. nativa que manejamos, por lo que empezamos a sospechar
que no es una especie particularmente distinta, en comportamiento
al menos, a nuestra C-70, lo que un tiempo después se comprobd
por hibridacién de parejas simples dada su interfertilidad con C-76
y Monegrillo, dos cepas de fauna salvaje espafola que se asignaran

con certeza a la nueva especie 1. britovi.

Por el contrario, tanto en las experiencias de
hiperinmunizacién por infecciones intestinales repetidas 'y
abreviadas, como en infecciones completas, demostramos que C-76
y ésta supuesta “I. nativa’ no protegen hasta el nivel de impedir
una infecciéon posterior con 1. spiralis. Asimismo, la especie T.
pseudospiralis protege al 100% frente a la reinfecciéon con otras
especies.

Aunque lo buscado era reafirmar, a través de diferencias de
comportamiento, la separaciéon oculta de las especies de Trichinella,
surgieron dos datos importantes desde el punto de vista
epidemiolégico, que es muy posible que hayan sido, a partir de esta
publicacién, conocidos por otros autores que las recogieron en
articulos de revistas indexadas sin citar, que sepamos, este trabajo
publicado en el libro ITC 5 Trichinellosis, ISBNO 906544 04 1.
Dichos hallazgos fueron:

1. Que las especies cabeceras aparentes del proceso
evolutivo: 1. spiralis 'y 'I. psendospiralis son altamente
inmundégenas, impidiendo por ello que el hospedador que
las adquiere primero sea suceptible a una nueva infeccion
por otra especie de triquinella; en si, parece una via
secundaria de aislamiento aun en simpatrismo, facilitando

la conservacion de la especie.
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2. Que otras especies, en este caso la representada por C-76
y la “T. nativa” enviada por Boeyv, — posiblemente otra que
mas tarde se denominarda T. britovi- no inducen
inmunidad suficiente como para impedir una nueva

infeccion por otra especie del mismogénero.

3. La segunda circunstancia facilita que en la naturaleza haya
infecciones mixtas, por ejemplo, en suinos salvajes,
infecciones de 1. britovi y . spiralis ; concretamente esto,
en areas endémicas para las dos especies, ocurre con
frecuencia y muy posteriormente se comprobo sin duda,
cuando se pudo determinar la especie con el DNA de
una sola larva (103).

Desafortunadamente, el comportamiento extrafio en las
pruebas de hibridacién de parejas maltiples condujo a afirmaciones
incorrectas negando el aislamiento reproductivo y por ende la
especiacion. También se puede dar en los ensayos repetidos de
hibridacién de parejas simples, aunque es mas dificil. Por todo ello,
por primera vez entre nosotros, Teresa Garate Ormaechea, una de
las mas brillantes alumnas de las que he sido mentor, de feliz
recuerdo, terminaba las conclusiones de su voluminosa tesis

doctoral con las siguientes palabras que transcribo:

“Con respecto al rango taxonémico de las #riguinellas

examinadas observamos:

a/ No son iguales los distintos aislamientos paledrticos que
estudiamos, y no lo son cuantitativamente.

b/ No estin suficientemente alejadas entre si, como para
considerarlas especies plenas en el sentido de MAYR
(62).

¢/ Tenemos argumentos para pensat que Trichinella ha sido

sorprendida por nuestros estudios, entre otros, en un
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camino intermedio hacia la especiacion, superior ya al
“circulo de razas” ( Rassenkreise, Rensch(104)) e inferior
al circulo de especies (Artenkreise Rensch (46)). Por todo
ello considerarlas, como ya fue postulado, especies
cripticas o hermanas, puede ser una solucién de

compromiso”.

Palabras juiciosas especialmente por haber sido escritas en
1982, temprano por lo tanto en el camino de desentrafar y
entender el proceso de especiacion de éste género de nematodos
“perezoso”, que se qued6é muy atras en el proceso evolutivo de
otros nematodos, por alcanzar temprano — en tiempo geologico —
un estatus “cémodo” en el seguro de fiar su continuidad en el
habito vital de sus hospedadores: depredacion y carrofierismo; a lo
que se aflade su escasa especificidad (polixenismo de su ciclo
autoheteroxeno). Todo ello traducido en un ejemplo de cuasi-

estasis evolutivo.

4.4 Analisis isoenzimatico

Ya desde 1979 conociamos, por el trabajo experimental que
se desarrollaba en el Departamento de Genética, de la Facultad de
Ciencias Biologicas —sito en el mismo edificio donde estaban
nuestros laboratorios en Santiago—, el analisis indirecto del genoma
por la observacion de enzimas basicos, métodos asequibles que
podiamos emplear para mejor conocer nuestros nematodos. No fue
posible la colaboraciéon porque ambos partimos de Santiago, él,
Catedratico de Genética a su Catalufia natal, nosotros a Madrid.

Conocimos que la Dra. Flockhart lo estaba haciendo en
Londres y le enviamos algunos de nuestros aislamientos,
confirmando que GM-1 y C-76 pertenecian a especies claramente
diferentes, como ya se ha comentado con anterioridad (49).
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Desafortunadamente, cambié la Dra. Flochhart su trabajo y nos
ofrecio, entre a otros, su coleccion de cepas.

A partir de 1983, Pozio et al. (52) comenzaron a recoger
aislados de Trichinella enviadas desde distintas areas del mundo
entero, especialmente de Europa y muy destacadamente de Espafa.
Este grupo italiano, perfeccionando la técnica de crioconservacion
en N2 liquido de larvas recién nacidas, pudieron, en principio,
almacenar y conservar cepas de Trichinalla, al tiempo que
normalizaban la denominaciéon de los aislamientos, adoptando el
sistema sugerido para los protistas quinetoplastidos (Trypanosoma,
Leishmania) por la OMS (1984); asi, nuestra cepa de Trichinella spiralis
GM-1 pas6 a llamarse en el banco internacional italiano
MFEL/SP/62/1SS48 , que significa: mamifero/ Felix catns/1962/
namero 48 de la coleccion en el ISS (Instituto Superiore di Sanita,
Roma). El éxito de la iniciativa es memorable y a ¢l y a un buen
trabajo, se debe el especial protagonismo del grupo italiano en el
conocimiento y desarrollo de Trichinella.

Desde los 80 del siglo pasado comenzamos a enviar
periddicamente los aislados que recogifamos desde Madrid nuestro
companero Francisco Bolas y nosotros, y el investigador veterinario
Gustavo del Real (Escuela Nacional de Sanidad), asi como Ignacio
Navarrete y sus colaboradores desde Caceres, Santiago Hernandez
desde Coérdoba, Caridad Sanchez Acedo desde Zaragoza, Granada,
etc. con lo que los aportes desde la peninsula fueron en principio
los mas numerosos en el repositorio. Los investigadores italianos
perfeccionaron el analisis isoenzimatico de modo significativo —
véase la Figura 11 tomada de La Rosa et al.1992 (99) y Pozio et al.
1988 (47).
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Figura 11. A la izquierda isoenzimas analizados que diferencian claramente los clados
T1 a T7 analizados. A la derecha, dendrograma simplificado.

En la que se muestra a la izquierda(51) las isoenzimas
analizados que diferencian claramente los clados vistos,
denominados: T1 T.spiralis s.st., T2 T.nativa, T3 Trichinella sp3 de
Italia, Espana, T4 T. pseudospiralis, 'T5 Trichinella sp5 de
Norteamérica de clima templado, T6 Trichinella sp6 de
Norteamérica, alta montafa y Norte del Continente, T7 Trichinella
nelsoni, ‘T8 Trichinella sp8 de fauna Sudafricana. El dendrograma de
la derecha, simplificado para esta ocasion del original (41), separa
netamente las triquinellas acapsuladas (T4) de las restantes
capsuladas, parasitos solo de mamiferos. Las dos siguientes son las
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nada resistentes a la congelacion: T1 (1. spiralis) y la 'T7 de los
télidos y feloideos del Este africano. Es esta la primera observacioén
de la proximidad entre si de estos dos aislamientos distanciados en
el espacio ecoldgico; alopatrismo hipotéticamente forzado por una
glaciacion. La hipotesis dominante es que las que no huyeron del
enfriamiento con los hospedadores a Africa y al extremo Oriente
eurasiatico, se adaptaron al frio: al frio extremo la actual T2 (T.
britovi) y la norteamericana T6, al frio moderado T3 (mas tarde
nominada T. britovi). De este ultimo tronco, las dos que con sus
hospedadores alcanzan areas de clima mas calido, perdiendo en
buena medida la resistencia a la congelacién, son T8 y T5 lo que
sucede en areas tan alejadas como el Suroeste de Affica, en el caso
de T8, y el Centro y Sur de Norteamérica en el de T5.

Este trabajo, presentado antes en Alicante, en la ICT 7 que
nosotros dirigimos, era tan novedoso que a todos nos sorprendio,
incluso a los autores que lo presentaron y publicaron “con
modestia”, cuando era en realidad un buen adelanto. LLos avances
tecnolégicos de observacion directa del genoma lo confirmaron
una veintena de aflos mas tarde. Este trabajo se hizo en una buena
parte con aislados de triquinella enviados a Roma desde Madrid.
Concretamente, se incluyen y asi se identifican por primera vez a

nivel de especie las siguientes:

Como T1 Trichinella spiralis s.st: GM-1 ISS 41 de un gato
montés; POLE ISS90 y LASO ISS 112 de cerdo; CO-77 ISS88 y
MAD-83 ISS§92 de jabali; ARRONIZ ISS91 de zorro; ademas una
cepa de laboratorio, suponemos aislada por el Dr. Vasallo Matilla, de
rata de alcantarilla en Madrid ISS 116. Como Trichinella sp3, nuestra
C-76 1SS11 de un lobo en Galicia y Monegrillo ISS86 de un Zorro
en Monegros, Zaragoza. Finalmente, aunque, foraneas, como
trabajamos con ellas en este tiempo y luego se pierden, se incluyen

como T. nativa las que en este tiempo asi usabamos: NORUEGA
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ISS10 procedente de la cabeza de un oso blanco cazado en Svalbard,
y como T8 la ISS 124 de una hiena y la cepa LONDON 1ISS25 de T.
spiralis, aislada de un gato doméstico en esa ciudad.

Como ya fue mencionado en el capitulo 2, tras los trabajos
publicados por el grupo italiano -La Rosa et al. 1992(53) y Pozio et
al 1992a(54) y 1992b(55)- queda claro que en la fauna peninsular
circulan dos especies distintas: T.spiralis y T.britovi. Ademas esta la
descrita, con excesiva modestia por Rafael Calero et al. 1978(105) y
(106), T.pseudospiralis parasitando a un aguila ratonera del parque
zooloégico Tempul de Jerez de la Frontera (Cadiz) — aunque se puso en
dnda — reduciéndola a una sospecha - esta denuncia(107), de modo
totalmente injustificado, alegando que no se identificé por medios
bioquimicos, biolégicos o moleculares; consideramos que es una
alegacion ridicula. Se utilizé el método mas habitual — digestién
péptica — y los autores, profesores veterinarios de parasitologia
sabian bien como era una triquinella y el hospedador, un ave rapaz.
Es sin duda la primera denuncia de T.pseudospiralis; s6lo afios mas
tarde se repitié este hallazgo en Espafia, Gerona(108), en un jabali
cazado cerca de la frontera y cercano a un foco francés.
Desafortunadamente, se insiste en este trabajo en ningunear el

primer hallazgo antes comentado.

En un salto cualitativo del afan de identificar las especies de
Trichinella que circulaban en la naturaleza en nuestro pais, merece
la pena citar literalmente la primera de las conclusiones de la tesis
doctoral que dirigimos a Marfa Elena Albarran, 1989(76) “ Del
estudio del polimorfismo del ADN de aislamientos hispanos de
Trichinella mediante hibridaciéon del ADN genémico y andlisis de las
secuencias repetitivas tras hibridacién con una sonda especifica de
triquinellas quisticas (capsuladas), se desprende que los aislamientos
analizados pueden agruparse en dos poblaciones: una encabezada

por el aislamiento tipo GM-1 y otra formada por los aislamientos
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C-76 y Monegrillo. Esta diferenciacién corrobora los resultados de
otros autores y técnicas tales como: por polimorfismo
isoenzimatico(53), hibridacién con parejas simples(109), mapas
proteicos(110), actividades enzimaticas(111) y(112), patrones de
“western blot”(113)”. Es decir, se distingue mediante la técnica
molecular de hibridacion del ADN nuclear con una sonda
especifica para triquinellas capsuladas y analisis de las secuencias
repetitivas, la presencia entre nosotros de T. spiralis como GM-1y
de T. britovi como C-76, modelos del estudio”.

4.5 Aislamiento reproductivo 2.

Con el trabajo minucioso de Begona Arribas Novillo, como
parte de su excelente tesis doctoral(114), volvimos a estudiar
mediante la técnica de hibridacién con parejas simples, la ya
abundante muestra de aislamientos espafioles de Trichinella
procedentes de: cerdos domésticos (seis aislamientos), jabalies (43
idem), zorros (10), lobos (uno) junto con los nueve aislamientos ya
previamente contrastados de T. spiralis , dos de T. britovi, dos de
T.nelsoni s. st., dos de Trichinella sp.6 de Norteamérica, uno de
Trichinella sp.5 también de Norteamérica y uno de un oso blanco
del zoo de México. Entrenamos previamente la seleccion de las
larvas a infectar normalizando todos los aspectos: edad de la
infeccién, técnica de aislamiento de larvas, sexado siguiendo la
sugerencia de Ooi 1984(115), asi como, inoculacién con sondas
desechables, resultados de la infecciéon en el mismo tiempo post
infeccion. Se tuvo especial cuidado en el reconocimiento de las
larvas macho, eligiendo exclusivamente las que presentaban asa
intestinal e introduciendo en cada ensayo de hibridacién dobles
controles positivos de cada cepa en la que se demostraba su
compatibilidad o aislamiento en ambas direcciones, macho por
hembra y viceversa, con las dos triquinellas tipo: GM-1 por T.

81



spiralis 'y C-76 como T. britovi. Los resultados parecen muy
interesantes: los 6 aislamientos procedentes de cerdo fueron de T.
spiralis. Entre los 43 aislamientos procedentes de jabalies: 38 fueron
de T. britovi y cinco de T. spiralis, con lo que se demuestra también
aqui, con cepas aisladas principalmente de Castilla/Leon, el paso
desde el ciclo epidemiolégico urbano al silvestre, demostrado
ampliamente en otros medios y ya patente desde el principio entre
nosotros — asi, nuestro tipo de T. spiralis GM-1 se aislo
originariamente de un gato montés, y otra tipica de Galicia, C-77 de
un lobo. Todas las procedentes de carnivoros salvajes, 10 de zorro y
3 de lobo fueros T. britovs; esta es la especie endémica de nuestra
fauna en el Centro y Norte de la Peninsula.

Vease Figura 12 en la que se indica en el mapa peninsular la
localizacion geografica de donde procedian los aislamientos,
coincidentes en su mayoria con las cordilleras: Central y Montes de
Toledo, Ibérica y especialmente la Cantabro-Asturica, ademas de
montes de Galicia y cinco de Andalucia; asl lo resumimos en una
imagen que muestra aislamientos y cordilleras en la Peninsula
Ibérica en un texto de parasitologia con nuestro maestro Miguel

Cordero y sus discipulos — Fig, 27-11, pagina 503 (116).

W GANTADNS-ASTURICOS ¥ PIRI
y. COADILLEAA TSERAI0A

! Trichinella britovi *
~ Trichinella spiralis %

COR. CENTRAL Y M. OE TOLEDO

R =t EETICA ¥ PENIDETION

Figura 12. A la izquierda aislamientos estudiados principamente de Castilla y Le6n
(114). A la derecha esquema de la situacién geografica de brotes de triquinosis entre
1960 y 1990, aproximadamente (116). Dibujan las cordilleras peninsulares.
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Parece que entre las 16 cepas de T. spiralis clasificadas hay
entre nosotros ejemplares “antiguos”, como la cepa ARRONIZ,
muy probablemente anteriores a la llegada con los cerdos europeos
mejorados portando otras I. spiralis con mucha mayor
infestabilidad como LASO ISS 112 con ICR casi tan alto como la
cepa LONDON ISS 25. Estas antiguas, fueron las primeras que
llegaron a México y Argentina, donde persisten. Es este otro
indicio que complementa los indicados por nuestra parte como
consecuencia del aporte original que, en el capitulo precedente,
hemos aportado y analizado al trabajo —en buena parte con
nuestros aislamientos— de Rosenthal et al. (66). Se puede afirmar
que la conquista de América por T.spiralis se hizo, desde nuestra
pais, sin excluir la que se haya producido desde Inglaterra y Francia,
en dos tiempos: a) en el XVI con cerdos hacia el Caribe y de aqui a
México y el Oeste de USA primero y a Argentina un poco mas
tarde; b) en el XIX a través de la formacién de la raza porcina
Duroc, como asi demostramos en el capitulo anterior y en un

trabajo precedente(117).

Los ensayos de hibridacion delimitaron tres grupos; a) los que
s6lo hibridaron con T. spiralis; dentro de éstas, algunas cepas recién
aisladas procedentes de jabalies: J-89, J2-90 y J3-90 hibridan
también con T. britovi produciendo F1 infértil; b) aislamientos que
so6lo hibridan con T. britovz, y ©) un Gnico aislamiento Omexico que
solo hibrida con T. nativa.

Se destaca que el Genotipo T8 de Sudafrica es inter-fértil con
nuestra 1. britovi tipo C-76, con descendencia fértil observada hasta
la 4* generacién. A su vez es inter-fértil con la cepa tipo italiana ISS
02 de T. britovi. No hay aislamiento reproductivo, pertenecen a
poblaciones diferenciadas por aislamiento geografico, alopatrismo,
pero sin tiempo suficiente de separacion. El genotipo T8 esta
instalado en el tren de la especiacion, sin haber llegado a la
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distancia suficiente como para alcanzar el estatus de especie. Por el
momento no es mas que un genotipo geograficamente aislado del
conjunto de los genotipos multiples de T. britovi presentes en
Europa y Norte y Noroeste de Africa. Como acertadamente
destaca Arribas en 1996 (61) el hecho comprobado ahora arroja luz
sobre el error inducido de considerar la presencia de T. nelsoni entre
nosotros e Italia al realizar los primeros ensayos de hibridacion
realizados en Alma Ata, antes referidos. El grupo del Prof. Boev
utilizé6 como T. nelsoni a un aislamiento de T8 procedente de una
hiena naturalmente infectada en el Parque Kruger del Noreste de
Sudafrica. El aislamiento reproductivo de T8 con nuestra 1. spiralis,
confirma puntualmente lo hallado previamente por Otlov et al.
(118) que describen mecanismos de destruccion de cigotos de
hembras de T. nelsoni (asi consideraban a un aislamiento de T8, es
decir de T. britov, véase antes) cruzadas experimentalmente con
machos de T. spiralis.

Cuando, en el desarrollo de nuestro trabajo, se intent6 la
hibridacion con auténticas 1. nelsoni (1SS29 de Kenia e ISS 37 de
Tanzania) el resultado fue negativo. Asimismo, también estos
aislamientos de la auténtica 1. wnelsoni (T7) estan aislados
reproductivamente del Genotipo T8 de nuestro ensayo (ISS 149 de
T8). El aislamiento procedente de una hiena del Parque Nacional
Kruger que el Dr. Nelson envi6 al Prof. Kozar que al final era una
T8, fue un hecho casual pues, aflos mas tarde, se demostré que
también en el Parque Kruger hay T. nelsoni s.st. ademas de 1. britovi
T8. Incluso se ha encontrado un leén con una comprobada
infeccién mixta de las dos especies Marucci et al. 2009(119).

Se resuelve por primera vez, lo que posteriormente confirma
Maru Dea Ayuela(120)en su tesis doctoral con relaciéon al
aislamiento MAD 83 ISS92 que es ahora en 1995 tras 12 afos de

pases perioddicos por raton — alrededor de 40 pases — no mas que
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un aislado de T.spiralis—, no era asi cuando se hicieron 10 afios antes
los primeros ensayos de hibridaciéon abundante, con descendencia
tértil, con un aislamientos que supuestamente era 1. nativa (cepa
BOEV). Deducimos ahora que la original MAD-83 era una doble
infeccion de T. britovi y T.spiralis. Al parecer, el mantenimiento en
raton favorecid a la poblacion de T. spiralis 1o que se evidenci6 en el
analisis hecho por La Rosa et al 1992 (50) por isoenzimas y se
confirma ahora. Al mismo tiempo, ya no nos cabe duda que el
aislamiento BOEV que por su resistencia a la congelaciéon habia

sido considerado como T. nativa no era mas que una 1. britov.

4.6 Infecciones mixtas experimentales

Las infecciones mixtas 1. britovi y T. spiralis existen en la
naturaleza como demostraron entre nosotros Rodriguez, E. et al.
2008(103) o Nokler et al. 2005 (68) entre I. pseudospiralis y T. spiralis
en jabalies respectivamente de Caceres y Alemania; lo que ya, en
ambos casos habia sido reproducido experimentalmente por
Garate 1983(74) entre nosotros. Como fue indicado antes, en la
infeccién mixta natural, la clave estd en el primer encuentro: si se
realiza con especies de menor capacidad inmundgena como T.
britovi 'y I. nativa, que se sepa, es perfectamente posible una
reinfeccién posterior con las especies de mayor capacidad
inmunégena como 1. spiralis o I. pseudospiralis. Lo que parece no

ocurre en sentido contrario.

En la Figura 13 se muestra la imagen, compresion entre
portaobjetos, tefiida, de la infeccién experimental mixta de 1. britovi
encapsulada y varias 1. pseudospiralis acapsuladas.
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Figura 13. Compresion entre portaobjetos, tefiida, de la infeccién experimental mixta
de T. britovi encapsulada y varias T. psendospiralis acapsuladas.

Ademas de la identificaciéon de especie por aislamiento
reproductivo de parejas simples, la resistencia a la congelacion
también es medida aceptable de especiacion. Es harto conocido la
diferente resitencia a la congelacién dependiendo del tamafio del
hospedador y el grupo zoolégico (Ursides, Canidos, Felidos) y la
escasa en la infeccion experimental de un ratén. Para paliar esta
circunstancia, normalizamos el ensayo de resistencia a la
congelacion empleando ratén (Arribas (61)), que consiste en
esencia en la congelacion de las canales evisceradas de ratéon
envueltas en papel de aluminio, en cajas selladas de poliestireno.

A tiempos de 12, 24, 36, 48, 60 y 72 horas se comprobo la
viabilidad infectando un lote de ratones por cada tiempo, observando
el numero de adultos intestinales al 6° dia post infeccion.

De este modo se distinguieron los aislamientos en tres grupos:

1. De baja resistencia, menos de 12 horas de congelacion,
todas las T. spiralis GM-1 y seis aislamientos de esta especie
procedentes de jabalies;

2. De cierta resistencia, 24 horas de congelacion. Todas las T.
britovi aisladas de jabalfs, mas curiosamente la 1. spiralis J1-
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93 parasitando también jaball y la T. spiralis de México
(Cm-92).

3. De resistencia alta, 48 horas, dos T. brifovi, ambas de
carnivoros: 1.-93 en la Cordillera Cantabro-Asturica,
Palencia y Monegrillo (ISS 86) de un zorro de esta
localidad en Los Monegros, Zaragoza.

Como contraste cierto de la solidez de estos resultados se
comprob6 que los aislamientos que esta vez si eran de T. nativa
resistieron mas alla de los 10 dfas en que terminé el ensayo, lo que
mostraron tanto la T2 tipo como la Oméxico aislada de un oso
blanco del Zoo de la ciudad de México.

El trabajo, aumentado el numero de ensayos, con 25 aislados
de Espafia mas tres 1. nativa, se present6 a la ICT9 celebrada en
México(121) . Confirmabamos la nula resistencia de las T. spiralis
aisladas de cerdos domésticos y jabalies. La resistencia moderada se
encontré fundamentalmente entre T. britovi infectando jabalies. La
mayor resistencia de dos T'.britovi de lobo y zorro.

La resistencia a la congelacion de algunos aislamientos tiene
implicaciones sanitarias como demostramos en el trabajo
Franchimont et al.(122) en el que infectamos cerdos con
aislamientos resistentes; dos T.spiralis de jabali y dos T. britovi de
zorro y una T.spiralis no resistente encontrada en un jabali en
Holanda. Se observé una marcada diferencia en la localizacion de
las larvas. En la T. spiralis holandesa estaban localizadas en los
pilares del diafragma y lengua. En las resistentes de las dos especies,
lo que es mas notorio, apenas estaban presentes en el diafragma y
se localizaban masivamente en la lengua; otro dato mas por lo que
la triquinoscopia como método de diagnéstico no es el
procedimiento adecuado de prevenir una infeccién humana por

este agente patdgeno.
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4.7 Otros enfoques

La presencia durante el desarrollo del discurso inaugural a la
apertura del curso académico 1982-83 de la Universidad
Complutense del Prof. Rafael Alvarado Ballesteros(123) y la lectura
reposada posterior, junto con el estudio, entre otros, del libro
Reconstruction Phylogénétique (124) estimularon un nuevo
objetivo: indagar con los numerosos aislamientos de Trichinella que
ibamos coleccionando y aislamientos y genotipos de otras
procedencias, las relaciones entre si de las especies y los pasos
seguidos en la evolucién del género.

Aunque tarde, hemos sido testigos y modestamente usuarios
de la revolucién de la biologia producida en los 60 y afos sucesivos
del Siglo XX, aplicandola, casi como hobby al estudio de Trichinella
como modelo. Es en este tiempo cuando: a) Se generaliza el uso del
microscopio electronico y consecuentemente se reinterpreta la
morfologia y se asocian en una unidad la morfologia comparada, la
genética y la ecologia a la seleccion natural. Surge el Neodarwinismo
(GG Simpson, 1961(125), E.Mayr,1969(126) ) y consecuentemente
se potencia la sistematica evolutiva; camino que en mi caso inicié a
través de Dobzhanski (127); b) Comienza la matematizaciéon de la
taxonomia: la taxonomia numérica (Sokal y Sneath, 1963(128);
Sneath y Sokal, 1973(129)) y, ¢) Conocemos un nuevo enfoque: la
sistematica cladica, filogénica de WHennig 1966 (130) y (77) que
describe un  método  hipotético-deductivo, empirico de
reconstruccion. Asi; se generalizo la taxonomia numérica o fenética;
matematizacién de la taxonomia con datos medibles. En evolucién
rapidisima, gracias al desarrollo y generalizacion de los ordenadores,
surgieron numerosos programas para los métodos cladicos, fenéticos
y probabilisticos que permiten asomarnos al pasado de la evolucion
a través de los arboles de acercamiento filogénico. Relatamos
algunos de los sucesivos acercamientos por nuestra parte al
entendimiento de la filogenia de Trichinella.
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4.7.1 Acercamiento cladico (inicial)

Se desarrolla un acercamiento cladico, con las especies de
Trichinella admitidas ya de modo unanime a finales de los 80 del
pasado siglo XX, que empleabamos en las clases universitarias, en
apoyo a la especiacién que se iba conociendo. Tras definir los
caracteres morfolégicos y biogeograficos a comparar, lista 1 a 11 de
la figura 14, se identificaban como primarios plesimorficos,
derivados apomorficos o ausentes en las especies 1. pseudospiralis, T.
spiralis, 'T. nativa, 1. britovi y 'I. nelsoni en comparacion con Trichuris

sp., traducido finalmente en un arbol.

Género Trichinella, caracteres CLADOGRAMA DE TRICHINELLA

lesiomoérficos y apomérficos
L /i yap fi Tpssp  Tuelsani Tspiralis  Tawwrrelli T-6  Thritovi Tuertiver

: - n
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- o
— '
- -
-
- ’
: -
L
[ ;
Trichuris
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Matriz de los 11 camcteres: 1 .(
1= plesiomorfia  —— X :
O=apomorfia  p— ; :

Figura 14. Ensayo cladista de relacién entre si de especies de Trichinella, hacia el 2000.

El resultado es el cladograma que separa las especies de
Trichinella de Trichuris sp.; a continuacion establece dos ramas, la que
conduce a T. pseudospiralis y 1a del resto de las especies. Entre éstas, la
ausencia de resistencia a la congelacion, aparta a dos especies, a su
vez alopatricas: en el extremo este de Eurasia una, luego universal,
con los cerdos domésticos (1. spiralis) y en el Sudeste africano la otra
(1. nelsoni). Las restantes se separan por el alopatrismo continental y
la resistencia a la congelacién o su pérdida relativa al avanzar a areas
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de clima calido en América del Norte (Genotipo T6 y T. murrelli) y
en Burasia (1. nativa y 'I. britovi). La construccion es muy buena, pero
asume que 1. nativa, circumpolar con sus hospedadores terrestres y
marftimos es ecurasiatica en exclusividad. Es meramente una
presentacion didactica.

4.7.2 Acercamiento cladico (posterior)

La usamos 8-10 afios mas tarde, con el mismo fin puramente
didactico o para entender adecuadamente como se iban
desarrollando las hipotesis de la evolucion y relaciones entre si de
las especies de Trichinella. El dendrograma de la Figura 15 traida
como ejemplo, es una vision simplificada de la hipotesis general de
lo acontecido en la evoluciéon del nematodo, empujada por los
cambios climaticos y la adaptaciéon a ellos de los hospedadores
vertebrados.

1 10L 20L 0
Tapiralis Thritowl Tnativa TE Tmurrell Tnelsonl Tpassp TZimbab Tpapuas
Tmuris

Cl C2 C3 4 WVE Ve VT OVE Ve VI0o w1l wl2 w13 wild 1S Wle w17 vils w19 w2
110011010001 10000000

1100110100021 01001000 1
110011010001 0110100040

110011010001 01100001

110011010001 00000001

1100119010001 100102100
li1o0d0l1l1l0ollaolo0o0d0o00q ’

110011011 1000000010040

110011011 10000000010

11111010000 1000006000

Diez OTUs { especies de Trichinela)

Ralaridn da caractaras que 58 corsderan

C1 Presencia de esficosoma;, CZ Machos y hembras con sio una gonada; C3.Machos con espioula v vaina,Cd Hembras avparas;
VA, L-1 infectantes. W6, L-1 a L-5 parasitanda un sinciio da enterocilos, VT GB directo. W8, OB, autohetaraxenc, W9, L1 no
encapsulada; V10. Parasiiando replles v mamilerces, V11 Parasitando aves y mamieros; V12 Parasitando séio a mamieras;
V13 L1 encapsuladas, no resistentes a la congelacion, Vid. L1 encapsuladas y resisientesa b congeladan; W15 L1
encapmiadas dkamante resstantes|ciroumbaraales); V16 L1 ancapsuladas, resistanies a la putrefaccidn. V7. Ewasidlicas
lundamentalmente, W18, Area africara (Este alicano ropical) V19 Area australdsica; V20 Area ameicana (Norteaménca)

Figura 15. Matriz de 20 caracteres de 10 especies de Trichinella (presencia 1, ausencia 0)
con T. muris como grupo externo.
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Figura 16. Arbol resultante de la matriz de la Figura 15.

Todas las especies de Trichinella se agrupan (a) separadas del
grupo externo 1. muris- un nematodo taxonémicamente proximo,
parasito intestinal del raton, de ciclo biolégico directo. Dentro de
las triquinellas se separan dos grupos: el formado por especies mas
antiguas, acapsuladas que parasitan a reptiles y mamiferos (c) y a
aves y mamiferos (d). El otro grupo de triquinellas mas modernas,
capsuladas, parasitan sélo mamiferos. A su vez se separan la que no
resisten la congelacion (f) de las que en Eurasia la resisten en
extremo o moderadamente (1. nativa y I. britovi), y de las que hacen
lo mismo en Norteamérica (T6 y T. murrelli). No es mas que un
ejemplo de como en grandes trazos pudo suceder la evolucion de
estas triquinellas capsuladas.

4.7.3 Los nuevos enfoques. Técnicas genémicas.
Amplificacion del ADN

Como hemos visto hasta ahora, varias técnicas de biologia

molecular han ido permitiendo la identificacion de las especies
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gemelas de Trichinella por pruebas de hibridacion (las arriba
indicadas por nosotros y otros autores como Dupoy-Camet et al.
1991(132); Zarlenga et al 1991,(133) ); PCR ( Wu et al.,, 1997) ;
PCR- RFLP restriction fragment length polymorphism (Wu et al.,
1999(134)); PCR- SSCP (single strand conformation  polymorphism
(Gasser et al,, 1998(135));asi como por amplificaciondel ARN
ribosomal (Nagano et al., 1999(130)).

4.7.3.1 PCR-RAPD

Nosotros, como asi hicieron también al mismo tiempo Dupoy-
Camet et al. 1994(137); Bandi et al. 1993(138) utilizamos la
amplificaciéon al azar del ADN polimérfico PCR- RAPD que a
continuacién indicamos. A partir de la publicacion de Williams et al.
1990(139) se volvio asequible a los modestos esta técnica de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) que utiliza un solo iniciador de
nucleétidos de composicién arbitraria, sobre el ADN total. Se
pueden detectar asi polimorfismos usables como identidad,
diversidad, y relaciéon entre si de especies. Como comunicacion al
ICT 8th celebrado en Orvieto (Italia) en 1994, nuestro grupo —
Arribas et al(140) —presento el potencial taxonémico de RAPD-PCR
aplicado a 28 aislamientos de Trichinella, 19 nuevos espafioles y 8
aislamientos de las especies conocidas 1. spiralis, 1. britovi, T. nelsons,
1. nativa, T. psendospiralis, genotipos T6 y T8 mas una encontrada en
un cerdo infectado en México. Fue un trabajo inicial, con dos
iniciadores solo, que sin embargo proporcioné un buen resultado,
porque en ambos casos separa los 16 aislados de 1. spiralis -cinco ya
conocidos por isoenzimas y seis nuevos, aislados todos de jabalies
del Noroeste peninsular, mas una cepa porcina de México - . Lo
mismo ocurre con las cuatro de T. britovi analizados — dos ya
conocidos C-76 y T3 de Italia y dos nuevos de jabali y zorro. En

conjunto, como otros autores en el mismo encuentro, observamos
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una estricta coincidencia en la identificaciéon de especies con el
método isoenzimatico antetiot.

El trabajo completo desarrollado por Arribas (61) supuso el
analisis de 68 aislados: 62 espafioles, mas dos de Finlandia, dos de
México, uno de Argentina y uno de Suiza. Los resultados fueron harto
curiosos: 1. spiralis sélo se encontré en 6 cerdos domésticos de capa
blanca mas los dos americanos, asi como en 7 jabalies. La predominante
tue I. britovi presente en 39 jabalies y cinco zorros, uno de ellos de
Suiza. Se identifican ademas, como T. nativa los dos de Finlandia mas el
procedente del Zoo de ciudad de México ya conocido.

La imagen de la prevalencia en esta area es sorprendente, con
este 68% de predominio de 1. britovi, lo que contrasta con los
resultados presentados por Serrano et al.1994(141) con la misma
técnica RAPD de aislados de jabalies y cerdos en Extremadura con
predominio de T.spiralis (83%). Los sistemas de explotacién porcina,
en régimen abierto — montanera principalmente en Extremadura-,
frente a estabulacion predominante en el Centro y Noroeste, ademas
del predominio de muestras procedentes de animales salvajes, pueden
ser la causa de la diferencia. En ambos habitats se encuentran en
simpatria ambas especies, una T.spiralis en cerdo preferentemente —
s6lo conocemos entre nosotros un caso denunciado de infeccién de
un cerdo doméstico por T. britovi(142) causante de un brote -, la otra
T.britovi en jabalies y carnivoros (lobo, zorro).

El anilisis estadistico de las bandas de ADN proporcionadas
por cada iniciador en RAPD aclara aspectos y abre interrogantes
sobre las relaciones entre si de los polimorfismos observados en T.
spiralis. Como mero ejemplo, se transcribe aqui el dendrograma
construido con los productos de amplificacion del iniciador AD1 (
5-CAAAGGGCGAQG) en la Figura 17 que incluye 21 aislados. Antes
de discurrir por el posible significado de este analisis, conviene

criticar el error que supone haber incluido en el analisis a T.
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psendospiralis que cuenta con personalidad propia — la ausencia de la
gruesa capa de colageno alrededor de los quistes larvarios
musculares, la infeccion de las aves, etc. — Considerando todos los
demas aislamientos que parasitan en exclusividad a mamiferos,
observamos que se separan inicialmente las dos triquinellas que no
resisten la congelacion: T. spiralis y . nelsoni y dependiendo de ésta
ultima el resto de los aislamientos. Este hecho podia interpretarse
como que la presion de una glaciacion inicial separé a las triquinellas
que no resisten la congelacion en dos areas suficientemente alejadas
como para proporcionar con el tiempo la primera separacion de
especies; por una parte 1. spzralis en el extremo Sudeste eurasiatico,
por otra, el paso a Africa a través del puente del Sinai con félidos
especialmente, I. nelsonz. Este alopatrismo provocado y la
microevoluciéon secuencial en aislamieto geografico originaron la
primera especiacion de Trichinella encapsuladas.

0.48 0.64 0.80 0.96 1.12

. HORMA
T. spiralis POLE - _

Trichinella T8
Trichinella T5
T. pseudospiralis

T2 Asia
O MEX |

T2 1IPO

T6 UA
T6 FC

T. nelsoni ——————— T
L e WA §

e T3 maL
_[
—
—

Figura 17. Dendrograma construido con los productos de amplificacién del iniciador
AD1 (5-CAAAGGGCGG), método PCR-RAPD.
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Antes de proseguir, la separacion de las T. spiralis que
encontramos en la peninsula, en dos grupos diferentes puede
deberse a los dos tiempos separados de llegada, posiblemente
siempre con cerdos domésticos. La primera, con representantes
persistiendo en la fauna salvaje ejemplarizada por ARRONIZ, un
aislamiento de zorro con ICR muy bajo y que curiosamente arboriza
con los aislados de cerdo en México (Cm-92) y Argentina (Ca-94);
este dltimo hecho pudiera interpretarse en paralelo con la historia
general. El paso a América de Trichinella con los cerdos se indica por
primera vez en el segundo viaje de Colén(143) — ya no eran tres
carabelas, ahora son 17 naos y 1.500 hombres—y todos los animales
que se necesitaba criar alla: caballos y asnos, bovinos, ovinos y
caprinos, y cerdos. Para estos ultimos, por ser los mas dificiles de
transportar al ser omnivoros y comer como los tripulantes, se
recurrio a llevar hembras gestantes, unas pocas en cada barco. Con
los cerdos viaj6 también la triquinella que aqui habia antes del
trabajo de los hibridistas y la produccién masiva de cerdo con las

razas mejoradas, necesaria para la revolucion industrial.

El primer grupo de aislados de T. spiralis en el dendrograma,
aunque también ya establecidos en la fauna salvaje local: gato
montés, lobo, jabali y el tnico de cerdo (POLE) cuentan con ICR
alto, y posiblemente son descendientes de las ultimas llegadas con las

razas mejoradas europeas que se produjo a través del Pais
Vasco(144).

Se separan bien las triquinellas resistentes a la congelacion: las
dos T. nativa usadas (T2 Asia y T2 tipo, ademas de la Omexico )
asociadas a dos aislados del Genotipo T6 de las Rocosas, también

con alta resistencia a la congelacion.

Finalmente, todas las modestamente resistentes y sus
derivadas alopatricas: las T. britovi del Sur de Europa: tres espafiolas
y la T3 Italia. Las derivadas adaptaindose a climas benignos: el
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genotipo T8 del extremo Sur y Suroeste de Africa y Trichinella T5
denominada posteriormente a este analisis como T. murrelli de las

areas de clima templado de Norteamérica.

Proporcionan una aceptable informacion los coeficientes de
similitud obtenidos con los ocho grupos taxonémicos (61)
seflalados: T1 T.spiralis, T3 T. britovi, T8 Genotipo T8, T5 T.
murrelli, 'T7 T. nelsoni, T2 T. nativa,T6 Genotipo T6, T4 T.
pseudospiralis) tras el empleo conjunto de los iniciadores AD1, Q2,
F6, 23 y 494 (Figura 18).

T T3 T8 T5 T7 T2 T6 T4

T 1.00

T3 0.51 1.00

T8 0.56 0.80 1.00

T5 0.54 078 0.85 1.00

T7 0.50 052 058 054 1.00

T2 0.47 0.56 063 066 056 1.00

T6 0.50 0.57 0.63 065 056 0.86 1.00

T4 049 058 059 062 052 054 054 1.00

Figura 18. Coeficientes de similaridad de ocho clados T1, T2, T3, T4, 'T5, T6, T7 y T8
tras elempleo conjunto de cinco iniciadores (PCR-RAPD).

Estos coeficientes establecen el limite de = 49% de diferencia
entre las especies con aislamiento reproductivo: T1<->T2 =53%;
T1<->T7 =50%; T1<->T3 = 49%. Se observan dos grupos
asociados, el proximo a T. britovi formado por T8 con sélo un 20%
de diferencia y T5 T. mirrelli con un 22%. A su vez, la diferencia
entre T8 y T5 es solo de un 15 %. El otro grupo que denuncian los
coeficentes de similaridad que proporcionan en conjunto los cinco
iniciadores usados es el formado por T2 (1. nativa) y el Genotipo
T6 de la Montafias Rocosas en Norteamérica.
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En la Figura 19 se muestra el dendrograma generado por los
coeficientes de similaridad obtenido de la tabla de la Figura 15.

0.50 0.60 0.70 0.80 0.90
= + t +

T. spiralis

T. britovi

Trichinella T8

Trichinella TS

—— T. nativa

“—— Trichinella T6

T. pseudospiralis

T. nelsoni

Figura 19. Dendrograma generado por los coeficientes de similaridad fruto de los
iniciadores AD1, Q2, Z3 y 494 para los ocho taxones de Trichinella (ver texto)

Es una imagen cabal. Como en imagenes anteriores, es
necesario excluir, en el analisis de las encapsuladas que parasitan
mamiferos a 1. pseudospiralis, lo que no altera la bondad de las
relaciones entre si de las especies que muestra el dendrograma.

Se observa graficamente la separacion primaria T1 (1. spiralis)
de T7 (T. nelsoni) y después el grupo de la alta resistencia a la
congelacion (T2 1. wnativa y Genotipo T6) y el de las
moderadamente resistentes y sus derivadas a climas calidos (T3 T.
britovi y Genotipo T8 en Africa y T5 (T. murrelli) en Norteamérica.

Es un analisis y un resultado, visto desde la perspectiva actual,
2025, en que hago esta revision que se adecua y adelanta a los que
posteriormente se confirma. Ademas de la clara separacién primaria de
las no resistentes, divide bien separando las altamente resistentes (1.
nativa y 'T6) de la “tribu” de las I. britovi y sus derivados hacia climas
mas benignos, repetido en total separacién, Norteamérica y Sudafrica.
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Se sometieron también al analisis PCR-RAPD los hibridos en
F1 de T. britovi x T spiralis J2-90 y T. britovi x T. spiralis J3-90 (
Martinez et al 1996(145)), asi como dos aislados de zorro de la
misma zona (Arroniz 1. spiralis x Monegtillo . britovi) con un 10 %
de éxito en todos estos tres casos sélo en la direccion @ x &. El
perfil de los patrones de amplificacion fue diferente al de cada uno
de los progenitores, es decir, las hibridaciones con modestos 20%
ICR de 15y 10 % ICR 8 respectivamente, existe, aunque estéril, un
trafico genético abortado entre especies simpatricas. Como ambas
especies conviven entre nosotros esta circunstancia se dara en la
naturaleza de nuestro entorno con frecuencia al ser T3 la

predominante, infeccion que si permite reinfecciéon con 1. spiralis.

Mas raro fue el hallazgo de hibridaciéon, en el sentido
contrario con F1 modesta 20 % e ICR de 15 entre una T. nelsoni
(T7 Kenia) y T. spiralis POLE 1SS90 y T. spiralis GM-1. Aqui no hay
simpatrismo y la explicacién queda abierta a posteriores estudios.

Hay que tener en cuenta que los resultados de pruebas de
cruzamiento entre sélo dos larvas, aunque se repitan no son mas que
la imagen de este muestreo. Otra cosa puede ocurrir y asi parece que
ocurre, no es este el momento de describitlo, cuando la infeccion se
produce sobre una mezcla compatible(103), (146) lo que a buen
seguro ocurrira en la naturaleza y ha sido comprobado (147).

4.7.3.2 PCR-ISSK

A partir del trabajo de Zietkiewiez et al 1994(148) surge una
modificacion de la amplificacion PCR llamada ISSR-PCR Zuter Simple
Sequence Repear-PCR, que utiliza un unico iniciador [CAJ8RY con 8
repeticiones CA y un anclaje purina —pirimidina en el extremo 39.
Estas secuencias repetidas simples, conocidas también como

microsatélites, son secuencias gendmicas consistentes en copias
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mdaltiples en tandem de motivos repetidos de mono, di, tri o
tetranucle6tidos, distintos en cada especie. Este hallazgo se convirtié
en un marcador genético asequible también para al andlisis de la
especiacion; identidad de las especies y relaciones entre si de las

mismas.

En el trabajo de tesis doctoral(77) que dirigimos a la hoy
profesora chilena Flery Fonseca Salamanca, en esta parte
publicado(149) se evalud la aplicacion de esta técnica a las especies de
Trichinella. Concretamente, dos aislados de 1. britovi espafioles C76
ISS11 y Monegtillo ISS 86, uno de T8 ISS 149, dos T9 de Japon (ISS
408 y 409), uno de T. murrelli 1SS 35, uno de T. nativa ISS10 y uno de
T6 de 1a Rocosas USA ISS 34, una 1. nelsoni 1SS 29 y una T. spiralis
GM-1 18848, como T. pseudospiralis 1SS 13. En la Figura 20 se
representa el dendrograma generado UPGMA a partir de la matriz de
similaridad genética de los perfiles electroforéticos del ADN
amplificado mediante PCR-ISSR de 7 especies y cuatro genotipos de
Trichinella.

T. britovi_1S511
T. britovi_ISSRS

——  Trichinela T8 ISS5149

| Trichinella T9_ISS408
............................. s v s
e T. murrelli 13535

| T matva_ISS10

| Trichinelia Ts_ 15534

T. melsonl IS529

T. gpivaiis 18548

T. pretidospiralis ISS13

L1 LT} B B3 LEF]
Cosdficiant

Figura 20. Dendrograma generado UPGMA a partir de la matriz de similaridad

genética de los perfiles electroforéticos del ADN amplificado mediante PCR-ISSR de 7
especies y cuatro genotipos de Trichinella spp.
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Se observa la separacion, sirviendo como grupo externo, entre
la especia acapsulada T. pseudospiralis y el resto. Asimismo, entre las
capsuladas, la separacion neta entre las no resistentes a la congelacion
(T spiralis y 'I. nelsond) y las que si, en uno u otro grado, la soportan al
extenderse en areas climaticas templadas o frias. Se agrupan, una vez
mas, todos los aislamientos pertenecientes a la “tribu™ T. britovi (dos
genotipos hispanos y el Genotipo T8) con alejamiento sucesivamente
mayor de las T9 japonesas, diferentes entre si, y la T. zmurrelli
norteamericana. Finalmente, unidas, también en continentes que
confluyen alrededor del Océano Glacial Artico, las dos altamente
resistentes a la congelacion 1. nativa y Genotipo T6.

La técnica gendmica de analisis de intermicrosatélites
proporciona una imagen excelente de las relaciones fenéticas de las
especies de Trichinella (Fonseca et al. 2006 (71), (149) (150) paso
asustituir entre nosotros a la canonica hasta ahora usada (133).

Previamente, con el fin de validar la técnica y a la vez analizar
la especie mas abundante entre nosotros, 1. britovi, realizamos un
primer ensayo (Perteguer et al. 2009(152) con 43 nuevos
aislamientos procedentes de distintos hospedadores y areas
geograficas hispanas, previamente identificados por RAPD 'y
multiplex-PCR, asi como mediante western blot con los
monoclonales de la Universidad de Santiago US-5 y US-9 como
pertenecientes a las especies 1. spiralis (24 aislados) y I. britovi (43
especimenes), se sometieron al analisis por la técnica ISSR,
obteniéndose los mismos resultados a nivel de identificacion de
especie, pero, mientras que todos las T. spiralis presentaban el
mismo perfil que la cepa ISS116, los T. britovi mostraron
pertenecian a dos grupos: uno, el mayoritario, responsable también
de tres brotes humanos, era compatible con la cepa tipo italiana
ISS2 y otro, con la clasica entre nosotros C-73(ISS11); la validacion

aporto al tiempo nuevos datos epidemioldgicos.
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En nuestro segundo trabajo, inmediatamente posterior
(Fonseca et al. 2009(71)), partiendo del dato bien conocido de la
coexistencia en la Peninsula Ibérica de dos especies, se sometieron al
método de identificacion ISSR-PCR 105 aislados procedentes de
animales salvajes, comprobandose que todos los identificados como
T. spiralis eran idénticos a la cepa testigo de referencia entre nosotros
GM-1 ISS48. Por el contrario, entre las pertenecientes a 1. britovi se
distingufan cuatro poblaciones: 1. Las idéntica a C-73 ISS 11; 2.las
idénticas a MONEGRILLO ISS86 - dos genotipos ya previamente
denunciados e identificados por isoenzimas y por PCR-RAPD (88);
3. Idénticas a ISS2 y, 4. Uno de nuevo perfil, procedente de un zorro
en la Rioja, denominada ahora R3 o MVUL/SP/02/R3. En la
imagen adjunta (figura 21) se muestra este analisis:

M 1 2 3 4 5 6 7 8

500

600

200

Figura 21. (Linea M) marcadores moleculares (1 kb); (IL1) T. britovi (ISS11); (L2) T.
britovi (1SS2); (L3) Trichinella Rioja 3; (IL4) T. britovi ISS86); (L5) Trichinella T8 (ISS149);
(L6) Trichinella T9 (1SS409); (L7) T. murrelli 1SS35); (L8) I spiralis (1SS48).

Sin género de duda, confirmamos que hay un nuevo genotipo
de T. britovi circulando en la fauna salvaje de Espafia. Se trata, sin
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género de duda de una poblacién diferenciada de T. britovi como se
demuestra mediante la técnica aceptada de diferenciacion PCR
multiplex, figura 22.

L britovi 1SS11
T britavi R3

413 o
311 T. britovi 1852
249 o
200 T. britovi 15586
T8 IS8149
118 4{
L murrelli 15586
T9 155409

L spiralis 15548

Figura 22. A la izquierda, PCR multiplex (81) linea 1. T. spiralis, 2. T. britovi, 3. T.
psendospiralis,4. R3 nuevo genotipo — idéntico por esta técnica a otra T. britovi -. A la
derecha el dendrograma UPGMA, coeficiente DICE mostrando las relaciones de
similaridad entre los genotipos de T. britovi circulando en Espafia. Con T. spiralis como
grupo externo, se observa mayor proximidad de R3 a nuestra C.76. Por otra parte,
nuestra Monegrillo se asocia mas a las dispersadas de la “tribu britovi” — valga la
expresiéon como imagen didactica- por otros territorios alejados: Sudoeste africano,
Norteamérica y Japon.

La historia de las triquinellas en este extremo de Eurasia que
en buena parte se salvé de los rigores glaciares, no esta concluida.
Mi vida activa si, hace ya 17 afios que me jubilé— me jubilaron,
mejor— de la catedra que desempefié sucesivamente en las
universidades de Santiago de Compostela —de feliz recuerdo— y
Complutense de Madrid.
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