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Resumen

En el presente trabajo identificamos, mediante métodos no invasivos, los parasitos presentes en varias especies
de tortugas mantenidas como mascotas y analizamos, ademas, los factores epidemiolégicos que pueden estar
implicados en la presencia de dichos parasitos. El estudio se ha realizado sobre una poblacion de 112 tortugas
pertenecientes a cuatro especies. Las muestras fecales fueron analizadas mediante observacion directa, tincion
y concentracion. En algunos casos concretos también se realizaron analisis genéticos para la identificacion de
protozoos. Los parasitos encontrados incluyen ciliados de los géneros Nyctotheroides y Balantidium, amebas del
género Entamoeba, protozoos flagelados pertenecientes a los tricomonadidos y metamonadidos, y nematodos
oxiuridos y ascaridos. En nuestro estudio hay diferencias respecto de cada grupo de parasitos: la proporcion de
individuos de T. graeca infectados por protozoos es menor y la de infectados por nematodos es mayor que en
las demas especies. El analisis de la importancia de las condiciones ambientales en relacién con la presencia de
parasitos, realizado solo con los datos de T. graeca, indica que los factores de mayor riesgo son la tenencia de los
animales en instalaciones con suelos de tierra o una mayor densidad de animales mantenidos juntos (para todos los

parasitos encontrados, menos los ascaridos).
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Introduccién

En condiciones naturales, los reptiles disfrutan de te-
rritorios extensos en los que no se determina una zona
especifica para las deyecciones. El uso de un mayor es-
pacio donde defecar, junto con la lluvia y la luz solar
(ultravioleta) que ejercen de desinfectantes del suelo,’
suponen una menor exposicion a los pardsitos y una
menor probabilidad de reinfestacién que en condicio-
nes de cautividad.

En cautiverio se presentan, ademds, factores de es-
trés que no existen en las poblaciones silvestres, siendo
los més habituales los siguientes: manejo incorrecto
(temperatura, falta de exposicién a luz ultravioleta,
ciclos de luz inadecuados, mala alimentacién, falta de
enriquecimiento ambiental), contacto forzado con con-
géneres dentro del recinto, presencia de actividades
molestas en el entorno (perros ladrando, olores perifé-
ricos) o excesiva manipulacién por parte de los propie-
tarios. Todos estos factores tienen, probablemente, un
papel importante en la salud del animal' y condicionan
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la presencia de pardsitos en los reptiles en cautividad.

En el caso de las tortugas de tierra, la presencia de
protozoos es habitual, siendo los més frecuentes los
coccidios (incluido Cryptosporidium), las amebas, los
ciliados y los flagelados. En tortugas de tierra tam-
bién es frecuente encontrar varios tipos de helmin-
tos, sobre todo nematodos. Cabe destacar que, aun-
que a partir de ahora denominemos a estos proto-
z00s y helmintos como parésitos en general, muchos
de ellos se comportan, en funcién de las condiciones,
como verdaderos pardsitos o simplemente como co-
mensales, no siendo por tanto patégenos? y llegando
incluso a ser alguno de ellos beneficioso para el hos-
pedador.!

El objetivo del presente estudio es establecer la pre-
valencia de estos pardsitos en las heces de tortugas
terrestres mantenidas como mascota en el drea de Va-
lencia (Espafia) e identificar los factores epidemiol6-
gicos que puedan explicar los resultados obtenidos.
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Material y métodos

Se analizaron un total de 112 tortugas de 14 propie-
tarios diferentes, de ambos sexos y edades compren-
didas entre 1 afio y mds de 20 afios, pertenecientes a
las siguientes especies: tortuga mora (Testudo graeca,
n=_85), tortuga mediterrdnea (Testudo hermanni, n=13),
tortuga leopardo (Stigmochelys pardalis, n=6) y tortuga
rusa (Agrionemys horsfieldii, n=8). Todos los individuos
fueron criados en cautividad y mantenidos como mas-
cotas en la provincia de Valencia (drea de influencia
mediterrdnea). Cada propietario solo posefa tortugas
de una misma especie, salvo un propietario que posefa
tres ejemplares de T. hermanni y uno de T. graeca. En
todos los casos, las tortugas vivian durante todo o par-
te del afio en el exterior. Todas las tortugas estudiadas
hibernaban y la dieta consistia en frutas y verduras
variadas. Exceptuando dos animales (un ejemplar de
T. graeca y otro de T. hermanni) que presentaban signos
de enfermedad en el momento de la revision (anorexia,
deshidratacién y diarrea), los demds ejemplares estaban
aparentemente sanos. Los animales fueron llevados a
revisién por sus propietarios y fueron ingresados para
realizar su valoracién; se tomaron datos de las tortugas
(tamario, peso, sexo, estado general) y se recogieron
muestras fecales recientes, a partir de las cuales se reali-
z6 el estudio. En el momento del ingreso, los propieta-
rios también proporcionaron informacién sobre los ani-
males y las condiciones de mantenimiento (edad, tipo
de sustrato, densidad de poblacién, alimentacién, etc.).

Todas las muestras fueron estudiadas al microscopio
6ptico mediante observacion directa en solucion sali-
na, tincién temporal con lugol y flotacién con solucién
sobresaturada de cloruro de sodio (NaCl). En caso de
apreciarse flagelados en la observacién en solucién sa-
lina, se realizaron frotis fecales para tincién con Giem-
sa. En las muestras en las que se identificaron quistes
de Entamoeba o trofozoitos de flagelados, y consideran-
do los antecedentes clinicos de revisiones anteriores,
se realizaron andlisis genéticos para realizar la iden-
tificacion especifica de los protozoos encontrados. En
estos casos, las muestras fueron remitidas, a tempera-
tura ambiente y sin fijar, al Departamento de Parasi-
tologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad
Complutense de Madrid, en donde fueron procesadas
en un plazo de 24-36 horas desde que la muestra fuera
recogida de los animales. En las muestras con quistes
de Entamoeba se realizé una concentracién mediante el
método tampon acetato-acético/éter etilico (método
de Bailenger) y a partir del sedimento obtenido se rea-
lizé la extraccién del ADN con el kit “Speedtools Tis-
sue DNA Extraction Kit” de Biotools (B & M Labs, S.A.,
Madrid), siguiendo las instrucciones del fabricante
para muestras de heces. En el caso de los flagelados,
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el ADN se extrajo directamente a partir de un volu-
men de ~100 ul de la muestra, utilizando el mismo
kit anterior. A partir del ADN extraido se realizé
la amplificacién y secuenciaciéon de un fragmento
del gen que codifica para la subunidad pequefia del
ARNT; los cebadores y condiciones de PCR son los
mismos descritos en la bibliografia para quistes de
Entamoeba® o trofozoitos de flagelados,* utilizando
en cada caso 5 ul de la disolucién de ADN molde.

Por tdltimo, en algunas muestras se hallaron larvas
o adultos de nematodos expulsados espontdneamente;
en estos casos, los pardsitos fueron lavados en solucién
salina y guardados en alcohol 70 % hasta su identifica-
cién posterior, utilizando los protocolos descritos y las
claves morfolégicas apropiadas.>”

Para el andlisis estadistico se evaluaron la especie de
tortuga, su edad, peso y sexo, asi como las condicio-
nes en que son mantenidas (tipo de suelo, densidad de
poblacién) en relacién con la presencia de los grupos
de parésitos que se identificaron y con la riqueza pa-
rasitaria (ndmero de pardsitos diferentes encontrados).
El método estadistico empleado ha sido el andlisis de
regresion logistica (univariante y multivariante), por lo
que las variables continuas (edad y peso) se han trans-
formado en variables categdricas estableciendo rangos
(edad: <5 afios, 5-10 afios, >10 afios; peso: <500 g, 500-
1000 g, >1000 g). Los tests estadisticos se han realizado
con el programa IBM SPSS Statistics versién 21 (IBM
Corp., Armonk, New York).

Resultados

Los pardsitos encontrados fueron ciliados, amebas,
flagelados, oxitiridos y ascédridos. Por especies de tor-
tuga, en todos los casos ha habido ejemplares positi-
vos a protozoos y nematodos, y solo ha habido cua-
tro tortugas (todas ellas T. graeca, pertenecientes a tres
propietarios diferentes) en las que no se ha observado
ningun pardsito intestinal. Los resultados han sido los
siguientes: T. hermanni, 92,3 % positivas a protozoos y
30,8 % a nematodos; T. graeca, 30,6 % positivas a pro-
tozoos y 82,4 % a nematodos; A. horsfieldii, 100 % po-
sitivas a protozoos y 50 % a nematodos, y S. pardalis,
100 % positivas a protozoos y 66,7 % a nematodos. Los
resultados se resumen en la Tabla 1.

Aunque se han encontrado ciliados en todas las es-
pecies de tortuga analizadas, la prevalencia en T. graeca
ha sido menor (significacién estadistica: p<0,000) que
en las demds especies de tortugas. Los ciliados encon-
trados pertenecen a los géneros Nyctotheroides y Ba-
lantidium. En el caso de Nyctotheroides (Gemania segin
otros autores),® se han encontrado trofozoitos y quistes
de dos especies distintas, cuyas caracteristicas morfo-
l6gicas coinciden con las de N. kyphodes y N. teleacus,
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descritas en tortugas® (Figs. 1, 2 y 3). Ambas especies
han sido halladas en T. graeca, T. hermanni'y S. pardalis.
En el caso de Balantidium (probablemente, B. testudi-
ni)*1° (Figs. 4 y 5), se han encontrado trofozoitos y quis-
tes en T. graeca, T. hermanni'y A. horsfieldii.

Respecto a las amebas, se han encontrado quistes
tetranucleados de tamafio compatible con Entamoe-
ba en T. hermanni 'y T. graeca, en ambos casos con una
prevalencia similar (significacion estadistica: p=0,783),
aunque las especies encontradas en cada hospedador
son distintas: en T. hermanni se ha encontrado E. insoli-
ta, facilmente identificable por su peculiar morfologia

Figura 3. Imagen de quiste de Nyctotheroides sp. (Lugol, 100 x).

(con una envuelta de aspecto gelatinoso rodeando el
quiste)’ (Fig. 6), mientras que en las muestras positivas
de T. graeca, los quistes no posefan ninguna envuelta
accesoria y su morfologfa no permite diferenciar en-
tre otras especies descritas en tortugas (Fig. 7). En este
caso, ademds, los resultados de los andlisis genéticos
no han sido concluyentes, por lo que la identificamos
como Entamoeba sp. “no insolita”.

Los flagelados estdn presentes en todas las espe-
cies de tortugas, aunque con menor prevalencia en
T. graeca (significacién estadistica: p<0,000). Solo se
han encontrado trofozoitos, siendo en la mayoria de
los casos tricomonddidos, aunque también se han en-
contrado flagelados metamonddidos (nos referiremos
a los flagelados de manera informal como tricomona-
didos y metamondadidos, ya que la taxonomia dentro
de algunos de estos grupos esta en revisién, o no estd
totalmente aceptada por los expertos). Aunque las ca-
racteristicas del movimiento in vivo de los trofozoitos
permiten hacer una primera identificacion del grupo
al que pertenecen (videos 1y 2 accesibles en la versién
online de la publicacién), la identificacién del género
(y, en ocasiones, incluso del grupo: tricomonddido o
metamonddido) solo se puede realizar con las tincio-
nes. Sin embargo, esto no fue siempre posible debido,
sobre todo, a la abundante presencia de bacterias que
se superponian sobre los trofozoitos, impidiendo apre-
ciar las caracteristicas morfolégicas de los mismos.
Para evitar errores de identificacién y sesgos en los da-
tos, los flagelados, a efectos estadisticos, se han consi-
derado como un grupo tnico.

Figura 5. Imagen de quiste de Balantidium sp. (Lugol, 100 x).
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Figura 6. Imagen de quiste de Entamoeba insolita (Lugol, 100 x).

Figura 7. Imagen de quiste de Entamoeba sp. de 4 nlcleos “no insolita”
(Lugol, 100 x).

En las muestras en las que si ha sido posible hacer
una identificacién morfoldgica de las células, se han
encontrado flagelados compatibles con los géneros
Tetratrichomonas, Trichomitus, Chilomastix, Histomonas,
Retortamonas, y Spironucleus/Hexamita (Fig. 8). En una
muestra de T. graeca, el andlisis genético revel6 la pre-
sencia de Hexamastix mitis, no identificada morfolégi-
camente en las tinciones de esa muestra.

En relacién con los nematodos, se han encontrado
oxitridos y ascdridos en las cuatro especies de tortuga
estudiadas, aunque la prevalencia (global y por tipo de
parésito) ha sido superior en T. ¢raeca que en las demds
especies (significacion estadistica en los tres casos (ne-
matodos en conjunto, oxitridos y ascaridos): p<0,000).

Se encontraron huevos de oxidridos (Fig. 9) en las
cuatro especies de tortugas, pero la ausencia de carac-
teres diferenciales no permite identificar la especie a la
que pertenecen. No obstante, en algunos individuos de
T. graeca se encontraron también algunas larvas y adul-
tos expulsados de forma esponténea, que han podido
ser identificados como Tachigonetria sp. Respecto a los
ascdridos, solo se han encontrado en T. graeca y T. her-
manni. Las caracteristicas de los huevos no permiten

AN

Figura 8. Imagen de Trichomitus sp. (Giemsa, 100 x ampliada, 3 fla-
gelos anteriores libres y 1 recurrente).

Figura 9. Imagen de huevo de oxitrido (Lugol, 40 x).

una identificacién més especifica (Fig. 10), pero los
adultos expulsados de forma espontdnea en algunos
individuos de T. graeca han sido identificados como
Angusticaecum holopterum.

Las dos tortugas que presentaban sintomatologia
mostraban un cuadro compatible con la presencia de
pardsitos intestinales. En un caso (el ejemplar de T. her-
manni) se encontré una gran cantidad de trofozoitos y
quistes de Balantidium (video 3 accesible en la versién
online de la publicacién), y en el otro (el ejemplar de T.
graeca) se observé un alto ndamero de flagelados compa-
tibles con metamonadidos (Hexamita/Spironucleus) (vi-

Figura 10. Imagen de huevo de ascarido (Lugol, 100 x).
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deo 2 accesible en la versién online de la publicacién).
Ambos animales mejoraron notablemente después del
tratamiento antiparasitario administrado. En el primer
caso se administré metronidazol 100 mg/kg via oral
(PO), repitiendo a los 10 dias" (Flagyl® 125 mg/5 ml,
Lab. Sanofi-Aventis S.A., Barcelona); en el segundo
caso, paromomicina 75 mg/kg PO al dia durante 4 dias!
(Humatin® 125 mg/5 ml, Lab. Parke Davis S.L., Grupo
Pzifer, Alcobendas, Madrid).

Se trataron también todos los animales positivos a as-
caridos con una dosis de pamoato de pirantel 10 mg/kg
PO, repitiendo a los 14 dias'? (Trilombrin® 250 mg /5 ml,
Lab. Farmasierra S.L., San Sebastidn de los Reyes, Ma-
drid). A los que presentaban una presumible cantidad
elevada de oxiudridos (valorada de forma subjetiva por
la presencia en el examen en fresco de més de 5 huevos
por campo a 40x® o por la expulsién de larvas/adultos),
se aplic6 una dosis tinica de pamoato de pirantel con la
finalidad de reducir dicha cantidad de pardsitos.

No se encontraron diferencias significativas en la
riqueza parasitaria (ndmero de distintos taxones de
pardsitos presentes) para ninguno de los criterios con-
siderados (especie de tortuga, peso, sexo, tipo de sus-
trato o densidad de poblacién) (Tabla 2). No obstante,
si se han encontrado diferencias respecto a la presencia
de determinados pardsitos en funcién de las variables
consideradas. Para el andlisis de los factores que pue-
den estar relacionados con estas diferencias, tinicamen-
te hemos analizado los datos obtenidos de T. graeca de-
bido a que solo en esta especie habia datos disponibles
para todas las categorias de las distintas variables con-
sideradas en este trabajo y, ademds, el tamafio muestral
era lo suficientemente elevado (n=85). Los resultados
obtenidos con estos datos (Tabla 3) muestran que los
factores mds importantes a tener en cuenta son el tipo
de sustrato y la densidad de crfa, aunque con efectos
distintos segtin el tipo de pardsito.

En las infecciones por protozoos, mantener a los ani-
males en un sustrato de tierra aumenta mas de 111 ve-
ces el riesgo de que estén infectados en comparacién
con mantenerlos en un sustrato de cemento; por otro
lado, el riesgo es 68 veces superior con densidades de
poblacién mds altas. Sin embargo, con los helmintos se
obtienen resultados contradictorios: el riesgo de pre-
sentar nematodos es 55 veces mayor con densidades
de poblacién mads bajas. Respecto al tipo de sustrato,
los resultados también son contradictorios, porque si
bien el riesgo de presentar nematodos es casi 2 veces
superior en el suelo de tierra respecto al de hormigén,
hay claras diferencias segtn el grupo de nematodos: en
oxitdridos el riesgo es algo mds del doble en tierra que
en hormigén, pero en ascdridos el riesgo es 58 veces
mayor en hormigén que en tierra.

Tabla 2. Biodiversidad parasitaria (nimero de
taxones distintos de parasitos) por individuo, en

relacion con la especie de tortuga, el peso, la edad,
el sexo, el sustrato y la densidad de cria

Parésitos distintos

Variable Categorias b () Significacion
Especie TOTAL (n=112) 1,98 (1,83-2,14) 0,423
T. hermanni (n=13) 2,31 (1,79-2,82)
T. gracca (n=85) 1,92 (1,75-2,09)
S. pardalis (n=6) 2,17 (1,13-3,20)
A. horsfieldii (n=8) 2,00 (1,11-2,89)
Peso TOTAL (n=111) 1,99 (1,84-2,15) 0,655
<500 g (n=81) 1,98 (1,80-2,15)
500-1000 g (n=22) 1,95 (1,53-2,38)
>1000 g (n=8) 2,25 (1,51-2,99)
Edad TOTAL (n=100) 1,96 (1,80-2,12) 0,413
<5 afios (n=62) 1,94 (1,76-2,11)
5-10 afios (n=14) 2,21 (1,70-2,73)
>10 afios (n=24) 1,88 (1,48-2,27)
Sexo TOTAL (n=94) 1,99 (1,81-2,17) 0,858
Machos (n=67) 2,00 (1,78-2,22)
Hembras (n=27) 1,96 (1,61-2,32)
Sustrato TOTAL (n=112) 1,98 (1,83-2,14) 0,804
Hormigoén (n=51) 1,96 (1,84-2,09
Tierra (n=61) 2,00 (1,73-2,27)
Densidad TOTAL (n=90) 1,99 (1,83-2,15) 0,089
<2 animales/m? 2,08 (1,92-2,24)
>2 animales/m?2 1,78 (1,83-2,15)
Discusion

En el presente estudio, el 96,4 % de las tortugas fue-
ron positivas a al menos un tipo de pardsito (protozoo
o nematodo) (Tabla 1). El grupo de pardsitos mds co-
munmente encontrado es el de los oxitiridos, lo que
coincide con otros estudios epidemiolégicos realizados
en Alemania, Italia, Eslovenia, Estados Unidos y Reino
Unido."*" Con respecto a los protozoos, se han detecta-
do en el 46,4 % de las tortugas, un valor muy superior
al de otros trabajos publicados,'® probablemente por
haber realizado nuestro estudio en muestras mds fres-

cas (Tabla 1).
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Tabla 3.

sis de los factores de riesgo asociados a la presencia de

Edad 0,033 <5 afos Referencia
5-10 afios 0,760 0,245-2,353
>10 afios 9,333 0,854-101,952
Sexo 0,568 Hembra Referencia
Macho 1,392 0,447-4,335
Peso 0,359 <500 g Referencia
500-1000 g 0,198 0,017-2,313
>1000 g 0,250 0,018-3,467
Sustrato 0,000 Tierra Referencia
Hormigén 58,800 11,934-289,723
Densidad de cria 0,000 <2 animales /m? Referencia
>2 animales/m?2 68,000 13,786-335,423
NEWATODOS
Edad 0,091 <5 afos Referencia
5-10 afios 3,061 0,885-10,590
>10 afios 0,643 0,085-4,889
Sexo 0,081 Hembra Referencia
Macho 0,341 0,099-1,178
Peso 0,002 <500 g Referencia
500-1000 g 17,143 1,373-214,103
>1000 g 3,000 0,220-40,931
Sustrato 0,000 Tierra Referencia
Hormigén 1,789 1,327-2,412
Densidad de cria 0,000 <2 animales /m? Referencia
>2 animales /m?2 0,018 0,002-0,0157

Los valores de la columna de riesgo se dan respecto a la categoria de referencia o, cuando hay varias categorias, respecto a la categoria inmediatamente
anterior.

Dentro de los protozoos, los que, por su mayor tama-
fio, se detectan mads facilmente son los ciliados. Tanto
Nyctotheroides como Balantidium son protozoos que se
encuentran comdnmente en muchas especies de repti-
les herbivoros, en particular en las tortugas. En nuestro
estudio no hemos hallado Nyctotheroides en A. horfieldii
ni Balantidium en S. pardalis, pero el bajo nimero de in-

AN

dividuos estudiados de estas especies de tortugas no
permite concluir que no puedan ser susceptibles de ser
infectadas por estos protozoos. En el caso de Balanti-
dium, las prevalencias registradas por otros autores en
distintas especies de tortugas varfan entre el 1,85 % en
T. hermanni y el 62,9 % en Cheloneidis denticulata;**' en
el caso de Nyctotheroides, los porcentajes oscilan entre
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el 33,3 % en Trachemys scripta'y el 80,9 % en C. denticu-
lata.?' Otros autores refieren prevalencias conjuntas de
ciliados del 28% al 38%,'** un valor similar al 29,5 %
obtenido en este estudio. Normalmente los ciliados
son considerados comensales, estando en ocasiones
presentes en gran nimero y en distintas formas y ta-
mafios sin causar sintomatologfa alguna.”? Sin embar-
g0, hay un trabajo en el que se considera que Nyctothe-
roides puede ser responsable de patologia intestinal en
tortugas.** En el presente estudio todos los animales
positivos a Nyctotheroides fueron asintomaticos (0/17).
Respecto a Balantidium se considera un patégeno fa-
cultativo,® que en cantidades excesivas o cuando la
mucosa intestinal estd dafiada por otras enfermedades
puede ocasionar una enteritis localizada que cursa con
anorexia y diarrea,® como en uno de los ejemplares de
T. hermanni analizados por nosotros (1/39). Balantidium
también se ha llegado a encontrar dentro del higado
produciendo abcesos.'?

Habitualmente, no se realiza la identificacién especi-
fica de los ciliados de tortugas,’®* aunque no presenta
problemas. Hay dos especies de Nyctotheroides descri-
tas en tortugas terrestres (N. kyphodes y N. teleacus) con
tamarios y caracteristicas morfoldgicas facilmente dife-
renciables (Figs. 1, 2 y 3), pero habitualmente se iden-
tifican como Nyctotherus sp. (lo correcto es Nyctotheroi-
des sp.).**>**2¢ Una situacion similar se produce con la
identificacion de Balantidium en tortugas; aunque solo
se ha descrito la especie B. testudinis en tortugas de tie-
rra, habitualmente los hallazgos se indican como Ba-
lantidium sp 18202

La identificacion de los flagelados suele ser proble-
matica. Aunque suelen ser relativamente comunes en
las heces de los reptiles,® su pequefio tamafio (habi-
tualmente en torno a o por debajo de las 15 ym), la
necesidad de realizar tinciones para poder determinar
el género y la especie, y la dificultad en observar los
caracteres diferenciales hacen que en la mayor parte
de los estudios solo se cite la presencia de “flagela-
dos” 171826 Eg relativamente fdcil detectarlos en heces
frescas y las caracteristicas de su movimiento pueden
ayudar a orientar la identificacién (videos 1y 2 accesi-
bles en la versién online de la publicacién).

Los tricomondadidos no tienen demasiado interés cli-
nico por no estar descrita su patogenicidad en tortu-
gas.>”* Esto se pone también de manifiesto en nuestro
estudio donde ninguna tortuga con presencia de fla-
gelados compatibles con tricomonddidos ha presenta-
do sintomatologia clinica. No obstante, es interesante
identificarlos para diferenciarlos del resto de proto-
Z00s.

Los metamonddidos forman quistes® y los quistes de
cada uno tienen una morfologia diferente; Giardia no
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tiene demasiado interés clinico en las infestaciones por
protozoarios en reptiles,? mientras que Spironucleus/
Hexamita puede llegar a producir alteraciones signifi-
cativas en tortugas, dafiando el tracto intestinal y otros
6rganos.”

En muchas ocasiones, segtin la bibliografia consulta-
da, se cita a Hexamita como responsable de infecciones
en tortugas,’*® incluso se describe la especie Hexamita
parva,3! pero las especies de este género son de vida
libre, coprofilicas.?? Su parecido morfolégico con Spiro-
nucleus ocasiona que muchas veces se describan como
géneros sinénimos,” y con frecuencia (sobre todo en
la bibliografia veterinaria) se habla de Hexamita y no
de Spironucleus. Hay mucha confusién en la determina-
cién de estos dos géneros,* en parte debido al pequefio
tamario de estos flagelados (10-20 ym) unido a otros
factores (preparaciones no bien tefiidas, alteracién des-
pués de la muerte y fijacién,* dificultad en poder apre-
ciar los caracteres diferenciales). Para no entrar en una
discusién de tipo taxonémico sobre cudl es el género
correcto, en este trabajo nos referimos a él como Spiro-
nucleus/Hexamita. A nivel practico y con la finalidad de
identificar un posible causante de enfermedad, ambos
se pueden diferenciar bien de Giardia (mayor tamafio y
presencia de disco ventral®** y movimiento caracteristi-
co)*% que es apatégena para las tortugas.'?

En varias especies de tortugas terrestres se ha descri-
to la presencia de Spironucleus/Hexamita produciendo
infestaciones de la vejiga, los rifiones, los intestinos, la
vesicula biliar y el higado, con anomalias significativas
identificadas en estos 6rganos;'** sin embargo, es in-
frecuente encontrar este género en serpientes y otros
reptiles.? La sintomatologfa de uno de nuestros casos
compatible con Hexumim/Spironucleus (1/39 positivos
a flagelados) corresponde, probablemente, a una afec-
cién solo a nivel intestinal. La rdpida respuesta al tra-
tamiento con paromomicina y la ausencia de stntomas
posteriores podria confirmar este hecho. Las tortugas
se infestan ingiriendo los quistes que se encuentran en
la comida o agua contaminada con heces u orina; en
el paso de las heces con parésitos a través de la cloaca,
los trofozoitos pueden ascender hasta los rifiones, pu-
diendo aparecer la orina de los animales afectados con
aspecto mucoso o gelatinoso.? La lesién de los rifiones
puede desencadenar una alteracién en la activacién de
la vitamina D, que cause enfermedad ésea metabdlica.”

Los trofozoitos de las amebas son dificiles de ver en
observaciones en fresco por su lento movimiento y por
ser pleomorficos, pudiéndose encontrar solo en heces
diarreicas. Lo mds comtn es encontrar los quistes en
heces formes (no diarreicas) que tienen forma esferoi-
dal (Figs. 6 y 7). Dentro del género Entamoeba, las es-
pecies se agrupan por el niimero de nticleos que posee
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el quiste maduro® (uno, cuatro u ocho nticleos, depen-
diendo de la especie). En tortugas solo se han descrito
especies formadoras de quistes tetranucleados, de las
cuales la tinica que se puede diferenciar a nivel mor-
foldgico es E. insolita® por tener una pared con una en-
vuelta gelatinosa que le da el aspecto irregular, mien-
tras que para la identificacién de las demads especies
(E. invadens, E. testudinis, E. terrapinae y E. knowlesi) es
necesario la realizacién de andlisis genéticos; en ausen-
cia de estos andlisis, las amebas han sido identificadas
por otros autores como Entamoeba sp. o como E. inva-
dens-like,* mientras que nosotros preferimos identi-
ficarlas como Entamoeba sp. “no insolita” para evitar
sugerir que puedan ser patégenas (como E. invadens).
Aunque es posible diferenciar las distintas especies ge-
néticamente, los andlisis que hemos realizado no han
sido concluyentes debido a la obtencién de secuencias
demasiado cortas, presencia de ambigiiedades en las
mismas y/o amplificacién inespecifica de ADN de
otros microorganismos. Por este motivo, la identifi-
cacién solo se ha podido realizar como Entamoeba sp.
“no insolita”. Otros autores han obtenido resultados
fallidos similares a partir de muestras fecales.*”*® Una
alternativa es cultivar las muestras fecales para obtener
trofozoitos con los que efectuar los andlisis, pero es un
método lento, delicado (por posibles contaminaciones
de los cultivos) y que excluye las muestras donde solo
hay quistes.* Esta opcién no se ha planteado en el pre-
sente estudio debido a la ausencia de sintomatologia
asociada a la presencia de las amebas (0/7).

En general, se considera que ninguna especie es pa-
tégena en tortugas, aunque E. invadens si causa patolo-
gia en otros reptiles (ofidios)* y se ha indicado que
también puede afectar a tortugas inmunodeprimidas?
o en cautiverio.*! Entamoeba invadens puede causar una
enteritis membranosa que puede llegar a invadir el hi-
gado a través de la vena porta causando verdaderos
infartos hepdticos.! También se han descrito brotes
epizodticos en tortugas en cautiverio asociados a ame-
biasis compatible con E. invadens con sintomatologia
inespecifica (anorexia, apatia, diarrea acuosa); en las
necropsias se han observado importantes lesiones en
higado e intestino con presencia de numerosas ame-
bas en dichos érganos.®' A pesar de estos hallazgos, se
tiende a considerar a las tortugas y cocodrilos como
portadores con escasos efectos patolégicos.

Respecto a los nematodos, en la mayoria de las mues-
tras la identificacion se realizé por la morfologia de los
huevos, que presentan caracteristicas similares en las
distintas especies de cada grupo y es relativamente fa-
cil identificar si pertenecen a oxitridos o a ascaridos.
Los de los oxitiridos suelen ser elipsoides aplanados
unilateralmente (asimétricos)*”* (Fig. 9) y los de los
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ascéridos, esféricos u ovoides y de cdscara gruesa®’*
(Fig. 10). La alta prevalencia encontrada en nuestro es-
tudio para los oxidridos (71,4 % global) coincide con
otros estudios realizados.'*'* Asimismo, el porcentaje
de infestaciones concomitantes con oxitiridos y asca-
ridos, que asciende a un 44,64 % (50/112) (Tabla 1), es
considerable, lo cual es relativamente comtn.?

El ciclo de vida directo de los oxitridos y la resis-
tencia de los huevos puede conducir a infestaciones
masivas que pueden producir, en condiciones de cau-
tividad, inapetencia y diarrea.? En muchos casos, los
oxidridos pueden tener un efecto beneficioso en la
agitacion de la materia fecal y la prevencion del estre-
fiimiento,'® pero también se ha descrito que infestacio-
nes altas pueden producir prolapsos de la cloaca o de
pene en machos, pérdidas de peso lentas o deficiencias
nutricionales que, a menudo, pasan desapercibidas en
las tortugas;* ademds, se ha observado que un eleva-
do ndmero de oxitridos puede asociarse incluso con
la muerte.*!

Las infestaciones masivas por ascdridos, por su lado,
no solo ocurren en cautiverio, sino también en la natu-
raleza,” aunque en Espafia parecen restringidas mayo-
ritariamente en T. graeca a individuos en cautividad.*
El gran tamafio que pueden alcanzar estos nematodos
puede producir obstrucciones intestinales con solo sig-
nos de estrefiimiento, pero también puede haber mi-
gracion de larvas a través del cuerpo llegando a produ-
cir dafios a grandes vasos sanguineos o perforaciones
intestinales.? El hecho de que los animales infestados
por ascdridos en nuestro estudio no mostraran sinto-
matologfa puede ser debido a la baja intensidad para-
sitaria que presentaban.'

En relacién con los factores que pueden condicionar
la presencia y prevalencia de los distintos pardsitos
encontrados, el andlisis se ha realizado tinicamente
con los datos de T. graeca, tal y como hemos sefialado
anteriormente. Los resultados obtenidos indican que
los factores ambientales (sustrato y densidad de pobla-
cién) si estdn estadisticamente relacionados (p<0,000
en todos los casos) con la prevalencia de los pardsitos
encontrados, mientras que las caracteristicas bioldgicas
del hospedador (edad, tamafio, sexo) no presentan aso-
ciacién estadistica significativa (salvo para el peso de
la tortuga en relacién con la presencia de nematodos, y
para la edad en relacién con la presencia de protozoos,
aunque en este caso con un valor de significacién mar-
ginal, p=0,033). La ausencia de relacién entre la parasi-
tacién por nematodos y el sexo o el estado general del
animal ha sido puesta en evidencia por otros autores.!?

Es de destacar que la presencia de protozoos esta cla-
ramente condicionada por el tipo de sustrato, siendo
mas frecuentes en las tortugas mantenidas sobre tierra
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que en las tortugas mantenidas sobre sustrato de hor-
migén. Esto puede ser debido tanto a que la supervi-
vencia de las formas de transmision (trofozoitos/ quis-
tes) es mayor en un suelo de tierra (por la humedad y la
posibilidad de escapar a la exposicién directa a los ra-
yos del sol), como a la mayor dificultad en limpiar este
tipo de suelos en comparacién con los de hormigén. La
importancia del sustrato en relacién con la presencia
de protozoos ha sido puesta de manifiesto por otros
autores en un estudio realizado en el Reino Unido,'® en
el que también se indica que la presencia de oxitridos
es menor en los animales mantenidos en suelo de tie-
rra. Sin embargo, los motivos anteriores (humedad e
insolacién en suelo de tierra, limpieza) no permiten ex-
plicar los resultados observados con los nematodos, ya
que la mayorfa de las tortugas positivas a estos (oxiu-
ridos y, especialmente, ascaridos) vivia en sustrato de
hormigén. Esto podria explicar el bajo porcentaje de
animales que hemos encontrado parasitados por ne-
matodos y protozoos conjuntamente. Cabe mencionar
el hecho de que los resultados obtenidos respecto a la
parasitacién por ascéridos en sustrato de hormigén (55
veces superior en hormigén que en tierra) no deja de
ser sorprendente, pudiendo estar implicado algtn otro
factor que no se haya tenido en cuenta en el presente
estudio.

Los resultados obtenidos con las tortugas mds jove-
nes (<5 aflos) que muestran un mayor porcentaje de
parasitacién por nematodos, aunque sin ser estadisti-
camente significativo, coinciden con los de otros estu-
dios en los que se observan mayores valores de para-
sitacién en animales de 1-5 afios'® o de menos de 10
afios'® en comparacién con los individuos de més edad;
sin embargo, en tortugas de menos de 1 afio no se han
encontrado pardsitos.!® Para explicar estos resultados
en tortugas jovenes se ha propuesto la transferencia
inicial de inmunidad desde la madre y su posterior
pérdida, junto con la mayor tendencia a la coprofagia
en individuos jévenes.' En nuestro caso, la mayoria de
los propietarios no mantenia a los animales claramen-
te separados y compartian espacio, lo que facilitarfa la
transmisién de pardsitos de los adultos a los jévenes.

En las tortugas de mayor edad, en los que puede des-
cender la parasitacién (sobre todo por oxiuros),'*!® se
ha propuesto que los pardsitos van perdiendo capaci-
dad de adaptacion a medida que van pasando los pe-
riodos de hibernacién.® Sin embargo, el motivo en este
caso podria ser que la respuesta inmune de las tortugas
fuera cada vez mejor y esto las hiciera m4s resistentes
a las infestaciones.

Por dltimo, cabe sefialar que la densidad de pobla-
cién de animales no tiene el mismo efecto sobre las
infecciones por protozoos que por nematodos, circuns-
tancia que puede explicarse por las diferencias en el
ciclo de ambos tipos de pardsitos; aunque se trata en
ambos casos de pardsitos de ciclo directo, los quistes
de los protozoos (o los trofozoitos, en el caso de algu-
nos flagelados) son directamente infectantes para los
nuevos hospedadores; con una transmisién directa
fecal-oral, a mayor densidad de poblacién, mayor pro-
babilidad de contacto de las tortugas con las formas
infectantes liberadas en las heces. Sin embargo, en los
nematodos, los huevos deben pasar un tiempo en el
exterior para que se complete el desarrollo de la lar-
va infectiva en su interior; dado que los huevos recién
excretados con las heces no son infectantes, la transmi-
sién se debe mds bien a entornos contaminados, por
lo que la densidad de poblacién no es, en este caso, un
factor tan relevante como en los protozoos. Sin embar-
go, esto no puede explicar por qué en la poblacién de
T. graeca estudiada el grado de infestacién por ascdri-
dos es mayor con densidades de poblacién mds bajas.
Es necesario realizar nuevos muestreos y analizar mds
caracteristicas ambientales para poder explicar estos
resultados aparentemente contradictorios y que no
pueden explicarse con los datos disponibles.

En conclusioén, los pardsitos intestinales son frecuen-
tes en los exdmenes fecales de las tortugas terrestres
examinadas, sin estar relacionados con problemas de
salud en la gran mayoria de los casos. En general, los
protozoos son el grupo de pardsitos mds cominmente
encontrado en todas las especies de tortugas analiza-
das, salvo en T. graeca, en la que los nematodos fueron
los parasitos mds prevalentes.

Fuente de financiacién: los autores no han recibido ninguna financiacién externa, ni ptiblica, ni del sector privado.
Conflicto de intereses: los autores no tienen ningtin potencial conflicto de interés.
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Summary

In this work, we use non-invasive methods to identify the parasites infecting different species of pet tortoises and
we analyze the epidemiological factors that could be involved in the presence of these parasites. The study is based
on the analysis of 112 tortoises belonging to four species. Fecal samples were examined by direct observation,
in stained smears and after concentration techniques. In some specific cases, genetic analyses were made for the
identification of protozoa. The parasites found in our study include the ciliates Nyctotheroides and Balantidium,
amoebae of the genus Entamoeba, and several different flagellated protozoa belonging to the trichomonads and
metamonads; nematode oxyurids and ascarids have been also found. We have found differences according to the
parasite groups: in T. graeca, the proportion of individuals infected by protozoa is lower, and by nematodes is
higher, than in the other host species. The analysis of the environmental conditions in relation to parasite infection,
carried out with the data from T. graeca, showed that the most important risk factors are the type of substrate and,

for all parasite groups except ascarids, a higher population density.
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