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Las miasis nasofaringeas estan producidas por la ocupacion de las cavidades nasal y
faringea por larvas de moscas pertenecientes a la subfamilia Oestrinae (Familia Oestridae). En los
cérvidos, los géneros mas frecuentes son Cephenemyia, Pharyngomyia y, de forma esporadica,
Oestrus. La visualizacion de las larvas constituye el método de diagndstico de referencia, pero
resulta complicado y laborioso, por lo que la deteccion de anticuerpos resulta de gran utilidad

para la monitorizacidon de estas miasis.

Los objetivos de este estudio consistieron en la identificacion de los agentes causantes de
las miasis nasofaringeas de los corzos en Espafia, asi como la determinacién de su distribucion y
epidemiologia y el estudio, mediante ELISA indirecto, de la seroprevalencia y reacciones
cruzadas entre los antigenos somaticos obtenidos de larvas 1 (Ag L1) y larvas 2 (Ag L2). Para
ello entre los afios 2022 y 2024 se analizaron la cavidad nasofaringea y los sueros de 181 corzos

procedentes de 11 comunidades autonomas.

Mediante analisis morfoldgico de las larvas recogidas en la necropsia se identificaron dos
especies distintas: Cephenemyia stimulator, parasito especifico del corzo y ampliamente
distribuido en nuestro pais y Oestrus ovis, diptero habitual en los rebafios de ovejas y cabras
domésticas. Las larvas de C. stimulator estuvieron presentes en el 45,3% de los corzos, mientras
que las de O. ovis s6lo se detectaron en 5 animales (2,7%). De igual modo, la intensidad fue
mucho maés elevada para C. stimulator (22,2448,99) que para O. ovis (0,06+0,46). Hay que
destacar que no se encontraron infecciones mixtas, y que la presencia de L3 maduras de O. ovis
sugiere que puede completar su ciclo vital en el corzo. También se observo que C. stimulator esta
presente en casi todas las comunidades del norte y centro peninsular, mientras que O. ovis se
limita a puntos muy concretos de las regiones de Castilla-La Mancha y Castilla y Léon. No
obstante, su presencia en el corzo no es accidental por lo que las condiciones de simpatria entre
ungulados domésticos y silvestres podrian propiciar la expansion de esta miasis en el corzo. La
seroprevalencia para C. stimulator fue del 45,8% tanto con el AglLl como con el Agl2,
ofreciendo unos valores de sensibilidad y especificidad aceptables y un buen grado de
concordancia con la necropsia. Por el contrario, la seroprevalencia por O. ovis fue del 14,9% con
el Agl1 y del 18,2% con el AgL2, ofreciendo una menor sensibilidad lo que limita su validez

diagndstica a consecuencia de las posibles reacciones cruzadas con los antigenos de C. stimulator.

Cephenemyia, Corzo, Inmunodiagnéstico, Miasis nasofaringeas, Oestrus,

Peninsula Ibérica, Reacciones cruzadas.



As miases nasofarinxeas estan producidas pola ocupacion das cavidades nasal e farinxea
por larvas de moscas pertencentes 4 subfamilia Oestrinae (Familia Oestridae). Nos cérvidos, os
xéneros mais frecuentes son Cephenemyia, Pharyngomyia e, de forma esporadica, Oestrus. A
visualizacion das larvas constitiie 0 método de diagndstico de referencia, pero resulta complicado
e laborioso, polo que a deteccion de anticorpos resulta de gran utilidade para a monitorizacion

destas miases.

Os obxectivos deste estudo consistiron na identificacion dos axentes causantes das miases
nasofarinxeas dos corzos en Espafia, asi como a determinacion da sua distribucion e
epidemioloxia e o estudo, mediante ELISA indirecto, da seroprevalencia e reaccions cruzadas
entre os antixenos sométicos obtidos de larvas 1 (Ag L1) e larvas 2 (Ag L2). Para iso, entre os
anos 2022 e 2024 analizéronse a cavidade nasofarinxea e os soros de 181 corzos procedentes de

11 comunidades auténomas.

Mediante andlise morfoloxica das larvas recollidas na necropsia identificaronse dias
especies distintas: Cephenemyia stimulator, parasito especifico do corzo e amplamente
distribuido no noso pais e Oestrus ovis, diptero habitual nos rabafios de ovellas e cabras
domésticas. As larvas de C. stimulator estiveron presentes no 45,3% dos corzos, mentres que as
de O. ovis s6 se detectaron en 5 animais (2,7%). De igual modo, a intensidade foi moito mais
elevada para C. stimulator (22,2+48,99) que para O. ovis (0,06£0,46). Hai que destacar que non
se atoparon infeccidns mixtas, e que a presenza de L3 maduras de O. ovis suxire que pode
completar o seu ciclo vital no corzo. Tamén se observou que C. stimulator esta presente en case
todas as comunidades do norte e centro peninsular, mentres que O. ovis se limita a puntos moi
concretos das rexions de Castela-A Mancha e Castela e Ledn. Non obstante, a sta presenza no
corzo non ¢ accidental polo que as condiciéns da simpatria entre ungulados domésticos e
silvestres poderian propiciar a expansién desta miase no corzo. A seroprevalencia para C.
stimulator foi do 45,8% tanto co Agl.1 como co AgL2, ofrecendo uns valores de sensibilidade e
especificidade aceptables e un bo grao de concordancia coa necropsia. Pola contra, a
seroprevalencia para O. ovis foi do 14,9% co AgL1 e do 18,2% co Agl2, ofrecendo unha menor
sensibilidade o que limita a s@ia validez diagnostica a consecuencia das posibles reaccions

cruzadas cos antixenos de C. stimulator.
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Peninsula Ibérica, Reaccions cruzadas.



Nasopharyngeal myiasis is caused by the infestation of the nasal and pharyngeal cavities
by larvae of flies belonging to the subfamily Oestrinae (Family Oestridae). In cervids, the most
common genera are Cephenemyia, Pharyngomyia, and, sporadically, Oestrus. The visualization
of larvae constitutes the reference diagnostic method, but it is complicated and laborious, making

antibody detection very useful for monitoring these myiases.

The objectives of this study were to identify the causative agents of nasopharyngeal
myiasis in roe deer in Spain, determine their distribution and epidemiology, and study, through
indirect ELISA, the seroprevalence and cross-reactions between somatic antigens obtained from
larvae 1 (Ag L1) and larvae 2 (Ag L2). For this, between 2022 and 2024, the nasopharyngeal

cavities and sera of 181 roe deer from 11 autonomous communities were analyzed.

Morphological analysis of the larvae collected during necropsy identified two distinct
species: Cephenemyia stimulator, a specific parasite of roe deer widely distributed in our country,
and Oestrus ovis, a common dipteran in domestic sheep and goat herds. C. stimulator larvae were
present in 45.3% of the roe deer, while O. ovis larvae were detected in only 5 animals (2.7%).
Similarly, the intensity was much higher for C. stimulator (22.2+48.99) than for O. ovis
(0.06+0.46). Notably, no mixed infections were found, and the presence of mature L3 larvae of
O. ovis suggests that it can complete its life cycle in roe deer. It was also observed that C.
stimulator is present in almost all the northern and central regions of the peninsula, while O. ovis
is limited to very specific areas in the regions of Castilla-La Mancha and Castilla y Leon.
However, its presence in roe deer is not accidental, and the conditions of sympatry between
domestic and wild ungulates could promote the spread of this myiasis in roe deer. The
seroprevalence for C. stimulator was 45.8% with both Agl1 and AgLl2, offering acceptable
sensitivity and specificity values and a good degree of concordance with necropsy results. In
contrast, the seroprevalence for O. ovis was 14.9% with AgL1 and 18.2% with Agl.2, offering
lower sensitivity, limiting its diagnostic validity due to possible cross-reactions with C. stimulator

antigens.

Cephenemyia, Roe deer, Immunodiagnosis, Nasopharyngeal myiasis, Oestrus,

Iberian Peninsula, Cross reactions.
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1. Introduccion

El corzo, Capreolus capreolus (Linnaeus, 1758), es una especie de mamifero ungulado,
artiodactilo y rumiante de la familia Cervidae. Su presencia se cifie al hemisferio norte y, en
Europa sus poblaciones se extienden desde Gran Bretafia hasta Rusia occidental, asentdndose por
todo el territorio europeo continental. A pesar de las vicisitudes atravesadas por esta especie a lo

largo de los afios, actualmente sus poblaciones se encuentran en recuperacion (Pajares, 2016).

En Espaiia se distribuye por todos los ecosistemas forestales de la Peninsula, a excepcion
del Levante. La distribucion homogénea de los ejemplares se concentra en la Cordillera
Cantabrica y en las zonas montafiosas mas septentrionales del Sistema Ibérico y Central, mientras
que en el sur peninsular su distribucion es més discontinua, con nucleos en Toledo, Ciudad Real,

Cuenca, Caceres, Jaén, Cadiz y Mélaga (Braza et al., 1989).

En cuanto a sus costumbres y estructura social, son animales que conviven en grupos
pequefios la mayoria del tiempo, pero en los meses de invierno se suelen agrupar varios grupos
como medida de supervivencia. En general, el territorio de las hembras es més pequefio que el de

los machos llegando estos ultimos a solapar el territorio de varias hembras.

Al contrario que el resto de los cérvidos espafioles, el corzo presenta particularidades en
cuanto al momento de celo, teniéndolo entre la segunda semana de julio y mediados o finales de
agosto. Su duracién es variable en funcidén de factores propios de los individuos y de las
condiciones atmosféricas. A mayores, las hembras comienzan a reproducirse a partir de los dos
afios de vida y su gestacion dura unos 10 meses, caracterizandose por presentar dos fases:
diapausa embrionaria y gestacion. La diapausa embrionaria es una caracteristica fisioldgica
particular de los corzos, dura unos 170 dias y tiene como fin concentrar los partos en los meses
de abril-mayo con el fin de asegurar una mayor supervivencia de los corcinos. Cada afio, a
principios de mayo, las hembras adultas seleccionan los mismos lugares para parir sus crias. Cada

hembra pare de uno a tres corcinos, siendo dos lo méas comun (Pajares, 2016).

En general, el corzo es un animal que puede verse muy parasitado, siendo el cérvido que
mayor diversidad de formas parasitarias presenta y también el mas sensible a las parasitosis. En
estos animales las enfermedades parasitarias son una de las principales causas de enfermedad y
muerte, aunque en muchas ocasiones no se llega a demostrar la etiologia parasitaria de las muertes

(Gortazar y Vicente, 2008).



Una miasis es una enfermedad parasitaria provocada por larvas de dipteros que se
alimentan de los tejidos vivos o muertos de un hospedador. En funcion del grado de dependencia
del hospedador, las miasis pueden ser obligatorias cudndo necesitan un animal vertebrado para
completar su ciclo y facultativas u oportunistas cudndo también pueden alimentarse de materia

organica en descomposicion.

Las miasis nasofaringeas objeto de este estudio estdn provocadas por la ocupacion de las
cavidades nasal y algunos recesos faringeos por larvas de moscas pertenecientes a la subfamilia
Oestrinae (Familia Oestridae), la cual incluye 9 géneros que afectan tanto a animales domésticos
como a animales silvestres pertenecientes a los oOrdenes Artiodactyla, Perissodactyla y

Proboscidea (Scholl et al., 2019) (Tabla 1).

Tabla 1: Miasis provocadas por los distintos géneros de la subfamilia Oestrinae y sus

hospedadores habituales (Tomado de: Colwell ef al., 2006; Scholl ef al., 2019).

Subfamilia Género Tipo de miasis Hospedador/es
Gedoelstia Nasofaringea Antilopinae
Kirkioestrus Nasofaringea Hippotraginae (Bovidae)
Oestrus Nasofaringea, ocular ~ Caprinae e Hippotraginae (Bovidae)
Rhinoestrus Nasofaringea Suidae, Giraffidae, Bovidae y Equus
Oestrinae Cephenemyia Nasofaringea Cervidae
Pharyngomyia Nasofaringea Cervidae
Pharyngobolus Nasofaringea Elephantidae
Tracheomyia Traqueal Macropus robustus
Cephalopina Nasofaringea Camelus

Los oestrinos se diferencian del resto de oéstridos en que son larviparos y las hembras
gravidas expulsan los paquetes de larvas hacia la zona del hocico del animal, desde ahi las larvas
migran hacia los senos, cavidad nasofaringea... (Colwell, 2001; Scholl et al., 2019) causando
sintomatologia clinica en el animal: rinitis, descarga nasal, complicaciones respiratorias (Dorchies

etal., 1998).

En los cérvidos de la Peninsula Ibérica podemos encontrar diferentes oestrinos.
Pharyngomyia picta y Cephenemyia auribarbis son parésitos especificos y obligados del ciervo
rojo (Cervus elaphus) que en ocasiones, entre el 74% (Ruiz ef al., 1993) y el 12,5% (Gonzalvez

et al., 2020), respectivamente, se encuentran parasitando a la vez al mismo hospedador.



Otros oestrinos que podemos encontrar en el territorio espafiol son Oestrus ovis 'y Oestrus
caucasicus, estos parasitan a rumiantes domésticos y silvestres, y en ocasiones se han citado casos
de parasitaciones accidentales en el perro (Canis lupus) (Lucientes et al., 1997) y en el hombre
(Homo sapiens) (Panadero y Otranto, 2015) por parte de O. ovis. En lo que respecta a los
rumiantes domésticos, los ultimos datos publicados por Garrijo-Toledo et al. en el 2023 revelan
altas prevalencias de parasitaciones por O. ovis, tanto en ovejas como cabras (61,2% y 43%,
respectivamente). En cuanto a los rumiantes silvestres, a lo largo del tiempo se han reportado
parasitaciones por parte de ambos oestrinos tanto en la cabra montesa (Capra pyrenaica victoriae
y C. p. hispanica) como en el muflon (Ovis musimon). Los tltimos datos indican la presencia de
O. ovis en el 47,5% de los muflones y en el 12,41% de las cabras montesas de Extremadura y
Andalucia (Alonso et al., 2005). Por otra parte, Pérez et al. (1996) encontraron prevalencias del

74,4% de las cabras montesas analizadas frente a O. caucasicus.

A todo esto, hay que sumar el reciente hallazgo de la parasitacion de O. ovis en el corzo
(Martinez-Calabuig et al., 2023), suméandose asi a Cephenemyia stimulator (Pajares, 2009), como

agente causante de miasis nasofaringea en este animal.

Todos estos parasitos cobran gran importancia por las pérdidas econdomicas que causan
sobre las producciones ganaderas y por las bajas que causan sobre los animales salvajes como los
cérvidos. Ademads, la fauna silvestre es responsable de més del 70% de las enfermedades
emergentes y zoonosis que afectan a la sanidad ganadera, comprometen la produccidn cinegética

y perjudican la conservacion de fauna silvestre.
1.1.1. Cephenemyia stimulator

Dentro del género Cephenemyia, en Europa se han descrito cuatro especies que afectan a
cérvidos silvestres: C. ulrichii (Brauer, 1863) es especifica del alce (dlces alces), C. trompe
(Modeer, 1786) del reno (Rangifer tarandus), C. auribarbis (Meigen, 1824) del ciervo rojo
(Cervus elaphus) y del gamo (Dama dama) y C. stimulator (Clark, 1815) del corzo (Capreolus
capreolus). A C. stimulator se la conoce comunmente como mosca del corzo, gusano de la

garganta/nariz del corzo...

1.1.1.1. Ciclo bioldgico

El ciclo se inicia cuando las moscas, ya fecundadas, localizan a su hospedador, atraidas
por estimulos como el olor y el CO2 espirado del corzo. También son capaces de reconocer el
punto preciso donde realizar la larviposicion y hacerlo en la especie adecuada (Pajares, 2016).
Las hembras fecundadas vuelan alrededor de la cabeza del corzo y depositan las larvas 1 (L1) que

contienen en su interior en las fosas nasales (Arias et al., 2016). No depositan todas en un unico
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corzo sino que lo hacen en paquetes de 30 a 50 L1 en las fosas nasales de diversos corzos con el
fin de lograr una mayor tasa de supervivencia larvaria al infestar animales de diferentes estados

inmunitarios, edades... (Arias et al., 2012; Calero-Bernal y Habela, 2013).

Las L1, gracias a su esqueleto ceflico y a que su cuerpo estd cubierto de espinas que
favorecen su adherencia, acceden a la cavidad nasal a través de las fosas nasales, migrando
posteriormente hacia los cornetes y senos paranasales (Pajares, 2016). También poseen una
caracteristica que ayuda a su supervivencia durante el tiempo que tardan en acceder hasta el
interior del animal, se trata de un fluido denso y gelatinoso que las rodea y que posee dos

funciones, favorecer la adherencia de las larvas y protegerlas de la desecacion.

Una vez en el interior del animal, las espinas que cubren su cuerpo y sus ganchos bucales
ayudan a que las L1 no sean expulsadas fuera por el hospedador mediante toses, estornudos,

movimientos bruscos...

En los cornetes y senos paranasales las L1, si las condiciones climatoldgicas son
adecuadas, continuan su desarrollo a L2, dirigiéndose hacia las coanas, faringe y laringe. Por el
contrario, durante el otoflo e invierno pueden detener su desarrollo (diapausa) (Pajares, 2016).
Aunque la diapausa puede darse en cualquier estadio del parésito, es mas comun que se de en la
fase de L1 y en la de pupa (Arias et al., 2012; Pajares, 2016); aunque esta ultima tendria lugar en

el exterior y no dentro del animal.

Las L2 se localizan en coanas, laringe y faringe, donde se alimentan de mucus y fluidos
hasta que maduran a L3. Las L3 comienzan una migracion inversa a la de los otros estadios
larvarios para poder salir al exterior a través de los orificios nasales (Pajares, 2016) y pupar en el

suelo. De la pupa saldra la mosca adulta que, una vez fecundada que reiniciard el ciclo.

Hay ocasiones en las que las L3 no consiguen salir y quedan atrapadas en recovecos de
la cavidad nasal, otras veces estas realizan migraciones erraticas o andmalas a otras

localizaciones, como la cavidad craneana (Fidalgo et al., 2021).

1.1.1.2.  Prevalencia y distribucion

La miasis causada por C. stimulator es una parasitosis ampliamente distribuida por

Europa (Kiraly y Egri, 2007), sobre todo por Europa central.

En la Republica Checa, C. stimulator se considera un parasito habitual de los corzos
(Salaba et al., 2013), si bien las prevalencias han ido descendiendo en las tltimas décadas. Asi,
Lambka et al. (1997) en investigaciones realizadas hace unos 30 afios sefialaron prevalencias del

60-90%, mientras que, a principios de este siglo, Vaca (2000) y Curlik ef al. (2002) obtuvieron
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prevalencias del 11,1-25,6% y 44%, respectivamente. Los datos mas recientes obtenidos en este

pais indican una prevalencia del 28,8% (Salaba et al., 2013).

De forma similar, en Polonia Dudzinski (1970) hallé prevalencias de hasta el 85%,

mientras que en 2016 los porcentajes sefialados por Kornas et al. (2016) no superaban el 13%.

En Hungria la prevalencia media obtenida durante 3 afos consecutivos fue del 34,6%
(Kiraly y Egri, 2007). En Alemania, se encontraron prevalencias del 49% (Barth et al., 1976).
Finalmente, en Francia se hall6 una seroprevalencia por ELISA indirecto del 32,42% usando
antigenos somaticos de L3 de C. stimulator e inmunoconjugado no especifico (Maes y Boulard,

2001).

Al igual que ha ocurrido con otros animales y parasitos, la importacion incontrolada de
corzos procedentes de paises endémicos de C. stimulator se cree que fue el método mas probable
por el cual se introdujo C. stimulator en la Peninsula Ibérica. El primer caso reportado fue en
2006, se trataba de un corzo proveniente del Concejo de Valdés, Asturias (Pajares, 2009). Desde
entonces, la cefenemiosis se ha extendido drasticamente en las poblaciones autdctonas de corzo,
alcanzando elevadas prevalencias en el noroeste de Espafia (Arias et al. 2016). Actualmente se
estan observando prevalencias que varian desde el 31,6% al 62,2%, con mas de la mitad de corzos

parasitados en el norte del pais (Martinez-Calabuig ef al., 2022a).

1.1.1.3.  Epidemiologia: Factores intrinsecos y extrinsecos

Todas estas prevalencias, al igual que en otras miasis, se ven influidas por diversos

factores intrinsecos propios de los corzos, como el sexo, edad, comportamiento..., y factores

extrinsecos, relacionados con el medio.

Factores intrinsecos

Uno de los principales es la edad, varios investigadores han encontrado mayores
prevalencias en los corcinos, animales menores de 1 afio que en los adultos (Dudzinski, 1970;
Kiraly y Egri, 2004, 2007). Segtn estos investigadores, este hecho podria deberse a una menor
eficacia de la respuesta inmune de los corcinos en comparacidén con los adultos, o a que se
defiendan peor frente a las aproximaciones de las moscas a la hora de efectuar la larviposicion
por la inexperiencia (Kirdly y Egri, 2004, 2007; Sugar et al., 2004). No obstante, otros estudios
realizados encontraron prevalencias mas elevadas en los animales adultos (Pajares, 2016;
Martinez-Calabuig, 2020) y lo relacionaron con el comportamiento de los corcinos, puesto que
los adultos jovenes (mayores de 1 afio) pasan mas tiempo ocultos entre la vegetacion haciéndolos

menos accesibles para las moscas y evitando asi su larviposicion (Farina y Giovannini, 2013). A
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pesar de esta diversidad de opiniones, los estudios mas actuales han observado que las
prevalencias son mayores en individuos jovenes que en individuos viejos y menores en adultos
jovenes, aunque las diferencias no son muy marcadas. Donde si se vio diferencia fue en la
intensidad larvaria; de modo que los mas jovenes suelen tener cargas parasitarias mucho mayores

(Martinez-Calabuig et al., 2022a).

Otro factor importante, aunque bastante discutido, es el sexo. En general, varios
investigadores coinciden en que los machos se encuentran mas parasitados que las hembras
(Dudzinski, 1970; Korna$ et al., 2016; Pajares, 2016; Pajares et al., 2017); esto puede deberse a
que el comportamiento de los machos les conlleva a estar mas tiempo en areas abiertas lo que
facilita el contacto con las moscas gravidas. Datos actuales indican prevalencias algo mayores en
machos que hembras, aunque no fueron significativas, por lo que el sexo no seria un factor tan

influyente (Martinez-Calabuig et al., 2022b).

La condicion corporal juega un papel clave, ya que aquellos animales con una condicion
corporal excesivamente baja van a tener una probabilidad de infestacién 10,7 veces superior a los
que presentan una buena condicidn corporal, siendo esta directamente proporcional a la respuesta
inmune del animal teniendo una mejor respuesta inmune para hacer mejor frente al parasito los

que posean una buena condicion corporal (Hoekman, 2013).

Por ultimo, se ha visto que el color de la capa puede influir, ya que en la aproximacion de

los imagos durante la larviposicion influye el sentido de la vista (Allan ef al., 1987).
Factores extrinsecos:

El clima, segun estudios realizados, es un factor importante ya que los corzos de
ecosistemas ocednicos tienen un mayor riesgo de infectarse (Morrondo et al., 2017). Por otra
parte, investigaciones recientes han manifestado que los corzos procedentes de zonas montafiosas

estaban mas parasitados que los que habitan en zonas costeras (Pajares, 2016; Pajares et al.,2017).

1.1.1.4.  Diagndstico

El diagnostico de la cefenemiosis resulta bastante complicado, sobre todo por la dificultad

de realizarlo en animales silvestres en libertad.

Necropsia

El diagnostico postmortem es la base diagnostica de esta parasitosis, siendo la necropsia
la técnica de referencia o “gold standard” utilizada por la mayoria de los investigadores (Curlik
et al., 2004; Kiraly y Egri, 2007; Salaba ef al., 2013). Esta técnica nos permite determinar ademas

de la intensidad de infestacion, las diferentes localizaciones en las que se encuentran las larvas:
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cavidad nasal (cornetes), faringe,... asi como las lesiones asociadas a su presencia (Martinez-

Calabuig, 2020).

No obstante, cabe destacar que es una técnica que presenta varios inconvenientes, el mas
importante es que solo ofrece informacion de animales muertos y, solo durante aquellas épocas

del afo en las que esta permitida la caza (Morrondo et al., 2021).

En cuanto a la diferenciacion morfologica, tanto las L1, L2 y L3, presentan XII segmentos
denominandose el primero “pseudocephalon o segmento cefalico”. Este posee un endoesqueleto
cefélico con unos ganchos robustos y prominentes para realizar la migracion a través de los tejidos
del hospedador. A su vez, estos segmentos estdn rodeados de espinas para impedir su expulsion
(McMahon y Bunch, 1989). De forma general, las larvas de esta especie son fusiformes y con el

extremo posterior oblongo.

Las L1 (Figura 1a) miden de 1 a 3 mm de longitud, estan aplanadas dorsoventralmente y
presentan bandas de espinas ventrales bien desarrolladas junto con un grupo de ganchos en el
segmento abdominal terminal (Colwell, 2001). Los segmentos estdn rodeados por espinas, mas
evidentes en la superficie ventral y lateral y, especialmente en los “segmentos toracicos y

abdominales” (Colwell y Scholl, 1995).

Figura 1. Larvas de C. stimulator: (a) vista ventral de una larva 1 en la que se puede apreciar el esqueleto cefalico en
la parte anterior y la distribucion de las espinas cuticulares (b) vista ventral de una larva 3 en la que se observan los

ganchos bucales y la distribucion de las espinas cuticulares. Fuente: elaboracion propia.
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Las L2 pueden alcanzar hasta los 13 mm de longitud y también estdn aplanadas
dorsoventralmente. La distribuciéon de sus espinas es similar a la de las L1 aunque, el segmento
X carece de ellas y el XI posee un patron muy variable ya que puede carecer de ellas o presentar
hasta 4 filas. A su vez, la densidad de espinas es menor en la cara ventral y entre los segmentos

IIT y XI poseen entre 5 y 8 hileras de espinas mas regulares (Zumpt, 1965).

Las L3 (Figura 1b) varian en tamaio, pudiendo ir desde los 12 mm de largo hasta méas de
25 mm (en ocasiones pueden llegan a los 30 mm). Durante esta etapa la larva va madurando,
volviéndose gradualmente oscura y opaca por el acimulo de melanina (Pajares, 2016). Los
estadios maduros o casi maduros tienen espinas bien desarrolladas, generalmente con puntas
negras, en las superficies dorsal y ventral. Las bases de los l6bulos antenales en el segmento
cefdlico estan muy juntas, caracteristica que puede usarse para distinguirlas de las larvas de

Pharyngomyia (Zumpt, 1965).
Serodiagnostico

A pesar de que la necropsia sea el procedimiento de referencia para el diagnostico de esta
miasis, se han desarrollado técnicas indirectas de inmunodiagnéstico que resultan de mucha

utilidad para conocer en profundidad la epidemiologia de la cefenemiosis (Pajares, 2016).

Los métodos de inmunodiagnostico son fundamentales para la deteccion de muchas
miasis, reemplazando asi la necesidad de exdmenes clinicos parasitologicos y post mortem.
Ademas, constituyen una forma sencilla y econémica de realizar el diagndstico en animales vivos,
permitiendo la planificacion de tratamientos oportunos, antes de que las larvas hayan causado

dafios importantes, y el seguimiento de los programas de erradicacion (Otranto, 2001).

Diversos autores han puesto a punto pruebas inmunolégicas como el ELISA-indirecto,
basados en el uso de antigenos de excrecidon-secrecion de L2 (Arias et al., 2014a) y somaticos
obtenidos de L1 (Gonzalez-Cuesta, 2023) que mostraron tener buena sensibilidad y especificidad.
No obstante, esta técnica también presenta inconvenientes, uno de ellos son los fendmenos
inmunoldgicos que pueden interferir en la interpretacion de los resultados, tales como la
inmunocompetencia del hospedador, la persistencia de los anticuerpos en animales con una
inmunidad adquirida (Sarasa et al., 2010) y las reacciones cruzadas entre los antigenos obtenidos

entre especies de un mismo género o familia.
Diagndstico molecular

Este método de diagndstico lo lidera la PCR (siglas en inglés de Reaccion en Cadena de
la Polimerasa). Una de sus muchas particularidades es que nos permite estudiar especimenes

dafiados y/o incompletos que serian dificiles de identificar morfolégicamente. Dicha
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identificacion molecular se puede lograr a través de dos enfoques diferentes: analisis de enzimas
de restriccién y/o comparacion de secuencias con las disponibles en la base de datos, siendo mas

compleja de realizar la primera (Otranto y Stevens, 2002).

Muchos de los oéstridos pueden identificarse mediante técnicas de secuenciacioén
molecular y, en particular, secuenciacion de alto rendimiento. Esta técnica nos permite identificar
la especie involucrada en la infestacion. De hecho, en algunas ocasiones se ha dado el caso de que
métodos tradicionales como la identificacion morfologica, han sido desplazados por las técnicas
moleculares (Scholl ef al., 2019), empleandose cada vez mas en investigaciones diagndsticas y
taxonomicas (Otranto y Stevens 2002). En este sentido, la subunidad I de la citocromo oxidasa
(COI) mitocondrial se ha utilizado en varios estudios para evaluar la especificidad del hospedador,
la identificacion de la especie, la filogenia y el diagnostico de los oéstridos (Otranto y Stevens

2006; Moreno et al. 2015).
Diagndstico por imagen

En el caso de C. stimulator, Fidalgo et al. (2014) llevaron a cabo un estudio sobre el
empleo de la TAC (Tomografia Axial Computerizada) como método de diagnostico de las larvas
de este diptero presentes en la cavidad nasal del corzo. Se trata de un método no invasivo que
detecta las L2 y L3 con mayor facilidad, no obstante, presenta problemas a la hora de visibilizar

las L1.
1.1.2. Oestrus ovis

Como bien se mencion6 anteriormente, O. ovis es la especie mas ampliamente distribuida
y econdmicamente importante que parasita la cavidad nasal, senos frontales y, en ocasiones, los
senos maxilares de ovejas y cabras, domésticas y salvajes (Zumpt, 1965). Comunmente se la

conoce como gusano o mosca de la nariz de las ovejas.

1.1.2.1.  Ciclo biolégico

Las hembras gravidas depositan un paquete de 30-50 L1 cerca de la boca, la nariz y,
en ocasiones, las drbitas del hospedador. Ante esto, los animales comienzan a sacudir la cabeza,
estornudar e incluso intentar enterrar el hocico en el suelo. A mayores, suelen mostrar signos de
nerviosismo mediante acciones como pisar de forma violenta el suelo e incluso salir corriendo

con la cabeza gacha (Zumpt, 1965).

Posteriormente, las L1 comienzan a penetrar en la cavidad nasal y senos frontales,

aunque sus localizaciones preferidas suelen ser el cornete nasal inferior, la cavidad nasal y los
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cornetes etmoidales superiores. Alli se alimentaran del moco secretado por la mucosa, para poder

desarrollarse y madurar hasta la fase de L3 post-alimentaria (Scholl ef al., 1990).

De forma natural, las L1 maduran y tiene lugar la primera muda larvaria, dando lugar
a las L2. Estas migran preferentemente a los cornetes nasales superiores, la etmoturbinalia y los
senos frontales. Tras la segunda muda larvaria, las L3 suelen situarse en los senos nasales,
frontales, maxilares y corneales. Ahi se alimentan de sangre, mucus y mucosa del hospedador
(Pérez et al., 1996; Dorchies y Alzien, 1997). Una vez que las L3 maduran y alcanzan un peso
minimo, comienzan a migrar en sentido retrégrado hasta salir a través de las fosas nasales. A esta
etapa se la conoce como “crawl-off”, durante la cual las L3 no se alimentan al haber hecho acopio
de los nutrientes que necesitaran para la pupacion y toda la vida adulta. A lo largo de este proceso
podemos observar que el animal presenta descarga purulenta a través de las fosas nasales y que
parece mover la cabeza, rechinar los dientes y presentar dificultad respiratoria. A menudo también
puede vérselos restregando la nariz por el suelo o contra sus extremidades delanteras (Bedford,
1925). En los casos en los que las larvas se encuentran en la 6rbita ocular, se puede llegar a

observar conjuntivitis en el animal.

Durante este recorrido va a resultar normal encontrar larvas en proceso de pupacion
aunque, no estd completamente demostrado si todas las larvas finalmente salen al exterior a través
de las narinas o con las excretas. Posiblemente también cuando el niumero de L3 es alto, estas no
pueden quedarse en las cavidades nasales debido a su gran tamafio y tienen que ser expelidas

(Nguyen et al., 1999).

No obstante, en condiciones de climatologia no favorable los primeros estadios
larvarios pueden sufrir lo que se conoce como hipobiosis, haciendo que los tiempos de desarrollo
de las larvas puedan durar desde 20 dias a varios meses (Dorchies ef al., 1999; Tabouret et al.,
2001a). Es por esto que resulta dificil estimar una duracién total exacta. No obstante, Dorchies et
al. (1999) estimaron que duraria aproximadamente un mes para las puestas de primavera-verano

y varios meses para aquellas que se hicieron en otofio-invierno.

Posteriormente, las L3 maduras caen al suelo para realizar la pupacion. Perforan un
canal perpendicular y se quedan inmoviles. Este proceso comienza con la esclerotizacion de la
cuticula larvaria para formar el puparium (cuticula quitinizada y endurecida) (Jagannath et al.,

1989a) y depende de la estructura y la naturaleza del sustrato.

En condiciones ambientales adversas, las pupas al igual que las larvas, entran en
estado de hipobiosis para permitir la supervivencia del parésito (Caracappa et al., 2000). Este es

inducido por factores climaticos como el fotoperiodo y la temperatura ambiental.
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Tras la emergencia del imago (individuo adulto), este buscara cualquier objeto lejos

del suelo para trepar y asi poder estirar las alas para que no endurezcan (Teskey, 1981).

1.1.2.2.  Prevalencia y distribucion

Se trata de un parasito que se encuentra distribuido por todo el mundo, coincidiendo con
el movimiento de cabras y ovejas (Colwell, 2001), y llegando a ser endémico en regiones calidas
y secas. Se encuentra especialmente extendido en zonas mediterraneas de Europa, Africa y

América.

A lo largo del tiempo, se han ido demostrando su presencia por diversos paises: Jagannath
et al. (1989b) demostraron prevalencias del 48,3% en la India y Biu y Nwosu (1999) del 53,8%
en Nigeria. En lo relativo a los paises del Mediterraneo, Papadopoulus ef al. (1997) encontraron

prevalencias del 91% en Grecia y Dorchies et al. (2000) un 28,4% en Francia.

En lo relativo a la Peninsula, sobre todo se ha reportado informacidn sobre la situacion
de las ovejas del centro y sur peninsular, conociéndose menos sobre la situacion de los ovinos del

norte y de los caprinos en general.

A lo largo del tiempo se han ido realizando estudios sobre el grado de parasitacion de los
ovinos de la Peninsula mediante la recoleccién de larvas durante el sacrificio, reportdndose asi
prevalencias desde el 31,8% hasta el 80,6% (Ruiz Martinez et al., 1992; Garcia-Cuadrado y
Moreno-Hernandez, 1995; Lucientes, 2000; Reina et al., 2000).

En la zona Norte de la Peninsula, Gracia et al. (2010) hallaron prevalencias del 84,2% en
ovejas y en las islas Baleares Paredes-Esquivel et al. (2012) informaron que un 46,03% de las

ovejas fueron positivas.

Estudios realizados en cabras por Alcaide et al. (2005) mostraron una seroprevalencia
estimada del 46,04% en la zona de Extremadura. En cuanto a las explotaciones, un 91,43% fueron
positivas, y el mes con mayor tasa de infeccion fue julio (40%). Por otra parte, Alcaide et al.

(2003) informaron de prevalencias en ovejas del 71% en la misma region.

Los datos més actuales muestran prevalencias del 56,3% en el Levante, con una mayor
proporcidn en ovejas que en cabras, 61,2% y 43% respectivamente. A mayores, se observaron
diferencias estacionales, siendo la prevalencia mayor en otofio para las ovejas (69,8%) y en
invierno para las cabras (48,4%). Enero fue el mes con mayor tasa tanto en ovino (77,3%) como
en caprino (59,6%), seguido de diciembre en ovino (71,6%) y noviembre en caprino (53,3%). Los
porcentajes mas bajos se registraron en marzo para ovinos (49,3%) y en junio para caprinos

(34,6%) (Garrijo-Toledo et al., 2023).
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1.1.2.3.  Epidemiologia: Factores intrinsecos y extrinsecos

Al igual que se comentaba con C. stimulator, todas estas prevalencias se ven influidas
por diversos factores intrinsecos propios del animal y factores extrinsecos relacionados con el

medio.
Factores intrinsecos

La especie es un factor intrinseco interesante ya que, en cuanto a preferencias de
hospedadores, si comparamos cargas y tasas de infestacion de la especie entre el ganado caprino
y ovino, parece haber diferencias significativas, estando las ovejas mas parasitadas que las cabras
(Alcaide et al., 2003 y 2005; Papadopoulos et al., 2006). Esto puede deberse a que las cabras
puedan tener niveles més bajos de infestacion que las ovejas por sus respuestas conductuales de
evitacion; estas parecen ser mas sensibles a la irritacion de las moscas y pueden evitar mas
eficazmente la puesta de larvas por parte de las moscas adultas (Papadopoulos et al., 2006). Otro
factor puede ser que las larvas de O. ovis estén menos adaptadas a las cabras (Dorchies et al.,

1998).

La edad, es un factor muy importante puesto que los tltimos datos parecen indicar que la
prevalencia y la carga parasitaria dependen de la edad del hospedador. Cuanto mas joven es el
animal, mas parasitado, posiblemente debido al menor desarrollo del sistema inmunologico y de

las estrategias defensivas (Caracappa, 2000).

Por ultimo, se comprobd la influencia del color de la nariz, no encontrandose que fuera
un predictor significativo de infeccion (Papadopoulos et al., 2010), en contraste con sugerencias
anteriores de que los animales de nariz oscura tenian més probabilidades de estar infectados

(Murguia et al., 2000).
Factores extrinsecos:

Principalmente nos encontramos con la temperatura y la humedad relativa, pues influyen
y sincronizan los ritmos de desarrollo y reproduccion de O. ovis. Investigadores como Cepeda-
Palacios et al. (2011) afirmaron como el més importante la temperatura, este factor regula el ciclo
vital del parésito en su totalidad, desde el desarrollo intrapupario hasta la vida adulta. Otros
investigadores como Scala et al. (2002) comprobaron, en ovejas de Italia, que existia una
correlacion positiva entre humedad relativa y nimero de L1 y entre la temperatura media y el
numero de L2. A su vez, también demostraron que la correlacién negativa entre el aumento de

temperatura y la disminucion del numero de L1.
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También se ha comprobado la influencia del clima en el ciclo de O. ovis. En zonas de
clima Atlantico se ha visto que hay tres generaciones de moscas (marzo-abril, mayo-junio y
septiembre-octubre), en las de clima continental se ha visto que solo hay una generaciéon de
adultos durante el periodo estival, y en las del mediterraneo se ha visto que puede haber moscas
durante todo el afio (Yilma ef al., 1991). A mayores, en las zonas de clima mediterraneo no hay
un verdadero periodo de hipobiosis y el ciclo se desarrolla con més rapidez, llegando a haber un
desarrollo interrumpido con existencia de varias generaciones conviviendo al mismo tiempo

(Pangui et al., 1988; Tibayrenc et al., 1999).

Otro factor extrinseco que influye en el desarrollo del ciclo exdgeno es la altitud a la que
estan situados los pastos. Ruiz-Martinez et al. (1992) destacaron que la presencia de moscas
adultas es poco frecuente en altitudes superiores a 1500 metros. Lo mismo recalcaron Alcaide et
al. (2005) al ver que suroeste de Espafa las cabras procedentes de explotaciones situadas a mas

de 650 metros estaban menos parasitadas que las de menor altitud.

1.1.2.4.  Diagndstico

El diagnostico de O. ovis se realiza normalmente en base al cuadro clinico que presentan

los animales y el hallazgo de los diferentes estadios larvarios en la necropsia.
Necropsia

En el caso de la deteccion de la oestrosis en ungulados domésticos, la mayoria se realizan
durante la inspeccion veterinaria en los mataderos. Si bien es cierto, que la obtencion de las larvas
de forma directa podria intentarse en el animal vivo mediante rinoscopia tradicional o mediante
fibra optica (Yilma y Dorchies, 1991), el diagnéstico directo, basado en la visualizacion de las

larvas en las distintas cavidades, se realiza habitualmente sobre el animal muerto.

En cuanto a la morfologia, las L1 (Figura 2a) presentan una morfologia fusiforme, estan
aplanadas dorsoventralmente (Colwell y Scholl, 1995) y miden entre 1 y 3 mm de largo. El
cefaloesqueleto es relativamente grande y estd provisto de escleritos fuertemente curvados.
Poseen espinas desarrolladas en las superficies ventral y lateral. Mientras el lado dorsal presenta
solo una espinulacion débil que consiste en una fila completa de denticulos en el tercer segmento
y uno ampliamente interrumpido en cada uno de los dos segmentos siguientes, en el lado ventral
los segmentos en sus margenes anteriores muestran de 2-3 filas completas de espinas y varias
estructuras filiformes dispuestas lateralmente. En el extremo posterior hay entre 22 y 25 ganchos

terminales dispuestos en dos festones.

Las L2 son blanquecinas y de tamafio variable, pudiendo llegar a medir de 1,5 a 12 mm

de longitud. Sus espinas y ganchos bucales ya se encuentran bien desarrollados. Las placas
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respiratorias son visibles en los segmentos terminales; presentan forma circular con un botén
peritremal o ecdisial en el centro, multiples espiraculos y un canal central que separa las dos

placas (Zumpt, 1965).

Las L3 (Figura 2b) son robustas y pueden llegar a medir hasta mas de 20 mm de longitud.
Los ganchos bucales y las bandas de espinas presentes en la superficie ventral de los segmentos
toracicos y abdominales estan muy queratinizadas. Dorsalmente, las bandas quitinosas son anchas
en todos los segmentos que estdn desprovistos de espiculas, a excepcidon de unas pocas en el
segundo segmento. Ventralmente presentan numerosas y potentes espiculas dispuestas en varias
filas (Zumpt, 1965). Las placas espiraculares de las L3 son notorias en el segmento abdominal

terminal y completamente negras en los especimenes maduros (Colwell, 2001).
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Figura 2. Larvas de Oestrus ovis: (a) vista ventral de una larva 1 en la que se aprecia el esqueleto cefalico y
el patron de espinulacion(b) vista ventral de una larva 3 en la que se observan los ganchos bucales en el extremo anterior

y la distribucion caracteristica de las espinas cuticulares. Fuente: elaboracion propia

A diferencia de O. ovis, las L3 de O. caucasicus tienen fuertes espinas dorsales. No
obstante, Pérez et al., (2006) han destacado la enorme similitud morfologica entre las larvas de
estas dos especies, pudiendo llegar a dificultar su diferenciacion. A mayores, Pérez et al. (1996)
informaron de la parasitacion de cabras montesas del Parque Nacional de Sierra Nevada por O.

caucasicus basandose en el color de las venas de las alas de los imagos.
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Serodiagnostico

En cuanto a la oestrosis ovina se han desarrollado distintas técnicas inmunologicas
basadas en la utilizacion de extractos obtenidos de los distintos estadios larvarios, como la
intradermorreaccion (Ichmnann y Hiepe, 1985), hemoaglutinacion indirecta (Bautista et al., 1988)
y sobre todo técnicas inmunoenzimaticas como el ELISA-indirecto. Para el inmunodiagnostico
de las infecciones por O. ovis mediante ELISAi, los mejores resultados se han obtenido, en
general, con el antigeno de excrecion-secrecion (ES), en contraposicion al antigeno somatico que
el cual demostré un peor desempeiio (Sanchez-Andrade et al., 2005, 2010; Pajares, 2009).
Ademas, se comprobd que la especificidad de esta técnica mejora cuando se utiliza como antigeno

productos metabdlicos de L2 en el verano y de L1 en el invierno (Alcaide ef al. 2005).

En investigaciones previas, Sanchez-Andrade et al. (2005) estudiaron la seroprevalencia
del parésito en ovinos y caprinos, y concluyeron que con el Ag de ES obtenido de L2 de O. ovis
era posible establecer una correlacion directa entre la respuesta inmunitaria humoral,
inmunoglobulinas G (IgG), y la infestacion por larvas de este parasito, convirtiéndolo en un
método recomendado para la realizacion de encuestas epidemiologicas al permitir establecer la

distribucién de esta miasis.

Sin embargo, Arias et al. (2014b) concluyeron que se necesita de avances inmunologicos
y metodoldgicos adicionales ya que el numero de falsos positivos y negativos todavia representan

una parte no despreciable de los resultados de las pruebas ELISA.
Diagndstico molecular

Al igual que se describia para C. stimulator, la utilizacion de marcadores moleculares
constituye una herramienta de mucha utilidad en el estudio de diversas enfermedades parasitarias
de importancia médica y veterinaria gracias a la informacion especifica contenida en la molécula
de ADN. Las técnicas basadas en el analisis del ADN en general, y del ADN mitocondrial en
particular, presentan numerosas ventajas en la identificacion de dipteros cuando las especies
objeto de estudio estan dafiadas o es complicada su clasificacion morfologica (Wells ef al., 2001),
esta herramienta facilita la identificacion taxondmica en cualquier etapa del insecto. No obstante,

cabe destacar que se trata de una proceso complejo y todavia bastante cara.

En el caso de O. ovis, Moreno et al. (2015) han llevado a cabo la caracterizacion
molecular usando las secuencias COXI y 28S (rADN) de Oestrus spp., tomando las muestras de

animales tanto salvajes como domésticos.
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2. Objetivos

Teniendo en cuenta los antecedentes presentados en el apartado anterior, planteamos un

estudio orientado a conseguir los siguientes objetivos:

1. Identificar los agentes causantes de las miasis nasales de los corzos en Espafia.

2. Determinar la distribucion y epidemiologia de las distintas especies de Oestrinae

causantes de miasis nasales en el corzo.

3. Estudiar mediante ELISA indirecto la seroprevalencia y las reacciones cruzadas entre

los antigenos larvarios obtenidos de los Oestrinae identificados en los corzos.

3. Materiales y métodos

Para la realizacion de este estudio se analizaron los sueros y la cavidad nasal de 181
corzos abatidos, en su mayoria, en jornadas de caza o muertos de forma accidental a lo largo de

toda la geografia espafiola entre 2022 y 2024.

La distribucion de los animales al tener en cuenta distintos factores, como la region de

procedencia, edad, sexo, estacion y aflo, se muestran en la tabla 2.

Todas las muestras fueron cedidas por la Asociacion del Corzo Espafiol (ACE), Centro
de recuperacion de fauna silvestre del Veral de Lugo (Xunta de Galicia), Junta de Castilla y Leon,

Generalitat de Catalufia y por cazadores particulares.

Las muestras fueron enviadas en cajas isotérmicas con acumuladores de frio y en el
interior de bolsas de plastico, cerradas herméticamente, en las que se incluian la cabeza y parte
del cuello del animal, y una ficha con sus datos identificativos. Ademas, los corzos procedentes
de cacerias venian acompafados de la correspondiente documentacion (titular del coto de caza,

cazador y modalidad de caza).

Una vez en la Facultad de Veterinaria de Lugo, las cabezas se conservaron a 4°C o se

congelaron a -20°C hasta su posterior procesado.
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Tabla 2. Distribucion de las muestras teniendo en cuenta distintos factores.

Factor Categoria Numero
2022 6
Afo 2023 146
2024 29
Galicia 25
Asturias 1
Cantabria 22
Navarra 3
Aragon 5
Region Catalufia 8
Castillay Le6n 79
La Rioja 7
Comunidad de Madrid 1
Castilla La Mancha 27
Comunidad Valenciana 3
Sexo Machos 73
Hembras 108
Jévenes (<23 meses) 62
Edad* Adultos (24-71 meses) 93
Viejos (> 72 meses) 25
Primavera 46
Estacion Verano 30
Otono 30
Invierno 75
Total 181

*Falta la edad de un animal

Para visualizar la presencia de larvas y realizar su posterior recoleccion, se procede a la
apertura de la cabeza siguiendo el siguiente protocolo:

1. Inspeccién externa: en primer lugar, se realiza una inspeccion visual del estado

de la piel del animal en busqueda de lesiones y/o parasitos externos. También se presta

atencion al estado de los ollares, pues en ciertas ocasiones se podrian observar larvas de

diferentes estadios durante su entrada o salida del hospedador (Figura 3).

23



2.

Figura 3: L3 de C. stimulator saliendo a través del orificio nasal izquierdo de un corzo. Fuente: propia.

Extraccion de sangre: las muestras de sangre se extrajeron del seno venoso retro
orbicular con una jeringa de 10 ml o, si se realiza una necropsia completa, de la cavidad
toracica del animal. Dicha sangre se pasa a tubos con acelerador de la coagulacion que se
centrifugan durante 5 minutos a 5000 rpm para obtener el suero que se congela a -20°C.

Inspeccion interna: este proceso comienza con el posicionamiento del animal sobre las
cuernas en caso de los machos o sobre el hueso frontal en el caso de las hembras.
Posteriormente, se procede al desollado de la cabeza desde la linea media de la mandibula,
esto es importante puesto que facilita el posterior manejo de la cabeza. A continuacidn,
se retira la mandibula inferior de la cabeza y se separa la piel de la parte dorsal de la
cabeza, quedando el hueso al descubierto. Ademds, para una mejor visibilidad y
comodidad se retira la lengua. Posteriormente, se procede a la apertura longitudinal de la
trdquea con unas tijeras, en este punto pueden apreciarse en ocasiones larvas de C.
stimulator. Finalmente, se abre longitudinalmente la laringe, dejando expuesta la glotis

(Figura 4), la faringe y los sacos retrofaringeos.
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Figura 4: L3 de C. stimulator en distintas fases de desarrollo en la glotis de un corzo.

Fuente: propia.

A continuacion, se procede a la realizacidon de dos cortes sagitales con las tijeras
a ambos lados del cartilago del tabique nasal (Figura 5), lo que nos permite observar la
cavidad nasal completa y de esta forma visualizar mas ficilmente las larvas alli presentes

(Figura 6).

Figura 5: Ilustracion del proceso de apertura de una cabeza de corzo. Los cortes se realizan de forma simétrica a

ambos lados de la cabeza. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 6. (a) Larva 3 en la parte posterior de la cavidad nasal (b) Larvas 1 en la parte anterior de la cavidad nasal.

Fuente: propia.

En ocasiones, nos encontramos con L3 de temporadas anteriores que se han
quedado atrapadas en los cornetes del animal y que se encuentran en estado de

descomposicion.

Todas las larvas observadas se recogen con unas pinzas y se colocan en una placa
de Petri con PBS (Figura 7). En primer lugar, se extraen todas las L2 y L3 que, por su
gran tamafio, resultan faciles de detectar y posteriormente se procede a realizar la

recoleccion de las L1 que, por su pequefio tamafio son mucho mas dificiles de observar.

Figura 7. (a) Diferencia de tamafio entre una larva 1 (flecha roja) y L3 (flecha azul) de C. stimulator y (b) Larva 3

(flecha azul) y L2 (flecha blanca) de C. stimulator extraidas de la cavidad nasal de un corzo. Fuente: propia.

Para maximizar la recogida de L1 se realizan dos lavados de la cavidad nasal sobre una
malla de 150 micrometros que posteriormente se observa en el estereomicroscopio a 8 aumentos

en busca de las L1 retenidas (Figura 8).
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Figura 8: L1 de C. stimulator sobre una malla de 150 pm vista a 8 aumentos en el estereomicroscopio. Fuente:

propia.

3.3. Diferenciacion morfologica

Una vez recogidas todas las larvas se procede a su identificacion en base a la morfologia

descrita por Zumpt (1965) y recopilada por Martinez-Calabuig et al., (2024).

Las L1 son més complicadas de diferenciar por su pequefio tamafio y su mayor similitud
entre ellas. No obstante, la diferenciacion se realiza en base a la forma del cefaloesqueleto y al

patron de espinas, tal como se aprecia en la Figuras 9al y 9bl.

La diferenciacion morfologica de las L2 o L3 resulta relativamente facil y se realiza en
base a la forma del extremo posterior, sobre todo de los peritremas (placas respiratorias),
disposicion de los 16bulos antenales, asi como del patron de distribucion de las espinas cuticulares.
En el caso de C. stimulator dichas placas se disponen en forma de C invertida mientras que las de
O. ovis poseen forma de D invertida (Figura 9a2 y b2). En cuanto a los 16bulos antenales también
presentan diferencias: en O. ovis se aprecia una mayor separacion en la base, mientras que C.

stimulator casi carece de separacion adoptando la forma de V (Figuras 9a3 y b3).
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Figura 9: (al) L1 de O. ovis, vista ventral, donde se puede apreciar el cefaloesqueleto y el patron de espinulacion con
dos filas completas de espinas en los segmentos I a IV y otra fila incompleta de los segmentos V al XI. (a2) Parte
posterior de una L3 de O. ovis donde se aprecian los peritremas con las placas respiratorias en forma de D invertida.
(a3) Parte anterior de una L3 de O. ovis donde se aprecian los 16bulos antenales separados en la base (blanco flecha) y
el patrén de espinulacion tipica. (bl) vista ventral de una L1de C. stimulator donde se observa el cefaloesqueleto y el
patrén de espinulacion con numerosas filas de denticulos de los segmentos II al XI. (b2) extremo posterior de una L3
de C. stimulator donde se aprecian los peritremas con sus placas en forma de C invertida. (b3) extremo anterior de una
L3 de C. stimulator donde se observan los 16bulos antenales con forma de V (flecha blanca). Fuente: Martinez-Calabuig

et al. (2024).

3.4.1. Preparacion de antigeno bruto somatico

En estudios previos como el llevado a cabo por Gonzalez Cuesta (2023) se obtuvieron
mejores resultados con antigenos somaticos obtenidos a partir de L1y L2 de C. stimulator frente
a los de excrecidon-secrecion por lo que decidimos emplear en ambas especies este tipo de

antigenos. Para ello se emplea el siguiente procedimiento:
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En primer lugar, se procede al lavado de las larvas con PBS (pH 7,4) durante varias veces
y se trituran en 5 ml de PBS a razén de 250 L1 y 10 L2 con un homogeneizador de tejidos
(Polytron®). Posteriormente, se centrifuga el homogenizado a 2000 rpm durante 5 minutos a 4°C
y se colecta el sobrenadante, se pasa a través de un filtro de 0,22 micrometros y finalmente, se

almacena a -30°C.

3.4.2. Determinacion de la concentracion proteica

La concentracion proteica de cada antigeno se calcula mediante la técnica del acido
bicinconinico (Pierce BCA Protein Assay Reagent, Thermoscientific). Dicha técnica se basa en
la reaccion de las proteinas con el cobre, que una vez reducido, se combina con el acido
bicinconinico dando lugar a un color purpura. Tras la lectura de las absorbancias a 540 nm, se
elabora la recta de calibracion empleando concentraciones crecientes de la seroalbtimina bovina.
Finalmente, cada antigeno se liofiliza, se ajusta su concentracion con agua bidestilada a 100 pg/ml

y se almacena a -30°C hasta su posterior empleo en el ELISA.

Tras varias pruebas para poner a punto las técnicas se emple6 el siguiente protocolo:

1) Antigenado de la placa: se emplearon placas de microtitulacion de poliestireno y fondo
plano (Nunc Maxisorb®), con las que se consigue maximizar la union de los antigenos.
Cada placa se tapizé con 100 pl/pocillo de una diluciéon 1:100 para los antigenos de C.
stimulator y una dilucion 1:1500 y 1:5000 para el Agl.1l y Agl2, respectivamente, con
una solucion tampdn de PBS. En todas las placas se dejo sin antigenar la columna 12 que
actud como “blanco”. Se incubaron a 37°C durante 30 minutos y transcurrido este tiempo
se vaciaron los pocillos y se guardaron las placas a 4°C hasta la mafiana siguiente.

2) Bloqueo de los sitios de unién inespecificos: con el fin de evitar que el
inmunoconjugado se una de manera inespecifica a las placas, estas se bloquearon con 200
pl de una soluciéon de bloqueo compuesta por 60 ml de PBS-Tween més 1,2 g de leche
descremada en polvo. Seguidamente, se incubaron durante 30 minutos a 37°C.
Posteriormente, se vacid el contenido de los pocillos y se lavaron una sola vez con 200
ul de PBS-Tween, y, seguidamente tres veces con 100 ul de la misma solucion.

3) Adicién de los sueros: en cada placa se afiadieron un testigo positivo y negativo tanto
para C. stimulator como O. ovis, constituidos por una mezcla de varios sueros de animales
que habian sido positivos o negativos a los parésitos estudiados. Tanto los sueros

problema como los testigos se emplearon a una dilucion 1:10 en PBS-Tween. La placa se
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incubo durante una hora a 37°C; y posteriormente se vaci6 el contenido de los pocillos y
se lavaron de la misma manera que en el paso anterior.

4) Adicion del inmunoconjugado: se empled proteina A/G marcada con peroxidasa a la
dilucién 1:10.000 en un volumen de 50 pl/pocillo, y, tras esto se volvieron a incubar las
placas durante 30 minutos a 37°C. Posteriormente, se lavaron una sola vez con 200 pl de
PBS-Tween, dos veces con 100 pl de PBS-Tween, y finalmente, dos veces con 100 pl de
PBS para eliminar cualquier rastro del detergente.

5) Adicién del substrato colorimétrico: en todas las placas se afiadié ortofenilendiamina
(Sigma FAST ® OPD tablets) como substrato de la peroxidasa siguiendo las
instrucciones del fabricante. A continuacién, se afiadieron 100 pl de la disolucién a cada
pocillo y se dejé reposar en un lugar sin luz durante 5-20 minutos.

6) Detenimiento y lectura de la reaccion: para detener la reaccidon se afiaden 100 pl por
pocillo de acido sulfurico 3N. Se deja reposar durante 2-5 minutos a oscuras y
posteriormente se procede a la lectura de las absorbancias en un espectrofotdémetro

(680XR; Bio rad) empleando filtros de 450 y 490 nm.

Tras la lectura de los resultados en el espectrofotometro, es necesario estandarizar los
resultados obtenidos en las diferentes placas para minimizar las posibles variaciones. La
normalizacion debe realizarse a dos niveles: intra-placa e inter-placa, y, para ello se procedi6 de

la siguiente forma:

* Normalizacién intra-placa: para ello se restan los valores de absorbancia de la columna
que actia como blanco al resto de los pocillos de la placa. Si bien es cierto, el propio
espectrofotdmetro realiza esta operacion y proporciona ambos resultados: en crudo, sin

restar, y con ellos ya restados. Estos ultimos son los que se utilizan.

* Normalizacién inter-placa: esta se lleva a cabo tras analizar todos los sueros y sirve para
ajustar las posibles variaciones que se hayan podido dar a lo largo del ensayo por diversos
factores como la temperatura, la propia preparacion de las muestras, la calibracion de los
equipos... En primer lugar, se calcula por cada placa la media del testigo positivo y
negativo para cada antigeno, también conocido como valor de placa. En segundo lugar,
se calcula el valor medio, teniendo en cuenta todas las placas, para cada antigeno por
separado, también conocido como valor medio. Seguidamente, se divide el valor de placa
entre el valor medio, obteniendo asi el factor de normalizacion para cada placa, también

conocido como factor normalizacion placa. Finalmente, se procede a dividir el valor de
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cada pocillo por su correspondiente factor de normalizacion de placa.

Este proceso se realiza de forma independiente para cada antigeno parasitario, es decir,

tanto para los obtenidos de L1 como de L2.

Para la determinacion del punto de corte, valor de absorbancia a partir del cual un suero
se considera positivo, se emplearon los valores de todos los animales incluidos en el estudio.
Mediante el andlisis de la curva ROC (Receiver Operating Characteristic). Estas curvas se realizan
para cada antigeno y comparan las densidades dpticas de los sueros de animales positivos y

negativos a larvas que actia como prueba de referencia.

En este caso, el punto de corte para el ELISA con el Ag de L1 de C. stimulator se
establecio en 0,468, lo que nos ofrece una sensibilidad del 83,1% y una especificidad del 85,5%.
Por otra parte, para el ELISA con el antigeno obtenido de las L2 de este mismo parasito, el punto

de corte fue de 1,297; ddndonos una sensibilidad del 84,3% y una especificidad del 85,5%.

El punto de corte para el ELISA de O. ovis con Ag de L1 fue del 0,809, lo que nos indica
una sensibilidad del 80,0% y nos asegura una especificidad del 87,3%. En cuanto al ELISA con
antigeno de L2, su punto de corte fue de 1,295, asegurandonos una sensibilidad del 80,0% y una

especificidad del 85,7%.

Para la validacion de las pruebas desarrolladas se han calculado, ademas, los siguientes

parametros, tomando como referencia los datos obtenidos en la necropsia:
» Sensibilidad= (a/a+c) x100

* Especificidad= (d/b+d) x100

* Valor predictivo positivo= (a/a+b) x100

* Valor predictivo negativo= (d/c+d) x100

Tabla 3: Tabla de contingencia para la validacion del ELISAi tomando como referencia los

resultados obtenidos en la necropsia.

Necropsia
ELISAi Infestado No infestado
Seropositivo Verdaderos + (a) Falsos + (b)
Seronegativo Falsos — (¢) Verdaderos — (d)
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Los datos obtenidos en este estudio se procesaron con ayuda de la hoja de calculo
Microsoft Excel 2016 y su andlisis estadistico se realizd mediante el programa estadistico R
version 3.6.3.

En el apartado de estadistica descriptiva se empled la media aritmética como indicador
de tendencia y la desviacion estdndar como medida de dispersion.

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo con el programa estadistico R (R v.4.4.0; R
Development Core Team, 2017). Se tomo6 el valor de 0,05 como el nivel de significacion para
todas las pruebas realizadas.

El nivel de correlacion entre las distintas técnicas de diagnostico se llevd a cabo con la
prueba de correlaciéon de McNemar. El nivel de concordancia entre la necropsia y las pruebas
ELISA se calculd6 mediante el indice Kappa (K) y los resultados obtenidos se interpretaron
siguiendo la siguiente escala: 0-0,2 correlacion pobre; 0,21-0,4 correlacion débil 0,41-0,60
correlacion moderada 0,61-0,80 correlacion buena 0,81-1 correlacion muy buena (Altman 1991,
segiin Landis y Koch, 1977)

La relacion entre la prevalencia y los factores de riesgo analizados se estudié mediante
un andlisis de regresion logistica utilizando la funcion glm() del paquete R. Todos los factores se
afladieron en el principio del andlisis y se fueron eliminando uno a uno mediante un método
condicional por pasos hacia atras segun el valor AIC (“Akaike Information Criterion”) utilizando

la funcion step() del paquete estadistico R, hasta llegar al mejor modelo.

4. Resultados y discusion

En este estudio se han identificado, mediante anélisis morfolégico de las larvas recogidas
en la necropsia, dos géneros distintos de Oestrinae en la cavidad nasal del corzo: Cephenemyia y
Oestrus. El analisis morfométrico de los distintos estadios larvarios permiti6 la identificacion de
las especies, C. stimulator, también conocida como “mosca de la nariz del corzo”, y O. ovis,
denominado vulgarmente en nuestro pais como “mosca del carnero” o “gusano nasal del cordero”
en referencia a sus hospedadores més habituales. En un estudio, no incluido en este trabajo, se
confirm6, mediante PCR y posterior secuenciacion, la identidad de dichas especies.

A partir de los resultados obtenidos en la necropsia se observa una gran disparidad entre
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el numero de corzos positivos a cada especie. Las larvas de C. stimulator estuvieron presentes en
el 45,3% de los corzos analizados, mientras que las de O. ovis s6lo se detectaron en 5 animales,
lo que supone una prevalencia del 2,7%. De igual modo, el nimero medio de larvas por animal
parasitado fue mucho maés elevado para C. stimulator (22,2+48,99) que para O. ovis (0,06+0,46).
Hay que destacar que no se encontraron infecciones mixtas, es decir, ningin animal estaba
parasitado por ambos oestrinos.

Estos resultados ponen de manifiesto que, tras la primera cita de una infeccion por O.
ovis en un corzo abatido en la provincia de Guadalajara en 2022 (Martinez-Calabuig et al., 2023),
esta infeccion sigue expandiéndose, aunque de forma moderada, por el centro de Espaia. De
acuerdo con Alcaide et al. (2003; 2005) la oestrosis es una miasis muy frecuente en los pequeiios
rumiantes domésticos de nuestro pais. Ademas, hay que destacar que en esta zona tanto la
densidad de corzos como los censos de pequefios rumiantes domésticos son bastante elevados,
creando condiciones de simpatria entre los ungulados silvestres y domésticos que resultan 6ptimas
para la apariciéon de infecciones cruzadas. No debe olvidarse que en esta zona ya ocurri6
recientemente la transmision interespecifica de otro oéstrido, Hypoderma actaeon, entre el ciervo
y el corzo (Panadero et al., 2016). Esto hace que a esta zona se la deba considerar
epidemioloégicamente como un punto caliente o ‘“hotspot” para la transmision cruzada de

diferentes parasitos entre ungulados domésticos y silvestres.

Respecto a los valores de prevalencia total, Martinez-Calabuig et al. (2024) en un estudio
llevado a cabo en el centro peninsular también hallaron una mayor prevalencia de C. stimulator
(14,1%) que de O. ovis (9,8%), si bien los valores para la primera resultaron bastante inferiores a

los obtenidos en este estudio mientras que, por el contrario, los de O. ovis fueron superiores.

En relacion a C. stimulator, nuestros valores se asemejan a los obtenidos en
investigaciones previas por Pajares (2016) (31,6%) y Martinez-Calabuig (2020) en el Norte de
Espana (43,2%; 16,9+£22,47), aunque resultan bastante inferiores a los obtenidos en un estudio

similar realizado por Gonzalez Cuesta (2023) (65,7%; 44,6+65,7).

Los datos obtenidos en la necropsia nos han permitido establecer la prevalencia e
intensidad de infestacion para O. ovis 'y C. stimulator, teniendo en cuenta distintos factores (Tabla

4).
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Tabla 4: Prevalencia e intensidad media£DS de infestacion por C. stimulator y O. ovis en

corzos en funcion de diversos factores.

Oestrus ovis Cephenemyia stimulator
Factor Categoria ~ N° ~ positivos _ . .
(%) Media=DS Positivos (%) Mediat£SD
Galicia 25 0 (0,0) - 24 (96,0) 86,7+96,30
Asturias 1 0 (0,0) - 0(0,0) -
Cantabria 22 0 (0,0) - 17 (77,3) 30,1+£35,31
Navarra 3 0(0,0) - 1(33,4) 10,0+£17,32
Aragon 5 0 (0,0) - 2 (40,0) 0,6+0,89
Catalufia 8 0 (0,0) - 4 (50,0) 4,9+£7,08
Region :
Castillay 29 4 (51) 012069 28 (35.4) 11,7423,95
Leon
La Rioja 7 0 (0,0) - 6 (85,7) 27,8+20,54
Comunidad
de Madrid | 0(0.,0) ) 0(0.0) i
Castilla La
Mancha 27 1(3,7) 0,04+0,19 1(3,7) 0,04+0,19
Comunidad
Valenciana 3 0(0,0) ) 0(0,0) i
Machos 73 0 (0,0) - 34 (46,8) 21,5+50,06
Sexo
Hembras 108 5(4,6) 0,1+£0,60 48 (44,5) 22,6+48,49
Jovenes 62 1 (1,6) 0,03+0,25 32 (51,6) 35,3+£70,99
Edad Adultos 93 4 (4,3) 0,1+£0,61 40 (43,0) 14,8429,93
Viejos 25 0 (0,0) - 11 (6,1) 18,0+32,70
Primavera 46 0 (0,0) - 18 (42,8) 17,8441,12
Verano 30 0(0,0) - 16 (53,3) 14,84+24,50
Estacion
Otofio 30 0 (0,0) - 19 (63,3) 52,1+£91,87
Invierno 75 5(6,7) 0,1+£0,72 30 (40,0) 15,8+28,83
Total 181 5(2,7) 0,06+0,46 82 (45,3) 22,2+48,99

Al analizar la distribucién geografica de ambas miasis se aprecia que la distribucion de
C. stimulator en nuestro pais es mucho mas amplia que la de O. ovis. Mientras que C. stimulator
estd presente en casi todo el norte peninsular y la zona Central, la presencia de O. ovis se limita a
puntos muy concretos de las regiones centrales de Castilla La Mancha y Castilla y Léon. La
regresion logistica ha sefialado la regién de procedencia como un factor de riesgo para la

infestacion por Cephenemyia, asi en Galicia la prevalencia es significativamente superior a la de
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Navarra, Aragén, Catalufia y Castilla y Ledn (Tabla 5). Las diferencias existentes entre las
distintas regiones indican que la distribucion de esta miasis no es homogenea a lo largo de todo
el territorio y podria explicar muchas de las diferencias encontradas en los distintos estudios

realizados en nuestro pais.

Tabla 5: Resultados de la regresion logistica al considerar las larvas totales

Factor Probabilidad (P) OR IC 95%
Galicia - i -
Navarra 0,015 0,021 0,0004-0,3731
Arag6n 0,009 0,107 0,0179-0,5495
Catalufia 0,010 0,028 0,0010-0,3193
Castilla y Ledn <0,001 0,025 0,0014-0,1304

Respecto al sexo de los animales, para ambos parasitos se hallaron mayores prevalencias
en hembras que en machos. Sin embargo, estas diferencias no fueron significativas (p>0,05).
Estos resultados difieren con lo hayado por Pajares (2016) y Martinez-Calabuig (2020), quienes
detectaron mayores prevalencias para C. stimulator en machos que en hembras, si bien, las

diferencias halladas por estos autores tampoco resultaron significativas.

En cuanto a la edad, en el caso de C. stimulator se observaron mayores prevalencias en
los animales jovenes con respecto a los adultos y los viejos, no obstante, dichas diferencias no
resultaron significativas. De acuerdo con Dudzinski (1970) y Kiradly y Egri (2007), las diferencias
respecto a la edad podrian achacarse a una menor respuesta inmunitaria por parte de los animales
jovenes que propicia la supervivencia larvaria, o a una menor capacidad defensiva del hospedador

frente a los intentos de larviposicion de las moscas.

Al considerar la estacion del afio, la prevalencia para C. stimulator se mantuvo
relativamente elevada durante todo el afo, oscilando entre un 40% en invierno y un 63,3% en
otofio. En el caso de O. ovis, hay que destacar que todos los animales infestados (n=5) se
detectaron en invierno. El analisis de regresion logistica no evidencid diferencias significativas al

considerar la estacion del afio para ninguno de los parasitos.

Nuestros resultados contrastan con los de Pajares (2016) y Martinez-Calabuig (2020),
quienes hallaron las mayores prevalencias en los meses de primavera y verano, achacdndolo a un
menor numero de corzos analizados y a un menor tamafio de las larvas durante los meses de otofio

e invierno lo que facilita que puedan pasar desapercibidas a simple vista.

Debemos resaltar que, debido al escaso nimero de animales infestados por O. ovis (n=5)

no se apreciaron diferencias significativas para ninguno de los factores estudiados.
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En la Tabla 6 se muestran las prevalencias de los distintos estadios larvarios en funcién
de la estacion del afio. En ella vemos que las larvas de O. ovis solo se apreciaron en invierno,
estando presentes todos los estadios larvarios. Por el contrario, las larvas de C. stimulator estan
presentes en todas las estaciones del afio, aunque con un claro predominio en otoflo e invierno,

coincidiendo con las primeras fases del ciclo del parasito en el hospedador.

Tabla 6: Porcentaje de los distintos estadios larvarios de C. stimulator y O. ovis en funcion de

la estacion meteoroldgica.

Estacion % L1 % L2 % L3
C.s 0.0 C.s 0.0 C.s 0.0
Primavera 14,4 0,0 1,6 0,0 4.1 0,0
Verano 5,4 0,0 1,6 0,0 4.1 0,0
Otofio 38,8 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0
Invierno 29,5 33,3 0,0 41,7 0,1 25,0

Llama la atencion el fuerte predominio de las L1 de C. stimulator que, a diferencia de las
L2 y L3, se encuentran presentes a lo largo de todo el afio. Este predominio podria atribuirse a
que la mayor parte de las larvas depositadas por las moscas no logran completar su ciclo, siendo

destruidas en las fases iniciales del ciclo.

Para la validacion de los inmunoensayos en base a antigenos somaticos obtenidos de L1

y L2, se empled como prueba de referencia o “gold standard” la necropsia.

En la Tabla 7 se muestra la relacion entre la necropsia y la seropositividad a C. stimulator.
En ella podemos observar que, para ambos antigenos, el numero de falsos positivos y negativos
fue de 14 en cada caso; lo cual nos arroja una sensibilidad (Se) del 83,1% y una especificidad (Es)
del 85,7%, con un valor predictivo positivo (VPP) del 83,1% y un VPN del 85,7%. Estos datos
indican que tanto la Se como la especificidad de ambos protocolos de ELISA para C. stimulator

resultan bastante buenas y de utilidad para el diagndstico de esta miasis.

Tabla 7: Relacion entre el numero de corzos con larvas de C. stimulator y la seropositividad

obtenida con los distintos antigenos de este pardasito.

Necropsia — AglLl - Agl2
Positivos Negativos Positivos Negativos
Positivos 69 14 69 14
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Al comparar los resultados generales del ELISA con los de la necropsia, la prueba de
McNemar mostréd una gran coincidencia entre ambas pruebas (x2=1,1613; p=0,2812), con un
valor de concordancia de 0,657 (indice Kappa), clasificado como bueno segun Landis y Koch

(1977) (Tomado de Altman, 1991).

Si consideramos los antigenos empleados, comprobamos que el grado de coincidencia
entre la presencia de larvas totales y los ELISA con Ag L1y Agl.2 fue muy elevado (¥2=0; p=1),
con un indice Kappa de 0,688 para ambos casos. El grado de concordancia entre la presencia de
larvas 1 con la seropositividad ofrecida por el ELISA Ag L1 fue también buena (x2=0,03;
p=0,863; k=0,621), mientras que la coincidencia entre la presencia de larvas 2 y el ELISA Ag L2
fue baja (32=0,03; p<0,001; k=0,239).

En la Tabla 8 se muestra la relacion entre los resultados de la necropsia y la
seropositividad a los distintos antigenos de O. ovis. En este caso, con el Ag L1 el nimero de falsos
positivos es 23 y de falsos negativos 1; mientras que para el Ag L2 el numero de falsos positivos
fue 29 y el de falsos negativos 1. Teniendo en cuenta estos resultados, para el Ag L1 la Se de la
prueba es de un 14,8% y la especificidad del 99,3%, con un VPP del 80,0% y un VPN del 86,9%.
Para el Ag L2 la Se es del 13,8%, la Es del 99,3%, el VPP es del 80,0% y el VPN del 83,5%.

Tabla 8: Relacion entre el numero de corzos con larvas de O. ovis y la seropositividad obtenida

con los distintos antigenos de este pardsito.

Necropsia Agll AglL2

Positivos Negativos Positivos Negativos
Positivos 4 1 4 1
Negativos 23 153 29 147

Llama la atencion la baja sensibilidad de ambas pruebas para la deteccion de O. ovis en
corzo. Posiblemente el hecho de contar con tan solo 5 animales positivos por necropsia haya
limitado la consistencia de los resultados obtenidos. Debemos sefialar que, en estudios previos en
ganado ovino, hospedador habitual de este diptero, estas mismas pruebas ofrecieron valores de

Se y Es superiores al 85% (datos no publicados).

Al comparar los resultados del ELISA con los de la necropsia, la prueba de McNemar
mostrd una escasa coincidencia entre ambas pruebas (¥2=30,25; p=0,000). A su vez, el valor de

concordancia es de 0,14 (indice Kappa), considerado como bajo.

Con estos datos podriamos concluir que para la deteccion mediante ELISA indirecto de
O. ovis en corzos, el ELISA-i mediante la utilizaciéon de Ag somaticos no nos proporciona unos

valores de Se aceptables debido al elevado nimero de falsos positivos. Esto podria achacarse a la
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existencia de reacciones cruzadas entre los antigenos de ambos parasitos o al hecho de que el
corzo no resulta un hospedador adecuado para el desarrollo de O. ovis por lo que gran parte de las
larvas que invaden al animal, desencadenan una respuesta humoral, pero son destruidas a lo largo

de su desarrollo resultando negativos en la necropsia.

La Tabla 9 relaciona el nimero de larvas de C. stimulator con los valores de absorbancia
medios obtenidos para ambos parasitos. Debido al bajo numero de larvas de O. ovis no se ha

establecido la relacion para este parasito.

Los animales negativos a C. stimulator durante la necropsia mostraron, en todos los casos,
los valores mas bajos de absorbancia. En general, los valores de absorbancia muestran una buena
correlacion con los resultados de la necropsia, de modo que, a mayor nimero de larvas valores

mas altos de absorbancia.

La prueba de correlacion de Spearman mostrd una correlacion positiva entre el nimero
de larvas totales de C. stimulator (p<0,001; p= 0,599) y de O. ovis (p=0,007; p= 0,197) con los
valores de absorbancia obtenidos con sus respectivos antigenos obtenidos de L1. Del mismo
modo, también mostrdé una correlacién con los valores de absorbancia obtenidos los antigenos
obtenidos de L2, tanto para C. stimulator (p<0,001; p= 0,648) como para O. ovis (p=0,015; p=
0,182).

Tabla 9: Relacion entre los valores de absorbancia (media£SD) y la presencia de los distintos

estadios larvarios de C. stimulator

. C. stimulator 0. ovis
L L2 L3 N AgL1 Agl2 AgLl Agl2
+ + + 16  1.081+0.417 2.584+0.575 0.852+0.439 1.340+0.679
+ + - 1 0.709+0 2.547+0 0.248+0* 0.606+0*
+ - + 8 1.214+0.579 2.797+0.606 0.667+0.378* 1.299+0.602
+ - - 53 0.815%0.477 1.9124+0.769 0.467+0.350*  0.795+1.433*
- + + 2 0.833+0.044 2.414+0.066 0.555+0.107*  1.024+0.068*
- + 3 0.361+0.557*  1.115+1.430* 0.461£0.500*  0.803+0.764*
- + - 1 1.522+0 2.692+0 0.777+0* 1.639+0
- - - 97 0.305+£0.424 * 0.656x0.703*  0.279+0.386*  0.427+0.480*

*valor inferior al punto de corte calculado para ese antigeno

En el caso de C. stimulator también se obtuvo una correlacidn positiva entre el nimero
de L1 y L2 y los valores de absorbancia obtenidos con el AgL1 (p<0,001; p=0,552) y el Agl.2
(p<0,001; p=0,347).
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La Tabla 10 muestra la seroprevalencia total y la obtenida con los distintos antigenos al

considerar los diversos factores incluidos en este estudio.

La seroprevalencia total por C. stimulator en los corzos analizados fue del 45,8% (83/181),
tanto con el Agl.1 como con el AgL2. Estos resultados coinciden con los obtenidos mediante
necropsia (45,3%). Por el contrario, la seroprevalencia total por O. ovis fue del 14,9% (27/181)
con el AgL1 y del 18,2% (33/181) con el AgL2, resultando ligeramente superior a la obtenida

mediante necropsia y cuyas causas ya se han comentado en el apartado anterior.

La prueba de regresion logistica mostré a la edad de los animales y la region de
procedencia como los tnicos factores con una influencia significativa en la seroprevalencia por
C. stimulator tanto con Ag L1 como Ag L2 (Tabla 11). En relacion con la edad la seroprevalencia
fue menor en los jovenes que en los adultos, mientras que al considerar la region de procedencia

las diferencias fueron significativas entre Galicia y Navarra, Aragon, Cataluna y Castilla y Ledn.

Tabla 11: Resultados de la regresion logistica al considerar los resultados del ELISA

con Ag L1y Ag L2 de C. stimulator

Factor Probabilidad OR 1IC 95%
(P)
Jovenes - - -
Adultos 0,016 3,060 1,2657-7,8491
Galicia - - -
Navarra 0,009 0,014 0,0003-0,2728
Aragon 0,001 0,006 0,0001-0,0089
Catalufia <0,001 0,020 0,0014-0,334
Castilla y Leon 0,009 0,035 0,0090-6,9300
Jovenes - - -
Adultos 0,004 3,936 1,2657-7,8491
Galicia - - -
Navarra 0,007 0,012 0,0003-0,2463
Aragon <0,001 0,005 0,0001-0,0079
Catalufia 0,046 0,067 0,0027-0,8827
Catalufia <0,001 0,013 0,0006-0,075
Castilla y Leon 0,009 0,034 0,0014-0,3379
Castilla-La <0,001 1,06x10” NA-2,8x10-203
Mancha
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Debido a la ausencia o al bajo nimero de animales seropositivos a O. ovis en algunas

categorias no se ha realizado la prueba de regresion logistica para esta especie.

Tabla 10: Seroprevalencia por C. stimulator y O. ovis en corzos en funcion de diversos factores

Oestrus ovis

Cephenemyia stimulator

Factor Categoria ~ N° AgLl Agl2 AgLl Agl2
Galicia 25 6(24,0)  7(28,0) 24 (96,0) 24 (96,0)
Asturias 1 1(100,0) 1(100,0)  1(100,0) 0 (0,0)
Cantabria 22 2(9,1) 1(4,5) 17 (77.3) 17 (77.3)
Navarra 3 0(0,0) 0(0,0) 1(33,4) 1(33,4)
Aragén 5 0(0,0) 0(0,0) 1 (20,0) 1 (20,0)
. Cataluia 8  0(0,0)  1(12,5) 6 (75,0) 6 (75,0)
fegion Castillay o9 17015 1902400 30379 25 (31,6)
Leén
LaRioja 7  0(0,0)  1(14,3) 3 (42,8) 3 (42,8)
Cd‘;nﬁ;f;d 1 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
cﬁ;ﬁa{;a 27 1(3,7) 2 (7,4) 0 (0,0) 6 (22,2)
S/Z?;EESES 3 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Machos 73 13(17.8) 17(23,3)  37(50,7) 33 (45,2)
Sexo Hembras 108 14 (12,9) 16 (14,8) 46 (42,6) 50 (46,3)
Jovenes 62 7(11,3)  6(9,7) 27 (43.5) 25 (40,3)
Edad Adultos 93 15(16,1) 20(21,5)  45(48.4) 47 (50,5)
Viejos 25  5(20,0)  7(28.,0) 11 (6,1) 11 (6,1)
Primavera 46 8(17,4) 10 (21,7) 22 (47,8) 20 (43,5)
Verano 30 6(20,0)  6(20,0) 19 (63,3) 17 (56,6)
Estacion
Otofio 30 5(166)  6(20,0) 16 (53,3) 14 (46,6)
Invierno 75  8(10,6) 11(14,6)  26(34,6) 32 (42,6)
Total 181 27(14,9) 33(182) 83 (45.8) 83 (45.8)
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5. Conclusiones

A raiz de los resultados obtenidos en este estudio podemos concluir lo siguiente:

1. En Espafa las miasis nasofaringeas del corzo estdn provocadas por dos géneros de la

subfamilia Oestrinae, Cephenemyia stimulator y Oestrus ovis.

2. La infestacion por Cephenemyia stimulator es bastante frecuente en corzos y esta distribuida
por practicamente todo el norte y centro peninsular, si bien su prevalencia varia de forma
significativa de unas regiones a otras. Las larvas de este diptero estan presentes en el corzo a

lo largo de todo el afio, con un claro predominio de las larvas 1 frente a las larvas 2 y 3.

3. La prevalencia e intensidad de infestacion de Oestrus ovis en el corzo son muy bajas y la
distribucidn actual en este hospedador se limita al centro peninsular. No obstante, su presencia
en el corzo no es accidental por lo que la persistencia de condiciones que favorezcan la
simpatria de los ungulados domésticos y silvestres podrian propiciar la expansion de esta

miasis en el corzo.

4. El ELISA basado en el empleo de antigenos de larvas 1 y 2 de C. stimulator ofrece unos
valores de sensibilidad y especificidad aceptables y un buen grado de concordancia con los
resultados obtenidos en la necropsia, por lo que se considera una técnica de utilidad para el

diagndstico de esta miasis en el corzo.

5. El ELISA basado en el empleo de antigenos de larvas 1 y 2 de O. ovis posee una validez
limitada en corzos debido al elevado numero de falsos positivos que podrian deberse a

reacciones cruzadas con los antigenos de C. stimulator.
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