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La Tortuga mediterrinea (Zéstudo herman-
ni) en Cataluna estd sometida a un plan de re-
cuperacién en el que colaboran, desde 1992,
44 centros de cria autorizados por la Genera-
litat de Catalunya, de los que se han obtenido
hasta ahora 7441 crias. Desde estos centros se
introducen en la naturaleza muchos ejemplares
anualmente. Hasta la fecha, entre ejemplares
recuperados o criados, se han liberado un total
de 13 572 tortugas en distintos parques natu-
rales. En estos programas de cria se potencia
la reproduccién de las hembras, se practica
la incubacién natural y artificial y se aplican
técnicas de headstarting a fin de optimizar los
neonatos para su posterior suelta en libertad
cuando tienen aproximadamente cuatro afios
de edad (Martinez-Silvestre & Soler, 2019a). Sin em-
bargo, desde el inicio de este programa existe
una elevada mortalidad infantil en todos los
centros (Martinez-Silvestre ef al,, 1999). En todos
estos casos las necropsias y estudios realizados
muestran resultados similares, si bien nunca
se ha llegado a aislar un agente patdgeno aso-
ciado a todo el cuadro clinico observado. Pi-
cornavirus es un agente recientemente confir-
mado como causante de brotes de mortalidad
infantil en tortugas de tierra. En este caso se
confirma su presencia asociada a mortalidad

en un nucleo de cria en cautividad de tortugas
mediterraneas (Zestudo hermanni) dirigidas a
su liberacién en el medio.

Los animales afectados pertenecen a un
centro de cria que estd dentro del drea de
distribucién de una poblacién silvestre de la
especie, en la localidad de Marga (Tarragona)
(UTM ETRS89: 31N 315513; 4554838).
La instalacién de cria se encuentra a escasos
50 m del lugar donde viven las tortugas en
libertad, y cuenta con 25 ejemplares repro-
ductores (15 hembras y 10 machos). Desde
el afo 2011, momento en que la instalacién
de cria inici6 su actividad, se han obtenido
366 ejemplares. Estos han sido mantenidos
en un cercado de malla metélica con soportes
de madera, que los separa de las zonas con
congéneres salvajes. Todos ellos estin someti-
dos a condiciones naturales de iluminacién,
insolacién, temperatura y pluviosidad. Los
ejemplares del interior del cercado, sin em-
bargo, son alimentados regularmente con
frutas y verduras. En este brote de 2019 se
observaron sintomas en los jévenes de 1, 2 'y
3 afos del programa de cria en semilibertad.
De un total de 110 neonatos, se vieron afec-
tados con sintomas 85. La mortalidad afecté
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Foto Albert Martinez-Silvestre

Figura 1: Caparazon muy blando y deformable en una de
las crias de Zestudo hermanni afectadas.

a 45 animales, encontrados durante la pri-
mavera-verano de ese afio. Los signos clini-
cos tuvieron una presentacion subaguda. Los
animales enfermos presentaban un reblande-
cimiento del caparazén, frigil y deformable
al tacto (Figura 1), parada del crecimiento y
apatia. Dias antes de la muerte las tortugas
dejaban de alimentarse, cerraban los ojos,
se apreciaba ausencia de movimiento de las
extremidades y un cierto abombamiento del
animal. Si se realizaba cistocentesis (puncién
de la vejiga urinaria) se podia comprobar una
profusa retencién de orina.

Se realizé la necropsia de tres animales re-
cién muertos. En los tres individuos se eviden-
ci6 una marcada dilatacién de la vejiga urinaria

Foto Albert Martinez-Silvestre

Figura 2: Corte transversal de una cria de 7Zestudo
hermanni donde se aprecia la deformacién renal (R)
y la dilatacién de la vejiga de orina llena de cristales
de uratos (U).

y acumulo de orina y cristales de 4cido urico
(Figura 2). También se destac6 un incremento
del tamano renal y palidez renal. El caparazén
era blando y con la consistencia ésea dismi-
nuida. Se pudo hacer el estudio histolégico de
varios tejidos de uno de los individuos, donde
se observé una marcada vacuolizacién de las
células epiteliales tubulares renales (Figura 3),
leve hemosiderosis hepdtica y una marcada os-
teodistrofia del caparazén con disminucién de
su grosor, merma del tejido dseo con presencia
de tejido fibroso uniendo los islotes dseos y una
reduccién marcada de la densidad ésea (Figura
4). Se tomé muestra de contenido digestivo y
celémico para realizaciéon de cultivo microbio-
l6gico, con resultados negativos (ausencia de
crecimiento de microorganismos patégenos).
Se tomé una muestra de cavidad celdmica, ri-
i6n, higado, intestino, hueso y pancreas de los
tres animales para su andlisis por PCR espe-
cifico para Picornavirus. Para la deteccién del
RNA Topivirus se efectuaron los PCR utilizan-
do los primers dirigidos a detectar la porcién
poliproteinica RKei2 y FKei2 especifica del
Picornavirus de tortugas, siguiendo la técnica
descrita en Kolesnik ez 2/ (2017). El resultado
fue positivo en los tres individuos para cavidad
celémica, intestino y rifdn.

- g - )\ o g e P TS
Figura 3: Testudo hermanni. Rinén. Estudio histopato-
légico. Se observa una marcada vacuolizacién y degene-
racion del epitelio tubular (Barra = 100 pm. Hematoxi-
lina/Eosina, x 400).
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Figura 4: Testudo hermanni. Estudio histopatolégico del caparazén. a) Animal control. b) Animal afectado, positivo
a infeccidn con Picornavirus. Se observa una grave afectacion del grosor con disminucion y desaparicién multifocal
del tejido dseo que se substituye por tejido fibroso (Barra = 2 mm. Hematoxilina/Eosina, x 40).

La elevada mortalidad de crias y neona-
tos de programas de reproduccion de Zestudo
hermanni es un hecho cominmente acepta-
do. Se han propuesto distintas causas, como
problemas de anoxia embrionaria durante la
incubacién (Highfield, 1990), problemas com-
portamentales y de adaptacién ligados a la
domesticacién (Livoreil e 4/, 2001), enferme-
dades infecciosas (Martinez-Silvestre e al., 2012)
y enfermedades virales (Lange ef 4/, 1989; Mac
Arthur, 2001), todos ellos con distintos signos
clinicos y sintomatologfa. Sin embargo, la
sintomatologfa aqui descrita es parecida en
los muchos casos aportados de mortalidad
juvenil en programas de cria sin llegar a ser
concluyente su etiologfa (Martinez Silvestre & So-
ler, 2019b). Nefromegalia, retencién de orina 'y
reblandecimiento de caparazén son hallazgos
comunes en necropsias desde las primeras de-
tecciones de mortalidad en neonatos de esta
especie en planes de cria en Cataluna (Marti-
nez-Silvestre et al., 1999). Al no conocerse agentes
infecciosos vinculados a este sindrome, se tra-
taban siempre mediante métodos de mejora
en nutricién y manejo para prevenirlo.

A principios de 2000 se describié la pre-
sencia de un virus del grupo Picornaviridae
en los casos estudiados en tortuga mediterr-

nea, entre otras (Marschang, 2000). Si bien fue
inicialmente descrito en tortugas de tierra
como virus X (Marschang & Riimenapf, 2002),
posteriormente se reclasific6 como Picor-
navirus. Recientemente se ha destacado que
forma un subgrupo distinto dentro de la fa-
milia Picornaviridae y se propuso el nombre
de Topivirus (de “Tortoise Picornavirus”) (Far-
kas er al., 2014), para ser clasificado finalmente
como dentro de un nuevo género: Torchivirus
(Marschang, 2019). A fin de cumplir los postu-
lados de Koch, la infeccién experimental en
Testudo hermanni 'y Testudo graeca permitié
finalmente confirmar la patogenia otorgada a
este agente (Paries ez al., 2019).

En nuestro caso, la histologia muestra al-
teraciones sugerentes del posible efecto cito-
patico viral pero no son concluyentes de la
presencia del virus. Su visualizacién requeriria
la realizacién de microscopia electrénica o tin-
ciones inmunohistoquimicas que permiten de-
tectar el virus en las lesiones. Sin embargo, la
degeneracién de los tdbulos renales y la osteo-
distrofia (alteracién en la densidad ésea, calci-
ficacién y composicién de fibroblastos y osteo-
blastos) son idénticas a las lesiones descritas en
la infeccién experimental (Paries ez 4/, 2019). Los
resultados positivos en nuestra PCR sugieren
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que podemos estar ante la primera descripcién
de esta enfermedad en Espafa y afectando a un
programa de conservacion.

Para descartar la presencia del virus en otros
nucleos de cria que colaboran en el mismo
plan de recuperacién de esta especie, se han
realizado andlisis que, hasta ahora, han dado
resultados negativos. Sin embargo, los anilisis
se realizan casi siempre en adultos y a partir de
secreciones nasales. La realizacién en adultos
puede dar falsos negativos. Para ello se debe-
rfan analizar contenidos de hisopos faringeos y
cloacales de tortugas jévenes y neonatos. Ade-
mds, debido a su excrecién intermitente, es un
virus de dificil deteccién (Paries ez al., 2019), por
lo que, en caso de acceder a ejemplares recién
muertos, se aconseja realizar PCR conjuntas de
entre tres y cinco individuos de tejidos inter-
nos (rifién, hueso, bazo) y lengua.

Al no existir tratamiento, la clave de su
control reside en evitar al mdximo la entrada
de reproductores sin controles sanitarios en
programas de conservacion. Los estudios de
persistencia en el medio ambiente para Zorchi-
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