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Espaiia.

La vigilancia basada en la detec-
cién y monitorizaciéon de paté-
genos de relevancia veterinaria
constituye un pilar fundamental
en la prevencién sanitaria, particu-
larmente significativo en el caso
de agentes emergentes. Esto ha
cobrado un especial interés en las
ultimas décadas impulsado por el
enfoque “One Health” que propo-
ne vigilar la sanidad animal, pro-
teger la salud publica y velar por
la salud de los ecosistemas de
una manera holistica. Ademas, la
apariciéon de nuevas enfermeda-
des, muchas de ellas zoonéticas,
plantea la necesidad de desarro-
llar estrategias alternativas que
complementen y mejoren los sis-
temas tradicionales de deteccion,
permitiendo superar los desafios
logisticos asociados a ellos. En
este contexto, las aproximacio-
nes metodologicas basadas en

muestreos ambientales estan ga-
nando interés para la deteccion,
cuantificacién y caracterizacién
de patdgenos (y factores asocia-
dos) que permiten, a su vez, mi-
nimizar el estrés en los animales
relacionado con su manejo. Para
ello, es fundamental utilizar méto-
dos para la recoleccién de mues-
tras que conlleven el menor nivel
de perturbacién posible, lo que se
denomina muestreo no invasivo
(Schilling et al., 2022).

El muestreo no invasivo en ani-
males puede clasificarse segun el
nivel de consciencia del individuo
con respecto al mismo. Asi, se
encuentran por un lado los mues-
treos no invasivos no percibidos,
donde los animales no son cons-
cientes del muestreo, p.ej. reco-
lectar heces del suelo. Por otro
lado, los muestreos no invasivos
percibidos son aquellos donde los
animales son conscientes, pero
permanecen sin restricciones, sin

exhibir una respuesta de estrés
ni experimentar una reduccion en
su supervivencia o reproduccién,
p.ej. recoleccion de garrapatas
(Pauli et al., 2010).

Las muestras recolectadas de
manera no invasiva asociadas al
animal incluyen muestras biol6-
gicas, como heces, saliva u orina,
asi como las tomadas sobre la
superficie del animal, como piel o
pelo de diferentes dreas como el
corvejon (Barroso-Arévalo et al.,
2022; Herrero-Garcia et al., 2024b;
Martinez-Guijosa et al., 2020). El
muestreo no invasivo también
puede incluir las muestras toma-
das del ambiente del animal como
superficies inanimadas (come-
deros, bebederos, teleras, etc.),
agua, suelo o aire (ENETWILD-
consortium et al., 2022; Schilling
et al., 2022; Veilleux et al., 2021).
Precisamente, esta ultima apro-
ximacion metodoldgica sobre
superficies es la que mas ha ex-



plorado nuestro grupo de investi-
gacién en los Ultimos afios: el uso
de esponjas embebidas en un li-
quido surfactante que preserva el
ADN/ARN ambiental (enviromen-
tal nucleic acid, eNA, eDNA, eRNA)
para la toma de muestras en su-
perficies de objetos inanimados
o de animales para la deteccién
de patdgenos de gran relevancia
como micobacterias del Comple-
jo Mycobacterium tuberculosis, el
virus de la peste porcina africa-
na, SARS-CoV-2 y Coxiella burne-
tii, (Barroso-Arévalo et al., 2023;
Herrero-Garcia et al., 2024b). De
hecho, para estos dos ultimos pa-
tégenos, dicha estrategia de mo-
nitorizacion ambiental ya se ha
aplicado con éxito en programas
de vigilancia y control en la Comu-
nidad de Madrid.

Las técnicas de deteccion de
acidos nucleicos ambientales
(environmental nucleic acid de-
tection, ENAD) han sido amplia-
mente aplicadas en muestras
de agua para detectar multiples
patégenos y hospedadores, pu-
diendo proporcionar informacién
relevante sobre la circulacion
de microorganismos o la biodi-
versidad (Bass et al, 2023). Sin
embargo, esta aproximacion me-
todoldgica estd frecuentemente
asociada a la toma de una canti-
dad considerable de muestra (que
podria asociarse a una perturba-
cién del ambiente) como ocurre
en los muestreos de tierra y aire,
ademads de implicar complicacio-
nes en su transporte y gestion.
Por ello, la utilizacién de hisopos
y esponjas para el andlisis de
superficies (Spanu and Jordan,
2020) esta ganando popularidad
ya que requiere menor cantidad
de muestra, supone unas condi-
ciones de conservacion menos
exigentes y puede incorporar sus-
tancias para la conservacién de
la muestra (ENETWILD-consor-
tium et al., 2022). En este sentido,
nuestro grupo de investigacién
ha participado en el desarrollo de

una patente que permite abordar
esta problematica.

Los enfoques que implican ENAD
podrian ser de utilidad, tras una
validacién adecuada, para evaluar
la circulacién de patdgenos, vigi-
lancia sanitaria, evaluacion del
riesgo de enfermedades y siste-
mas de alerta temprana (Bass et
al.,, 2023). Los métodos molecu-
lares como la PCR en tiempo real
o PCR cuantitativa son los mas
comunmente utilizados para la

deteccion de patégenos en mues-
tras ambientales, identificando
secuencias especificas de ADN/
ARN de uno o varios patdégenos
simultaneamente. En los ultimos
afios, se han logrado también
importantes avances en los mé-
todos basados en biosensores,
que permiten la deteccién preci-
sa de patégenos sin necesidad
de extraccién o amplificaciéon de
ADN/ARN (p.ej. para el andlisis de
Salmonella spp., E. coliy L. mono-
cytogenes en muestras de comi-
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da) (ENETWILD-consortium et al.,
2022).

Otra area emergente es la apli-
cacion de muestreos ambientales
en el monitoreo de resistencias
antimicrobianas (RAM) (Guiza-
do-Batista et al., 2024; Zainab et
al., 2020) que permitan identificar
cepas resistentes y adoptar me-
didas para reducir su disemina-
cién. Sin embargo, sigue siendo
necesario recabar mas datos de
vigilancia de RAM en el medio
ambiente que justifiquen su apli-
cacion en programas de vigilancia
sistematica y permitan elaborar
protocolos estandarizados (Ben-
gtsson-Palme et al., 2023).

En este sentido, el muestreo no
invasivo ofrece ventajas que pue-
den complementar la informacién
aportada por los métodos tradi-
cionales ya que permiten mejo-
rar la capacidad de deteccién al
facilitar una cobertura espacio-
temporal mas amplia, mejorando
los recursos empleados en la vi-
gilancia sanitaria (optimizar las
demandas econdmicas, tempora-
les y de infraestructuras para una
respuesta mejorada). Las apro-
ximaciones no invasivas pueden
suponer una alternativa adecuada
frente a las invasivas en algunos
escenarios epidemioldgicos ya
que permiten minimizar el estrés
y la perturbacién tanto en los ani-
males como en el ecosistema.
Ademas, la toma de muestras re-

quiere menos tiempo, dado que
no es necesario capturar y mani-
pular a cada individuo de manera
directa. De manera adicional, los
muestreos pueden repetirse con
mayor frecuencia sin afectar la
dindmica de las poblaciones ani-
males y la salud del ecosistema
(Bass et al., 2023; Veilleux et al.,
2021) y permiten el estudio de
especies silvestres y especies
en peligro de extinciéon que, de
otro modo, seria dificil de abor-
dar (Ripa et al., 2023; Schilling et
al., 2022; Veilleux et al., 2021). Un
ejemplo de esta situacién es la
monitorizacion sanitaria del oso
pardo (Ursus arctos) en regiones
montafiosas de Cantabria (Herre-
ro-Garcia et al., 2024a).

Otro punto fuerte de estos méto-
dos es que podrian permitir moni-
torizar el impacto de medidas de
control aplicadas en un escenario
epidemiolégico como, por ejem-
plo, la efectividad de programas de
limpieza y desinfeccion, evaluando
la persistencia de agentes en el
ambiente tras su aplicacién (p.ej.
Listeria monocytogenes en plantas
de procesado de alimentos) (Mar-
tinez-Murcia et al., 2024; Spanu and
Jordan, 2020). También resultan
Gtiles para la vigilancia de patége-
nos cuya deteccion en animales
estd condicionada por factores
estacionales o resultan dificiles de
identificar en hospedadores indi-
viduales como puede ser Coxiella
burnetii, que se excreta principal-
mente en épocas de parideras y
lactancia y cominmente con un
patron de excrecién intermitente,
pero puede persistir en el ambiente
durante mucho mas tiempo (Bauer
et al.,, 2020; Byeon et al., 2022) o
Salmonella, que presenta patrones
de excrecion intermitentes con pi-
cos asociados a momentos de es-
trés (p.ej. transporte o periodo de
cria) (Jensen et al., 2006; Pires et
al,, 2013).

Como vemos, los muestreos
no invasivos son relativamente

simples, econémicamente abor-
dables y no requieren de gran
infraestructura, siendo frecuente-
mente una alternativa mas viable
en entornos con recursos limita-
dos donde el acceso a métodos
invasivos es poco practico (Vija-
yakumar et al., 2024). Ademas,
su aplicacion mas alla del ambi-
to ganadero puede extenderse a
otros entornos como la industria
alimentaria, el transporte (Gia-
comini et al., 2018) o los ecosis-
temas silvestres, facilitando una
vigilancia integral y efectiva.

A pesar de sus ventajas, el mues-
treo no invasivo también presenta
ciertas limitaciones. Se ha de con-
siderar que no permite el diagnds-
tico a nivel de individuo. Ademas,
uno de los principales desafios es
el mayor riesgo de contaminacién
cruzada, ya que las muestras to-
madas del ambiente pueden con-
tener material de multiples indivi-
duos o especies, lo que dificulta
la identificacién precisa del origen
del patégenoy puede afectar la fia-
bilidad de los resultados (Hood et
al., 2021). Ademas, la falta de pre-
cision en la deteccién puede verse
afectada por las cargas microbia-
nas en muestras ambientales, que
suelen ser mas bajas en compa-
racion con muestras obtenidas
directamente del hospedador, lo
que puede reducir la sensibilidad
de las pruebas diagndsticas (Smi-
th et al., 2011). Otra limitacién im-
portante estd en la dependencia
de factores ambientales/clima-
ticos, dado que la temperatura,
humedad, viento y exposicion a la
luz UV pueden degradar el mate-
rial genético a detectar (Sirois and
Buckley, 2019; Zarczynska et al.,
2023) y junto con la presencia de
sustancias inhibitorias, alterar su
capacidad de deteccion median-
te técnicas moleculares (“INSST,
2018.; Sales et al., 2019). Por lo
tanto, aunque el muestreo no in-
vasivo es una herramienta valiosa
para la vigilancia sanitaria, es ne-
cesario complementarlo con nue-



vas técnicas moleculares, como
la secuenciacion de ultima gene-
racién o métodos de restauracion
de ADN degradado que reduzcan
estas limitaciones y aumenten la
robustez de los resultados obte-
nidos en escenarios donde sea
necesario.

El biomonitoreo basado en ADN
ambiental tiene la capacidad de
monitorear simultdaneamente
una amplia gama de organismos
presentes en un entorno deter-
minado (Veilleux et al., 2021), ya
que puede permitir tanto la de-
teccion de ADN/ARN de microor-
ganismos (algunos de ellos no
cultivables o exigentes) como de
hospedadores potenciales. La de-
teccién de eDNA mediante PCR
ofrece ventajas significativas so-
bre los métodos convencionales
basados en el cultivo, las pruebas
bioquimicas y/o inmunoldgicas.
En comparacién con los méto-
dos de cultivo, que puede requerir
largos tiempos de incubacion y
multiples pruebas confirmatorias
(a veces inconcluyentes), el ana-
lisis de eDNA puede ser mas ra-
pido, preciso y capaz de detectar
organismos sin necesidad de cul-
tivarlos (Méndez-Alvarez and Pé-
rez-Rotha, 2004). Ademas, permi-
te cuantificar la cantidad de ADN/
ARN de un patdégeno especifico
presente en una muestra (Bigault
et al., 2020; Lorusso et al., 2007)
y puede ser capaz de proporcio-
nar una identificaciéon taxonémica
mas detallada, permitiendo inclu-
so la deteccion de variantes gené-
ticas (Koets et al., 2023). Frente a
ciertos métodos inmunoldgicos,

que pueden presentar problemas
de reaccion cruzada en el caso de
algunos patégenos, como Myco-
bacterium bovis con micobacte-
rias no tuberculosas (Jenkins et
al., 2018), el andlisis de ADN ofre-
ce mayor especificidad y sensi-
bilidad en la deteccién. La inacti-
vacion de patdgenos es un factor
deseable que facilitaria significa-
tivamente el manejo de las mues-

tras en términos de bioseguridad
y el transporte seguro de las mis-
mas, es por ello que actualmente
nuestro grupo de investigacion
esta llevando a cabo una linea de
estudio en este sentido con obje-
to de obtener datos concluyentes
sobre esta cuestion.

Por supuesto, esta metodologia
no estd exenta de limitaciones que
deben ser consideradas, funda-
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mentalmente relacionadas con la
cantidad y calidad del ADN de los
microorganismos, generalmente
mas bajas en muestras ambienta-
les que en muestras tradicionales
invasivas (ENETWILD-consortium
et al., 2022; Sales et al,, 2019; Ze-
manova, 2021), siendo mas sus-
ceptibles a la presencia de nume-
rosas moléculas inhibidoras de
PCR. Aunque los inhibidores am-
bientales pueden afectar a estas
pruebas, existen métodos para
eliminarlos y controles internos
de reaccion de PCR que minimi-
zan el riesgo de falsos negativos
(Hedman and Radstrom, 2013). El
biomonitoreo basado en ADN am-
biental, por si solo, no proporcio-
na informacion sobre el estatus
sanitario individual, de tal mane-
ra, que no se puede aplicar en el
diagnostico a nivel de animal. Sin
embargo, puede usarse como una
herramienta complementaria a la
evaluacion tradicional basada en
individuos aportando informacién
sobre la circulacion de patogenos
en un entorno determinado (Bass
et al., 2023; Smith et al.,, 20171,
Veilleux et al., 2021). Es decir, te-
niendo en cuenta los tres actores

Los muestreos ambientales no invasivos y, en
particular, la deteccion de eDNA/eRNA representan
una herramienta complementaria prometedora a los

métodos tradicionales y poseen un gran potencial
dentro del enfoque One Health para la vigilancia
sanitaria

principales que juegan un papel
en la dinamica epidemioldgica
de las enfermedades, esto es, el
propio patogeno, la comunidad
de hospedadores y el ambiente
en el que se dan las interacciones
episistémicas, estas aproxima-
ciones metodoldgicas se centran
en abordar el “diagnéstico” so-
bre el ambiente, a diferencia de
las intervenciones diagndsticas
tradicionales que se centran en
el componente animal. Por otra
parte, la metodologia de mues-
treo ambiental basada en espon-
jas o hisopos no es aplicable a
todos los patégenos, teniendo un
valor mas limitado, por ejemplo,
en agentes infecciosos intracelu-
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lares transmitidos por vectores,
como los virus propagados por
mosquitos.

Si bien el aislamiento del patoge-
no y su posterior caracterizacién
son fundamentales para la moni-
torizacion de enfermedades, en
los ultimos afios ha existido (y
sigue existiendo) un auge en el
desarrollo de técnicas molecula-
res de ultima generacién para la
deteccion y secuenciacion de alto
rendimiento que pueden permitir
superar los problemas de can-
tidad y calidad de ADN/ARN en
muestras ambientales (Taberlet
et al., 2012; Zemanova, 2021).

La bibliografia relacionada con
muestreos no invasivos o0 am-
bientales en el ambito veterinario
es amplia y el interés por los es-
tudios relacionados con este tipo
de aproximaciones ha aumentado
significativamente en los ultimos
anos (por ej. la busqueda “envi-
ronmental sampling AND animal
health” en Pubmed muestra un in-
cremento notable en el nimero de
publicaciones que hasta 2010 fue-
ron 6691, mientras que de 2010 al
2024 fueron 28196; Figura 1).

Los muestreos no invasivos pue-
den jugar un papel clave en la



prevencion sanitaria pudiendo ser
empleados para estudiar la circu-
lacion de patdgenos en diferentes
poblaciones y el riesgo de posibles
enfermedades asi como para esta-
blecer sistemas de alerta tempra-
na (Bass et al., 2023). Por ejemplo,
permiten identificar la presencia
de bacterias como Salmonella spp.
o Escherichia coli en superficies de
contacto, bebederos o comederos,
facilitando la implementacion de
medidas de bioseguridad (Herre-
ro-Garcia et al., 2024b) o en mues-
tras de polvo, hisopos y heces, en
granjas de gallinas ponedoras (Pa-
cholewicz et al., 2023). Asi mismo
se ha demostrado su utilidad para
contribuir a la deteccién temprana
del virus de la hepatitis E (VHE)
en corrales con cerdos portado-
res mediante el analisis de calzas
y pool de heces (Meester et al.,
2023) o del virus de la fiebre afto-
sa en dreas endémicas utilizando
hisopos ambientales (Colenutt et
al., 2018). Igualmente, se han em-
pleado con éxito para monitorizar
la excrecion de ciertos patégenos
en especies salvajes, como las ce-
bras, donde la recoleccién directa
de muestras puede ser dificil o
incluso imposible (Seeber et al.,
2017).

En este sentido, cabe destacar
la utilidad de los métodos de
muestreo basados en esponjas
ambientales en el area de la sani-
dad animal. Se trata de una herra-
mienta no invasiva basada en una
esponja de celulosa previamente
hidratada con un liquido surfac-
tante y conservante de acidos nu-
cleicos (actualmente, se encuen-
tra comercializada por Genetic
PCR Solutions™ con el nombre de
GPSponge®). Ha demostrado ser
eficaz como indicador del riesgo
de exposicion al Complejo My-
cobacterium tuberculosis (MTC)
a nivel de rebafio en granjas de
ganado vacuno (Martinez-Guijosa
et al., 2020) y para la deteccién y
monitoreo de patdgenos virales
como SARS-CoV-2 (Barroso-Aré-
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Figura 1.- Numero de articulos publicados en PubMed asociados a la bisqueda
“environmental sampling AND animal health” desde el afio 2000 al 2024.

valo et al., 2022; Fernandez-de-
Mera et al., 2021) y el virus de la
peste porcina africana (ASFV)
(Barroso-Arévalo et al., 2023; Ko-
sowska et al.,, 2021). EI ENAD ba-
sado en esponjas también se ha
implementado para la vigilancia
y deteccion ambiental de Bruce-
lla suis (Rebollada-Merino et al.,
2022) y para evaluar los vinculos
entre la bioseguridad en gran-
jas, la riqgueza de vertebrados y
la deteccién de patégenos am-
bientales en granjas al aire libre o
explotaciones extensivas (Herre-
ro-Garcia et al., 2024b).

Como se resalta mas adelante,
cada aplicacién basada en mues-
treos no invasivos deberia validar-
se siempre utilizando un enfoque
especifico para cada caso, tenien-
do en cuenta diferentes escena-
rios epidemioldgicos (Bass et al.,
2023). Por ello, es importante eva-
luar el impacto de diferentes fac-
tores ambientales y de manejo de
la muestra en el rendimiento de la
detecciéon molecular basado en
eDNA, la capacidad de inactiva-
cion/conservacion en diferentes
matrices organicas, el impacto de
las condiciones de conservacion,
etc. en esponjas.

A medida que los enfoques no
invasivos se vuelven cada vez
mas comunes en la vigilancia
veterinaria, es esencial evaluar
los factores que pueden afectar
el rendimiento de deteccion de
patégenos en este tipo de mé-
todos, ya que diferentes autores
han destacado la falta de infor-
macioén al respecto (Bass et al.,
2023; ENETWILD-consortium et
al., 2022). Los trabajos futuros
deberian centrarse en la estan-
darizacion y optimizacion de
protocolos de toma de muestra,
procesamiento y extraccion de
ADN/ARN a partir de este tipo
de matrices, acompafiado de la
implementacién de técnicas mo-
leculares que permitan reducir al
maximo los problemas asociados
a la cantidad y calidad de ADN en
estas muestras apostando por ir
mas alld de la mera deteccién y
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explorando aspectos como la ca-
racterizacién molecular (Bass et
al., 2023; Zemanova, 2021).

Si bien ciertas muestras no invasi-
vas estdn bien establecidas para
aplicaciones especificas [por
ejemplo, la deteccién por PCR de
Legionella en muestras de agua
(Yin et al., 2022) o de Giardia duo-
denalis y Cryptosporidium spp. en
muestras de heces (Barrera et al.,
2024)], existen otras que necesi-
tan ser exploradas en profundi-
dad para poder ser implementa-
das [por ejemplo, el analisis de
SARS-CoV-2 en aguas naturales
(Salvador et al., 2022)]. Por ello,
es muy importante que la meto-
dologia se ajuste a la finalidad del
ensayo (Schilling et al., 2022; Ze-
manova, 2021). La optimizacién
de la metodologia basada en la
deteccién de ADN/ARN, especial-
mente la eliminacién de inhibido-
res presentes en la muestra es
esencial para mejorar el éxito de
la deteccion, por ello, se hace ne-

diante un sistema automatizado
de extraccién (resultados aun no
publicados). Ademas, se observo
que la fraccion de muestra anali-
zada (pellet, sobrenadante o inter-
fase) puede influir en la capacidad
de deteccion de algunos patdge-
nos, lo que resalta la importancia
de optimizar el protocolo segun el
tipo de muestra y el microorganis-
mo a estudiar (resultados atin no
publicados).

Es importante explorar el impac-
to de otros factores que pueden
afectar a la preservacion del
material genético en muestras
no invasivas. Variables como la
temperatura y el tiempo de al-
macenamiento pueden afectar
la integridad del ADN/ARN vy, en
consecuencia, al éxito en su de-
teccién (Karched et al, 2017).
Establecer protocolos de conser-
vacion especificos, para cada tipo
de muestra y ambiente, es funda-
mental para mejorar la calidad de
los resultados obtenidos. En esta

La integracion de estas estrategias con
tecnologias emergentes de secuenciacion y analisis
molecular podria transformar la detecciéon temprana

de patdégenos, fortaleciendo la prevenciony el
control de enfermedades en la interfaz animales,
humanos y ambiente

cesario utilizar protocolos espe-
cificos de extraccion para mues-
tras ambientales (Schilling et al.,
2022) como muestras de heces
0 esponjas con restos de materia
organica. En nuestra experiencia,
la extraccion manual de ADN me-
diante columnas de silice permi-
tié reducir significativamente las
inhibiciones de PCR asociadas
a la deteccién de algunos paté-
genos mejorando el rendimiento
diagndstico en comparacién con
la extraccién automatizada con
microesferas magnéticas me-

linea, se han realizado estudios
con el liquido surfactante para
hidratar esponjas mencionado
previamente, con el fin de evaluar
su capacidad para inactivar y pre-
servar el material genético duran-
te periodos largos, sin necesidad
de congelacién (Barroso-Arévalo
et al., 2023).

A pesar de las limitaciones re-
lacionadas con el material ge-
nético procedente de muestras
ambientales, las técnicas de
secuenciacion de ultima genera-

cién estan permitiendo evaluar
muestras de ADN/ARN degra-
dadas e incluso describir comu-
nidades completas mediante la
metabarcodificacion de mues-
tras de ADN ambiental proceden-
tes de agua y suelo (Berry et al.,
2019; Taberlet et al., 2012; Ze-
manova, 2021). La combinacién
de métodos emergentes de se-
cuenciacion de alto rendimiento
(secuenciacion metagendmica o
de captura dirigida) y optimiza-
cién de los métodos de procesa-
miento y extraccion de ADN/ARN
para muestras ambientales pue-
den suponer una revolucién en la
monitorizacién de patdgenos de
relevancia veterinaria y/o para la
salud del ecosistema.

Los muestreos ambientales no
invasivos y, en particular, la de-
teccion de eDNA/eRNA represen-
tan una herramienta complemen-
taria prometedora a los métodos
tradicionales y poseen un gran
potencial dentro del enfoque One
Health para la vigilancia sanitaria.
Su combinacidn con técnicas de
secuenciacion de alto rendimien-
to ofrece ventajas significativas
en términos de rapidez, precision
y alcance espaciotemporal. Sin
embargo, requiere la optimiza-
cién de protocolos para superar
las limitaciones intrinsecas a
este tipo de muestras como son
la calidad y cantidad de ADN o la
presencia de inhibidores de PCR
para maximizar la eficiencia en
la deteccion para diferentes pa-
tégenos y entornos/muestras.
La integracion de estas estrate-
gias con tecnologias emergen-
tes de secuenciacion y analisis
molecular podria transformar la
deteccién temprana de patdge-
nos, fortaleciendo la prevencién
y el control de enfermedades en
la interfaz animales, humanos y
ambiente.
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