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Summary

Bluetongue (BT) and epizootic hemorrhagic disease
(EHD) are two emerging and re-emerging notifiable diseases
caused by viruses belonging to the genus Orbivirus. Both
viruses usually infect domestic and wild ruminants, being
Culicoides midges the main competent vectors involved in
the transmission of these diseases. Among the different
species of culicoides, Culicoides imicola is considered the
main species implicated in the transmission of both
orbiviruses in the Mediterranean Basin. During the last
decade, the BTV circulation has been very intense in Europe,
especially in Spain, where three different serotypes has been
detected (1, 4 and 8). However, EHDV circulation has not
been detected in Europe to date, although the presence of
this virus in northern Africa is a risk for the introduction to
European countries.

The main objectives for this thesis were: (1) to
determine the spatio-temporal distribution of BTV
prevalence in wild ungulate populations in Mediterranean
ecosystems from southern Spain, as well to establish the
main risk factors potentially involved in the epidemiology of
BTV in these species; (2) to evaluate the possible EHDV
circulation in Andalusia: and (3) to describe the spatio-
temporal distribution and abundance of culicoides species in
Andalusia.

The study was carried out in Andalusia during the

~2~
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period 2006-2012. A total of 2,575 sera and 1,466 tissue
samples were obtained from different species of wild
ruminants, including 1,227 red deer (Cervus elaphus), 296
fallow deer (Dama dama), 150 roe deer (Capreolus
capreolus), 132 mouflon (Ovis aries mussimon) and 770
Spanish ibex (Capra pyrenaica hispanica). In addition, to the
epidemiological data associated to the sampled individuals,
management measures and environmental conditions, data
related to the presence and distribution of culicoides species
in each sampled area was recorded. Furthermore, to
determine the spatio-temporal distribution of culicoides
species in Andalusia, an entomological survey was conducted
using 45 trapping points homogeneously distributed
throughout the region.

BTV seroprevalence was determined using a
commercial double-antigen enzyme linked assay (ELISA) and
seroneutrasation test (SNT) against the three serotypes
detected in Spain. The BTV seroprevalence in wild ruminant
population analyzed was 21.9 percent (495/2264),
confirming the exposure for the three serotypes circulating
in these species. Likewise, the presence of BTV RNA (1.5%;
22/1466) in deer, Spanish ibex and mouflon, and the
detection of positive individuals in areas where the virus was
not detected in livestock, indicates that wild ruminant
species could be playing a relevant role in the maintenance
and circulation of BTV in the Mediterranean ecosystem. The

~3~
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main risk factors potentially associated with the BT infection
in wild ruminants in Andalusia were: species (red deer and
fallow deer), densities of wild ruminants (medium-high), age
(adults), abundance of C. imicola (medium-high) and
presence of waterholes. The absence of antibodies against
EHDV in the 798 sera from the wild cervids analyzed,
suggests no virus circulation in the area during the study
period.

The descriptive study on culicoides in Andalusia
showed that the species with highest values of abundance,
wide distribution and presence was C. imicola. Other species
such as C. nubeculosus, C. pulicaris and obsoletus species
Complex, were also frequently detected in Andalusia but
their values of abundance, distribution and density were
generally less homogeneous.
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Resumen

La lengua azul (LA) y la enfermedad hemorragica
epizodtica (EHE), son dos enfermedades emergentes y re-
emergentes de declaracion obligatoria, causadas por virus
pertenecientes al género Orbivirus. Ambas virosis infectan
generalmente a rumiantes domésticos y silvestres, siendo los
mosquitos del género Culicoides, los vectores principalmente
implicados en la transmision de estas enfermedades,
particularmente C. imicola, considerado como el principal
vector competente en la cuenca mediterrdnea. En los
ultimos afios, la circulacion del virus de la LA (VLA) ha sido
muy intensa en Europa, especialmente en Espaiia, donde se
ha detectado circulacién de tres serotipos diferentes (1, 4 y
8). Por el contrario, la circulacion del virus de la EHE (VEHE)
no ha sido confirmada en Europa hasta la fecha, si bien, la
presencia del virus en paises norteafricanos determinan un
riesgo evidente de entrada en el continente europeo.

Los principales objetivos de este trabajo han sido: 1)
determinar la prevalencia y distribuciéon espacio-temporal
del VLA en las poblaciones de ungulados silvestres en los
ecosistemas mediterraneos, asi como, establecer los
principales factores de riesgo potencialmente implicados en
la epidemiologia del VLA en estas especies; 2) Evaluar la
posible circulacién del VEHE en Andalucia; y 3) describir la
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distribucién espacio-temporal y abundancia de las especies
de culicoides presentes en Andalucia.

El estudio fue llevado a cabo en Andalucia durante el
periodo 2006-2012. Se obtuvieron un total de 2.575
muestras de suero y 1.466 de tejidos, procedentes de
diferentes especies de rumiantes silvestres, incluyendo 1.227
ciervos (Cervus elaphus), 296 gamos (Dama dama), 150
corzos (Capreolus capreolus), 132 muflones (Ovis aries
mussimon) y 770 cabras monteses (Capra pyrenaica
hispanica). Paralelamente a la toma de muestras, se
obtuvieron datos epidemiolégicos en las diferentes zonas
muestreadas relacionados con los animales muestreados, las
medidas de gestién y las condiciones ambientales, asi como
datos de presencia y distribucién de especies de culicoides
presentes en cada una de estas dreas. Ademas, para
determinar su distribucidén espacio-temporal, se llevd a cabo
un estudio entomoldgico en 45 puntos de trampeo
distribuidos homogéneamente por toda Andalucia.

A partir de los resultados obtenidos, empleando un
analisis inmunoenzimatico de doble reconocimiento (ELISA)
y el test de seroneutrazacién (SNT) frente a los tres serotipos
detectados en Espafia, se determind una seroprevalencia
frente al VLA del 21,9% (495/2264) en la poblacién de
rumiantes silvestres analizada, confirmdndose la exposicion
de los tres serotipos circulantes de estas especies. Asi
mismo, la presencia de ARN virico (1,5%; 22/1466) del VLA

~7~
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en ciervo, cabra montés y muflén, junto con la deteccién de
individuos positivos en zonas donde el virus no habia sido
detectado, indica que estas especies pueden estar jugando
un papel importante en el mantenimiento y la circulacion del
VLA en los ecosistemas mediterrdneos. Ademas, los
principales factores de riesgo potencialmente asociados con
la LA en ungulados silvestres en Andalucia fueron: la especie
(ciervo y gamo), densidad de rumiantes silvestres (media-
alta), edad (adultos), abundancia de C. imicola (media-alta) y
presencia de aguas estancadas. No se han detectado
anticuerpos frente al VEHE en los 798 sueros de cérvidos
silvestres analizados, lo que sugiere la ausencia de
circulacidn del virus en la zona y periodo de estudio.

El estudio descriptivo de culicoides en Andalucia
mostré que la especie con una mayor abundancia,
distribucién y presencia fue C. imicola. Otras especies como
C. nubeculosus, C. pulicaris y las especies del complejo
obsoletus, fueron igualmente detectadas en Andalucia
presentando menores valores de abundancia y densidad, asi
como distribuciones generalmente menos homogéneas.
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1. Preambulo

Tradicionalmente, la ganaderia ha representado uno
de los principales recursos en los ecosistemas
mediterraneos. Particularmente en Andalucia se han
seleccionado a lo largo de los siglos numerosas razas de
aves, equinos, porcinos y rumiantes. Precisamente son las
diferentes especies de rumiantes domésticos presentes en
Andalucia (bovinos, ovinos y caprinos), las mas ampliamente
distribuidos por toda la regién, dadas sus aptitudes
productivas para la lana, la leche o la carne (Boza Ldpez,
2007; Buxadé Carbd, 2007). Las razas seleccionadas en el sur
de Espafia han estado asociadas a modelos de explotacion
extensivo, consecuencia del clima suave, de su adaptacion y
resistencia a la escasez de alimento durante los meses
estivales (Garcia Romero y Cordero Morales, 2006).

La importancia de los rumiantes domésticos en
Andalucia queda reflejada en la amplitud de sus censos,
siendo el ganado ovino (Ovis aries) con 2.670.810 cabezas el
mas abundante en esta regién. El ganado caprino (Capra
hircus), con un censo de 1.072.458 animales, representa la
segunda especie en abundancia, seguida del bovino (Bos
taurus) con 605.105 cabezas. Sin embargo, si tenemos en
cuenta la produccidn, el ganado bovino es el que genera una
mayor cantidad de carne (30.118 TM) y leche (casi medio
millon de TM). El ovino presenta producciones de 5.619 TM
de carne, 2.700 TM de leche y 3.407 TM de lana, mientras
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qgue el ganado caprino produce 1.725 TM de carne y 230 mil
TM de leche (CAPMA, 2012).

La distribucidn de censos y producciones de rumiantes
en Andalucia estd muy diversificada, existiendo especies
adaptadas a zonas concretas. El bovino de leche es
explotado en intensivo y presenta dos importantes nucleos
de produccién en el Valle de los Pedroches y Vega de
Granada. La produccién de ganado bovino de carne y el
ovino se explotan de forma mayoritaria en extensivo
aprovechando los pastos de las zonas adehesadas de Sierra
Morena y la Sierra de Cadiz. El caprino se localiza
generalmente en zonas de las sierras de Granada, Malaga y
Sierra Morena (Martin Bellido y cols., 2001; Boza Ldpez,
2007; Buxadé Carbd, 2007).

Pero si importante resulta el aprovechamiento del
ganado doméstico en la zona sur de Espafia, no lo es menos
la explotacion de las especies cinegéticas, constituyendo en
algunas zonas rurales una de las fuentes de ingresos mas
importantes para sus habitantes (Carranza Almansa, 2002;
Andnimo, 2007a). El éxito del aprovechamiento cinegético
en los uUltimos afios se hace evidente con los datos de censos
y animales abatidos en cacerias que muestran que las
poblaciones de ungulados silvestres se encuentran en clara
expansion (Acevedo y cols., 2008; CAPMA, 2012; MAGRAMA,
2012).

Existen diferentes especies de rumiantes silvestres en
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Andalucia como el ciervo (Cervus elaphus), el corzo
(Capreolus capreolus) o la cabra montés (Capra pyrenaica),
que presentan ecotipos autéctonos y por tanto una gran
importancia desde el punto de vista bioldgico y de
conservacién (Arenas y Perea, 1993; San José, 1997;
Granados y cols., 2001). Otras como el muflén (Ovis aries
musimon) y el gamo (Dama dama), introducidas, pero muy
bien adaptadas, se encuentran también ampliamente
distribuidas por la geografia andaluza (Braza, 2004; Santiago
Moreno, 2004).

El ciervo presenta una elevada adaptacion a los
ecosistemas del sur de la Peninsula Ibérica, pudiendo
encontrar densidades medias inusualmente elevadas (de
entre 5,75 y 21,81 animales/Km?) en algunos lugares de
Sierra Morena, Sierra de Cadiz, los Alcornocales y el
Andévalo (CAPMA, 2013).

La moderna especializacién en el manejo del ciervo,
ha tenido como consecuencia el aumento de sus poblaciones
(Acevedo y cols. 2008); parte de este incremento estd
relacionado con la existencia de cercas cinegéticas que
permiten adaptar la carga poblacional a la productividad de
la zona cercada e incluso suplementar con alimento,
acarreando un incremento de la densidad (Arenas y Perea,
1993; Garcia y cols., 1999; Acevedo y cols., 2008). Otro
hecho que constata este aumento poblacional es la cantidad
de ciervos abatidos anualmente, que ha venido
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sobrepasando los 50.000 ejemplares en los ultimos afios sélo
en Andalucia, suponiendo mas del 43 por ciento del total
nacional (MAGRAMA, 2011; CAPMA, 2011; FAC, 2012).

El corzo presenta menores densidades que el ciervo
(menos de 5 individuos/Km?), distribuyéndose por la Sierra
de Cadiz, los Alcornocales y la serrania de Ronda (corzo
morisco) y algunas poblaciones aisladas al norte de Sierra
Morena (San José, 1997; CAPMA, 2013). La propia etologia
de esta especie, lo hacen muy territorial, tendiendo a formar
pequefios grupos o incluso presentdndose frecuentemente
animales solitarios. Aunque su manejo en zonas proclives no
es complicado, su expansién a otros lugares resulta mas
lenta en comparacién con el resto de cérvidos (Mateos
Quesada, 2005).

El gamo es otra de las especies ampliamente
distribuida en Andalucia; aunque originario de Asia, fue
introducido hace mds de dos mil afios con fines
ornamentales y cinegéticos en muchos lugares de Europa,
por lo que se le considera perfectamente adaptado a estos
ecosistemas (Braza, 2003). Su caracter dominante sobre
otros cérvidos, sus altas tasas de reproduccién y el interés
cinegético que ha despertado en los ultimos afios, hacen que
sus poblaciones se estén expandiendo por el sur de Espafia.
En la actualidad, las densidades de gamo en Andalucia se
encuentran en torno a los 6 individuos/KmZ, en las zonas
libres, encontrandose poblaciones estables en Cazorla, Sierra
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de Cadiz y Los Alcornocales y en nucleos dispersos
distribuidos por Sierra Morena (Braza, 2003; CAPMA, 2013).

En cuanto a la cabra montés, aunque hasta hace poco
estaba considerada como especie vulnerable por la IUCN, sus
poblaciones se han ido incrementando considerablemente
desde mediados del siglo pasado, hasta alcanzar el estatus
de especie de preocupacion menor, segin la misma
organizacién. Existen nucleos importantes en la Sierra de
Cadiz, Sierra de Cortes de la Frontera, Serrania de Ronda,
Sierra de Tejeda, Almijara y Alhama, Sierra Nevada vy
adyacentes y la Sierra de Cazorla. El manejo de la especie
resulta a menudo complicado ya que suelen encontrarse en
zonas escarpadas y de dificil acceso (Salas de la Vega, 2005).
Por este motivo sus densidades son muy variables, oscilando
entre los 0,64 y los 8,79 animales/Km? (CAPMA, 2013).

El muflén presenta una elevada cercania filogenética
con la oveja doméstica, siendo considerado por algunos
autores como la misma especie. Tras extinguirse hace unos
siglos, este dvido fue reintroducido con fines cinegéticos a
mediados del siglo XX en Espafia, con ejemplares
provenientes de la isla mediterranea de Corcega. La
adecuada aclimatacién de esta especie a las zonas
suroccidentales de la peninsula unido a su elevada
prolificidad hacen de ella una especie en clara expansion. Las
densidades medias en zonas libres se sitlan en torno a los 4
ejemplares/Km?, distribuyéndose en zonas como la Sierra de
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Cazorla, la Sierra de Cadiz y los Alcornocales y Sierra Morena,
donde se encuentra en nucleos dispersos (Santiago-Moreno
y cols., 2004; CAPMA, 2013).

Tanto la actividad ganadera como la cinegética
constituyen notables fuentes de ingresos en numerosas
areas rurales de Andalucia, ayudando a mantener la
poblacién en zonas tradicionalmente agrestes y deprimidas
econdmicamente (UE, 2012; Carranza Almansa, 2002). Una
buena gestion de los animales de renta, de la fauna y del
medio que estos habitan, garantizara la conservacién y la
viabilidad econémica de estas zonas.

Dentro de los planes de gestién de la fauna cobra
especial importancia la sanidad. En el presente escenario
econdmico y social, el aumento de la poblacién que se ha
venido produciendo a nivel mundial ha traido aparejado un
incremento de las producciones y del movimiento de los
animales; como consecuencia, cada vez es mas frecuente la
seleccion genética en las especies de abasto y Ia
intensificacién de su proceso de produccion para la
obtencidon de un mayor rendimiento. Pero no solo se ha
aumentado el numero de individuos en el ganado
doméstico, también las densidades de muchas las especies
silvestres se han incrementado cuantiosamente. Por estos
motivos algunas patologias se han visto potenciadas en los
ultimos afios, expandiéndose geograficamente, e incluso
incrementando su rango de hospedadores susceptibles
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llegando a afectar muchas de ellas al propio ser humano
(Andénimo, 2007).

En este sentido, la sanidad de los animales y su
relacién con la especie humana ha cobrado una especial
relevancia, actuando en muchas ocasiones como una barrera
econdmica (OIE, 2009a). Se hacen necesarios, por tanto,
organismos supranacionales e independientes que se
encarguen de controlar todo lo relacionado con la sanidad
animal a nivel global. Con este propdsito se cred la
Organizacion Mundial de la Sanidad Animal (OIE) en el afio
1924 (OIE, 2013), cuyas indicaciones relacionadas con la
salud animal y humana son reconocidas por la Organizacion
Mundial del Comercio y por tanto seguidas por la mayoria de
los paises (OIE, 2009a; OIE, 2013). Para llevar a cabo este
cometido la OIE se encarga de emitir directrices relativas al
control de las enfermedades en la fauna, al comercio de
animales y de sus productos y a la interaccién que estos
tienen con el ser humano. En los ultimos afios la OIE ha
desarrollado el concepto “One health” que ha adquirido
notable relevancia debido a que ofrece una vision integrada
de la salud humana, la animal y la del medio (OIE, 2013b).

Resulta, por tanto, facil el deducir los perjuicios que la
presencia de determinadas epizootias pueden ocasionar,
afectando principalmente a la salud publica, la economia e
incluso ocasionando pérdidas de tipo ecoldgico asociadas a
la mortalidad que algunas enfermedades pueden provocar
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en especies y razas amenazadas (Gortazar y cols., 2008).

En el ambito de la salud publica han sido muchas las
zoonosis de diversa etiologia que han afectado a las
poblaciones humanas en los ultimos afios (Romero y cols.,
1999). En este sentido, Woolhouse y Gowtage-Sequeria
(2005) estiman que alrededor de un 60 por ciento de las
enfermedades que afectan al ser humano presentan un
origen comun en los animales. Entre las fuentes de contagio
se encuentran; el contacto directo con el animal, el contagio
mediante secreciones o heces o subproductos de animales
infectados, el contagio por consumo de alimentos de
animales portadores del agente, asi como el contagio
indirecto por vectores. Esta diversidad de fuentes de
contagio ponen en evidencia la necesidad de ejercer un
control sobre la salud de los animales.

Pero si importante resulta el impacto de las
enfermedades en materia de salud publica, sus implicaciones
econdmicas también deben ser consideradas. En este
aspecto, las pérdidas pueden estar asociadas a las
restricciones comerciales en el movimiento de animales vy
sus productos, con el coste de las medidas implementadas
para su erradicacidn, asi como a las pérdidas productivas y
mortalidad de animales ocasionadas en el ganado (OIE,
2012a).

Estas implicaciones economicas, derivadas
fundamentalmente de las medidas de erradicacidn, se hacen
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mas patentes cuando en el ciclo epidemioldgico entran las
especies salvajes dada la dificultad para el acceso y manejo
de estos animales (Caron y cols., 2013; Arenas-Montes vy
cols., 2013).

En este sentido, la importancia de la fauna como
reservorio de las enfermedades compartidas con el ganado
doméstico ha sido sugerida por varios autores (Garcia-
Bocanegra y cols., 2011a). Diversas epizootias de este tipo,
muchas de ellas consideradas como zoonosis, han emergido
o re-emergido en los Ultimas décadas en Europa (Schmidt y
cols., 2013).

Estas enfermedades de vciclo epidemiolégico
compartido entre la fauna doméstica y la salvaje, han
afectado particularmente al sur de la Peninsula Ibérica,
notificAndose la presencia de algunas como la sarna
sarcoptica, enfermedad de Aujezky, brucelosis o tuberculosis
(Arenas y cols., 2002; Gortdzar y cols., 2011; Garcia-
Bocanegra y cols., 2012). Todas ellas son frecuentemente
asociadas al contacto directo entre individuos, propiciado
por las elevadas densidades de animales silvestres y al
modelo de explotacion en extensivo del ganado existentes
en esta zona (Gortazar y cols., 2006; Acevedo y cols., 2008).

Del mismo modo, las enfermedades Vviricas
transmitidas de manera indirecta mediante vectores,
también conocidas como arbovirosis, han experimentado un
fuerte ascenso (Jliménez-Clavero y cols., 2012). En este
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sentido la enfermedad de West Nile, que presenta un
reservorio silvestre en aves de vida libre, fue detectada en
Andalucia afectando a équidos y humanos durante el afio
2010 (Garcia-Bocanegra y cols., 2011b). Coincidiendo en el
tiempo, la enfermedad provocada por el virus Bagaza ha
diezmado las poblaciones de perdices (Alectoris rufa) en la
zona sur de Andalucia (Garcia-Bocanegra y cols., 2013).

Pero sin lugar a dudas, ha sido la lengua azul (LA) la
arbovirosis que ha cobrado una mayor repercusién en la
ultima década, detectandose la circulacion de hasta tres
serotipos diferentes del virus en Espafia (Garcia-Bocanegra y
cols., 2008). La enfermedad afecta principalmente a especies
de rumiantes y camélidos, incidiendo particularmente sobre
el ganado ovino (OIE, 2009b). Igualmente, las especies de
rumiantes salvajes se han visto afectadas por esta
enfermedad, notificdndose pérdidas puntuales en algunas
poblaciones de muflédn (Ferndndez-Pacheco y cols., 2008;
Rodriguez-Sanchez y cols., 2010). Aunque el conocimiento
del ciclo del VLA en estos animales es aun muy limitado,
algunas investigaciones sugieren una notable implicacion de
los rumiantes salvajes en la epidemiologia de la enfermedad,
actuando éstos como reservorios (Falconi y cols., 2011;
Garcia-Bocanegra y cols., 2011). Por tanto, se hacen
necesarios estudios acerca de la epidemiologia del virus en
su relacién con las especies salvajes con objeto de disefiar
programas que permitan actuar de manera efectiva en el
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control y erradicacién de esta enfermedad.

Por otro lado, la enfermedad hemorrégica epizodtica
(EHE), también transmitida por vectores, es provocada por
un virus muy cercano filogenéticamente al de la LA y afecta
principalmente a los rumiantes (OIE, 2009b). Esta arbovirosis
se describid por primera vez en el ciervo de cola blanca de
Norteamérica, especie en la que este virus suele causar
grandes mortalidades (Stallknecht y Howerth, 2004). En los
ultimos afios la enfermedad ha sido detectada en diferentes
paises del norte de Africa, afectando fundamentalmente al
ganado bovino (Madani y cols., 2011). La reciente circulaciéon
de este virus en Marruecos y Argelia entre 2004 y 2008,
supone un riesgo evidente de que el agente pueda entrar o
incluso haya penetrado en Europa por el sur de la peninsula
Ibérica (EFSA, 2009). Sin embargo, no existen estudios
realizados que descarten la circulacion de la EHE durante el
periodo en que la enfermedad fue detectada en el noroeste
africano.
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2. Revisidn bibliografica.

Las arbovirosis son enfermedades o infecciones
provocadas por virus (la gran mayoria de tipo ARN) que son
transmitidos por artrépodos vectores. Tras la picadura de un
vector bioldgico a un hospedador virémico, el virus es capaz
de replicarse en las células del invertebrado,
incrementandose de forma significativa los titulos virales en
estos artrépodos; el ciclo se completa tras la picadura del
vector infectado a un hospedador susceptible.

Muchas de estas virosis son conocidas por su
implicacion en la sanidad animal y la salud publica; ejemplos
de enfermedades zoondsicas son la fiebre amarilla, el
dengue, la enfermedad de West Nile o la fiebre del Valle del
Rift, entre otras (Mellor, 2000). Por otro lado, la importancia
de otras arbovirosis recae en sanidad animal, afectando
exclusivamente a las especies animales, tanto domésticas
como silvestres destacando, por su caracter emergente y/o
reemergente en Europa, la LA y la EHE (Erasmus y Potgieter,
2009; Jiménez-Clavero, 2012).

En la actualidad, tanto la LA como la EHE son
enfermedades incluidas en la lista del Cddigo Sanitario para
los Animales Terrestres de la OIE y consideradas por esta
organizacién como enfermedades de declaracién obligatoria
—EDO- (OIE, 2013).

En el ganado doméstico ambas enfermedades
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provocan pérdidas directas derivadas de la mortalidad que
ocasionan asi como disminuciones considerables en la
produccidon en los animales afectados. Asi mismo, cabe
destacar las pérdidas econémicas indirectas asociadas a la
restriccion de movimientos de animales, semen o embriones
de zonas afectadas a las zonas libres de LA y a los gastos
originados por la implementacion de medidas de lucha
frente a la enfermedad. En cuanto a la fauna salvaje, la
repercusion de estas enfermedades se relaciona
fundamentalmente con los elevados descensos
poblacionales que pueden ocasionar en las poblaciones
susceptibles (OIE, 2013).

2.1. Lengua azul.

La LA fue descrita por primera vez en Sudafrica en
1881, denominandose la enfermedad como malaria catarral
de los ovinos (Mehlhorn y cols., 2007). En 1902, Spreull
detallé el cuadro clinico asociado a la enfermedad (Gir y
cols., 2008) y en 1906 Theiler, sugiri6 que el agente
etioldgico causante de la LA era un virus.

La enfermedad continud extendiéndose por todo el
continente africano durante el siglo XX. Los primeros brotes
fuera de Africa se registraron en 1924 y posteriormente en
1943 en Chipre, extendiéndose a Turquia y Oriente Medio en
el afio 1951 (Shimshony, 2004). En Estados Unidos, las
primeras evidencias de la enfermedad datan también de
comienzos de los afios cincuenta, siendo denominada por
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Hardy y Price (1954) como soremuzzle (llagas en la boca),
debido a una de las principales lesiones observadas en el
ganado ovino.

Asi mismo, durante la década de los anos 50, la
enfermedad se difundié por diferentes paises de la cuenca
mediterranea, alcanzando por primera vez el sur de Ia
peninsula Ibérica en 1956. El serotipo implicado en la
epizootia fue el serotipo 10 (VLA-10) y ocasiond la muerte de
aproximadamente 180.000 ovejas (Lopez y Sanchez-Botija,
1958).

En 1961, se describié la enfermedad por primera vez
en el continente asiatico (India), extendiéndose
posteriormente a otros paises como China, Malasia e
Indonesia (Sapre, 1964). El primer caso notificado de la
enfermedad en Australia data del afio 1975 (St George y
cols., 1978).

Entre los anos 1979-1980, VLA-4 de fue detectado en
las islas griegas de Rodas y Lesbos, provocando signos
clinicos y mortalidad fundamentalmente en pequefios
rumiantes. Las regiones afectadas no se declararon libres de
la enfermedad hasta 1991 (Gémez-Tejedor, 2004).

Desde finales del siglo XX hasta la actualidad se ha
descrito un considerable aumento de los brotes del VLA en
Europa, afectando no solo a paises de la cuenca
mediterranea, sino también en otras zonas mas
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septentrionales del continente europeo donde Ia
enfermedad no habia sido previamente detectada (Mellor y
cols., 2008).

En 1998 el VLA reemergid en la cuenca mediterranea
europea, detectandose circulacidn del VLA-1 y VLA-9 en las
islas griegas y la zona de los Balcanes. En 1999, la presencia
de VLA-16 fue notificada en Croacia, desde donde este
serotipo alcanzé primero el norte de lItalia y la isla de
Cdrcega (Mellor y Wittmann, 2002; Mellor y cols., 2008). A
finales de 1999 se confirmd también la circulacién de VLA-2
en el norte de Africa, llegando este serotipo a las islas de
Cerdeiia, Sicilia y la peninsula de Calabria en el aifo 2000,
manteniéndose hasta 2002. De nuevo en el afo 2003, fue el
VLA-4, el que afecté también al sur de Italia y a las islas de
Cerdeia y Sicilia (Calistri y cols., 2004; Gomez-Tejedor, 2004;
Mellor y cols., 2008).

Durante el afio 2004, la presencia del VLA-2 fue
declarada en Portugal, sin embargo no se volvié a notificar la
presencia de este serotipo en la zona afectada (Gomez-
Tejedor y cols., 2004; Anénimo, 2007).

En agosto de 2006 se detecta por primera vez la
lengua azul (VLA-8), en latitudes mas elevadas del paralelo
45 N, declarandose focos en Alemania, Francia y Paises Bajos
durante ese mismo afo (Mehlhorn y cols., 2007; Elbers y
cols., 2008). En 2007, el VLA-8 se extendid en diferentes
paises del norte de Europa, declardndose los primeros focos
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en Reino unido, Dinamarca y Suecia, considerandolas como
las zonas mas septentrionales donde el virus ha sido
detectado (Rasmussen y cols., 2010). En paises como la
Republica Checa y Polonia la circulacién del virus también
fue detectada ese mismo afo (Maan y cols., 2008;
Niedbalski, 2010). El VLA ha circulado en estas latitudes
durante los ultimos afios e incluso la presencia de nuevos
serotipos como el VLA-1 en el norte de Francia, el VLA-6 en
Holanda y Alemania o la de VLA-25 en Suiza fueron
notificadas durante el afio 2008 (Hoffmann y cols., 2008b;
Eschbaumer y cols., 2010).

En los Ultimos diez afos hasta cuatro serotipos
diferentes del VLA han sido detectados en Espafia (tabla RB1
y Fig. RB1), afectando tres de ellos a la comunidad auténoma
de Andalucia (RASVE, 2013; Gomez-Tejedor, 2004).

El primer brote sucedido en Espafia en el siglo XXI se
produjo en las islas Baleares, donde el VLA-2 fue detectado
en septiembre de 2002. Al afio siguiente, en 2003, fue el
VLA-4, también en esta misma zona. Ambos serotipos
afectaron fundamentalmente al ganado ovino (RASVE,
2013). Algunos autores sugieren que la entrada de ambos
serotipos se produjo como consecuencia de Culicoides
infectados transportados por el viento procedente del norte
de Africa (Gdmez-Tejedor, 2004; Mellor y cols., 2008).

En octubre de 2004 se detecta, por primera vez desde
los afios 50 del siglo pasado, la circulacion de VLA en el
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suroeste de la peninsula ibérica. En concreto 332 focos
asociados a VLA-4 fueron declarados en Espaia, 268 de ellos
en Andalucia, la mayoria de ellos afectando a ganado ovino
(RASVE, 2013). El primer foco de este serotipo se reporto en
el sur de la provincia de Cadiz a escasos kildbmetros de
Marruecos, donde el VLA-4 se encontraba circulando
durante los meses anteriores a esta primera deteccidn
(Hermoso, 2005; EFSA, 2007).

Tras la entrada en vigor del programa de vacunacion
frente a VLA-4 en el afio 2005, el nimero de focos declarado
ese mismo ano se redujo a los 88, contabilizandose 48 de
ellos en Andalucia (Hermoso, 2005; RASVE, 2013; Allepuz y
cols., 2010). En 2006, ningun caso de la enfermedad fue
detectado en Espaia.

En julio de 2007 se detectaron los primeros casos
asociados a VLA-1 en Espafia, concretamente en Tarifa
(Cadiz) extendiéndose rapidamente por el sur de Espaia
(Allepuz y cols., 2010). La enfermedad, que estuvo circulando
durante 2006 por el norte de Marruecos, se difundié en los
meses posteriores a su primera notificacién por gran parte
del territorio peninsular, alcanzando incluso las zonas
limitrofes de Portugal y Francia (RASVE, 2013). La especie
ovina resultdé ser la mds afectada por este serotipo,
detectandose su circulacion también en otras especies
domésticas y salvajes (Allepuz y cols., 2010; Garcia-
Bocanegray cols., 2011).
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Focos de lengua azul en rumiantes domésticos

VLA-1 via-4 | via.g | Todoslos

serotipos

A E A E|A|E A E
2003 0 0 0| 11 Of O 0 11
2004 0 0]268(322|] 0] O 268 322
2005 0 0| 48| 83| 0] O 48 88
2006 0 0 0 0] o O 0 0
2007 4.436| 7.916 0 0| 0| Of 4.436 7.916
2008 10| 3.008 0 0] 16| 30 26 3.038
2009 0 423 0 0] 6| 6 6 429
2010 2 79 8 8] 1| 1 11 88
2011 0 8 2 21 0] O 2 10
2012 0 4 3 31 0] O 3 7
TOTAL 4,448 | 11.438 329|434 23| 37| 4.800| 11.909

Tabla RB1.- Focos de LA en Andalucia y en el total del territorio
espafiol. (A= Andalucia; E= total de Espaiia)

Se notificaron en total 4.436 de brotes provocados por
el VLA-1 durante el afio 2007 en Andalucia, siendo un total
de 7.916 los registrados en Espafia. Tras la puesta en marcha
del programa de vacunacidn, esta cifra decayé en 2008 hasta
los 10 focos en Andalucia, registrandose un total de 3.008
brotes en todo el territorio nacional, debido a la expansion
de la enfermedad a zonas donde la vacunacién no habia sido
implementada (RASVE, 2013). Hasta la actualidad Ia
circulacion del VLA-1 se ha mantenido activa en la peninsula
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ibérica (RASVE, 2013)

En enero del afio 2008, la presencia de VLA-8 fue
detectada por primera vez en el norte de Espaia (Cantabria),
y en octubre de ese mismo afio se confirmaron los primeros
focos en Andalucia (RASVE, 2013). Un total de 26 brotes
asociados al VLA-8 han sido declarados en esta comunidad
auténoma hasta fecha, confirmandose el ultimo caso en
noviembre de 2010. La mayoria de los casos se dieron en
explotaciones mixtas de ovino y caprino, situadas en las
provincias de Cadiz y Malaga (RASVE, 2013). Las posibles vias
de entrada del VLA-8 en Andalucia, incluyen el transporte de
animales, semen, embriones o vectores infectados
procedentes del norte de Europa. La campafa de vacunacion
frente a VLA-8 se inicié seguidamente a la notificacion de los
primeros brotes en la zona sur de Andalucia, evitandose su
extension a otras zonas (RASVE, 2013).

También, durante el afio 2008, el Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacién (MAGRAMA) di6 por
concluido el programa de vacunacion frente a VLA-4,
considerandose a Espaifa como zona libre de este serotipo
en marzo del aflo 2009. Sin embargo, en noviembre del afio
2010 el virus re-emergid, detectdndose circulacion en
explotaciones bovinas centinelas en el Campo de Gibraltar
(RASVE, 2013). En ese mismo afio, 2010, ceso el programa de
vacunacion frente al VLA-8, detectandose el Ultimo caso de
la enfermedad en noviembre de ese mismo afo.
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Como consecuencia de la situaciéon epidemioldgica
existente en zonas como la provincia de Cadiz, el MARM
emitid una orden para cesar la campafa de vacunacién
obligatoria en julio de 2011 frente a los tres serotipos
circulantes, pasando ésta a ser voluntariamente aplicada por
los ganaderos (BOE, 2011).

En total, 11.909 focos provocados por el VLA han sido
declarados en Espafia, contabilizandose un total de 4.800
sélo en Andalucia (RASVE, 2013). Actualmente, aunque las
diferentes medidas de erradicacion puestas en marcha han
logrado remitir la enfermedad clinica en las especies mas
susceptibles, la circulacion de algunos de estos serotipos
(VLA-1 y VLA-4) se considera activa en Espafa. Los uUltimos
focos de VLA-4 detectados datan de marzo de 2012, siendo
notificada la presencia del VLA-1 por dltima vez en
noviembre de ese mismo ano (RASVE, 2013). En enero de
2013, Espaia se declard libre del VLA-8 (MAGRAMA, 2013).
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Circulacion de serotipos del VLA
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Fig. RB1.- Cronologia de la VLA en Espariia desde el afio 2000

de curso agudo y no contagiosa,

2.2. Enfermedad hemorragica epizoética.

La EHE es una enfermedad infecciosa, generalmente

hemorragias generalizadas y que suele causar una alta
mortalidad en cérvidos y pérdidas de produccién en la
especie bovina, dependiendo del serotipo de virus de la EHE
(VEHE) implicado. Al igual que la LA, la EHE es una
arbovirosis transmitida por mosquitos del género Culicoides
(Savini y cols., 2011). Aunque la enfermedad no fue descrita
hasta 1955 (Shope y cols. 1959), desde 1890 se venian

caracterizada por
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observando elevadas mortalidades de esta especie en
Estados Unidos causados por este proceso.

La EHE es considerada una enfermedad enzodtica en
EEUU donde causa brotes epidémicos en algunas
poblaciones de ciervo de cola blanca (Odocoileus virginianus)
(Stallknetcht y Howerth, 2004). Se han presentado brotes
epidémicos de la enfermedad tanto en cérvidos como en
bévidos en Australia, Japdn sudeste asidtico, Sudafrica y
recientemente en Israel, Tunez y Argelia (Savini y cols.,
2011). En septiembre del afio 2006 se detectd por primera
vez el VEHE-6 en explotaciones bovinas de la zona norte de
Marruecos, pasando posteriormente Argelia (Benazzou,
2006). El virus se ha mantenido circulando hasta el afio 2008,
afio en el que se detectd el Ultimo brote en la cuenca
Mediterranea (Madani y cols., 2011). La presencia del VEHE
en el norte de Africa supone, como ya se ha demostrado
para otros orbivirus, un riesgo evidente de introduccién del
virus en el continente europeo (EFSA, 2009).

2.3. Etiologia de los orbivirus.

El género Orbivirus, perteneciente a la familia
Reoviridae, encuadra a veintidds especies de virus
diferentes, (Attoui y cols., 2011). Dentro de este género
existen diferentes especies transmitidas por vectores que
causan enfermedad en multitud de mamiferos, insectos y
plantas. Todos los miembros identificados que afectan a
animales son transmitidos por artrépodos vectores o tienen
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un insecto como hospedador primario (Verwoerd y cols.,
1972). Entre ellos destacan el VLA, el VEHE, el virus de la
encefalosis equina (VEE) y el virus de la peste equina africana
(VPEA) (Attoui y cols., 2011).

Aunque la mayoria de las investigaciones se han
centrado en el VLA, los estudios realizados sugieren que
todos los orbivirus presentan una organizacién estructural
muy similar. Tienen una morfologia esférica al microscopio
electrénico y con un tamafio comprendido entre los 60 y los
80 nm de didmetro (Verwoerd y cols., 1972; Breard y cols.,
2004).

Estructuralmente, estdn integrados por una capsida
externa de naturaleza proteica (Fig. RB2), constituida por 32
capsomeros dispuestos en simetria clbica icosaédrica; en el
interior de esta cdpsida se localiza el nucleo interno de la
particula virica formado por el genoma virico asociado a
algunas proteinas. El genoma se estructura en 10 segmentos
de acido ribonucleico de doble cadena (ds-RNA) con un
tamafio de alrededor de 19.000 pares de bases. Cada
segmento de ARN codifica al menos para una proteina virica,
incluyendo las proteinas virales (VP) y las proteinas no
estructurales (NS).
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‘ 10 segmentos de ARN

Fig. RB2.-Estructura de un orbivirus segtin Mertens y cols. (2005).

El nucleo estd compuesto por 3 proteinas menores
asociadas al genoma, la VP1, la VP4 y la VP6, asi como dos
proteinas mayores, la VP3 y la VP7 (Verwoerd y cols., 1972;
Huismans y cols., 1987). La cépsida externa que rodea al
nucleo estd constituida por 2 proteinas especificas del virus,
la VP2 y la VP5 que determinan su variabilidad antigénica
(Mertens y cols., 1989).

Las proteinas no estructurales se localizan en la
superficie del virus y se reconocen la NS1, la NS2, la NS3 y la
recientemente descubierta NS4 (Mertens y cols., 1984; Roy y
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cols., 1990; Gorman, 1992; Ratinier y cols., 2011).

Mediante seroneutralizacidon virica (SNV) y técnicas
moleculares basadas a la proteina VP2, se han podido
identificar hasta veintiséis serotipos diferentes del VLA y
ocho del VEHE (Parsonson y Snowdon, 1985; Roy, 1992;
Mertens y cols., 2005; Attoui y cols., 2011).

Se ha demostrado que la mayor parte de los epitopos
involucrados en la SNV se encuentran en la VP2, que estd
codificada por el segmento 2 (SEG-2) del genoma virico, por
lo tanto la cadena nucleotidica de este segmento es la que
determina en gran medida el serotipo del virus, mostrando
éste mayor variabilidad genética (y por tanto antigénica) que
otros segmentos (Mertens y cols., 1989).

Pero, aunque existen similitudes filogenéticas basadas
en analisis del SEG-2 entre algunos serotipos (Fig. RB3), la
influencia que la proteina VP5 ejerce sobre la proteina VP2
puede alterar la conformacién morfoldgica originaria de esta
proteina afectando decisivamente a la estructura antigénica
del virus (Maan y cols., 2007).

Asi pues, dada la elevada variabilidad genética de la
VP2 y la presencia de otras proteinas que interfieren en la
conformacion de esta proteina antigénica, cada uno de los
serotipos se comportan antigénicamente como virus
diferentes, existiendo escasa inmunidad cruzada entre ellos
(Erasmus, 1990).
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Fig. RB3.- Clasificacion filogenética de los orbivirus. Orbivac.eu.

No obstante, la aparicion de reacciones cruzadas
mediante el uso de técnicas serolégicas o moleculares
también han sido descritas y se producen entre serotipos del
mismo virus, pero también entre diferentes especies viricas,
como se ha descrito entre el VLA y VEHE (Agliero y cols.,
2008b; Rodriguez-Sanchez y cols., 2010).

Los orbivirus presentan una elevada estabilidad entre
los 4 y los 202C. Las temperaturas de congelacidon superiores
a -709C, permiten la conservacién de las estructuras virales
pero no la viabilidad del agente. Son virus poco viables en
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medios acidos, manteniéndose estables Unicamente a un pH
entre 6,5 y 8. Son poco resistentes a los inactivantes fisicos
como las radiaciones ultravioletas y los rayos gamma. Son
muy sensibles a las soluciones que contienen acidos, alcalis,
hipoclorito sédico y yoddforos, aunque resisten bien los
solventes lipidos (Erasmus, 1990).

2.4. Epidemiologia.

Generalmente, se considera que la distribucion de
las arbovirosis esta asociada a la dispersién de sus vectores
competentes y a la presencia de hospedadores susceptibles
gue conjuntamente posibilitan el mantenimiento Ia
enfermedad (Erasmus y Potgieter, 2009). Hasta finales del
pasado siglo XX, ambas enfermedades se encontraban
delimitadas entre el paralelo 35 del hemisferio sury el 40 del
hemisferio norte, afectando a diferentes zonas distribuidas
por el continente africano, Asia meridional y dreas
templadas del continente americano, con incursiones
puntuales en la zona del Mediterraneo (Roy, 1992; Purse y
cols., 2005). Sin embargo, la distribucion de estas
enfermedades ha alcanzado en los Ultimos afos zonas
tradicionalmente mas frias, hecho que ha sido asociado al
aumento global de las temperaturas que ha provocado la
adaptacion de los vectores a nuevas localizaciones (Purse y
cols., 2005; Hoffmannn y cols., 2008a; Rassmussen y cols.,
2010). En la actualidad, el rango latitudinal de la LA se ha
redefinido entre los 342S y los 532N (MAGRAMA, 2013).
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El género Culicoides, perteneciente a Ila familia
Ceratopogonidae cuenta con una gran cantidad de subgéneros y
especies diferentes, muchas de ellas implicadas en la transmisién
de diversas enfermedades viricas y parasitarias (Meiswinkel,
y cols., 2008).

Los culicoides, también conocidos en el continente
americano como beatillas, tienen un tamafio que oscila
entre 1-3 mm, con una morfologia mds o menos
redondeada. Poseen un aparato picador de tipo cortador-
chupador que tiene una longitud similar a la de la cabeza. Las
patas son cortas y las dos alas de aspecto manchado (Vega y
cols., 2005).

Los culicoides son artropodos holometdbolos,
presentando un ciclo de metamorfosis complejo. Las
hembras ponen huevos alargados, que presentan una
longitud entre 200-500 um; tras un periodo comprendido
entre 2-8 dias nacen las larvas que presentan una morfologia
vermiforme y que realizan un total de tres mudas en tres
semanas, que acaban con su transformacién en pupas.
Finalmente la pupa se transforma en la forma adulta tras un
periodo de entre 3-10 dias. El mosquito en su forma adulta
puede sobrevivir entre 40-60 dias con condiciones climaticas
favorables (Mullens y Hoolbrook, 1991).

El ciclo biolégico de los culicoides puede presentar una
duracion de 15 dias, con temperaturas comprendidas entre
289C y 352C. Con temperaturas inferiores a 152C se reduce el
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metabolismo y las larvas suelen ser viables alrededor de 9
meses, lo cual en muchas ocasiones les permite sobrevivir a
la época invernal. Temperaturas por debajo de 02C o
superiores a 402C, hacen que mueran en cualquiera de las
fases (Mellor y cols., 2000).

Las larvas suelen establecerse en lugares himedos
como las riberas de los rios o arroyos, zonas de humedales,
charcas o construcciones artificiales que presenten
condiciones de elevada humedad, ricas en materia orgdnica
como los establos y zonas de confinamiento del ganado. Los
adultos se mueven en las horas nocturnas y crepusculares
siendo especialmente activos durante el verano y el otofio
(Vegay cols., 2005).

Machos y hembras se alimentan de sustancias
azucaradas, como néctar de flores o savia de plantas, incluso
pueden parasitar a los pulgones y a otros insectos. En estas
especies, las hembras necesitan ademas ingerir sangre de
vertebrados (mamiferos y/o aves) para alcanzar la
maduracién y el desarrollo de los huevos. Las larvas se
alimentan de materia orgdnica (Lucientes y cols., 2005).

Para que las hembras fértiles desarrollen los huevos
deben alimentarse de sangre, generalmente de mamifero,
donde suelen buscar zonas de piel poco gruesa (orejas,
abdomen, axilas, regién inguinal o extremidades), ingiriendo
un volumen de sangre aproximado de 10® ml en cada
picadura. El periodo de tiempo entre una toma de sangre y
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otra oscila entre los 4 6 5 dias dependiendo de Ia
temperatura ambiente (Mellor y cols., 2000; Lucientes vy
cols., 2005).

Si el culicoides ingiere sangre de un animal infectado
con un orbivirus, éste alcanza primeramente el intestino del
artrépodo pero, debido al medio hostil existente en la luz
intestinal, los titulos virales descienden durante unos dos
dias; es la conocida como fase de eclipse. Posteriormente se
produce una primera amplificacion, en la que se infecta el
mesenterio y la pared del intestino (Mellor y cols., 2000).

Mds adelante, en una segunda amplificacion, los
titulos  virales en el vector se incrementan
considerablemente, quedandose en una fase de meseta que
se mantiene durante toda la vida del artrépodo (Mellor y
cols., 2000). En esta segunda fase, se infectan el resto de
drganos susceptibles, entre ellos el tejido de las glandulas
salivares, donde el virus se multiplica activamente para
finalmente ser liberado con la saliva (Mellor y cols., 2000).
Algunos autores sugieren que la replicacion virica en los
drganos reproductivos del insecto puede originar un ciclo de
transmisién transovarica (Darpel y cols., 2009).

La transmision al hospedador vertebrado puede
resultar efectiva a los 10-14 dpi, en condiciones de
temperatura adecuada [=252C] (Chandler y cols., 1985). Una
vez alcanza este periodo, la picadura de un solo insecto es
suficiente para infectar a una oveja susceptible (Mellor y
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cols., 2000).

Existen numerosas especies del género Culicoides que
han sido identificadas como transmisoras de los orbivirus.
Precisamente, para considerar como transmisor efectivo a
un vector es preciso que cumpla una serie de premisas como
es que esté presente en la zona del brote, que sea
susceptible a la infeccién por un determinado virus vy
también la capacidad de transmisidn de éste; sin embargo,
existen otros condicionantes que también influyen
determinantemente, como la abundancia del vector en la
zona o los habitos de este (Mellor y cols., 2008).

En Espafia se han descrito mas de 81 especies (tabla
RB2) diferentes del género Culicoides (Ortega y cols., 1998;
Ortega y cols., 1999; Pérez y cols., 2012; Gonzélez y cols.,
2013). La zona donde generalmente se han descrito mayores
densidades de culicoides ha sido el suroeste de la Peninsula
Ibérica, siendo precisamente aqui donde el VLA ha circulado
tradicionalmente (Mellor y cols., 2008, Acevedo y cols.,
2010).
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Oecacta

alazanicus

begueti

brunnicans

Silvaticulicoides

pallidicornis

picturatus

subfasciipennis

cataneii

clastrieri

comosioculatus

derisor

duddingstoni

synhelea

accraensis

coluzzi

COrsicus

sahariensis

Vermenensis

dzhafarowvi

festivipennis

Wirthomyia

minutissimus

segnis

furcillatus

gejgelensis

gris eidorsum

haranti

heliophilus

Indefinido

bahrainensis

indistinctus

marcleti

odiatus

paoilae

heteroclitus

Subgénero Especies Subgénero Especies

C. chiopterus C. jumineri

C. dewulfi C. kibunensis
Avaritia C. imicola C. kurensis

C. montanus C. longipennis

C. obsoletus C. malevillei

C. scoficus C. maritimus

. C. brevifrontis C. paradisionensis

Beltranmyia - - — -

C. circumscriptus C. pictipennis

C. almeidae C. poperinghensis

C. deltus C. pseudoheliophilus

C. fagineus Oecacta C. pseudopallidus

C. flavipulicaris C. sanfonicus
Culicoides C. impunciatus C. semimacuwlatus

C. lupicaris C. shaklowensis

C. newsteadi C. simulator

C. pulicaris C. submaritimus

C. punctatus C. fruncorum

C. subfagineus C. univitatius

C. helveticus C. vexans

C. nubeculosus C. vidourlensis
Monoculicoides <. parroti C. saevus

C. puncticollis Pontoculicoides | C. sejfadinei

C. riethi C. tauricus

C. stigma C. achrayi
Género dudoso |C. analis C. fascipennis

C. C.

C. C.

C. C.

C. C.

C. C.

[ C.

C. C.

C. C.

C. C.

[ [

C. C.

C. C.

C. C.

C. C.

C. C.

C.

Tabla RB2. Especies del género Culicoides detectados en Espafa

hasta 2012, segun Alarcon-Elbal y Lucientes, (2012).
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La especie Culicoides imicola es considerada como la
principal implicada en la transmisidn en los diferentes brotes
de orbivirus acontecidos en la cuenca mediterranea y en
otras localizaciones préximas del continente asiatico vy
africano (Ortega vy cols., 1998; Mellor y cols., 2004, Savini y
cols., 2011; Pérez y cols., 2012). Diferentes estudios han
evidenciado que la re-emergencia de la LA en los paises del
sur de Europa presenta a menudo un origen comun en la
entrada de C. imicola infectados procedentes del norte de
Africa (Alba y cols., 2004; Hermoso, 2005; Purse y cols.,
2005; Calvete y cols., 2008).

Los estudios experimentales de infeccion con VLA
realizados para C. imicola demuestran la competencia de
esta especie para replicar y transmitir el virus a
hospedadores susceptibles (Mellor, 2004; Venter y cols.,
2011; Del Rio y cols., 2012). C. imicola se ha mostrado
igualmente, como un vector potencial en la transmisién del
VEHE (Aradaib y cols., 1999; Paweska y cols., 2005). Aunque
su transmisidon en condiciones de laboratorio no ha sido
demostrada, la abundante presencia de C. imicola en zonas
donde el VEHE se encontraba circulando, como el norte de
Africa u Oriente medio, sugieren la implicacién de esta
especie en la epidemiologia de la enfermedad (Kedimi vy
cols., 2010; Madani y cols., 2011).

Sin embargo, la escasa presencia y abundancia de C.
imicola en los en los paises del norte de Europa, indican que
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existen otras especies que determinan el ciclo
epidemioldgico del VLA en estas localizaciones (Caracappa y
cols., 2003; Torina y cols., 2004). Generalmente los recientes
brotes acontecidos en las zonas mds septentrionales del
continente europeo se han asociado a las especies del
Complejo obsoletus, particularmente C. obsoletus, C.
chiopterus, C. dewulfii y C. scoticus (Lehmann y cols., 2012).
La presencia de estas especies ha sido descrita también en
algunas zonas del Mediterraneo, entre las que se incluye
Andalucia, aunque con menores densidades (Pérez y cols.,
2012). En el norte de Espafia las especies del Complejo
obsoletus se encuentran ampliamente difundidas y
presentan elevadas densidades, predominando en estas
zonas sobre C. imicola (Calvete y cols., 2008, Acevedo y cols.,
2010).

La capacidad para transmitir el VLA por parte de las
especies pertenecientes al Complejo obsoletus ha sido
puesta de manifiesto por varios autores (Carpenter y cols.,
2006; Baldet y cols., 2008; Stephan y cols., 2009). Por el
contrario, en el caso del VEHE, la susceptibilidad a la
infeccion en estas especies auin no ha sido evidenciada
(Saviniy cols., 2011).

Las especies del Complejo pulicaris (C. pulicaris, C.
punctatus, C. newsteadi, C. lupicaris, C. halophilusy C.
impunctatus), también han sido descritas en numerosas
localizaciones del continente europeo extendiéndose desde



Epidemiologia de la LA y EHE en Andalucia

las zonas orientales del mediterrdneo hasta las
noroccidentales de Europa (Gofreddo y cols., 2004; De
Deken y cols., 2008). En Espafa estas especies han sido
frecuentemente detectadas en el norte peninsular y, de
manera mas esporadica, en el sur de la Peninsula Ibérica,
generalmente con escasa abundancia (Pérez y cols., 2012;
Romoédn y cols., 2012).

Otras especies del género Culicoides como: C.
nubeculosus, C. circumcriptus o C. festivipennis, se han
presentado frecuentemente en diversas localizaciones del
continente europeo, entre las que se encuentra Espafia, sin
embargo su implicacion en la epidemiologia de Ia
enfermedad no es aun bien conocida (Meiswinkel y cols.,
2007; Dijkstra y cols., 2008; Pérez y cols., 2012, Gonzalez y
cols., 2013).

En el continente africano y oriente medio C. schultzei
y por supuesto C. imicola, son las especies con una mayor
distribucién e implicacién en la transmision del VLA y VEHE.
En otras localizaciones del mundo, como en Norteamérica,
los vectores implicados en la transmision del VLA y de la
VEHE son fundamentalmente C. sonorensis, C. varipennis y C.
insignis; este ultimo también asociado a la dispersién de
estas enfermedades en el centro y sur de América (Tanya y
cols., 1992; Mecham y Nunamaker, 1994; Purse y cols, 2005;
Savini y cols., 2011). En Asia, los principales vectores son C.
imicola, presente en zonas occidentales de este continente,
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existiendo otras especies como C. yanase en la zona de
Japén, o C. brevitarsis relacionada con la transmision del
ambos virus en el sureste asiatico y Oceania (St George y
cols, 1983; Wirth y Hubert, 1989).

Desde las primeras descripciones de ambos virus,
estos han estado ligados a la presencia de especies del
genero Culicoides, sin embargo la infeccidn y capacidad de
transmisién de otras especies de artropodos ha sido descrita
en el VLA en condiciones experimentales. Entre estas
especies podemos tener en cuenta las garrapatas duras de la
familia Argasidae, las garrapatas blandas de la familia
Ixodidae (Bowknegt y cols., 2010), asi como otros géneros de
garrapatas blandas norteamericanas como Ornithodoros
coriaceus (Stott y cols., 1985). También las moscas de la
familia Hippoboscidae, como Malophagus ovinus, que
parasita frecuentemente al ganado ovino, podrian estar
implicadas en la transmision de los orbivirus (Luedke y cols.,
1965). No obstante, aunque estos virus pueden replicarse en
los tejidos de diferentes artrépodos distintos de Culicoides,
la capacidad de amplificacidn de elevados titulos virales aln
no ha sido demostrada por lo que su papel en la transmision
como vectores competentes para los orbivirus es muy
probablemente residual (Bowknegt y cols., 2010).

En general, se considera a los rumiantes (domésticos y
salvajes) como los hospedadores definitivos de la LA y de la
EHE. El VLA puede afectar también a otras especies como
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camélidos o carnivoros, susceptibles de padecer infeccion e
incluso enfermedad clinica (OIE, 2009).

La LA ha estado asociada al ganado ovino desde su
primera descripcién a finales del Siglo XIX en Sudafrica. La
enfermedad presenté una clinica mas evidente en ovinos de
lana fina préoximos al tronco merino, que coincide con el tipo
de ganado existente en el suroeste de la Peninsula Ibérica
(Lopez y Sanchez-Botija, 1958; Koumbati y cols., 1999). La
virulencia de la LA estd directamente relacionada con el
serotipo y las especies implicadas, lo que implica una gran
divergencia entre los indicadores epidemiolégicos existentes
en la bibliografia.

El VLA-4 provoca una baja morbilidad (1,88 por
ciento), como se constatd durante el brote ocurrido en el
afio 2003 en las Islas Baleares, la mortalidad encontrada fue
media, alcanzando en 9,65 por ciento. Sin embargo los
porcentajes de letalidad si se presentan como elevados
oscilando entre el 32,3 y el 72,7 por ciento (Siquier Vigrds,
2005).

Allepuz y cols. (2010) determinaron una morbilidad en
Andalucia en ganado caprino y bovino infectados por el VLA-
1 inferior al 2 por ciento, oscilando entre el 6 y el 15 por
ciento en ganado ovino. En el brote descrito en el Pais Vasco
por Garcia-Lastra y cols. (2012) las tasas de morbilidad son
mas elevadas en el ganado caprino (6%) seguido del bovinoy
el ovino (2%).
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Existen variaciones en cuanto a las tasas de mortalidad
en ovino, siendo por lo general inferiores al 5 por ciento. En
este sentido, las tasas de letalidad encontradas en ovino son
usualmente elevadas, oscilando entre el 30 y el 70 por ciento
(McKercher y cols., 1953; Allepuz y cols., 2010; Garcia-Lastra
y cols., 2012). En el caso del ganado caprino las tasas de
mortalidad expuestas son del 2 por ciento, situdndose la
letalidad en un 45 por ciento. En el caso del ganado bovino,
no se describieron casos de mortalidad en Andalucia (Allepuz
y cols., 2010). En el brote del Pais Vasco las tasas de
mortalidad en ganado caprino y bovino se situaron en torno
al 3 por ciento y al 0,5 por ciento, respectivamente (Garcia-
Lastray cols., 2012)

Durante el brote del ailo 2007 provocado por VLA-1 en
Andalucia las explotaciones de ovino resultaron las mads
afectadas representando el 71,3 por ciento del total de los
brotes clinicos, seguida de las explotaciones mixtas con un
25,8 por ciento. Las granjas de caprino y de bovino
representaron un porcentaje del 2,6 y el 0,2 por ciento
respectivamente (Arenas y cols., 2008; Allepuz y cols., 2010).

La morbilidad hallada en Espafia en el centinelaje de
las zonas afectadas por VLA-8 resulté del 2 por ciento, no
observandose mortalidad en los animales positivos (RASVE,
2010). Sin embargo, los datos existentes para este serotipo
en el norte de Europa ofrecen letalidades cercanas al 30 por
ciento en ovejas y del 5 por ciento en la especie bovina
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(Szmaragd y cols., 2007).

Aunque existe abundante informacion referida al
papel que desempefian las diferentes especies de rumiantes
domeésticos en la epidemiologia de la LA, la informacion
relacionada con los ungulados silvestres sigue siendo
limitada, principalmente en Europa. Precisamente, en este
continente han venido circulando diversos serotipos del VLA
en los ultimos afios y por ello hemos encontrado numerosas
referencias de infeccion en diferentes especies de rumiantes
silvestres. El ciervo es la especie mas distribuida en Europa 'y
la que presenta mayores tasas de seroprevalencia frente al
VLA, oscilando entre el 22 por ciento y el 66 por ciento en
paises como Bélgica, Espafa y Francia (Linden y cols., 2008;
Ruiz-Fons y cols., 2008; Garcia y cols., 2009; Rossi y cols.,
2009; Linden y cols., 2010; Corbiere y cols., 2012; Rossi y
cols., 2013).

La presencia de ARN del VLA ha sido detectada en
ciervos del sur de Espafia (Ruiz-Fons y cols., 2010; Garcia-
Bocanegra y cols., 2011; Falconi y cols., 2012) y en Francia
(Corbiere y cols., 2012).

Las poblaciones de gamo también han mostrado
evidencia serolégica frente al virus, con porcentajes de
seropositividad que oscilan entre el 0,5 por ciento reportado
en lItalia y el 35 por ciento descrito en Espana (De Curtis y
cols., 2007; Ruiz-Fons y cols., 2008; Garcia y cols., 2009). Por
su parte, en el corzo también se ha informado la circulacion
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del VLA en Bélgica, Francia y Espafia, mostrandose en todos
los casos seroprevalencias inferiores al 5 por ciento, (Ruiz-
Fons y cols., 2008; Boadella y cols., 2010; Linden y cols, 2010;
Rossi y cols., 2013). Para ayudar a conocer la distribucién
espacial del VLA en Europa en estos ultimos afios y las
especies de rumiantes silvestres implicadas, hemos
elaborado la siguiente tabla (RB 3).

La deteccion de anticuerpos en muflén ha sido
exclusivamente confirmada en Espaia, con porcentajes de
positividad entre el 13 y el 33 por ciento (Ruiz-Fons y cols.,
2008; Garcia y cols., 2009). Ademas, en esta especie se han
descrito manifestaciones clinicas y lesiones y se ha
detectado la presencia de ARN del virus (Fernandez-Pacheco
y cols., 2008; Rodriguez-Sanchez y cols., 2010). Por el
contrario, en el estudio de Corbiere y cols. (2012) realizado
en Francia no se encontré seropositividad frente al VLA.

La presencia de anticuerpos y de ARN del VLA también
ha sido detectada en cabra montés. Las seroprevalencias
obtenidas en esta especie oscilaron entre el 4 y el 11 por
ciento (Garcia y cols., 2009; Lorca-Oré y cols., 2011;
Santiago-Moreno y cols., 2011). En Francia, se ha encontrado
un porcentaje del 1,6 por ciento de individuos seropositivos
frente al VLA en ibices alpinos, una especie muy cercana
filogenéticamente a la cabra montés (Rossi y cols., 2009).
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Especie Pais Seropr.e- Afos de Referencia
valencia | muestreo
Arrui Espafia 25,0 | 2005-2007 | Ruiz-Fons y cols., 2008
Espaiia 25,0 | 2006-2007 | Garcia y cols., 2009
Espaiia 4,0 | 2006-2009 | Lorca-ord y cols., 2011
Cabra montés Espafia 5,8 2009 | Santiago y cols., 2010
Espafia 10,8 | 2006-2007 | Garcia y cols., 2009
{bice alpino Francia 1,6 2008 | Rossi y cols., 2009
Bélgica 1,5 2006 | Linden y cols., 2010
Bélgica 34,0 2008 | Linden y cols., 2010
Bélgica 40,4 2007 | Linden y cols., 2008
Bélgica 52,3 2007 | Linden y cols., 2010
Espafia 12,9 | 2005-2010 | Falconi y cols., 2012
Ciervo Espafia 21,9 | 2005-2007 | Ruiz-Fons y cols., 2008
Espafia 66,3 | 2006-2007 | Garcia y cols., 2009
Espafia 57,6 2007 | Rodriguez y cols., 2010
Francia 24,3 2010 | Rossi y cols., 2013
Francia 37,3 2008 | Rossi y cols., 2009
Francia 47,1 2009 | Rossi y cols., 2013
Francia 50,2 | 2008-2010 | Corbiere y cols., 2012
Bélgica 1,7 2008 | Linden y cols., 2010
Bélgica 2,6 2006 | Linden y cols., 2010
Bélgica 2,8 2007 | Linden y cols., 2010
Corzo Espafia 0,0 | 2007-2010 | Boadella y cos., 2010
Espafia 5,1| 2005-2007 | Ruiz-Fons y cols., 2008
Francia 0,0 | 2008-2010 | Corbiere y cols., 2012
Francia 1,2 2008 | Rossi y cols., 2009
Espafia 35,4 | 2005-2007 | Ruiz-Fons y cols., 2008
Gamo Espafia 50,0 | 2006-2007 | Garcia y cols., 2009
Italia 0,5| 2004-2005 | De Curtis y cols., 2005
Espafia 13,2 | 2005-2007 | Ruiz-Fons y cols., 2008
Mufléon Espafia 33,3 | 2006-2007 | Garcia y cols., 2009
Francia 0,0 | 2008-2010 | Corbiere y cols., 2012
Rebeco Francia 1,0 | 2008-2010 | Corbiere y cols., 2012
Francia 1,1 2008 | Rossi y cols., 2009

Tabla RB 3. Seroprevalencias en rumiantes silvestres europeos
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En el arrui, localizados mayoritariamente en el sureste
de Espafia, también se ha confirmado la presencia de
animales seropositivos frente al VLA con prevalencias que
alcanzaron el 25 por ciento (Ruiz-Fons y cols., 2008; Garcia y
cols., 2009). El contacto serolégico y la presencia de ARN del
VLA también ha sido evidenciada en el rebeco (Rupicapra
rupicapra) en Francia, aunque las prevalencias seroldgicas
resultaron muy bajas, cercanas al 1 por ciento (Rossi y cols.,
2009; Corbiere y cols., 2012)

En Norteamérica, existen numerosas especies
susceptibles de sufrir la infeccion y padecer el cuadro clinico.
Particularmente susceptible se muestra ciervo de cola blanca
del que se han detectado seroprevalencias que oscilaron
entre el 5y el 91 por ciento, dependiendo de la localizacién y
el serotipo (Vosdingh y cols., 1968; Murray y Trainer, 1970;
Hoff y cols., 1974; Odiawa y cols., 1985; Johnson y cols.,
1986; Kocan vy cols.,, 1987; Stallknecht y cols., 1991,
Stallknecht y Davidson 1992; Work y cols., 1992; Stallknecht
y cols., 1995; Martinez y cols., 1999). En el ciervo mulo
(Odocoileus hemionus) se han encontrado prevalencias de
entre el 20 y el 30 por ciento en zonas donde previamente se
habia demostrado la circulacidon del VLA en otras especies
domeésticas y salvajes (Couvillion y cols., 1980; Roug y cols.,
2012).

Otros rumiantes norteaméricanos en los que se ha
evidenciadola enfermedad clinica son el bisonte americano



Epidemiologia de la LA y EHE en Andalucia

(Bison bison) (Howerth y cols., 2001; Tessaro y Clavijo, 2001),
el carnero de las rocosas (Ovis canadensis), que presenta una
clinica muy parecida a la de las ovejas (Robinson y cols.,
1967, Singer y cols., 1998), y el berrendo (Antilocapra
americana) (Thorne y cols., 1988).

Aungue la presencia de signos clinicos y lesiones han
sido descritos en estas especies silvestres, es el ciervo de
cola blanca y el berrendo en los que se han descrito
frecuentemente cuadros de mortalidad asociados al virus
(Thorne y cols., 1988; Stallknetch y Howerth, 2004).

En otros continentes, como Africa o el sudeste
asiatico, la enfermedad estd considerada endémica en la
mayoria de paises, no detectdndose elevadas mortalidades
entre la fauna salvaje autéctona (Hamblin y cols., 1990). En
el continente africano son varias las especies en las que se
ha evidenciado la presencia de anticuerpos frente al VLA,
entre ellas destacan antilopes como el blesbock (Damaliscus
pygargus) (Bender y cols., 2003), el alcélafo (Alcelaphus
buselaphus), el fiu azul (Connochae testaurinus), el topi
(Damaliscus korrigum), el antilope de agua (Kobuselli
psiprymnus), el impala (Aepyceros melampus) (Hamblin y
cols., 1990) o la gacela de montafia (Gazella gazella) (Barzilai
y Tadmor, 1972) y también bdvidos como el bufalo cafre
(Syncerus caffer).

En antilopes asiaticos la infeccion se ha descrito en
diversas especies silvestres como el 6rix ardbe (Oryx
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leucoryx) (Frolichy cols., 2005) o la gacela persa (Gazella
subgutturosa  subgutturosa) (Gir y cols.,, 2008).
Curiosamente en Bélgica se detecté presencia de
anticuerpos en vyaks (Bosgrunniens grunniens), especie
originaria de Asia, criados en cautividad (Mauroy y cols.,
2008).

También se ha informado de Ila presencia de
anticuerpos en diferentes especies de herbivoros salvajes no
rumiantes como elefante africano (Loxodonta africana)
(Formenty y cols., 1994), rinoceronte negro (Diceros bicornis)
y rinoceronte blanco (Ceratotherium simum) (Anderson y
Rowe, 1998; Fischer-Tenhagen y cols., 2000).

En camélidos, tanto en salvajes como en domésticos,
también se han encontrado evidencias de la infeccion e
incluso de la enfermedad clinica en llama (Lama glama),
alpaca (Vicugna pacos) o dromedario (Camelus dromedarius)
(Rivera y cols., 1987; Afshar y cols., 1995; Ortega y cols.,
2010; Batten y cols., 2011)

También en carnivoros existen diferentes casos de
infecciones que suelen estar asociadas a consumo de carne
de animales infectados por el VLA. Se han detectado casos
en el licadn (Lycaon pictus), guepardo (Acinonyx jubatus)
(Alexander y cols.,, 1994) vy lince boreal (Lynx Iynx),
produciéndose en este ultimo caso la muerte de los dos
individuos por consumo de un cordero infectado (Jauniaux y
cols, 2008). Infecciones en perro domeéstico causadas por
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vacunas contaminadas también han sido descritas (Akita y
cols., 1994). Otras especies en las que se ha encontrado
presencia de anticuerpos frente al virus son el oso negro
(Ursus americanus) de Florida (EEUU) (Dunbar y cols., 1998)
y el jabali (Sugiyama y cols., 2009), especie muy abundante
en los ecosistemas mediterraneos.

Al igual que el VLA, el VEHE es capaz de infectar a
rumiantes domésticos y salvajes. Desde la primera
descripcién en Norteamérica la enfermedad, se ha asociado
a cérvidos silvestres, principalmente al ciervo de cola blanca
(Stallknecht y Howerth, 2004), pero actualmente la EHE esta
siendo detectada repetidamente en diferentes paises del
norte de Africa donde se han descrito casos en el ganado
bovino (Madaniy cols., 2011).

La especie bovina se ve generalmente afectada por
serotipos concretos como del VEHE-2, agente etioldgico de
la enfermedad de Ibaraki detectado en Japdn en los afios 60
(Omori y cols., 1969). Mds recientemente, en los brotes
mediterraneos provocados por VEHE-6 y VEHE-7, se han
descrito signos clinicos como fiebre, taquicardia y taquipnea,
asi como lesiones en la mucosa oronasal y presencia de
edema en los pdrpados, pero sin describirse mortalidad en
estas explotaciones (Temizel y cols., 2009; Kedimi y cols.,
2010; Madani y cols., 2011).

En caprino y ovino se ha detectado la presencia de
ARN virico y de anticuerpos, lo que confirma la
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susceptibilidad a la infeccidn en estas especies, sin embargo
ni signos clinicos ni lesiones asociadas a la enfermedad han
sido descritas en pequefnos rumiantes (Gibbs and Lawman,
1977; Tomori, 1980; Thompson y cols., 1988; Nol y cols.,
2010; Kedimi y cols., 2011). No ostante, la informacidn
acerca de la susceptibilidad a la infeccién frente al VEHE y el
papel epidemioldgico de muchas especies de rumiantes
domeésticos y salvajes es aun limitada (Kedimi y cols., 2011).

Entre las especies silvestres, la mas afectada es el
ciervo de Virginia en el que las seroprevalencias llegan a ser
muy elevadas, oscilando entre el 3 y el 83 por ciento en
algunas zonas de Norteamérica (Odiawa y cols., 1985;
Johnson y cols., 1986; Stallknecht y cols., 1991; Stallknecht y
Davidson 1992; Martinez y cols., 1999). Sin embargo, es la
susceptibilidad de este cérvido al VEHE la que confiere la
verdadera trascendencia de la enfermedad en poblaciones
salvajes en Norteamérica; asi, se han descrito signos clinicos
muy severos y mortalidades cercanas al 8 por ciento que
provocaron descensos considerables en sus poblaciones
naturales (Beringer y cols., 2000; Gaydos y cols., 2004,
Stallknetcht y Howerth, 2004).

El ciervo mulo se muestra también susceptible a la
infeccion presentando porcentajes de seropositividad
situados entre el 7 y el 30 por ciento, aunque algunos
autores destacan resultados mas elevados (Johnson vy cols.,
1986; Chomel y cols., 1994; Dubay vy cols., 2006; Roug y cols.,
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2012).

El berrendo es otra de las especies sensibles a padecer
la infeccidn por el VEHE, acompafiada casi siempre de signos
clinicos y lesiones que en algunas ocasiones han causado
grandes descensos poblacionales (Thorne y cols., 1988;
Dunbar y cols., 1999; Dubay y cols., 2006).

Por el contrario, otras especies de rumiantes salvajes
como el wapiti (Cervus elaphus canadensis) o el bisonte
americano presentan susceptibilidad a la infeccion, pero no
se ha detectado clinica aparente en estos (Gibs y Lawman,
1977; Gaydos y cols., 2004; Nol y cols., 2010). En este
sentido, algunas infecciones experimentales llevadas a cabo
en especies europeas como el ciervo, el gamo o el corzo,
también han presentado seropositividad sin evidencia clinica
(Gibbs y Lawman, 1977).

El overwintering, que puede traducirse al espafiol
como hibernacién, es un término epidemioldgico
ampliamente aceptado que describe el proceso por el cual
los arbovirus son capaces de sobrevivir a la temporada
invernal, época que resulta menos propicia para la
supervivencia del vector (Reeves, 1974; Sellers y Mellor,
1993). En el caso de los dos agentes estudiados, tanto el VLA
como el VEHE han mostrado esta capacidad de re-emerger
afio tras afio (Takamatsu y cols., 2003; Allison y cols, 2010;
Napp y cols., 2011). Sin embargo, la informacién disponible
sobre las causas que determinan el overwintering en estas
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enfermedades es hasta la fecha muy limitada. Las hipdtesis
mas plausibles se han asociado tradicionalmente al
comportamiento del virus, bien en los vectores o bien en los
hospedadores vertebrados.

Las teorias que apuntan a que la supervivencia del
virus se lleva a cabo en el vector presentan vertientes muy
diferentes. Asi, algunas hipdtesis sugieren que Ia
reemergencia de la LA viene determinada por la entrada, en
las épocas mas calidas, de culicoides infectados desde zonas
de clima tropical o subtropical en las que el vector estd
presente todo el afo (Mellor, 1994). Sin embargo, otra
hipdtesis es que en lugares especialmente propicios como
zonas estercoladas, naves ganaderas o establos, algunos
insectos pueden sobrevivir durante la época invernal (Sellers
y Mellor, 1993; Napp y cols., 2011).

Otra teoria estd fundamentada en la transmisidn
transovdrica, que viene determinada por la replicacién del
virus en el tejido del aparato reproductor de las hembras de
culicoides, transmitiendo ésta infeccion a la descendencia
(White y cols., 2005). Como se ha demostrado que el vector
en estado larvario puede aguantar hasta 9 meses si las
condiciones le son favorables, una vez pasada la estacion fria
y alcanzado el estado adulto, éste podria actuar
transmitiendo la infeccion al hospedador vertebrado. En este
sentido, aunque la infeccion del tejido del aparato
reproductor ha sido definida por algunos autores (Mellor,



Epidemiologia de la LA y EHE en Andalucia

2000), la presencia del virus en la forma larvaria no ha sido
demostrada hasta la fecha (Nunamaker y cols., 1990;
Takamatsu y cols., 2004).

La presencia de otros géneros de artrépodos, que
presenten una mayor actividad en épocas frias y que actien
como vectores biolégicos de estas enfermedades es otra de
las cuestiones que han sido propuestas (Bowknegt y cols.,
2010).

Sin embargo, parece mas aceptado que la
supervivencia del virus a los periodos disgenésicos se realice
en el hospedador vertebrado, donde las hipétesis que lo
sustentan son también muy diversas.

Una de las teorias mds aceptadas para el
overwintering es el establecimiento de un prolongado
periodo de viremia en los rumiantes (Luedke y cols., 1977;
Takamatsu y cols., 2003; Napp y cols., 2011). La maxima
duracidn de la viremia en condiciones experimentales se ha
observado en el ganado bovino, siendo en todo caso menor
a los 100 dias (Sellers y Taylor., 1980). Este periodo de
viremia es generalmente mas corto que la época de escasa o
nula abundancia de culicoides, por lo que la circulacién del
virus se veria muy disminuida.

Algunos autores plantean la transmisién
transplacentaria en los rumiantes como una posible via de
mantenimiento de la circulacion del virus en la época
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invernal (Gibbs y cols., 1979; Santman-Berends y cols., 2010)

Takamatsu y cols. (2004) proponen un modelo basado
en la actuacién combinada del vector y los hospedadores
vertebrados. Este estudio se centra en la posibilidad de que
los linfocitos-T yb6, que in vitro permanecen
persistentemente infectados por el VLA, se vean seriamente
afectados por las proteasas derivadas de la inflamacién tras
la picadura del artrépodo. Estas enzimas, generadas tras la
inflamacién en la piel, destruirian la capsida externa del VLA
liberando particulas subvirales consideradas mucho mas
infecciosas para el vector que el propio virus (Mertens y
cols., 1987; Mertens y cols., 1996; Hemati y cols., 2009), por
lo que al producirse la picadura, estas particulas podrian ser
activadas incluso meses después de la Ultima deteccién de la
viremia.

Otro factor a tener en cuenta podria ser el aumento
del comercio y de las exportaciones que mediante las
diferentes redes de transporte hacen que la enfermedad
emerja o re-emerja en determinadas zonas. En muchas
ocasiones como consecuencia del transporte de animales e
incluso de vectores infectados, como recientemente ha
ocurrido con la enfermedad de Schmallemberg, o la propia
LA (EFSA, 2012). De hecho Napp y cols. (2011), muestran el
incremento del riesgo de vehiculacion de culicoides por
transporte maritimo, terrestre y aéreo que se ha venido
produciendo en los ultimos afios. La presencia del vector en
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productos vegetales (especialmente flores), animales, o en el
mismo vehiculo ha sido también descrita y asociada al
transporte (EFSA, 2012; Napp y cols., 2013).

2.5. Patogénesis.

La patogenia del VLA muestra un patrén muy similar a
las infecciones provocadas por otros orbivirus entre los que
se incluyen el VEHE o el VPEA, presentando todos ellos un
cuadro clinico con disfunciones circulatorias y respiratorias
(Murray y Trainer, 1970; Fletch y Karstad., 1971; Hoff y
Trainer, 1974; Prestwood y cols., 1974; Pini, 1976; Work y
cols., 1992; Russell y cols., 1996; Gédmez-Villamandos y cols.,
1999; Radostits y cols., 2002; Shwartz-Cornil y cols., 2008).
La infeccidon en rumiantes se caracteriza por una viremia mas
o menos prolongada que puede persistir en presencia de un
alto titulo de anticuerpos neutralizantes, aunque los
animales recuperados sean ya inmunes a una nueva
infeccidon por ese mismo serotipo (Schwartz-Cornill y cols.,
2008).

Por tanto, y dado que la accidn patégena del VLA se
encuentra muy bien documentada, tomaremos a este virus
como referencia en la descripcidn del ciclo de los orbivirus
en el hospedador vertebrado (Fletch y, Karstad, 1971;
MclLachlan y cols., 2008).

Cuando el virus es inoculado por el vector, alcanza
los nédulos linfaticos mas cercanos en donde se produce una
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primera replicacidon (Stallknecht y cols., 1997). El virus se
disemina via linfatica (Barratt-Boyes y Mclachlan, 1994) y
sanguinea (Brodie y cols., 1998) asociado a los eritrocitos
(Sellers, 1981; Breard y cols., 2004) y alcanza otros tejidos,
produciéndose en estos una segunda replicacion. El pulmén
es considerado como el érgano diana en rumiantes, aunque
el virus se replica frecuentemente en el endotelio vascular,
endotelio y fagocitos mononucleares del bazo y en otros
nddulos linfaticos alejados del lugar de la inoculacién (Pini,
1976; Meyrick, 1989; Barratt-Boyes y Mclachlan, 1994;
McLaughlin y cols., 2003). La presencia del virus también ha
sido detectada en otros érganos como en lengua, higado,
rifién o placenta, asi como en fluidos como la orina, semen o
liquido pleural (Vosdingh y cols., 1968; Sanchez-Corddn vy
cols., 2010)

El dafio a nivel del endotelio vascular supone para el
animal afectado el efecto patogénico mds importante ya que
cursa con hemorragias, infarto tisular, coagulopatias con
cuadros de coagulacién intravascular diseminada y edema
generalizado. La destrucciéon en las células del endotelio
parece ser la causante de estos desérdenes a nivel vascular
en la fase aguda de la enfermedad (Russell y cols., 1996;
Drew y cols., 2010). Aunque las lesiones vasculares son las
causantes de los signos clinicos de la enfermedad (Russell y
cols., 1996; Mclachlan, 2011), el mecanismo patogénico
intrinseco es la induccion de apoptosis y/o necrosis en
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células endoteliales microvasculares, monocitos y linfocitos T
activados (Mortola y cols., 2004).

Existen estudios que senalan diversas causas acerca
de la mayor virulencia del VLA en la especie ovina respecto al
resto de especies de rumiantes. Russell y cols. (1996),
sefialan que esta mayor sensibilidad puede deberse a la
mayor cantidad de receptores en las células endoteliales de
ovino, o la mayor afinidad de estos hacia el virus. Estos
autores apuntan también que en la infeccidn de las células
endoteliales en ovinos, la produccién de virus y la extension
resulta mayor que en la especie bovina.

Otro dato a tener en cuenta es que en la infeccidn con
VLA en rumiantes se produce un aumento plasmdtico de
prostaciclina 'y tromboxano. La prostaciclina (o
prostaglandina I,) tiene un gran efecto vasodilatador e
inhibidor de la agregacién plaquetaria, mientras que el
tromboxano es un potente factor de coagulacion. En bovino,
la proporcion prostaciclina/tromboxano es muy superior a 1
lo que, segin De Maula (2002), podria explicar la menor
sensibilidad de esta especie a la enfermedad debido a su
menor propensién a dafios vasculares y trombdgenos.

La respuesta inmune humoral se basa en la
produccidn de anticuerpos neutralizantes especificos frente
a las proteinas de la capsida externa (Mertens y cols., 1989;
Roy y cols., 1990; Lobato y cols., 1997).
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La conformacién antigénica de la proteina VP2 es la
principal responsable de la existencia de distintos serotipos
en los orbivirus; por esta razon, los anticuerpos
neutralizantes generados por el hospedador sélo lo protegen
frente al serotipo homélogo. En algunas ocasiones, si dos
serotipos presentan una conformacién antigénica parecida
de la proteina VP2, se puede establecer una proteccion
cruzada (Jeggo y cols., 1983; Maan y cols., 2007).

Existen otras poblaciones de anticuerpos no
neutralizantes que reaccionan frente a la proteina VP7,
situada en la parte interna de la capsida. Esta proteina
presenta baja variabilidad por lo que se utiliza
frecuentemente para realizar el reconocimiento entre las
diferentes especies de orbivirus, pero no para la
diferenciacién del serotipo (Collen y cols., 1992; Gandhale y
cols., 2011).

En los estudios experimentales realizados en ovino, los
principales antigenos inductores de la respuesta celular por
parte de los linfocitos T CD8+, fueron las proteinas no
estructurales, fundamentalmente la NS-1, y en menor
medida las proteinas estructurales VP3, VP7, VP5 y VP2,
(Andrew y cols., 1995; Jones y cols., 1996; Janardhana y cols.,
1999; Schwartz-Cornil y cols., 2008).

Como vya hemos sefialado, los principales
determinantes especificos de serotipo se encuentran en la
proteina VP2 y algunos en la VP5, mientras que los



Epidemiologia de la LA y EHE en Andalucia

determinantes que fijan la especie virica se encuentran
dentro de las proteinas estructurales principales,
fundamentalmente la VP7 (Takamatsu y cols., 2003). El
reconocimiento de las proteinas previamente expuestas por
los linfocitos T CD4 hace que, tras la emisién de citoquinas,
acudan los linfocitos B encargados de la produccion de
anticuerpos especificos frente a esos antigenos (Wade-Evans
y cols., 1996). No obstante, la VP7 es inmunodominante para
la produccién de anticuerpos pero estos no son
neutralizantes, por lo que no protegen frente a la infeccidon
(Colleny cols., 1992).

2.6. Clinica y lesiones.

La variedad de formas clinicas provocadas por el VLA
y el VEHE en los rumiantes es amplia y se producen desde
infecciones subclinicas e incluso asintomaticas, hasta
enfermedad de curso agudo que puede desembocar en la
muerte del animal (OIE, 2009). Ambas enfermedades cursan
con un cuadro clinico similar derivado de la accion patégena
de ambos virus en sus hospedadores vertebrados.

2.6.1. Clinica y lesiones de la lengua azul.

Las infecciones experimentales realizadas en
rumiantes domésticos demuestran que en los animales
afectados, tras un periodo de incubacién generalmente
inferior a 7 dias, la temperatura corporal alcanza 41°9C,
manteniéndose durante 5 6 6 dias. A las 48 horas del
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comienzo de la fiebre, se manifiestan otros signos como
descarga nasal mucopurulenta en ocasiones acompafiada de
sangre, salivacién de aspecto espumoso y enrojecimiento de
las mucosas nasal y oral. Desde las primeras horas post-
infeccion los animales suelen presentar apatia, depresiéon e
inapetencia (Schwartz-Cornil y cols., 2008; Dal Pozzo y cols.,
2009; Hamers y cols., 2009;).

La lengua puede presentar una coloracion ciandtica,
sigho que da nombre a la enfermedad, pero no suele ser un
signo frecuente en la infeccién natural. Es corriente observar
gingivitis y glositis, asi como queilitis acompafada a veces de
fasciculaciones (Radostits y cols., 2012). Son muy comunes
las Ulceras necréticas en las zonas laterales de la lengua, asi
como hiperemia y ulceraciones en las comisuras labiales y
alrededor del ano y vulva (Hambiln y cols., 1998; Schwartz-
Cornil y cols., 2008). La aparicién de edema submandibular,
cefdlico, toracico y abdominal también se presenta de
manera habitual. El edema a nivel toracico puede provocar
dificultades respiratorias.

La respiracién, tiende a ser estertdrica, presentando
una marcada taquipnea en la que se pueden rebasar las 100
respiraciones por minuto, derivadas de la efusién pleural y
pericardica. La diarrea y la disenteria también se producen
con frecuencia. Del mismo modo, la dificultad y lentitud en
el desplazamiento debido a las alteraciones del rodete
coronario que provocan cojeras, son también generalmente
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apreciables (Hambiln y cols., 1998; Radostits y cols., 2002;
Allepuz y cols., 2010; Schwartz-Cornil y cols., 2008).

La presencia de abortos, nacidos muertos o débiles, e
incluso malformaciones en los recién nacidos, también se
han descrito en hembras gestantes infectadas por el VLA
(Nusinovici y cols., 2012).

En los brotes descritos en Andalucia (Allepuz y cols.,
2010) en ovino, los principales signos incluyeron descarga
nasal, edema facial, fiebre, cansancio, apatia, disnea vy
cojeras (Fig. RB3).

Las infecciones experimentales realizadas en ciervo y
cabra montés con algunos de los serotipos circulantes en
Espafia, VLA-1 y VLA-8, han demostrado la ausencia de
signos clinicos o lesiones en estas especies (Lopez-Olvera y
cols., 2010; Lorca-0rd, 2012a; Lorca-0rd, 2012b). Excepto en
muflén (Fernandez-Pacheco y cols., 2008), no existen
evidencias de clinica de la enfermedad en estudios de campo
realizados en estas y otras especies de ungulados silvestres
en Espafia (Ruiz-Fons y cols., 2008; Garcia y cols., 2009;
Rodriguez-Sanchez y cols., 2010).
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Figura RB3.- Frecuencia de signos clinicos y lesiones en el brote
de VLA-1 en Andalucia segun Allepuz y cols., 2010

Sin embargo, estudios llevados a cabo en ciervo de
cola blanca infectados natural o experimentalmente
demuestran que la infeccidn por los serotipos VLA-1, VLA-8 y
VLA-17 suelen provocar enfermedad aparente y casos de
mortalidad. Los signos clinicos mds frecuentes incluyeron
una acusada depresién, debilidad, fiebre, anorexia y pérdida
de peso, aunque también se ha descrito ptialismo, secrecién
nasal mucopurulenta, diarrea sanguinolenta o una grave
disnea. La isoleucopenia y neutropenia son los principales
cambios hematolégicos observados en esta especie
(Vosdingh y cols., 1968; Hoff y cols., 1974; Prestwood y cols.,
1974).

El cadaver suele estar ciandtico, aunque en buen
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estado de carnes, siendo evidentes todas las lesiones que
aparecian en el animal vivo, como la congestidn y ulceras en
todas las mucosas (boca, nariz, ano, vulva...) (Hambiln y cols.,
1998; Schwartz-Cornil y cols., 2008; Radostits y cols., 2012).

La necrosis del musculo esquelético y cardiaco resulta
muy habitual, pero la hemorragia en la base de la arteria
pulmonar es una lesién patognomodnica de la LA que permite
orientar de una manera muy precisa el diagndstico
(Radostits y cols., 2002). Las dermatitis en las zonas
interdigitales resultan también frecuentes, asi como Ia
inflamacién del rodete coronario y laminitis.

El muflén presenta un cuadro con lesiones similares a
las de la oveja doméstica. En el sur de Espafia se han
diagnosticado casos del VLA-1 en muflones, que cursaron
con inflamacién de las membranas mucosas, congestion,
hinchazén y hemorragias a nivel vascular (Fernandez-
Pacheco y cols., 2008). En esta misma zona, dos muflones
encontrados muertos, positivos a VLA-4, presentaron
diferentes lesiones incluyendo edema alveolar, hemorragia
difusa en el miocardio, arteria pulmonar y musculo estriado
de la lengua, asi como congestién y hemorragias hepaticas
(Rodriguez-Sanchez y cols., 2010).

Las lesiones descritas en ciervos de cola blanca estan
relacionadas con las alteraciones cardiovasculares, como
hemorragias generalizadas que se manifiestan con la
aparicién de petequias multifocales en la piel y mucosas. Se
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pueden producir también sufusiones hemorragicas en la
musculatura esquelética y cardiaca, afectando a los
musculos papilares del ventriculo izquierdo, base de la aorta
y de la arteria pulmonar, también a nivel pericardico y
subpericardico, en traquea y en el tracto digestivo (Vosdingh
y cols., 1968; Hoff y cols., 1974; Prestwood y cols., 1974;
Howerth y Tailer, 1988; Quist y cols., 1997; Howerth y cols.,
2001). En rumen vy abomaso se pueden observar
ulceraciones y desprendimiento de la  mucosa,
produciéndose enteritis y gastritis.

Son frecuentes también la laminitis, la ulceracién y
costras en las fosas nasales y mucosa oral, afectando a la
almohadilla dental, las encias, el paladar y la lengua
(Prestwood y cols., 1974; Howerth y cols., 2001). Los
edemas, que en general se distribuyen por las zonas declives
del cuerpo, como la zona submandibular y cefdlica y las
partes ventrales del térax y el abdomen. También se ha
descrito la inflamacion de la lengua (Hoff y cols., 1974;
Prestwood y cols., 1974).

En ciervo mulo infectado experimentalmente, la
enfermedad cursa con signos leves pudiendo presentarse
una ligera hipertermia (Work y cols., 1992).

En el berrendo norteamericano son frecuentes las
hemorragias en pulmones y arteria pulmonar, asi como en
tracto digestivo, edemas en trdquea, pulmén, en zonas
ventrales y lesiones en las patas. También se han descrito
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necrosis fibrinosa arterial, deplecién linfoide en el bazo y
necrosis neuronal (Thorne y cols., 1988).

2.6.2. Clinica y lesiones de la enfermedad
hemorragica epizoética.

Los signos clinicos de la enfermedad hemorragica
epizodtica han sido ampliamente descritos en ciervo de cola
blanca y ganado bovino, pero en menor medida en otras
especies de rumiantes domésticos o silvestres. Segun Savini
y cols. (2011) la clinica descrita en el ciervo de cola blanca
incluyen al menos tres formas de presentacién: sobreaguda,
aguda vy crénica.

En la forma sobreaguda los animales mueren
rapidamente, entre las 8 y las 36 horas, con escasos signos
clinicos, mientras que en la forma aguda los ciervos suelen
morir unos dias después de presentarse los primeros signos
(Nol y cols., 2010; Ruder y cols., 2012); en ambos casos la
mortalidad suele ser muy alta. La forma crénica, por su
parte, puede extenderse durante varias semanas con tasas
de supervivencia frecuentemente mas elevadas (Savini y
cols., 2011).

Las formas aguda y sobreaguda, cursan con signos
muy similares, presentando anorexia, debilidad, dificultad
respiratoria, edema cefalico y cervical, fiebre alta, salivacion
excesiva y descarga nasal (Nol y cols., 2010; Ruder y cols.,
2012). La inflamacion de la lengua y la conjuntiva también
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puede presentarse frecuentemente, asi como la didtesis
hemorragica y la diarrea sanguinolenta. La hematuria y la
deshidratacién son usuales en los ultimos estadios de la
enfermedad (Savini y cols., 2011).

En el caso de los rumiantes domésticos la enfermedad
ha estado tradicionalmente relacionada con el ganado
bovino y muy asociada a determinados serotipos, como la
cepa 318 del VEHE-6 y el subtipo del VEHE-2 causante de la
enfermedad de Ibaraki. Los signos descritos incluyeron
descarga nasal y ocular mucopurulenta, salivacién excesiva,
enrojecimiento de la mucosa oronasal, cianosis y dificultades
en la deglucién. Como signos a nivel general se describieron
la deshidratacion, fiebre, debilidad, anorexia, cojera y rigidez
en los movimientos (Inaba, 1975; Yadin y cols., 2008; Temizel
y cols., 2009; Kedimi y cols., 2010). También son frecuentes
los abortos, malformaciones fetales y animales nacidos
muertos (Ohashi y cols., 1999), recordando a la enfermedad
de Schmallenberg. En general la enfermedad se asocia a
pérdidas de produccidn, sobre todo en bovino de aptitud
lechera.

En las formas agudas y sobreagudas de la EHE se han
descrito, como lesiones mas frecuentemente encontradas en
ciervo de cola blanca, la hiperemia, Ulceras y erosiones de la
mucosa de la cavidad oral, lengua, almohadilla dental,
paladar, rumen y abomaso; también se define como lesion
usual la hiperemia conjuntival. Los animales que manifiestan
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formas agudas desarrollan hemorragias petequiales en piel,
corazdn y tracto gastrointestinal. La necrosis son frecuentes
especialmente en las glandulas salivales, la lengua, las
paredes de la aorta y el musculo papilar del ventriculo
izquierdo del miocardio (Nol y cols., 2010; Ruder y cols.,
2012).

En la forma crénica, resulta frecuente encontrar
Ulceras en las diferentes mucosas del aparato digestivo
(boca, eséfago y en el rumen). También los animales suelen
sufrir lesiones en las zonas de la pezufia y la pata, siendo
frecuentes la presencia corinitis y laminitis. Las lesiones
histopatoldgicas pueden incluir vasculitis generalizada,
trombosis, inflamacién endotelial, hemorragias y cambios
degenerativos y necrosis en muchos érganos (Nol y cols.,
2010; Ruder y cols., 2012).

En estudios realizados en el carnero de las Rocosas se
ha evidenciado un extenso edema subcutaneo, asi como
hidrotérax e hidropericardio, secrecién verdosa de la nariz y
de la sangre alrededor del ano. También se han encontrado
hemorragias multifocales en el epicardio y en el musculo
papilar (Noon y cols., 2002a, b).

En bovino resultan frecuentes la blefaritis, erosiones
de la lengua, estomatitis y descamaciéon de la mucosa
oronasal. También se ha observado eritema en la ubre vy
frecuentemente edema, hemorragias, erosiones y
ulceraciones alrededor de la pezufia (Yadin y cols., 2008;
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Kedimi y cols., 2010). Se han descrito neumonias por
aspiracion como consecuencia del dafio en el los musculos
estriados encargados de la deglucion, describiéndose en
estos su necrosis y mineralizacion (Inaba, 1975).

2.7. Diagnéstico.

El diagndstico presuntivo de la LA y la EHE puede
realizarse atendiendo diversos criterios clinicos, lesionales y
epidemioldgicos descritos en anteriores apartados. No
obstante pueden existir una serie de enfermedades que
presenten similitudes y por supuesto analogias entre ambas
enfermedades (OIE, 2009).

El diagndstico directo se basa en la deteccion del

agente o de alguna de sus estructuras y se basan
fundamentalmente en el aislamiento virico y en la deteccidn
de ARN virico especifico mediante técnicas moleculares.

El aislamiento de los orbivirus permite diagnosticar
la presencia activa del virus en el hospedador. Para el
aislamiento pueden emplearse diferentes métodos como
son la inoculacidon intravascular en huevo embrionado, las
inoculacidon experimental en ovino, o la inoculaciéon sobre
lineas celulares, como la BHK-21 o la KC (una linea celular
obtenida de larvas de C. variipennis) (OIE, 2009). Para
identificar el posible virus aislado se recurre a la deteccién
especifica de su ARN mediante técnicas moleculares.

Las muestras recomendadas para realizar la
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inoculacidn deben proceder de tejido sanguineo o esplénico,
siendo menos recomendable la utilizacién de linfonodos,
médula ésea, higado, pulmoén o semen (Vosdingh y cols.,
1968; OIE, 2009; Afshar, 1994; Hamblin y cols., 1998;
Sanchez-Corddn y cols., 2010).

En el ganado ovino y bovino, el virus resulta viable
para su aislamiento en la sangre desde el primer dia post-
inoculaciéon (dpi) hasta como maximo los 49-60 dpi (Barratt-
Boyes y MclLachlan, 1994; Bonneau y cols., 2002).

Los resultados obtenidos mediante infecciones
experimentales en ciervos de la peninsula ibérica indican que
es posible el aislamiento desde el primer dpi hasta, al
menos, el 112 dpi (Lopez-Olvera y cols., 2010). En el mismo
sentido, los resultados obtenidos por Lorca-Oré y cols.
(2012) confirman el aislamiento del VLA en esta especie
desde el primer dpi hasta, al menos, el 26 dpi (dia de
conclusién del estudio). En cabra montés, especie autdctona
de la peninsula Ibérica, el VLA pudo ser aislado desde los 2
hasta los 28 dpi en el que concluyd la experiencia (Lorca-Oré
y cols., 2012).

El VLA ha sido aislado desde el 12 hasta el 102 dpi en
ciervo mulo, entre el 22 y el 82 dpi en el ciervo de cola blanca
y entre el 42 y el 282 dpi en el bisonte americano (Vosdinghy
cols., 1968; Hoff y Trainer, 1974; Work y cols. 1992; Tessaro
y Clavijo, 2001).
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En un experimento llevado a cabo por Murray vy
Trainer (1970) en wapities, consiguieron demostrar el
aislamiento entre el 22 y el 102 dpi; sin embargo, el virus
pudo ser aislado nuevamente al 1062 dpi ya que
consiguieron reactivar la viremia tras la administracién de
corticoides durante 2 dias. Esto indica, para estos autores,
gue aunque ni el aislamiento ni la detecciéon del ARN del
virus fuera posible, algunas cepas del VLA pueden
mantenerse latentes en el hospedador durante un tiempo
no determinado.

En el caso del VEHE la duracién de la viremia ha sido
descrita en cérvidos y bovinos tras la realizacién de las
infecciones experimentales. En el ciervo de cola blanca
infectado con VEHE-2, el agente pudo ser aislado desde los 2
dpi en algunos individuos, presentandose viremia en todos
los animales en el 42 dpi. El aislamiento del agente ha podido
ser realizado posteriormente a los 50 dpi, aunque
generalmente resulta muy complicado mds alla de los 25 dpi
(Quisty cols, 1997; Gaydos y cols., 2002).

El uso de técnicas moleculares para la deteccion del
ARN virico es probablemente uno de los métodos mas
empleados para el diagnéstico, tanto del VLA como del
VEHE. Las muestras de eleccién seran las mismas que se han
descrito para realizar el aislamiento, e incluso podrian usarse
células ya infectadas.

La RT-PCR permite identificar la especie de orbivirus
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mediante el uso de los cebadores o primers, cortas
secuencias de ARN que sirven para iniciar la replicacién de la
cadena. Para conseguir una alta especificidad y sensibilidad
se utilizan segmentos con regiones altamente conservadas
dentro de cada especie, que en los orbivirus suelen
describirse en los SEG-1, SEG-5 y SEG-9 (Mertens y cols.,
2007; Touissant y cols., 2007; Wilson y cols., 2009). En
cambio, para realizar el diagndstico del serotipo virico se
utilizan primers con secuencias generalmente integradas en
el SEG-2 (Agiiero y cols., 2008a; Hoffmann y cols., 2009).

Algunos estudios llevados a cabo con el VLA, indican
que el periodo de deteccidn del virus, viene definido por la
asociacion del virus a los eritrocitos, que se produce poco
tiempo (unas 24 horas) después de producirse la infeccion. El
virus se localiza en las vesiculas intracelulares de los gldbulos
rojos (Whether y cols., 1989; Brewer y MclLachlan, 1994).

La presencia de ARN del VLA, ha podido ser detectada
hasta el 2222 dpi en ovino y el 1802 dpi en bovino (Katz y
cols., 1994; Bonneau y cols., 2002).

Por otro lado, la secuenciacién del genoma del virus se
ha revelado en los Ultimos afios como una herramienta muy
util para llevar a cabo el seguimiento y la evolucidn genética
de los virus (Barros y cols., 2007; Cétre-Sossah y cols., 2010).
Mediante el uso de uno o varios primers especificos es
posible desarrollar toda la longitud de un segmento concreto
del genoma. Generalmente, en los orbivirus, algunos
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segmentos de elevada variabilidad (SEG-2, SEG-7, SEG-10)
suelen ser usados para llevar a cabo analisis de
epidemiologia molecular que permitan conocer Ia
procedencia y los cambios evolutivos o recombinaciones
frecuentemente observados en este género (Barros y cols.,
2007; Maany cols., 2007; Cétre-Sossah y cols., 2010).

Concretamente el SEG-10, ha sido uno de los mas
utilizados debido a su corto tamafio (entre 810-820 pb) y
elevada variabilidad, siendo considerado como el mas
variable de los que codifican proteinas no estructurales. Asi,
se ha sugerido que las mutaciones en el SEG-10, que afectan
a la conformacion de la proteina NS3, pueden estar
relacionadas con la transmisidon del virus por diferentes
poblaciones de insectos vectores y especies (Bonneau y cols.,
1999; Nikolakaki y cols., 2005; Wilson y cols., 2007;
Balasuriya y cols., 2008).

La secuenciacion genética de los VLA ha permitido el
descubrimiento de nuevos serotipos; asi, en el afio 2008 se
identifico el orbivirus de Toggenburg, también denominado
VLA-25, consecuencia de la declaracion de un brote con
signos similares a los de LA en caprinos del Cantén de Sankt
Gallen, en el noreste en Suiza. Los analisis llevados a cabo
usando los SEG-2, SEG-7 y SEG-10 demostraron diferencias
significativas con los conocidos hasta la fecha (Hoffmann y
cols, 2008b). Este mismo procedimiento fue empleado para
la identificacion del VLA-26 en Kuwait en el afio 2010, que
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provocd mortalidad y signos compatibles con LA en ganado
caprino y ovino de esta zona (Maany cols., 2011).

Del mismo modo, en los primeros estudios sobre la
enfermedad de Ibaraki o sobre el VEHE-318, no se
relacionaron con el VEHE, pero analisis genéticos
demostraron posteriormente que se trataban de diferentes
cepas del VEHE-2 (Mertens y cols., 2005; Allison y cols.,
2010). Precisamente, la divergencia genética de estos dos
virus con otros VEHE en la proteina VP2 aumenta
considerablemente las diferencias seroldgicas existentes
entre ellos complicando asi el diagndstico mediante
serologia (Ohashi y cols., 2002; Mertens y cols., 2005).

Otros métodos de deteccidon del agente, aunque no
tan extendidos pueden ser las pruebas ELISA de captura de
antigeno y las técnicas inmunohistoquimicas
(inmunofluorescencia, inmunoperoxidasa).

Las técnicas indirectas de diagndstico se basan en las

pruebas seroldgicas, pruebas de detecciéon de anticuerpos
especificos que se encuentran ampliamente difundidas y
presentan unos buenos niveles de sensibilidad y
especificidad, siendo reconocidas como aptas para realizar el
diagndstico oficial en ambas enfermedades.

En general la duracidon de la respuesta humoral se
considera elevada, siendo frecuentemente superior a un
afio, aunque la técnica empleada influye decisivamente en
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detecciones mas precoces o tardias dependiendo de su
sensibilidad (Stott y cols., 1985; Dal Pozzo y cols., 2009;
Hamers y cols., 2009).

La deteccion de anticuerpos frente al VLA en ovinos
y bovinos puede realizarse a partir de los 7-11 dpi (Richards y
cols., 1988; De la Concha-Bermejillo y cols., 1993; Dal Pozzo
y cols., 2009) y en los camélidos alrededor de los 7 dpi
(Batten y cols., 2011). La fase de meseta puede mantenerse
incluso hasta un afio en ovinos vacunados (Hamers y cols.,
2009; Calistri y cols., 2010).

Las infecciones experimentales realizadas en especies
silvestres, como el ciervo rojo, demuestran la presencia de
anticuerpos alrededor de los 7-8 dpi, situandose el climax
alrededor de los 17 dpi. Tras alcanzar este pico, los titulos
disminuyen ligeramente para mantenerse en una fase de
meseta con titulos detectables al menos hasta los 112 dpi
(Lépez-Olveray cols., 2010; Lorca-Oré y cols., 2012a).

En cabras monteses experimentalmente infectadas se
ha podido detectar la presencia de anticuerpos frente al VLA
desde los 7 hasta los 28 dpi (Lorca-Ordé y cols., 2012b),
aunque algunos individuos vacunados y chequeados
periddicamente frente al VLA han mostrado anticuerpos
incluso hasta 24 meses después de la vacunacién (Lorca-0r9,
comunicacion personal).

En el ciervo de cola negra, los resultados obtenidos
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son similares, evidenciandose anticuerpos desde los 6 dpi
hasta los 692 dpi (Work y cols., 1992). En otras especies
norteamericanas como el wapiti o el bisonte, es posible Ia
deteccion desde el 22 hasta el 52 y el 112 dpi,
respectivamente (Murray y Trainer, 1970; Tessaro y Clavijo,
2001).

En cuanto a la EHE, la primera deteccién de
anticuerpos en bovino se sitda en torno a los 10 dpi, siendo
su persistencia superior a los 100 dpi (Gibbs y Lawman,
1977; Eschbaumer y cols., 2011). En rumiantes silvestres, las
infecciones experimentales realizadas en ciervo de cola
blanca demuestran la presencia de anticuerpos a los 10 dpi
(Quist y cols., 1997; Ruder y cols., 2012) y Gaydos y cols.,
(2002), describen la persistencia de anticuerpos hasta los 73
dpi en el que los animales fueron sacrificados. En wapities, la
presencia de anticuerpos ha sido evidenciada desde los 13
dpi hasta los 170 dpi (Hoff y Trainer, 1973). Finalmente, en
los cérvidos europeos se detectd la presencia de anticuerpos
desde los 10 dpi (Gibbs y Lawman, 1977).

Las técnicas inmunoenzimaticas (ELISA) estan
ampliamente extendidas para el diagndstico serolégico de
numerosas enfermedades y, en el caso de la LAy la EHE, son
procedimientos diagndsticos internacionalmente aprobados
(OIE, 2009). Las pruebas ELISA especificas para la deteccion
de anticuerpos estdn basadas en su mayoria en el
reconocimiento de la proteina antigénica VP7, que es
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inmunodominante durante la producciéon de anticuerpos
(Habschle y cols., 1981).

La sensibilidad de las técnicas ELISA suele ser elevada,
siendo util para llevar a cabo un screening seroldgico en las
especies domésticas. Aunque la especificidad a nivel de
especie se mantiene en niveles elevados, algunos falsos
positivos son frecuentemente encontrados, por lo que a
menudo se hace necesario confirmar con el uso de otras
técnicas seroldgicas (Patton y cols., 1994; Afshar, 1994;
Singer y cols., 1998).

Dada la gran cantidad de serotipos existentes y la
elevada variabilidad genética incluso dentro de los mismos,
el desarrollo de ELISA para la deteccién de anticuerpos
especificos de serotipo resulta poco operativa debido a la
baja especificidad que presentan (Du Plessis y cols., 1992).

Por su parte, la seroneutralizacién virica (SNV) es una
de las pruebas reconocidas por la OIE para la deteccién de
anticuerpos frente al VLA o al VEHE debido a su elevada
especificidad, siendo de gran utilidad para la deteccién del
serotipo del virus. Sin embargo, un porcentaje de los sueros
no puede ser analizado debido a problemas de citotoxicidad.
Este hecho resulta de importancia en fauna silvestre debido
al estado que en muchas ocasiones presentan los sueros en
animales cazados o encontrados muertos en el medio
(Singer y cols., 1998; OIE, 2009).
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Otros métodos de diagndstico seroldgico empleados
son la prueba de fijacion del complemento y Ia
inmunodifusién en gel de agar (Afshar y cols., 1989; Afshar,
1994; Patton y cols., 1994; Singer y cols., 1998; Velic y cols.,
2004; Shimizu y cols., 2004), mientras que para la
identificacion del serotipo se emplean la inhibicidén en placa,
neutralizacion de microtitulos y el test de inhibicion de Ia
fluorescencia (Afshar, 1994; OIE, 2009).

2.8. Medidas de lucha.

Las medidas de control que se realizan, tanto para la
LA como para la EHE, son parecidas dada la similitud de sus
epidemiologias. Generalmente, cuando alguna de estas
enfermedades se ha establecido en una determinada zona,
su erradicacién resulta altamente complicada. Este hecho se
debe principalmente a la dificultad que entraiia el control
del vector, a lo que se suma la gran variedad de especies de
hospedadores vertebrados, muchos de ellos de vida libre,
gue pueden actuar manteniendo la circulacién del virus en la
zona (Saegerman, 2007).

En Espafia, las medidas de control implementadas
sobre el ganado doméstico quedan reflejadas en el
programa de erradicacion de la LA desarrollado desde
octubre de 2004 hasta junio de 2011. Las principales
medidas consisten en la notificacion de los casos
sospechosos, restriccion de movimientos, vacunacién de
animales susceptibles y el sacrificio de animales infectados
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(Real Decreto 1228/2001, de 8 de noviembre, por el que se
establecen medidas especificas de lucha y erradicacion de la
lengua azul).

Tras la notificacion de un caso positivo, se
estableceran dos dreas, una de proteccién, de 100 Km de
radio alrededor de la explotacién positiva donde se
controlara la evolucion de la enfermedad, y un area de
vigilancia, de 50 Km. de radio. Las explotaciones afectadas
guedan sometidas a la restriccién de movimientos: sus
animales no pueden ser transportados a zonas fuera del drea
de vigilancia (MAGRAMA, 2013).

La vacunacion ha sido otra de las la principales
medidas de control en los paises europeos para disminuir
progresivamente la circulacién del virus (Saegerman y cols.,
2007; Arenas y cols., 2008; Zientara y cols., 2010).

Las vacunas utilizadas pueden ser vivas atenuadas o
inactivadas. Las primeras se basan en la atenuacion de la
virulencia mediante pases sucesivos en cultivos celulares,
generalmente. Estas vacunas fueron usadas durante el brote
provocado por VLA-4 durante los afios 2004 y 2005, siendo
de gran utilidad para el control. Se recomienda su uso
realizando la vacunacion en época de baja actividad del
vector con revacunacion al afo siguiente (EFSA, 2007).

La ventaja de este tipo de vacunas es que suelen ser
baratas, faciles de desarrollar y presentan una elevada
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efectividad (Scott y cols., 1987; Hamers y cols., 2009). Por el
contrario, como inconvenientes se describen la viremia
postvacunal, la posible reversion hacia virulencia, Ia
posibilidad de recombinacién entre segmentos de las
vacunas con virus circulantes y la aparicién de trastornos
reproductivos en animales vacunados (Samal y cols., 1987;
Flanagan y Johnson, 1995; Dungu y cols., 2004; Veronesi y
cols., 2005). Por estos motivos la UE ha limitado su
utilizacién, excepto en lugares donde no exista otras
posibilidades de control (EFSA, 2007).

Por su parte, las vacunas inactivadas se fundamentan
en la inactivacién del virus por medios quimicos o fisicos,
conservandose su estructura antigénica. Se comenzaron a
utilizar para el control del VLA-4 en Espafia a partir de 2005,
y también fueron usadas en los brotes de VLA-1 y VLA-8. Su
pauta es diferente dependiendo del fabricante; los bovinos
deben ser revacunados al mes siguiente de la primera dosis,
mientras que en los pequefios rumiantes este periodo es
entre uno y tres meses (MAGRAMA, 2008). Este tipo de
vacunas inactivadas se ha mostrado muy efectivo para el
control de brotes de LA (Saegermany cols., 2007).

Recientemente, algunas investigaciones han puesto de
manifiesto que la vacunacién en ciervo rojo y cabra montés
con vacunas inactivadas para los serotipos 1 y 8, resulta
efectiva en la misma medida que en los animales
domeésticos. Los animales a los que se les administré una sola
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dosis adquirieron inmunidad durante un largo periodo,
aumentando esta con una revacunacién. No se apreciaron
signos clinicos de importancia en los animales vacunados y
posteriormente desafiados (Lorca-Ord y cols., 2012a; Lorca-
Ord vy cols., 2012b).

La administracion de tratamientos paliativos
individuales pueden usarse en animales especialmente
valiosos, sin embargo no presenta influencia en Ia
epidemiologia de estas enfermedades.

Por otro lado, el uso de productos insecticidas
(adulticidas y larvicidas) también puede ser usado como
medio para prevenir la transmision; los adulticidas suelen
usarse directamente aplicdndolos sobre los animales para
evitar la picadura, mientras que los larvicidas son
frecuentemente usados sobre las instalaciones e incluso en
aquellas zonas que los animales suelen frecuentar (EFSA,
2007).

Del mismo modo, el secuestro o estabulacién de
animales en las horas de maxima actividad del vector suelen
ser acciones utiles, ya que disminuyen el riesgo de contacto
entre los hospedadores vertebrados e invertebrados. La
retirada del estiércol y el control de zonas humedas
artificiales lejos del establo son medidas también eficaces
(EFSA, 2007; Saegerman, 2007; Arenas y cols., 2008,
MAGRAMA, 2012).
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Sin embargo, el control de las arbovirosis en
poblaciones silvestres resulta siempre complicado, como se
ha evidenciado en los ultimos afos tras los diferentes brotes
del VLA. Los factores que determinan esta complejidad son
derivados de la dificultad para el acceso y manejo de las
poblaciones de vida libre (Arenas y cols., 2008), asi como del
limitado conocimiento existente de la epidemiologia de las
arbovirosis en estas especies.

Considerando estos factores limitantes, se hace
necesario un estudio pormenorizado de la epidemiologia de
la LA y la EHE con objeto de definir algunas medidas que
puedan ser implementadas de forma efectiva en estas
especies.
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3. Objectives/Objetivos
Objectives

The main objective was to determine the different

factors involved in the epidemiology of bluetongue and

epizootic hemorrhagic disease in Mediterranean ecosystems

of Southern Spain.

To achieve this objective we have designed the

following specific objectives:

To determine the prevalence and spatio-temporal
distribution of BTV in wild ruminant in Andalusia by
performing serological and virological study.

To perform a serological survey to detect the
possible circulation of EHDV in wild cervid
populations in Andalusia.

To identify the main risk factors potentially involved
in the epidemiology of BTV in wild ruminant species
in Andalusia.

To establish a predictive model for the BT in free-
living wild ruminants in Mediterranean ecosystems
of Southern Spain, which will allows the design of a
control program against this disease.

Describe the spatio-temporal distribution and
abundance of Culicoides species present in
Andalusia.
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Objetivos

El objetivo general de la presente tesis fue evaluar

diferentes factores que intervienen en la epidemiologia de la
lengua azul y la enfermedad hemorragica epizodtica en los

ecosistemas mediterraneos del sur de la peninsula ibérica.

Para la consecucion de dicho objetivo se han

desarrollado los siguientes objetivos especificos:

Determinar la prevalencia y distribucidn espacio-
temporal del VLA en las especies de rumiantes
silvestres en Andalucia, mediante la realizacion de un
estudio seroldgico y viroldgico.

Realizar un estudio serolégico para detectar la posible
circulacidon del VEHE en las poblaciones de cérvidos
silvestres en Andalucia.

Determinar los principales factores de riesgo
potencialmente implicados en la epidemiologia del
VLA en las especies de rumiantes silvestres en
Andalucia.

Establecer un modelo predictivo para la LA en
rumiantes silvestres de vida libre en los ecosistemas
mediterraneos del sur de Espafia, que permita llevar a
cabo, en su caso, un programa de lucha frente a la
enfermedad.

Describir  la  distribucién  espacio-temporal vy
abundancia de las especies de culicoides presentes en
Andalucia.
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4. Material y métodos
4.1. Diseno del estudio

El estudio se llevd a cabo en la Comunidad Auténoma
de Andalucia, territorio que ocupa una extensién de 87.268
Km?, y que se sitta en la zona sur de la Peninsula ibérica (362
00’ N a 38244’ Ny1237 W a 7231 W de latitud). Durante
el quinquenio correspondiente a las temporadas de caza
2006/2007 a 2010/2011 se realizd un muestreo en
diferentes especies de rumiantes silvestres presentes en los
ecosistemas mediterraneos del sur de Espafia, incluyendo las
especies cabra montés, ciervo, corzo, gamo y muflon.

Junto a las muestras tomadas en campo, fueron
recogidos datos individuales de los animales y de los cotos.

Las muestras positivas al VLA por RT-PCR procedentes
de rumiantes domésticos y silvestres fueron cedidas por la
CAPMA. Del mismo modo, los resultados de las capturas de
culicoides entre agosto de 2007 y octubre de 2011, también
nos fueron facilitados por la Administracién autondmica.

4.1.1. Determinacion del tamafio de la muestra

En nuestro estudio nos hemos propuesto, entre otros
objetivos, determinar la prevalencia de infeccion o
proporcidn de individuos positivos a alguna de las dos virosis
estudiadas en relacidn al total de la poblacidon de especies
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silvestres susceptibles presentes en Andalucia; para ello,
debemos determinar el tamafio de la muestra (para estimar
una proporcion) necesario para que las prevalencias halladas
en la misma sean significativas a nivel de toda la poblacién.

Debemos considerar cuatro factores: la prevalencia
qgue esperamos hallar, el tamafno total de la poblacidn, la
precision o error admitido (que es la maxima desviacién que
estemos dispuesto a aceptar entre el valor de prevalencia
obtenido en la muestra y el valor real de la poblacién), y el
nivel de confianza; asi pues, el tamafio de la muestra (n)
podemos calcularlo como:

Zza XpXq
n=———m———
B2
Donde n es el tamafio de la muestra, z, es el valor de
la t de Student para un nivel de confianza determinado, p es

la prevalencia esperada, q es 1-p, y B es el error aceptado.

Pero, cuando el tamafio de la poblacién (N) es
pequefio (menor de 1000 individuos), es posible obtener un
tamafio de muestra mayor que el tamaio de la poblacidn
(n>N), por lo que se debe hacer una correccién para obtener
un tamafio de muestra corregido (n,). En este caso:

1 1 1

ng n N
No obstante, el calculo del tamafio de la poblacién en
especies silvestres es enormemente complicado por obvias
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razones; es habitual calcular estimas poblacionales basadas
en el recuento de animales a lo largo de transectos y otros
sistemas de estimas. Por este motivo, la mayoria de las veces
resulta muy complicado contar con datos fiables de estimas
o densidades de animales en una zona. En algunos cotos
existen datos de estimas realizadas con métodos mds o
menos seguros, asi como estudios de densidades en
determinadas zonas. No obstante, se ha considerado que el
numero de rumiantes salvajes, de todas las especies, en la
zona de estudio es superior a los 1.000 individuos, por lo que
las consideraremos como poblaciones infinitas.

Dadas las dificultades de la toma de muestra en estas
especies y de la inconstante disponibilidad de ellas en la
mayoria de las ocasiones, se optdé por tomar todas las
muestras posibles de manera aleatoria; cuando el numero
de individuos en una caceria fue muy elevado, se
seleccionaron entre 10y 15 ejemplares de cada especie.

Una vez recogidas todas las muestras posibles y tras el
calculo de las prevalencias muestrales, se concluyd que lo
mejor era estimar el error que podiamos haber cometido en
el calculo de la prevalencias en el total de la poblacion.

Para ello establecimos una prevalencia esperada del
50% (worst acceptable) y un nivel de confianza del 95%. A
partir de estos criterios, aplicamos la féormula expresada
anteriormente pero calculando, en este caso, el error (B):
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VP Xq
B=7Z,x
" Vn

4.2. Obtencion de muestras para analisis
laboratoriales

Las muestras empleadas en el estudio fueron tomadas
directamente de rumiantes salvajes abatidos durante la
actividad cinegética o bien de aquellos individuos vivos
confinados en centros de referencia o capturados con fines
de repoblaciéon. En total 102 cotos fueron muestreados en
Andalucia durante el periodo de estudio (Mapa M1)

Regiones y municipios muestreados

s ‘ 3
a8 i
. A
D Zona oriental . Muestreados VLA

. Zona central D Muestreados VEHE
. Zona occi D VLA + VEHE

. Ubicacién del coto

Mapa M1. Cotos muestreados en Andalucia durante el periodo
2006-2012
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Se obtuvieron 2.575 muestras de suero para la
realizacion los andlisis serolédgicos: 770 de cabra montés,
1.227 de ciervo, 150 de corzo, 296 de gamo y 132 de muflén.
Del total de muestras de suero recogidas, 2.264 fueron
analizadas para la deteccién de anticuerpos frente al VLA y
798 frente al VEHE. Para llevar a cabo los andlisis
moleculares se emplearon un total de 1.466 muestras (571
de sangre y 895 de bazo): 380 de cabra montés, 729 de
ciervo, 75 de corzo, 177 de gamo y 105 de muflén (tabla
M1).

Analisis Analisis Analisis
Especies seroldgico serolégico | molecular
VLA VEHE VLA
Cabra montés 770 - 380
Ciervo 1009 526 729
Corzo 150 58 75
Gamo 211 214 177
Muflén 124 - 105
Bovino - - -
Caprino - - -
Ovino - - -
Total 2264 798 1466

Tabla M1. Numero de muestras y andlisis realizados
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De todas ellas, un total de 1.633 muestras de suero y
932 muestras de tejidos pertenecientes a rumiantes salvajes
fueron cedidas por la CAPMA y pertenecen al programa de
vigilancia epidemiolégica de la LA llevado a cabo en
Andalucia.

4.2.1. Muestras de suero.

Las muestras de sangre de los rumiantes salvajes
abatidos fueron extraidas mediante puncién del seno
cavernoso de la duramadre, accediendo por el angulo medial
del ojo o directamente de la cavidad toracica (Arenas-
Montes y cols., 2013). En individuos vivos las muestras de
sangre fueron extraidas mediante puncion de la vena
yugular. La sangre obtenida fue depositada en tubos
estériles de 10 ml. (Deltalab Eurotubo’ 16x100 poliestireno)
y transportada en condiciones de refrigeracién hasta el
laboratorio.

Los tubos con la muestra de sangre fueron
centrifugados durante 10 minutos a 400 g (Centrifuge 5415D
Eppendorf). El suero sobrenadante fue aspirado con pipetas
Pasteur y dispensado en tubos tipo Ependorf de 2 ml.
Finalmente la muestra se congelé a -20°C, hasta la
realizacion de los analisis seroldgicos.

4.2.2. Muestras de tejido.

Las muestras de bazo fueron tomadas de animales
cazados y almacenadas en botes estériles de 40 ml. (Deltalab
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Eurotubo’ 40 ml screwcap containers 30x70 mm). Las
muestras de tejido fueron transportadas en refrigeracion al
laboratorio donde fueron procesadas en condiciones de
esterilidad en una cabina de flujo laminar tipo BSII.

En los individuos en cautividad o capturados se obtuvo
una muestra de sangre mediante venipuncidn yugular; la
sangre obtenida fue dispensada en tubos estériles con
anticoagulante (Deltalab Eurotubo’ blood-plasma EDTA
tubes). Las muestras fueron almacenadas en tubos
Eppendorf sin ARNasas (Axygen® 0.5mL Flat Cap PCR Tube),
realizandose dos alicuotas de 0,5 ml., de cada una.

La superficie de las muestras de bazo fue esterilizada
sumergiendo la parte externa en alcohol y posteriormente
flameandola. Se obtuvo un gramo de pulpa esplénica el cual
se introdujo en una bolsa de digestidon estéril, afiadiéndose
10 ml. de la solucion tampdn fosfato salino (PBS) a pH 7,4. A
continuacién la suspensidn se procesé mediante el digestor
Stomacher (IUL" Masticator Classic 400 ml.). De la porcién
liguida se extrajeron dos alicuotas de 0,5 ml., que fueron
dispensadas en tubos eppendorf sin ARNasas. Las muestras
de tejido pareadas fueron almacenadas a -80°C, hasta su
andlisis.

4.3. Recopilacién de informacion epidemioldgica.

Paralelamente al muestreo, se recopilaron datos
relativos a los animales analizados y otras caracteristicas del
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coto de tipo medioambiental, de gestion y de posibles
vectores existentes en el mismo.

4.3.1. Variables generales.

Se denominaron como variables generales a aquellas
gue se hallaban asociadas a las muestras, como el afo de
recogida, la estacion del afo y la regién geografica (tabla
M2).

Especie | Region 2006/2007 | 2007/2008 | 2008/2009 | 2009/2010 | 2010/2011 | 2011/2012 | Total
Oriental 39 24 32 117 65 0 277
. Central 0 12 67 180 95 117 471
Ciervo "
Occidental 11 15 28 233 141 51 479
Total 50 51 127 530 301 168 1227
Oriental 0 0 0 0 0 0 0
Corzo Central 0 0 4 3 2 0 9
Occidental 0 10 19 102 10 0 141
Total 0 10 23 105 12 0 150
Oriental 8 0 4 24 6 0 42
Central 0 0 6 47 18 45 116
Gamo 5 cidental 0 9 0 25 89 15 138
Total 8 9 10 96 113 60 296
Oriental 2 0 16 12 5 0 35
Muflén Central 0 0 4 21 8 0 33
Occidental 0 0 0 20 44 0 64
Total 2 0 20 53 57 0 132
Oriental 8 39 236 203 0 0 486
Cabra | Central 10 66 64 101 0 0 241
montés | Occidental 0 6 22 15 0 0 43
Total 18 111 322 319 0 0 770
Total 78 181 502 1103 483 228 2575

Tabla M2. Distribucion de muestras seroldgicas por region y
temporada de caza

Para esta ultima variable se tuvieron en cuenta tres
zonas: oriental (Almeria, Granada y Jaén), central (Cérdobay
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Malaga) y occidental (Cadiz, Huelva y Sevilla) (Mapa M1).
4.3.2. Variables individuales.

Para conocer la informacién propia del animal se
confecciond una hoja de toma de muestras normalizada que
permitiera relacionar los cédigos de las muestras recopiladas
con datos del animal capturado. Los datos recogidos
incluyeron: el cédigo individual, la especie, el sexo, la edad y
las muestras tomadas para cada uno de los animales (sangre
y/o bazo). El cuestionario individual fue cumplimentado
paralelamente a la toma de muestras.

El dimorfismo sexual, muy evidente en los rumiantes,
hace sencilla la diferenciaciéon de género. La edad de los
animales, fue determinada por grupos, incluyendo animales
jovenes (menores de 1 afio de edad), subadultos (de 1 a 3
afos) y adultos (mayores de 3 afios), segun la clasificacion
establecida por Sdenz de Buruaga y cols. (1991).

La caracterizacion de la edad se establecié con gran
exactitud en los bévidos, muflén y cabra montés, contando
el numero de medrones o anillos cornuales (Fandos y Vigal,
1988; Santiago-Moreno y cols., 2004).

En los cérvidos, la determinacion de la edad se realizo
en base al examen de las piezas dentales; se consideraron
jovenes aquellos que mantuvieron todas sus piezas dentarias
deciduas. Los animales fueron considerados subadultos
cuando presentaron erupcion de las primeras piezas

~ 100 ~
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dentarias permanentes, mientras que aquellos que
presentaron todas las pinzas permanentes fueron
considerados adultos (Sdenz de Buruaga y cols., 1991).

En total, en 813 individuos los datos relativos al sexo
y/o la edad, no pudieron ser recogidos.

Machos Hembras
D |Total
A [SA| J | D |Total| A SA J D | Total

Cabramontés | 108 30| 41|10 189| 150| 44| 50| 12| 256| 325| 770
Ciervo 353|115| 15| 2| 485| 263| 100| 39| 52| 454 288|1227
Corzo 69| 14 0| 0 83 6 3 0| 0 9| 58| 150
Gamo 86| 36 9| 0| 131| 68| 41| 15|21 145 20| 296
Mufién 60| 7 1/ 0 68 23| 13 3| 1| 40| 24| 132
Total 676|202| 66| 12| 956| 510| 201| 107| 86| 904 715| 2575

Tabla M3. Distribucion de muestras seroldgicas por sexo y edad.
A:adulto; SA:subadulto; J: joven; D: desconocido.

4.3.3. Variables relacionadas con el habitat

Con el fin de obtener informacion relacionada con el
lugar donde los animales fueron abatidos o capturados, se
confecciond una encuesta epidemioldgica (Anexo 2) que
incluyé datos relacionados con el coto muestreado asi como
las medidas de gestion realizadas en los mismos. El
cuestionario fue realizado considerando aquellos factores
que pueden implicarse en la epidemiologia de las
arbovirosis, particularmente de la LA. Siempre que fue
posible, las preguntas incluidas presentaron entre dos vy
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cinco opciones. La encuesta se rellend en la misma zona de
captura o bien por consulta telefénica contactando con los
gestores, guardas o propietarios.

4.3.4. Variables relativas al vector

Las variables relacionadas con el vector fueron
extraidas de los datos cedidos por la CAPMA que se definen
en el Apartado 4.4: estos datos fueron tratados (Apartado
4.7.1.) para obtener variables que pudieran ser incluidas al
en los analisis estadisticos.

4.4. Datos entomoldgicos.

Los datos entomoldgicos de trampeo de Culicoides
fueron amablemente cedidos por la CAPMA. La informacién
facilitada por la Administracidn, extraida del Programa
Andaluz de Vigilancia Entomolégica para la Lengua Azul,
abarca desde octubre de 2007 hasta el mismo mes de 2011.
Los vectores capturados son del genero Culicoides,
facilitdndose un recuento total y un recuento individualizado
para las especies: C. imicola, C. obsoletus (Complex), C.
obsoletus (sensu stricto), C. pulicaris, C. scoticus y C.
nubeculosus.

El muestreo de Culicoides se llevé a cabo en 45
explotaciones de ganado bovino distribuidas
homogéneamente por toda la geografia andaluza (Mapa
M2).

Las trampas empleadas fueron trampas CDC de luz
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ultravioleta (modelo1212, CZ Veterinaria S.A., Porrifio,
Espafia) (Imagen M1). El procedimiento de captura con este
modelo de trampas se fundamenta un emisor de luz
ultravioleta, atrayente para los mosquitos, situandose en la
parte inferior un sistema succionador que aspira a los
insectos conduciéndolos hasta un recipiente que los
conserva hasta su recogida. Este tipo de trampas han sido
utilizadas satisfactoriamente en estudios anteriores para la
captura de este tipo de especies (Drigger y cols., 1980;
Miranda y cols., 2008; Calvete y cols, 2008; Venter y cols.,
2009; Pérez y cols., 2012).

0 255 100 150 200 250
T ——— T

Mapa M2. Distribucion de las estaciones de captura de Culicoides
en Andalucia
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Los datos facilitados incluyeron la provincia, nombre
de la estacidn de muestreo, coordenadas geograficas de la
posicién de la trampa, temperaturas minimas y maximas y
recuento total y por especie. La frecuencia de muestreo por
ubicacidn oscilé entre dos y seis veces por mes, mientras que
las trampas eran activadas durante 72 horas.

Imagen M1. Trampa CDC de luz ultravioleta.

4.5. Uso de los Sistemas de Informacion Geografica
(SIG).

Los datos de informacidn geografica se obtuvieron de
la pagina web del Instituto Geografico Nacional (IGN), que

~ 104 ~



Epidemiologia de la LA y EHE en Andalucia

permite la descarga gratuita de hojas vectoriales y raster. La
informacién obtenida en campo con su situacion mediante
coordenadas geograficas, tanto en los lugares de muestreo
como en las estaciones de Culicoides, fue posteriormente
digitalizada vectorialmente. Para llevar a cabo los analisis
espaciales se emplearon los programas informaticos Kosmo®
Desktop (SAIG S.L., Plataforma SIG libre corporativa) y
ArcGis’ 9.3 (Environmental system research institute, Inc.)

Mediante el uso de los SIG también se localizaron los
cotos y las estaciones de trampeo de vectores. Los datos de
presencia y distribucién de culiciodes en cada uno de los
cotos incluidos en el presente trabajo, se obtuvieron a partir
de los datos obtenidos en las estaciones de muestreo mas
proximas al coto.

4.6. Analisis laboratoriales.

En este apartado se incluyen las diferentes técnicas
seroldgicas y moleculares realizadas para la deteccién de
ambos orbivirus.

4.6.1. Técnicas inmunoenzimaticas de deteccion de
anticuerpos.

Un total 2.290 muestras de suero fueron analizadas
frente al VLA y 798 frente al VEHE mediante el uso de
técnicas inmunoenzimaticas. La distribucion por especie,
edad, sexo, temporada de caza y provincia se muestra en la
tabla M4.
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Técnicas seroldgicas

Categorias Variables VLA VEHE
Ciervo 1009 526
Corzo 150 58
Especies Gamo 211 214
Muflén 124 -
Cabra montés 770 -
Adulto 1059 403
Edad Subadulto 365 234
Joven 199 68
Sexo Hembra 767 336
Macho 808 364
2006/2007 78 47
2007/2008 166 59
Temporada de |2008/2009 502 53
caza 2009/2010 1103 207
2010/2011 415 204
2011/2012 - 228
Oriental 878 123
Regiones Central 736 347
Occidental 650 328
Total 2264 798

Tabla M4. Muestras de suero analizadas mediante ELISA frente

a VLA y VEHE.

4.6.1.1. ELISA VLA.

Las muestras de suero fueron analizadas en el
laboratorio de serologia del Departamento de Sanidad
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Animal de la Universidad de Cdrdoba, para la determinacion
de anticuerpos frente al virus de la LA, mediante el uso del
kit comercial INGEZIM BTV DR (12.BTV.KO0) (Ingenasa S.A.). La
técnica se fundamenta en un ensayo inmunoenzimatico
ELISA de doble reconocimiento en el que el antigeno
empleado es la proteina recombinante VP7.

Segun las indicaciones del fabricante, este ensayo
presenta una alta sensibilidad (100%) y especificidad
(99,8%) pudiendo detectar los 26 serotipos de la
enfermedad (Laboratorio de referencia de la OIE,
Pirbright) en diferentes especies.

La técnica se realizo de acuerdo con las instrucciones
proporcionadas por el fabricante, siguiendo los pasos
indicados a continuacion:

Dilucion de la muestra. Los sueros fueron diluidos al

50%, con el diluyente comercial incluido en el kit, pudiendo
hacerse en el mismo pocillo afiadiendo 50 pl de sueroy 50 pl
de diluyente. Los sueros controles positivos y negativos se
afiadieron por duplicado y sin diluir (100 ul), el control
blanco estaba constituido por 100 pl de diluyente.

Incubacién. La placa con los sueros y controles se
incubaron durante 1 hora a 372C. Durante este periodo de
tiempo los sueros que presentaron anticuerpos frente a la
proteina antigénica VP7 del VLA quedaron fijados a esta
proteina que tapiza el fondo del pocillo.
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Lavado. Se realizaron 6 lavados con 300 pl de solucién
de lavado, previamente elaborada con 1 parte de solucién de
lavado concentrada (25X) y 24 partes de agua destilada.

Adicion del conjugado. Se afadieron 100 upl de la

solucion de la proteina antigénica VP7 conjugada con
peroxidasa.

Incubacién. La placa con los sueros y controles fue
tapada e incubada durante 1 hora a 372C. Durante este
periodo de tiempo, la solucion conjugada de proteina
antigénica VP7 se unidé a los anticuerpos fijados, en la
primera incubacion, que a su vez estaban unidos a las
proteinas que tapizan el fondo del pocillo.

Lavado. Se repitié el procedimiento de 6 lavados con
300 pl de solucién de lavado. En esta etapa las muestras que
no presentaron anticuerpos frente a VLA no fijaron la
proteina VP7 conjugada, con lo que esta fue arrastrada
durante el lavado.

Adicién del sustrato. Se afiadieron100 ul de solucidn

de sustrato (TMB) a cada pocillo, y posteriormente se
incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente en
un lugar oscuro. La concentracién de anticuerpos frente al
VLA en el suero resulta proporcional a la intensidad del color
en el pocillo.

Frenado. Se afiadié la solucion de frenado (acido
sulfurico) con objeto de estabilizar la formacién de
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cromoégeno oxidado, lo que permitié realizar la lectura de los
resultados.

Lectura. Para la lectura de los resultados se empled un
espectrofotémetro  de absorcién molecular (Thermo®
Scientific Multiscan FC) con un filtro de longitud de onda de
450 nm. Los valores de absorbancia obtenidos fueron
descargados directamente del espectrofotémetro en
formato Microsoft” Excel.

Validacién de la prueba. Para la validacién de la

prueba el fabricante estima que el promedio de los controles
positivos (pC+) deben presentar una absorbancia mayor a
0,8. Debiendo ser el promedio de los controles negativos
(pC-) inferior al punto de corte (PC), para que el ensayo sea
valido: PC = pC+x 0,15

Interpretacion de resultados. Una muestra se
considerd positiva (presencia de anticuerpos frente a VLA)
cuando el valor de su densidad dptica fue superior al punto
de corte. Consecuentemente, una muestra se considerd
negativa (ausencia de anticuerpos frente a VLA) cuando su
densidad dptica fue inferior al punto de corte.

4.6.1.2. ELISA VEHE.

La técnica ELISA para la deteccion de anticuerpos
frente al VEHE fue realizada en el Laboratorio de Referencia
de la OIE para el diagndstico y la deteccion de enfermedades
no vesiculares, situado en el Institute for Animal Health en
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Pirbright, Reino Unido (IAH-P).

Las muestras fueron testadas mediante un kit
comercial de ELISA de competicién para la deteccion de IgG
frente a la proteina VP7 del VEHE (ELISAc; LSIVet” VEHE
Blocking Kit LSIVET, Lissieu, Francia). Este ELISA ha sido
aprobado por la OIE como técnica de referencia para la
deteccion de anticuerpos frente a VEHE en rumiantes y
camélidos (OIE, 2012). Segun las indicaciones del fabricante,
la especificidad de la prueba alcanza el 100% en cérvidos.

La técnica se realizd de acuerdo con las instrucciones
proporcionadas por el fabricante, siguiendo los pasos
indicados a continuacion:

Dilucion de la muestra. Los sueros fueron diluidos en

proporcidon 1:20 con el diluyente comercial proporcionado
en el kit, afiadiendo 7 pul de suero y 130 ul de diluyente. Los
sueros controles positivos y negativos fueron dispensados y
diluidos de la misma manera que las muestras.

Incubacién. La placa con los sueros y controles fue
tapada e incubada durante 15minutos a 37°C.

Lavado. Se realizaron 3 lavados con 250 ul de solucion
de lavado, previamente elaborada con 1 parte de solucién de
lavado concentrada (25X) y 24 partes de agua destilada.

Adicién del conjugado. Se afiadieron 100 pl de Ia

solucion de la proteina antigénica VP7 conjugada con
peroxidasa.
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Incubacién. La placa con los sueros y controles fue
tapada e incubada durante 30 minutos a 37°C.

Lavado. Se repitid el procedimiento de 3 lavados con
250 pl de solucién de lavado.

Adicién del sustrato. 100 pl de solucidn de sustrato

(TMB) fue anadida a cada pocillo, y posteriormente la placa
fue incubada durante 15 minutos a temperatura ambiente y
en un lugar oscuro.

Frenado. Se afiadié una solucién de acido sulfurico con
objeto de estabilizar la formacidn de cromdgeno oxidado,
antes de realizar la lectura.

Lectura. Para la lectura se empled un
espectrofotémetro de absorcién molecular (Bio-Rad” iMark
Microplatereader) a una longitud de onda de 450 nm. Los
valores de absorbancia obtenidos fueron descargados
directamente del espectrofotémetro, impresos e
introducidos en la base de datos.

Validacidon de la prueba. Para validar la prueba los

controles positivos (c+) deben presentar un porcentaje de
inhibicion (PI) superior al 60% y la densidad 6ptica (DO) de
los controles negativos (c-) debe ser superior a 0,6. El Pl fue
calculado de la siguiente forma:

((DOc =) — (DOMmuestra))

Pl =
DOc —
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Interpretacion _de resultados. Una muestra fue

considerada como positiva (presencia de anticuerpos frente
a VLA) cuando el porcentaje de inhibicién fue superior al
60%, mientras que se consideré como negativa (ausencia de
anticuerpos frente a VLA) cuando su porcentaje de inhibicion
fue inferior al 60%.

4.6.2. Seroneutralizacion virica del VLA.

Las muestras de suero que resultaron positivas al
ensayo inmunoenzimdtico frente al VLA, fueron
posteriormente procesadas en el Centre de Recerca en
Sanitat Animal (CReSA) mediante la técnica de SNV, técnica
de referencia para la deteccién de anticuerpos frente a los
diferentes serotipos del VLA (OIE, 2012).

El principio de la prueba se basa en determinar la
actividad neutralizante de los anticuerpos presentes en la
muestra frente a alguno de los 26 serotipos de VLA,
expresado en un criterio de neutralizacién del 50%.

La técnica se realizé de acuerdo a los procedimientos
indicados por la OIE, siguiendo los pasos indicados a
continuacioén:

Preparacion de los microtubos. En un micronic se

colocaron los microtubos estériles de 1,2 pl.

Dilucion del suero. La muestra fue diluida en

proporcién % con medio EMEM (125 pl: 125 pl). Si los sueros
no presentan buenas condiciones, el efecto téxico impide el
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crecimiento de las células y la posterior lectura de los
resultados.

Inactivacién del suero. El suero fue inactivado a 562C

en bano maria durante 30 minutos.

Preparacion de las plantillas. Si los sueros fueron

analizados frente a mdas de un serotipo, se hicieron réplicas
de las plantillas ya confeccionadas; tantas como serotipos a
analizar.

Adicién de medio EMEM. Se distribuyeron 100 pl de
medio EMEM en los pocillos control y 50 ul en el resto de

pocillos de la placa.

Adicién de los sueros. Se afiadieron 100ul de las

muestras de suero en los pocillos (A) que correspondian a la
dilucion inicial (1/2). Progresivamente se fueron realizando
diluciones dobles seriadas, transfiriendo50 pl
consecutivamente al pocillo inferior (desde la posicién A
hasta la H) alcanzando finalmente la concentracién 1/256. Se
descarté el volumen de 50 pl sobrante de la ultima dilucién.

Adicién de la suspensidn virica. Se distribuyeron 50 pl

de la suspensidn de virus (100 TCIDs,) en todos los pocillos,
excepto en el control de crecimiento de las células y en los
pocillos destinados a las diluciones del control de virus.

Adicién del control del virus. Se afiadieron 50 pl de las

distintas concentraciones del control del virus a los pocillos
control. Para ello fue necesario preparar las distintas
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concentraciones dispensando 900 ul de medio EMEM en 3
microtubos realizando diluciones a 10, 10%y 10°, a partir de
la suspensidn virica ya preparada y distribuyendo 100 pul en
el tubo 10'. Las concentraciones 10> y 10° se alcanzaron
partiendo de 100 pl de la concentracién previa (10" y 107,
respectivamente).

Incubacién. Las placas se mantuvieron durante 1 hora
y 30 minutos a 372Cy con 5% de CO,.

Adicién de las células. Se afiadieron 100ul de la

suspensidn de células Vero en todos los pocillos.

Incubacién. Las placas se mantuvieron durante 6 dias
a372Cy5%de CO,.

Lectura. Para ello, se buscd la aparicion de un efecto
citopatico usando un microscopio invertido.

4.6.3. Técnicas de deteccion molecular.
4.6.3.1. Extraccion de ARN.

Para facilitar el proceso de deteccion mediante
técnicas moleculares se realizd una extraccion del ARN del
virus. Este proceso consiste en la separacion del ARN del
resto de los componentes celulares como proteinas o
membranas lipidicas mediante el uso de detergentes y sales
precipitantes.

Las extracciones se realizaron usando el Kit Qiagen®
ARN extraction Kit. El protocolo seguido fue el siguiente:
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Se dispusieron tubos de 1,5 ml libres de nucleasas a
los que se adicioné 560 ul de Buffer AVL y 140 pl de la
muestra, incubando durante 10 minutos a temperatura
ambiente.

Los tubos se centrifugaron durante 9 segundos a 1.000
rpm (Centrifuge 5415D Eppendorf) para la eliminacion de los
restos que permanecieron en el tapdn.

Se afiadié a cada tubo 560 ml de etanol y se
homogeneizé con un vortex.

Los tubos fueron centrifugados durante 9 segundos a
1.000 rpm.

Preparacion de tubos nuevos con filtro Qlamp Mini
Spin Column”.

Adicién de 630 pl de la solucidn de extraccion.

Los tubos fueron centrifugados durante 1 minuto a
8.000 rpm.

Se repitid el paso 92 y 102 cambiando el filtro para
realizar la centrifugacion.

La base del filtro fue sustituida de nuevo y se anadid
500 pl de buffer AW1.

Los tubos se centrifugaronl minuto a 8.000 rpm.

La base del filtro fue sustituida de nuevo vy
afiadiendo500 pl de buffer AW2.
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Los tubos fueron centrifugados 3 minutos a 12.000
rpm.

Se cambid la base del filtro y los tubos fueron
centrifugados durante 1 minuto a 12.000 rpm.

Los tubos Eppendorf de 1,5 ml se colocaron como
base del filtro y se adiciond 35 pl de agua desionizada libre
de ARNasas (Buffer AVE QIAGEN").

Las muestras fueron incubadas durante 10 minutos.

Los tubos fueron finalmente centrifugados durante 1
minuto a 8.000 rpm.

4.6.3.2. rRT-PCR genérica para el VLA.

Se utilizé una rRT-PCR semicuantitativa, basada en la
deteccion de una regién conservada del SEG-5 del VLA
(Toussaint y cols., 2007). La reaccion es llevada a cabo
conjuntamente con la desnaturalizacion, la
retrotranscripcion, la amplificacién y la deteccidn a tiempo
real del ARN. El amplificado obtenido es un producto de 75
pares de bases de una secuencia del segmento 5 del genoma
del virus. Esta técnica permite detectar la presencia de ARN
del VLA desde el primer dia post infeccidn, incluso hasta mas
de 200 dpi en algunas especies de rumiantes (Bonneau y
cols., 2002).

Las secuencias de los 3 primers empleados han sido
las siguientes:
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5' GGCAACYACCAAACATGGA 3'
5' AAAGTYCTCGTCGCATTWGC 3'

5'FAM-YCCA+CTG+ATRTT+GTA+TT+TT+CTCAA-TAMRA3'

Los analisis fueron realizados en el Laboratorio de
Producciéon y Sanidad Animal de Sevilla.

El procedimiento se describe a continuacion:

Preparacion de la solucion master-mix. La master-mix
fue preparada en un tubo Eppendorf de 2 ml, en condiciones
de refrigeracion. Las concentraciones utilizadas de cada
reactivo fueron: DNTP (0,5 mM), cloruro de Magnesio (5 mM),
Polimerasa (1.000 Uds/reaccion), primers (1’25 upM), Sonda
Tagman (0’25 pM) y retrotranscriptasa (1.000 Uds/reaccion).

Distribucion de las muestras en la placa. Las muestras
previamente extraidas y los controles, se afiadieron en una
placa de 96 pocillos. La cantidad dispensada en cada pocillo
fue de 6 pl. A continuacién, la placa se sellé6 empleando una
tapa adhesiva de plastico.

Desnaturalizacion del ARN. Las muestras fueron
calentadas en el termociclador durante 5 minutos a 992C
(ABI 7500 Fast Applied Biosystems'). Tras esta fase se
enfriaron mediante el uso de una gradilla congelada para
evitar la renaturalizacion del ARN.

Centrifugacion. Las muestras fueron centrifugadas
para evitar la acumulacién de aerosoles evaporados durante
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el proceso de calentamiento.

Mas tarde se afiadid la solucién master-mix en cada
uno de los pocillos. Tras la adicidn la placa fue sellada.

Amplificacion. La placa con la muestra fue introducida
en el termociclador (ABI 7500 Fast Applied Biosystems’)
donde se ajusté el siguiente programa de amplificacidn: un
ciclo de 10" a 482C, un ciclo de 10’ a 952C, seguidos de 50
ciclos de 15" a 952C y 60" a 61°C.

Deteccion de la fluorescencia a tiempo real. El
termociclador lleva incorporado un detector de
fluorescencia que realiza una lectura tras cada ciclo de
amplificacion. La sonda de fluorescencia Tag-man’ hibrida
especificamente con el gen diana (SEG-5) del virus, que al ser
degradado por la polimerasa durante la sintesis de nuevas
cadenas de acidos nucleicos, reacciona emitiendo
fluorescencia.

Interpretacion de los resultados. Los resultados vienen
determinados por el valor CT (Cycle Threshold), que se
traduce como el umbral del ciclo calculado por el algoritmo
del termociclador, en el que empieza a haber una respuesta
exponencial en la sefial de fluorescencia. Ese ciclo es tanto
menor cuanto mayor es la cantidad de ADN diana en la
muestra. Por tanto consideramos a las muestras con valores
iguales o menores a 40 ciclos como positivas.
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Amplificacion Seg-5
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Grdfica M1. Ciclos de temperatura para la amplificacion del
SEG-5

4.6.3.3. rRT-PCR especifica de serotipo para el VLA.

Las técnicas empleadas para la determinacion del
serotipo se basan en la deteccién mediante rRT-PCR de
secuencias especificas del SEG-2 del genoma de VLA. Las
pruebas se realizaron para los tres serotipos detectados en
Espafia.

El analisis molecular mediante rRT-PCR para el VLA-1

fue llevado a cabo mediante el procedimiento desarrollado
por Agliero y cols. (2008); sin embargo la descripcién de la
técnica no ha sido publicada. Las RT-PCR especificas se
realizaron en el Laboratorio Central de Algete, considerado
como Laboratorio de Referencia del VLA en Espania.
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La rRt-PCR especifica para el VLA-4 ha sido realizada
en el Laboratorio de Referencia del VLA en Espafia en Algete.

La técnica empleada para la deteccidon de VLA-8 fue
descrita por Hoffmann y cols. (2009), y se basa en la
deteccién de una secuencia especifica de 86 pb del
segmento 2 del ARN viral de este serotipo sirviéndonos de
los siguientes primers:

5°GTT ACG CAT TAC CGA GGT TGT G 3’

5° GAT CAT GTG TGA ACG CCT TCG 3’
5°AAC GGC TCA CAC CGA CGATCC AGC 3’

Para el desarrollo de la técnica se utilizo el extracto de
ARN de la muestra previamente confirmada como positiva
mediante RT-PCR genérica. El protocolo fue similar al
descrito para la RT-PCR genérica, por lo que Unicamente se
ha detallado la composicidn de la master-mix y los ciclos de
amplificacidn utilizados:

La solucién master-mix se prepard utilizando los
siguientes reactivos: 2X reaction MIX (12,5 ul), mezcla de
primers (2 pl), agua libre de nucleasas (5,0 ul),
retrotranscriptasa (0,5 pl).

Al igual que en la rRT-PCR genérica, se depositaron en
la placa 6 pl de la muestra de ARN previamente extraido, a la
gue se le afiadieron 20 pl de la solucién de master-mix. Los
ciclos de amplificacidn y su evolucién grafica fueron: un ciclo

~ 120 ~



Epidemiologia de la LA y EHE en Andalucia

de 10’ a 482C, un ciclo de 5’ a 952C, seguidos de 42 ciclos de
15" a 95°C, 20” a 562C y 30" a 72°C.

Amplificacion Seg-2 BTV-8
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Grdfica M1. Ciclos de temperatura para la amplificacion del
SEG-2

4.6.4. Aislamiento del virus.

El cultivo del VLA en la linea celular KC se llevé a cabo
de la siguiente forma:

Tapizado del Frasco (BD Falcon’ Cell culture) de 25 ml.
Previamente a la adicién de la muestra se afadié una
solucion constituida por: linea celular KC (2 ml), Schneider
insect medium (2 ml), FCS (900 pl), Peni/Strepto (75 ul),
Anfotericina B (25 pl).

El frasco con la solucidn preparada se colocd con su
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superficie mas amplia en la base, manteniéndolo en la estufa
de CO, a 289C. Las células alcanzaron en un dia entre el 80 y
el 90% de la superficie tapizada, que es la cantidad dptima
para propiciar el crecimiento del virus.

Adicion del VLA. Para realizar la inoculacién del virus,
se elimind el medio de crecimiento existente en el frasco y
se volvid a afadir medio Scheneider con la misma
concentracién de antibidticos pero sin SFB. Se inocularon
directamente 0,5 ml de la muestra de tejido, sin extraer. Esta
solucion se mantuvo durante 7 dias a 282C.

Confirmacion microscdpica. Se realizé un examen
previo con el uso del microscopio para confirmar la
presencia del efecto citopatico.

Confirmacion del aislamiento mediante técnicas
moleculares. El incremento del titulo viral (disminucion de la
CT) fue comprobado mediante RT-PCR. Si el valor CT de la
muestra obtenido para el cultivo celular resulté menor que
el obtenido para tejido, el aislamiento del virus puede
considerarse satisfactorio. En el caso contrario, si los titulos
virales no aumentaron, se realizaron pases sucesivos para
favorecer este incremento, y confirmar o descartar la
viabilidad del virus.
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4.7. Métodos y analisis estadisticos

4.7.1. Tratamiento de las variables de los estudios
seroldgicos.

Los datos epidemioldgicos obtenidos mediante las
encuestas, los resultados de diagndstico serolégico frente a
los dos virus estudiados, asi como los datos de trampeo de
culicoides, fueron introducidos en el programa Microsoft
Excel’ 2007 (Microsoft Corporation). Tras adecuar la base de
datos, estos fueron exportados al programa estadistico SPSS’
version 15.0 para Windows (Lead Technologies Inc.) donde
finalmente se realizaron los andlisis estadisticos
correspondientes.

Antes de la realizacién de los andlisis estadisticos se
hace necesario realizar una serie de operaciones de
tratamiento y organizacién de los datos. Estas operaciones
incluyen la eliminacidn, el cambio y la redefiniciéon de las
diferentes variables.

4.7.1.1. Definicion de variables.

Las variables incluidas en el estudio fueron tratadas,
segln su caracter, aplicando analisis estadisticos diferentes.
Estas variables pueden ser de tipo numérico, cuando los
valores que toman indican una cantidad; o bien de tipo
nominal, si existen distintas categorias dentro de cada
variable. Las variables nominales podemos clasificarlas, a su
vez, en variables dicotdmicas, cuando sélo existen dos
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categorias, variables nominales de mas de dos categorias y
variables ordinales, en las que las diferentes categorias
presentan un orden establecido.

4.7.1.2. Categorizacion de variables numéricas.

Las variables numéricas, que en nuestro caso fueron
Densidad de silvestres, Superficie del coto, asi como las
relativas a la densidad de culicoides, fueron objeto de
categorizacion y, segun sus valores, se incluyen dentro de
diferentes categorias disefiadas. El establecimiento de cada
categoria se establecié de manera independiente para cada
una de ellas, siguiendo criterios previamente recogidos en la
bibliografia, de tipo administrativo o segun su distribucidn
para los datos obtenidos. Finalmente, para estas variables
categéricas se calculé la distribucién de frecuencias en cada
una de sus categorias.

En el caso de la variable Densidad de silvestres, la
categorizacion se realizd teniendo en cuenta la bibliografia
sobre abundancia de rumiantes silvestres existente en el sur
de la Peninsula Ibérica (Acevedo y cols., 2008). La variable
Superficie del coto se decidid categorizarla atendiendo al
criterio de la CAPMA, que considera a los cotos, a partir de
2000 Has como de gran extension y por tanto permite
cerrarlas con cerca cinegética (BOJA, 2007) (tabla M5).
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Variable Categoria Criterio

Baja 1-4 individuos/100 Has
Densi

ensidad de 1o ia 5-20 individuos/100 Has

silvestres ——

Alta >20 individuos/100 Has
Superficie del | Pequefay media < 2000 Has
coto Grande > 2000 Has

Tabla M5. Categorizacion de Densidad de silvestres y Superficie
del coto.

Las variables numéricas relativas a la densidad de
Culicoides fueron categorizadas segun se define en el
apartado 4.7.2.2.

4.7.1.3. Eliminacion de variables.

Algunas variables sin interés epidemioldgico como el
propietario, el nimero de teléfono del titular, el numero de
coto o el orden de introduccidn en la base de datos fueron
eliminadas. Del mismo modo, tras realizar el analisis
estadistico descriptivo de los datos se decidié eliminar las
variables con frecuencias muy altas (>95%) o muy bajas
(<5%) para alguna de sus categorias ya que éstas generan
incorrecciones de tipo estadistico.

4.7.1.4. Codificacion de variables.

Las variables nominales se codificaron de forma
numérica para facilitar su tratamiento estadistico mediante
el programa SPSS 15.0, asigndndose un numero a cada
categoria (categoria A, 1; categoria B, 2; categoria C, 3,
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siguiendo este protocolo de forma sucesiva). A las variables
dicotdmicas se les asignd un valor de 0 para las negativas, y
de 1 para las afirmativas.

4.7.2. Tratamiento de datos entomoldgicos.

El tratamiento de los datos entomoldgicos presentd
algunas particularidades debido a la gran cantidad de datos
disponibles y, como consecuencia, de su inclusién como
variables en el estudio de factores de riesgo.

4.7.2.1. Calculo de estimadores el estudio descriptivo.

Para el estudio entomoldgico se calculd el recuento
total (RT), estimado en base a la suma de los mosquitos
capturados en cada trampa de forma total y por especies.

Asi mismo, se establecidé un estimador para conocer la
presencia de las especies de culicoides en cada mes del afio.
Para su cdlculo se consideraron como positivas a aquellas
estaciones que presentaron al menos un mosquito
capturado en ese mes. La presencia de culicoides fue
calculada en forma de porcentaje de trampeos positivos
(PTP) sobre el total realizados, tanto para la presencia del
genero Culicoides como para cada especie incluida.

Finalmente se calculé la media de mosquitos
capturados para cada estacion de trampeo. El objeto de esta
operacion fue permitir que los datos obtenidos fueran
comparables entre diferentes localizaciones. De esta forma,
algunos condicionantes, como el aumento de la presion de
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capturas no influiria en la comparacion de resultados.

N2 de Culicoides capturados

Media de captura =
P N¢ de trampeos realizados

La media de capturas se calculé de forma general para
cada estacidn, expresada como densidad de culicoides (DC),
por provincias y por afos de trampeo, incluyendo las
trampas que resultaron negativas. Asi mismo, se incluyé
también la media de los trampeos positivos por provincia y
por afio de muestreo, expresada como densidad de
culicoides por trampa positiva (DCTP) con objeto de conocer
la eficacia de la trampa empleada en nuestro estudio.

4.7.2.2. Calculo de las variables relativas a culicoides.

En el estudio de factores de riesgo para el VLA se
incluyeron diferentes variables relacionadas con los vectores
transmisores de la enfermedad, tanto de tipo mensual como
anual.

Para el calculo de las variables incluidas en el estudio
epidemioldgico se procedié de manera similar al calculo de
la Media de captura anteriormente definido. En el caso de
las variables mensuales incluidas (ej.: “Total Culicoides
mensual”), se establecid una media rodante, teniendo en
cuenta los datos de trampeo (de la estacidn de trampeo mas
cercana al lugar de muestreo seroldgico) desde el dia en que
la muestra de suero fue tomada hasta el mismo dia del mes
anterior. El mismo procedimiento fue seguido para las
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variables anuales (ej.: “Total Culicoides anual”) variando en
el periodo de capturas considerado, que incluyé desde el
ano previo hasta la recogida de la muestra de campo.

Las variables numéricas de abundancia del vector
fueron categorizadas para su inclusién como variables en el
estudio de factores de riesgo. La ausencia del vector fue
considerada una categoria en si misma, por lo que para el
establecimiento del resto de categorias sélo se
contabilizaron aquellas trampas en las que hubiese presencia
de vectores (mensual o anual, segin la variable). La
categorizacion se realizd mediante el uso de terciles tanto
para el recuento total como para cada una de las especies.
Para las variables por especies se sumaron las medias
obtenidas de las trampas positivas de todas las especies de
culicoides en conjunto (tabla M6).

Medias de ’ S Criterio
Categoria | Criterio ‘.
captura (numérico)

Ausencia | Ausencia 0

e Baja 1:' tercil 0,01-1,59
Media 2% tercil 1,60-6,39
Alta 3 tercil 6,40-2058,20
Ausencia | Ausencia 0

P Baja 1:r tercil 0,01-1,29
Media 2% tercil 1,30-2,99
Alta 3%tercil 3,00-491,3

Tabla M6. Categorizacion de la abundancia del vector
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4.7.3. Estudios estadisticos realizados
4.7.3.1. Andlisis descriptivo univariante

El analisis descriptivo permite definir la distribucién de
cada una de las variables incluidas en un estudio. Estos
procedimientos fueron utilizados para el estudio
epidemioldgico de factores de riesgo frente al VLA, para el
estudio descriptivo del VEHE y para el estudio descriptivo de
los datos de culicoides capturados en Andalucia.

Para las variables numeéricas se calcularon los
principales estadisticos de tendencia central (media,
mediana y moda) y dispersién (varianza, desviacién tipica y
rango). Posteriormente, para estas variables se establecieron
categorias de manera independiente atendiendo a criterios
epidemioldgicos. Finalmente, se obtuvieron variables
nominales ordinales de entre tres y cinco categorias.

Una vez obtenidas y transformadas todas las variables
en variables nominales, se calculd la distribucion de
frecuencias de cada una de las categorias.

Los resultados de seroprevalencia permiten la
posterior realizacién de los estudios de factores de riesgo.

Los datos entomoldgicos de captura de culicoides
también fueron analizados descriptivamente. Los resultados
solo incluyeron recuentos totales, sin embargo diferentes
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variables estimadas a partir de estos fueron incluidas
posteriormente. Estas nuevas variables fueron calculadas
(4.7.2.1.) tomando como ejemplo las definidas para otros
estudios realizados Andalucia (Ortega y cols., 1998; Ortega y
cols., 1999; Pérez y cols., 2012).

4.7.3.2. Andlisis descriptivo bivariante.

El analisis bivariante fue utilizado en el estudio
epidemioldgico de factores de riesgo frente al VLA,
utilizando el resultado de serologia total (sueros positivos a
ELISA y a SNV) como variable dependiente. Para ello se
realizd una tabla de contigencia que contiene todas las
variables independientes consideradas y su relacién con la
variable dependiente.

Para contrastar la hipdtesis de independencia entre
las variables se utilizd prueba de Chi-cuadrado (x%). La

asociacion se comprobd mediante el valor “p” asociado
aplicando la “correccidn de Pearson”.

Los resultados obtenidos fueron la presencia o
ausencia de significacion estadistica de cada variable
respecto a la variable dependiente. Sélo aquellos factores
gue presentaron un resultado con un valor de p< 0,15,
fueron incluidos en el analisis de regresién multivariante.

4.7.3.3. Anadlisis de correlaciones miiltiples

La posible correlacion (colinealidad) existente entre
las variables predictivas que presentaron una asociacién
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significativa con la variable dependiente (p< 0,15), fue
realizada mediante la utilizacion del coeficiente de
correlacién de Spearman (r).

La colinealidad entre dos variables se establecio
cuando p< 0,05y r>0,4. En estos casos solamente la variable
con una asociacidén mas fuerte con la seropositividad al VLA
fue seleccionada para su inclusiéon en el modelo de regresion
logistica multivariante.

4.7.3.4. Andlisis de regresién multivariante

El modelo multivariante permiti6 mejorar la
estimacion de las relaciones entre la variable resultado y las
predictivas; para este anadlisis sélo se ha utilizado aquellas
variables asociadas con una elevada significacién con la
seropositividad al VLA.

Dado que la variable dependiente es de tipo
dicotémica (seropositivo o seronegativo) y las variables
predictoras pueden ser de muy diversos tipos, el andlisis que
permite determinar de una forma mds adecuada aquellos
factores que presentan una influencia significativa con la
seropositividad frente al VLA, es la regresién logistica
binomial. El objetivo de la regresién logistica es componer
un modelo sencillo y que describa la relacion entre la
variable dependiente y diferentes variables explicativas (o
covariables).

La finalidad de cualquier modelo predictivo es
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obtener, a partir de un amplio conjunto de factores, aquellos
que predicen mejor un efecto, en nuestro caso la presencia
de anticuerpos frente al VLA que supone que ese individuo
ha sido infectado. Por tanto, partiendo de este amplio
numero de variables, que “a priori” cuentan con el mismo
peso especifico, se hizo necesario llevar a cabo con
anterioridad los analisis descriptivos univariante y bivariante,
con objeto de seleccionar aquellas que resultaran incluidas
en el modelo multivariante.

En este estudio, la seleccidn de las variables empleada
se realizé en base al método de paso a paso hacia adelante
(forward stepwise) tomando como referencia el estadistico
de Wald (Hosmer y Lameshow, 1989). En el modelo obtenido
se definen las variables asociadas a la seropositividad frente
al VLA, asi como la fuerza con la que cada uno de estos
factores se relacionan con ella eliminando, ademas, el efecto
de las variables confundentes (confounding). Por otra parte,
el modelo muestra la capacidad en que puede predecir tanto
los individuos seropositivos como los seronegativos.

Finalmente, la determinacidn y trascendencia de estos
factores de riesgo (o proteccién) nos permitird, en Ultima
instancia, disefar un plan de lucha frente a esta virosis en las
poblaciones de rumiantes salvajes.

4.7.3.4. Elaboracion del arbol de decision CHAID

Ademas, los resultados fueron expresados mediante
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un darbol de representacion grafica CHAID, que define los
grupos de mayor riesgo para la presencia de infeccién frente
al VLA.

Se incluyé un andlisis de las variables significativas
obtenidas en el modelo multivariante mediante el uso del
detector de interaccién automatizada de x° (CHAID). Este
tipo de estudios se fundamentan en las pruebas de
significacion ajustadas, como x°, que permiten establecer un
orden de significacion entre los factores seleccionados (Kass,
1979). La presentacion visual del método CHAID se realiza
mediante un arbol de clasificacidén (o decision). En el arbol
estan representados diversos grupos que surgen de la
combinacion de las categorias de las variables incluidas. La
finalidad del andlisis fue establecer aquellos grupos que
presentan mayor y menor riesgo de presencia de
anticuerpos frente al VLA, representandolos graficamente,
facilitando asi la interpretacion de los resultados.
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5. Resultados y discusion
5. 1.Estudios seroldgicos
5.1.1. Estudio de seroprevalencia del VLA

Se han analizado un total de 2.290 muestras para la
deteccion de anticuerpos frente al VLA sirviéndonos de un C-
ELISA; posteriormente, las muestras que resultaron positivas
fueron analizadas mediante SNV frente a los tres serotipos
circulantes en el sur de Espafia (VLA-1, VLA-4 y VLA-8),
utilizando las dos técnicas en tandem.

La técnica ELISA utilizada en el presente estudio
presenta una elevada sensibilidad y especificidad en el
ganado doméstico (Niedbalski, 2010) y ha sido previamente
empleado en ungulados silvestres (Garcia y cols., 2009;
Lorca-Ord y cols., 2011). La SNV es una técnica que presenta
una elevada especificidad, independientemente de Ila
especie, permitiendo llevar a cabo la deteccién de los
diferentes serotipos del VLA, aunque su sensibilidad es algo
menor.

Para estimar la seroprevalencia, tan solo se
consideraron sueros positivos aquellos que mostraron
resultados positivos a ambas técnicas. El 3,6 por ciento
(82/2264) de las muestras analizadas resultaron positivas a
ELISA pero negativas a SNV, diferencias que pueden
relacionarse con los diferentes tipos de anticuerpos que cada
una de ellas permite detectar. Asi mismo, el 1,8 por ciento
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(38/2264) de las muestras positivas a ELISA no pudieron ser
analizadas mediante SNV debido a la citotoxicidad del suero,
posiblemente debido a la contaminacion del mismo. Los
resultados obtenidos usando ambas técnicas (C-ELISA+SNV:
495/2226) en tandem podrian estar subestimados respecto a
los obtenidos exclusivamente por C-ELISA (570/2264), pero
indudablemente presentan una mayor fiabilidad, por lo que
fueron seleccionados para expresar la seroprevalencia. No
obstante, cabe destacar que tanto la seroprevalencia (C-
ELISA+SNV+) como los porcentajes de seropositividad
obtenidos para C-ELISA han seguido un patrén muy similar
para las categorias individuales y relativas al muestreo (tabla
RD1).

Los resultados han mostrado la elevada difusién que el
VLA ha tenido en Andalucia durante el periodo de estudio,
alcanzando una seroprevalencia del 21,9 por ciento. Sin
embargo la distribucidn geogréfica de la enfermedad no ha
sido homogénea, describiéndose prevalencias
significativamente mas elevadas (p< 0,05) en las regiones
central y occidental de Andalucia con el 28,3 por ciento y el
29,8 por ciento, respectivamente, en comparaciéon con la
region oriental donde alcanzé un 10,9 por ciento de
individuos seropositivos.
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Técnicas serolégicas

Ca:i:i& Variables C-ELISA c-ELISA+SNv:IreVal
Total + % Total +

Ciervo 1009 437| 43,3 986 384 | 38,9

Corzo 150 3 2,0 150 3 2,0

Especies Gamc’) 211 63| 29,9 211 61| 28,9
Muflén 124 36| 29,0 123 33| 26,8

Cabra m. 770 31 4,0 746 14 1,8

Total 2264 570| 25,2 2226 488 | 21,9

Adulto 1059 340 32,1] 1059 312 30,2

e Subadulto 365 78| 214 365 75| 20,7
Joven 199 241 12,1 199 23| 11,7

Total 1623 442 | 35,1 1592 410| 25,7

Hembra 767 198 | 25,8 767 176 | 229

Sexo Macho 808 256 31,7 808 243 30,1
Total 1575 454 | 28,8 1575 419| 26,6

2006/2007 78 34| 43,6 78 24| 30,8

2007/2008 166 35| 21,1 161 24| 14,9

Temporad | 2008/2009 502 56| 11,2 497 44 8,9
adecaza |2009/2010 1103 305| 27,6| 1099 258 | 23,5
2010/2011 415 140 | 33,7 391 138 | 35,3

Total 2264 570 | 25,2| 2226 488 | 21,9

Oriental 878 119| 13,5 874 95| 10,9

Region Central 736 234 31,8 726 206 | 284
Occidental 650 217 33,3 626 187 | 29,9

Total 2264 570 | 25,2| 2226 495 | 21,9

Tabla RD1. Seropositividad frente al VLA.

Las prevalencias de anticuerpos obtenidas confirman

una difusion significativamente superior (p< 0,05) en las

poblaciones de ciervo (38,9%), seguidas de las de gamo
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(28,9%) y muflon (26,8%), comparados con cabra montés
(1,8%) y corzo (2%). Asi mismo, los animales adultos
presentaron  seroprevalencias  significativamente mas
elevadas (30,3%) en comparacién con los subadultos
(20,7%), siendo a su vez la prevalencia de este grupo mas
elevada que en los jovenes (11,7%). No se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre sexos,
siendo la seroprevalencia del 30,1 y 22,9 por ciento en
machos y hembras, respectivamente.

La distribucion  temporal mostré  diferencias
estadisticamente  significativas entre las diferentes
temporadas de caza (p< 0,05). La seroprevalencia oscild
entre el 8,9 por ciento en la temporada 2008/2009 y el 35,3
por ciento durante el periodo 2010/2011.

Por su parte, el estudio de circulacién de serotipos
supone el primero de este tipo realizado en especies
silvestres en Espafia. Al igual que en el ganado doméstico, las
seroprevalencias encontradas frente al VLA-1 (18,5%) vy
frente al VLA-4 (15,4%), evidencian que ambos serotipos han
presentado una amplia difusién en las poblaciones de
rumiantes silvestres en Andalucia (tabla RD2).

En el caso del VLA-8, la escasa seroprevalencia (2,1%)
concuerda con la menor circulacion de este serotipo
detectada en rumiantes domésticos en el sur de la peninsula,
donde sdlo 26 focos han sido declarados (RASVE, 2013).
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Resultados SNV por serotipos
- BTV-1 BTV-4 BTV-8

Pos. | Prev. | Pos. | Prev. | Pos. | Prev.

Ciervo 986 | 283 | 28,7 232| 23,5| 29 2,9

Corzo 150 2 13 2 1,3 0 0,0

X Gamo 211| 45| 21,3| 31| 14,7 9 4,3
Especies

Muflén 123 15| 12,2 26| 21,1 5,7

Cabram 746 7 0,9 10 1,3 0,1

Total 2226 351 | 15,8 293 | 13,2| 46 2,1

Adulto 1059 | 237 | 22,4 196 | 18,5 19 1,8

Edad Subadulto 365| 60| 16,4| 36 9,9 6 1,6

Joven 199 14 70| 15 7,5 4 2,0

Total 1592 | 297| 18,7 | 247 | 155| 46 2,9

Hembra 767 | 137| 17,9| 113 | 14,7 9 1,2

Sexo Macho 808 | 184 | 22,8 137| 17,0| 21 2,6

Total 1575| 321| 20,4 250| 15,9| 30 1,9

2006/2007 78 0 0,0 24| 30,8 0 0,0

2007/2008 161 14 8,7 15 9,3 0 0,0

Temporada | 2008/2009 497 34 6,8 25 5,0 2 0,4

de caza 2009/2010 1099 196 | 17,8 151 | 13,7 | 22 2,0

2010/2011 391| 107 | 27,4| 78| 19,9| 22 5,6

Total 2226 351 | 15,8 | 293 | 13,2| 46 2,1

Oriental 8741 36| 41| 62 7,1 6| 0,7

Region Central 726 | 170| 23,4| 114 | 15,7 18 2,4

Occidental 626 | 145| 23,2 | 117 | 18,7| 22 3,5

Total 2226 351 | 15,8 | 293 | 13,2| 46 2,1

Tabla RD2. Seroprevalencia frente a diferentes serotipos del VLA

No obstante,

la circulacion del

VLA-8 ha sido
confirmada en algunas zonas de Sierra Morena, unos 150 Km

al norte del brote mas cercano detectado en domésticos.

Resultados similares fueron igualmente observados para

VLA-1 y VLA-4. Esta amplia distribucion indica una mayor
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expansion geografica del VLA asociado a las especies
silvestres (Garcia y cols., 2009; Lorca-Ord y cols., 2011) en
relacion a los brotes detectados en el ganado doméstico
(Mapa RD1), tal vez debido las masivas campafias de
vacunacion realizadas en estas que limitarian la circulacidn
del virus.

Ninguno de los animales analizados presento
anticuerpos especificos frente a VLA-1, VLA-4 y VLA-8 antes
de la primera deteccidn del primer brote de estos serotipos
en el ganado doméstico. La seropositividad observada en
individuos juveniles y subadultos, evidencid el contacto
seroldgico con el virus incluso afios después de que el ultimo
brote de este serotipo fuera notificado en las especies
domeésticas, lo que indica una circulacidon reciente en las
poblaciones silvestres. Este hecho puede ser consecuencia
del mantenimiento del ciclo del virus en las especies
silvestres o bien producto de una nueva entrada de este
serotipo por medio de animales o vectores infectados.
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Mapa RD1.
Distribucion por
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domeéstico; en gris
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los negativos para
cada uno de los
serotipos
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Tras la implementacién del programa de vacunacién
en el ganado, un bajo nimero de brotes fueron declarados
en las especies domésticas, por lo que se asume su eficacia
como medida de prevencion de la enfermedad en Andalucia
(Allepuz y cols., 2010). Sin embargo, la elevada difusién del
VLA observada en ciervo, y en menor medida en gamo y
muflén, sugieren que el virus podria infectar al ganado
doméstico cuando se produzca el cese de la vacunacion
obligatoria. Asi mismo, los resultados muestran que las
especies salvajes presentan gran utilidad para llevar a cabo
la vigilancia epidemiolégica del VLA en areas donde los
programas de vacunacion obligatoria en las especies
domésticas permanezcan vigentes.

5.1.2. Estudio de seroprevalencia del VEHE.

Los analisis realizados en el estudio de
epidemiovigilancia frente al VEHE mediante la técnica ELISA
no han evidenciado positividad en ninguna de las 798
muestras de suero de cérvidos analizadas.

Los resultados seroldgicos obtenidos confirmaron la
ausencia de circulacién del VEHE en los cérvidos salvajes
muestreados en Andalucia entre 2006 y 2012. Aunque con
técnicas diferentes, los resultados obtenidos se encuentran
en concordancia con el estudio llevado a cabo en la provincia
de Cadiz durante julio de 2007 por Rodriguez-Sanchez y cols.
(2010), donde no se detectd ARN del VEHE en ninguna de las
510 muestras de sangre procedente de ciervos de granja. Asi
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mismo, de las 798 muestras de suero incluidas en nuestro
estudio, 709 fueron también testadas para detectar
anticuerpos frente al VLA mediante C-ELISA y SNV,
mostrando un seropositividad del 52,0 por ciento (369/709),
lo que indica ausencia de reacciones cruzadas entre ambos
virus con las técnicas ensayadas (Arenas-Montes y cols.
2013).

Dada la amplia distribucion que las especies de
cérvidos salvajes, particularmente el ciervo, presentan en el
sur de la peninsula Ibérica, la vigilancia de diferentes
enfermedades transmitidas por vectores ha sido
previamente sugerida, siendo la LA un claro ejemplo de ello
(Gortdzar y cols., 2006; Falconi y cols., 2011; Garcia-
Bocanegra y cols., 2011). En este sentido, aunque todos los
sueros resultaron negativos frente a EHE, la vigilancia
seroldgica de estas especies puede ser considerada como
una herramienta util para la monitorizacion de esta
enfermedad.

No obstante, aunque el papel que desarrollan los
cérvidos europeos en la epidemiologia de la EHE es aun
desconocido, algunas infecciones experimentales con VEHE-
1 realizadas en estas especies (ciervo, gamo y corzo),
demostrando su susceptibilidad para este serotipo concreto
(Gibbs y cols., 1977), lo que sugiere que los cérvidos
europeos podrian actuar como hospedadores competentes
del VEHE.
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Sin embargo, en el brote detectado en Marruecos
provocado por VEHE-6 que afectd clinicamente a ganado
bovino, no se describié ningun caso de infeccién en otros
rumiantes domésticos o silvestres (Benazzou, 2006). En este
sentido, algunos sueros de camélidos analizados por Touil y
cols. (2012) mostraron resultados negativos frente a
anticuerpos del VEHE-6. Por el contrario, estudios
seroldgicos llevados a cabo en Arabia Saudi en 1991 pusieron
de manifiesto la infeccién en ciervo rojo, aunque las técnicas
genéricas empleadas no permitieron distinguir entre
serotipos, si se conoce que VEHE-6 estuvo circulando en el
vecino pais de Oman a finales de los aifos 1980 (Al-busaidy y
Mellor, 1991).

Las muestras de los rumiantes silvestres analizadas en
el presente estudio fueron obtenidas en las diferentes
regiones de Andalucia (Mapa M1). No obstante, se
analizaron un mayor nimero de ejemplares procedentes de
la provincia de Cadiz (190), dado que es la regién mas al sur
de Europa y la mas proxima al continente africano. Ademas,
desde 2004, diversos brotes por arbovirus (los tres serotipos
del VLA, el VWN y el virus de Bagaza) han sido detectados en
esta provincia (Jiménez-Clavero et al., 2012).

Los patrones de distribucién del VEHE y del VLA suelen
diferir frecuentemente en aquellos lugares donde ambos
virus coexisten, como se ha definido previamente tanto para
especies silvestres como domésticas (Stallknetch y cols.,
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1995; Kedimi y cols., 2011b). Stallknecht y cols. (1995)
sugieren que existen diferencias notables en la amplificacién
y transmision para ambos virus e incluso entre sus serotipos
dependiendo de la especie de culicoides implicada.

Por tanto, aunque no se hayan detectado muestras
positivas frente al VEHE, existen algunos condicionantes que
pueden posibilitar que la EHE pueda afectar en un futuro a
las especies de rumiantes de la peninsula ibérica:

La proximidad con el norte de Africa, considerada
como la puerta de entrada de muchas de las arbovirosis que
han afectado a la peninsula Ibérica en los Ultimos afios.

La presencia de vectores competentes, ya que las
elevadas densidades de C. imicola registradas en los ultimos
afios en Andalucia y la competencia que ha demostrado esta
especie para amplificar y transmitir satisfactoriamente el
VEHE en otras zonas, la sitian como la especie clave en la
posible expansién de este virus. Un papel parecido podrian
jugar otras especies de culicoides del complejo obsoletus o
C. pulicaris cuya presencia en Andalucia también ha sido
notificada (Calvete y cols., 2008; Savini y cols., 2011; Pérez y
cols., 2012), siendo igualmente especies de vectores
competentes para la transmision del VEHE.

Las elevadas densidades de rumiantes salvajes y
domésticos existentes en el sur de la peninsula (Acevedo y
cols., 2008), unido al tradicional aprovechamiento en
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extensivo, favorece el contacto entre estas especies vy,
consecuentemente, el riesgo de transmision de
enfermedades (Gortazar y cols., 2007).

Por tanto, teniendo en cuenta estos condicionantes,
se puede considerar que la emergencia de la EHE en el sur de
Espafia puede suponer un riesgo real para las poblaciones de
rumiantes domésticos vy silvestres, siendo necesario llevar a
cabo programas de vigilancia epidemioldgico en estas especies.

5.2. Estudio de factores de riesgo del VLA

El estudio de factores de riesgo se llevd a cabo
teniendo en cuenta sélo a los animales de vida libre (se
eliminaron de este estudio todos los animales recluidos en
instalaciones intensivamente controladas), utilizando los
resultados de serologia total (obtenidos mediante el ELISA y
la SNV en tandem) y relaciondndolos con las variables
tomadas en la encuesta epidemioldgica.

5.2.1. Andlisis descriptivo y bivariante.

En los datos expuestos se incluyen la distribucion de
frecuencias por categorias, la relacién de muestras totales y
positivas frente al VLA y la seroprevalencia o porcentaje de
seropositividad de estas categorias. También se exponen los
resultados obtenidos mediante la prueba de x> de Pearson,
que permiti6 evaluar si  existieron diferencias
estadisticamente significativas entre las categorias de las
diferentes variables independientes en relacién a la variable
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dependiente.

La distribucion de frecuencias de las variables
generales se representa en la tabla RD3. Como se puede
observar, el porcentaje de animales muestreados en las tres
regiones de Andalucia es muy similar, oscilando entre el 28,9
por ciento de la zona oriental y el 36,3 por ciento del drea occidental.

El mayor numero de muestras tomadas en la
temporada 2009/2010, con el 52,2% del total se debid a la
aportacién conjunta desde la UCO y la CAPMA. En cuanto a
las estaciones del afio, los mayores porcentajes de
muestras obtenidas durante los meses de otofio e
invierno, coinciden con el periodo habil de caza mayor en
Andalucia (tabla RD3).

Variables generales | Categoria | Total | Porcentaje
Oriental 463 28,9
Region Central 558 34,8
Occidental 581 36,3
2006/2007 70 4,4
2007/2008 70 4,4
Temporada de caza |2008/2009 249 15,5
2009/2010 837 52,2
2010/2011 376 23,5
Invierno 526 32,8
Estacidn del afio Olono 900 26,2
Primavera 104 6,5
Verano 72 4,9

Tabla RD3. Distribucion de frecuencias de las variables generales.
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En el estudio bivariante de las variables generales se
incluyeron tablas de contingencia detalladas por especie,
con el objetivo de mejorar la descripcion de los datos de
distribucién y prevalencia (tabla RD4). Se observaron
seroprevalencias mds elevadas en la zona occidental y
central, en comparacidon el area oriental de Andalucia
(x°=41,49; p<0,001). En este sentido Garcia y cols. (2009) ya
sefialaron este patron, describiendo mayores
seroprevalencias en la zona occidental en comparacién con
la parte oriental de la regién andaluza.

La seroprevalencia varid significativamente en las
diferentes temporadas de caza (x2=29,42; p<0,001),
presentandose los valores mas elevados durante el periodo
2006/2007 (34,3%), desciendo hasta el 16,5 por ciento en la
temporada 2008/2009, probablemente como consecuencia
del elevado numero de individuos de cabra montés
analizados durante ese afio (89/267). En las temporadas
posteriores la seropositividad aumentd hasta alcanzar el
36,7 por ciento en la ultima temporada incluida en el estudio
(Grafico RD1).

~ 147 ~



Epidemiologia de la LA y EHE en Andalucia

'5a|042uab sa|qoLIDA SO 3P PIOU3BUIIUOI 3P PIGDL QY PIGLL

€g| 9 |z |oo|o|Tz|00|0| S |o0|0| 0 |[00|O| O |o€r| 9 | 9v ouesa
0T | T |voT|9T|T| €9 [00|0|6Z|00|0| ¥ [00]|0O| v |00| 0| v |eienewnd  oye
0'LE|€€€| 006 | ST | T | OF [6TE| 0| 2T | 00 |€¢| 2L |L'SE| 09| 89T |0‘T¥ |6¥Z | 809 oyojQ| I2P UoIEIS3
o‘Lz|evT|9zs| 00 |0 | 69 |€Tz|Z| 85 | ¥ |0T| Lv | 9T | T | 6€ |Z'Tv|62T| €1€ | ousalAyj
L'9g|8cT | 9/£| 00 |0| 0 |00 | 0| 2T |S'sv|ST| 8v |o'ze|TE| L6 |0‘Tv| 76 | 6T |T10Z/0T0T
9'0£|9sz | £€8 | ST |T| 69 |TT || 68 |TLv|LT| €5 |T'6T|8T| 96 |z'6€|80Z| 0€S |0T02/600¢
S9T| v |6vC | T'T|T| 68 |[00|0| € |€5| T | o0z |[00T| T | OT |6'67| 8€ | £ZT |6002/800¢ %MM.H&
6'ze| €z | oL |o0|0| sz |o0|0| 0o |0D|0| o |[00|0O| o0 |[1T1s|€z| st [8002/L007
€ve| vz | oL |00|0| 0T |00|0| 0 00| 0| 7 |set|T| 8 |o9r| €z | os |L00Z/9007
T'ee|€6T | 185 [ 00 |0 | 9 |T'C || £6 |€€e|Te| €9 |0'9Z|ST| 96 |S'St|SYT| 6I€ |[EIUBPPIO)
T'9g|zoz|8ss [ 0T |T| 8 |00 |0| £ |0vw|TT| ST |6LV|SE| €L |v'ew|¥ST| SSE |enus)|  ugigey
8'8T| L8 |€9v [ 00 |0 | 68 [00|0| O |6C| T | S€ |v'e|T| tv |9'8C| S8 | L6T | [e3uauQ)
+ ||e3ol| % |+ [leoL| % |+ |leIoL| % | + [|1eoL| % | + ||ewoL | % + [|ejol | euoS8aie)| 9|qenep
|eloL s9juow eiqe) 0z10) uopnA owen [¥ETh} aads3

~ 148 ~



Epidemiologia de la LA y EHE en Andalucia

40,00%
30,00%
20,00%
10,00%
0,00%
2006/2007 2007/2008 2008/2005 2009/2010 2010/2011
=g Se rpositvidad frente al VLA

Grdfico RD1. Seropositividad por Temporada de caza mediante C-
ELISA frente al VLA

En cuanto a las estaciones del afo, se observaron
mayores porcentajes de seropositividad en otofio e invierno
respecto al verano y la primavera, presentando esta variable
variaciones significativas entre sus categorias (x’=80,9;
p<0,001). Esto, que ya se ha demostrado para otras
enfermedades de transmision vectorial, puede ser debido a
qgue la respuesta inmune es posterior a la transmisién, que
se produce al final del verano en estas latitudes por la
actividad de los vectores.

Atendiendo a las variables individuales, podemos
observar que la distribucién de muestras por especies (tabla

RD5) se encuentra en concordancia con la abundancia de
estas en los ecosistemas del sur de Espafia. Considerando la
distribucién por edades se observa un mayor porcentaje de
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muestras pertenecientes a individuos adultos, ya que son los
de este grupo de edad los que son abatidos con mayor
frecuencia en las actividades cinegéticas.

La razdn de sexos (sex ratio) de las muestras obtenidas
en el presente estudio fue practicamente de 1, siendo
ligeramente superior el nimero de machos, hecho asociado
al mayor nimero de animales abatidos por su trofeo.

Variables Categoria NE de %
muestras
Ciervo 971| 60,6
Gamo 211 13,2
Especie Muflén 123 7,7
Corzo 104 6,5
Cabra mon. 193 | 12,0
Joven 100 8,2
Edad Subadulto 289 | 23,7
Adulto 829 | 68,1
Sexo Hembra 519| 44,7
Macho 641| 55,3

Tabla RD5. Distribucion de frecuencias de las variables individuales.

El analisis bivariante muestra los resultados entre las
diferentes especies de rumiantes salvajes incluidas en el
estudio, donde se observaron prevalencias
significativamente superiores (x°= 156,5; p<0,001) en ciervo,
gamo y muflén, en comparacién con corzo y cabra montés
(tabla RD 6).
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La prevalencia se incrementé significativamente con la
edad de los animales (x’= 17,38; p<0,001). En los adultos se
apreciaron  mayores  seroprevalencias  (36,9%) en
comparacion con los individuos subadultos (25,6%) y jovenes
(21,0%).

Espee Ceno | Gamo | Miltn | Cono |Cabramontés| Totel 1 debeason
Variables | Categora |Total| + | % [Total| #| % |Total) #{ % [Total{ +| % |Totd| | %|Totd| + | % |Valor[gl| Si. asntticap
loven | 72| 17\186) 13| 4308 6 |0]00] 0 [0]00f 9 |0]00] 10| 2t |10
Edad  (Subadufto | 16 | 46{280( 64 20(308) 22 [5{207) 18 [2{LLf 20 | 0 (00[ 289 | 74 {256| ;4 2|  <omt
Ao | 474 {24750, 107332820 77 (25[305] 73 {0100 88 | )LL) &9 306 (363
- Hembra | 326 {141/433| 98 |24|288] 40| 7|175] 8 | 0{00] %2 | 0{00] 58| 172|331 il
Macho [ 357 |179(50.] 98 (34347} 59 |23(390f 8L | 2|25) 46 | 1{22f 64t | 239|313
Totlporespecie | 971 (384)39.5) 211 |6¢)289) 123 {33 268) 104 { 2| 19| 193 2 |L0) 16021 482 (301 ses 4| <omt

Tabla RD6. Tabla de contingencia de las variables individuales

No se observaron diferencias significativas en la
seroprevalencia encontrada frente al VLA teniendo en
cuenta el sexo del animal (x2= 2,15; p =0,142), oscilando
entre el 33 por ciento de las hembras y el 37 por ciento en
los machos. Otros estudios realizados en especies silvestres
tampoco evidenciaron diferencias entre animales de distinto
sexo (Ruiz-Fons y cols., 2008; Garcia y cols. 2009; Lorca-Oré y
cols., 2011; Garcia-Bocanegra y cols., 2011). No obstante, en
las investigaciones de Rossi y cols. (2013) describieron
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diferencias significativamente superiores en machos que en hembras.

Las variables propias del coto son aquellas que se

han considerado como intrinsecas de cada terreno
cinegético, incluyendo variables sobre las que el gestor no
tiene influencia o no siempre puede tenerla (ej.: especies
presentes en el coto).

Tanto la densidad de rumiantes silvestres como la
superficie de los cotos fueron tomadas como variables
numeéricas (tabla RD 7). No obstante, en el caso de la variable
densidad de silvestres, esta fue clasificada segun Ia
bibliografia existente, categorizdndolas en bajas, medias y
altas (tabla M5). La variable superficie del coto se clasificé en
dos categorias: pequefias/medianas y grandes.

Desv.
Variables N | Media tip Moda | Mediana | Minimo | Maximo
ip.

Extension del coto 1602 |9951,7 | 18238,4|14109 2308 90| 82400

Densidad de silvestres |1602| 28,3 15,7 42 22 0,7 75

Tabla RD7. Medidas de tendencia central y de dispersion para las
variables numéricas

Atendiendo a sus categorias, se presentaron
densidades de rumiantes silvestres medias (0,05-0,2
individuos/Ha) o elevadas (>0,2 individuos/Ha) en la mayoria
de los cotos incluidos en el estudio, con porcentajes
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cercanos al 44 por ciento para ambas categorias,
ascendiendo los muestreados en cotos de bajas densidades
(<0,05 individuos/Ha) al 11,7 por ciento. Las elevadas
densidades de rumiantes silvestres encontradas en las zonas
muestreadas son frecuentes el sur de la peninsula ibérica
(Acevedo y cols., 2008). Asi mismo, un mayor nimero de
sueros (58,0%) fueron tomados en cotos de gran superficie
(>2000 Has.) respecto al 42,0% de los muestreados en cotos
pequerios y medianos (<2000 Has.)

El 74,1 por ciento de las muestras fueron tomadas en
bosques de quercineas (conformado predominantemente
por especies de Quercus), respecto al resto, que se
recogieron en zonas con una composicion forestal diferente.
Del mismo modo, se aprecid la presencia de rios en cotos
que incluian a mas del 96 por ciento de los rumiantes
salvajes estudiados, alcanzando el 75 por ciento en el caso
de las aguas estancadas.

Las explotaciones de alta densidad de silvestres
presentaron una frecuencia significativamente mas elevada
de animales seropositivos (50,1%) observdndose diferencias
significativas entre las categorias (x°=246,9; p<0,001). Asi
mismo, se presento asociacion estadisticamente significativa
entre la variable superficie del coto y la seropositividad al
VLA (x’=28,7; p<0,001), presentandose un 37,3 por ciento de
individuos positivos en las fincas con superficie menor a
2.000 Has., respecto al 24,9 por ciento observado en las
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grandes superficies de terreno.

Variable Categoria Total | %
Baja 187 11,7
Densidad silvestres Media 704 43,9
Alta 711 44 4
Pequefias/medias | 673 42,0
Superficie del cot
tperticie def coto Grandes 929 |58,
Ti d ¢ Quercineas 1187 (741
'po . € monte Pinares 285 17,8
predominante
Otros 130 8,1
Aguas corrientes No >9 3,7
2 si 1543 | 96,3
No 394 24,6
Aguas estancadas —
Si 1208 | 75,4

Tabla RD8. Distribucion de frecuencias devariables propias del coto

Los rumiantes salvajes que habitaron en zonas donde
el bosque predominante era el de quercineas presentaron
un porcentaje de anticuerpos frente al VLA (34,4%) superior
en comparacion con aquellos que lo fueron muestreados en
zonas de pino (22,1%) o de otro tipo de monte (8,5%),
presentandose diferencias significativas entre las categorias
(x*=47,9; p<0,001).

Del mismo modo, se presentaron prevalencias
significativamente mas elevadas en aquellos animales que
tuvieron contacto con aguas estancadas (x2:30,9; p<0,001)
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gue alcanzaron una prevalencia superior al 30 por ciento.

Variable Categoria | Total + % Valor |gl p
Densi Baja 187 14 7,5
Densidad "y i 704| 112| 159 2469 2| <0,001
silvestres
Alta 711| 356| 50,1
Superficie Peq. med. 673| 251 37,3
28,7 1| <0,001
del coto Grandes 929 | 231| 24,9
Ti Quercus 1187 | 408 | 34,4
Ipo monte | res 285| 63| 22,1| 47,9|2| <0001
predomina.
Otros 130 11 8,5
Aguas No 59 11 18,6
. 811 ,052
corrientes Si 1543 | 471| 30,5 38 0,05
Aguas No 394 75| 19,0
<
estancadas | Si 1208 | 407 | 33,7 30911 0,001

Tabla RDY. Tabla de contingencia para las variables propias del coto.

Considerando las variables asociadas a la gestion del

coto, la mayoria de las muestras fueron tomadas en espacios
libres (76,9%), siendo también una amplia mayoria de cotos
gestionados por la Administracion publica (61,2%). Gran
parte de las explotaciones cinegéticas (82,9%) suplementan
con alimento en la época de verano. Igualmente, la mayoria
de los cotos han acondicionado bebederos de tipo artificial
(bebederos para el ganado, pilas, fuentes, pantanetas, etc).
El 96,1 por ciento de los cotos presentaron un guarda
encargado del mantenimiento vy la vigilancia, por lo que esta
variable no fue incluida en el analisis estadistico bivariante.
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Variable Categoria | Total | %
Cercado No 1232 |76,9
perimetral Si 370 |231
No 63 3,9
G d ’ 7
varaeria i 1539 [ 96,1
ia |1
Bebederos Ausencia |109 |6,8

Presencia| 1493 | 53,6
Ausencia 274 |17,1
Presencia| 1328 | 82,9
Publica 981 |61,2
Privada |621 |38,8
Tabla RDI10. Distribucion de frecuencias de las variables
relacionadas con la gestion del coto.

Comederos

Tipo de gestion

La seroprevalencia fue mayor en los cotos que
emplearon medidas de gestién mds intensivas; en este
sentido, los animales procedentes de finca cercadas
presentaron prevalencias de anticuerpos del 39,5 por ciento,
significativamente mas elevadas en comparacion con el 27,3
por ciento observado en las fincas no cercadas ()(2:20,1;
p<0,001). Asi mismo, la seropositividad fue mayor en cotos
con presencia de bebederos (30,7%) (x°=7,5; p=0,02) y
comederos (33,7%) (x’=258,5; p<0,001) respecto a los cotos
con ausencia de estas medidas. Igualmente, en los cotos
gestionados de forma privada se presenté un mayor
porcentaje de individuos con presencia de anticuerpos
frente al VLA (42,0%) que los gestionadas por la
Administracion (22,5%) (x*=68,7; p<0,001).
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Variable Categoria |Total | + % Valor | gl. p

Cer‘cado Nlo 1232 | 336 27,3 20,1 1 <0,001
perimetral |Si 370 146 39,5
Guarderia No 63| 33]524
Si 1539| 449 | 29,2
Ausencia 109| 23|21,1

B 7 1 2

S Presencia | 1493 | 459 30,7 > 0,0
Ausencia 274 341|124

2 1 1

Comederos Presencia | 1328 | 448 | 33,7 28,5 <0,00
Tipo de | Publica 981|221 22,5

. A 68,7 1|<0,001
gestion Privada 621| 261|420

Tabla RD11. Tabla de contingencia para las variables relacionadas
con la gestion del coto.

En relacion a las variables asociadas al

aprovechamiento del coto, se comprueba cdmo la mayoria

de los animales incluidos en el estudio fueron animales
abatidos en cotos de caza; sin embargo un 7 por ciento
fueron capturados o abatidos en espacios gestionados por la
Administracion donde la actividad cinegética no esta
permitida, aunque si los descastes para reducir poblaciones y
los saneamientos selectivos de animales enfermos.
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Variable Categoria | Total %
Aprovechamiento | No 112 7,0
cinegético si 1490 |93,0
Aprovechamiento | No 336 21,0
ganadero Si 1266 |79,0
Aprovechamiento | No 659 41,1
agricola si 943 58,9
Cultivos de | Ausencia | 710 44,3
secano Presencia | 892 55,7
Cultivos de | Ausencia | 1201 74,9
regadio Presencia | 401 25,1

Tabla RD12. Distribucion de frecuencias de las variables asociadas
al aprovechamiento del coto.

Asi mismo, se observa una mayor frecuencia de
muestras pertenecientes a cotos con aprovechamiento
ganadero (79%). La mayoria de las explotaciones con
aprovechamiento agricola (58,9%), presentaron cultivos de
secano (55,7%), siendo esta frecuencia de un 25,1 por ciento
para los cultivos de regadio, menos extendidos en las zonas
generalmente montafiosas donde se encuentran los
rumiantes silvestres.

La frecuencia de animales seropositivos resulté de un
30,5 por ciento en aquellos animales que se encontraron en
explotaciones con aprovechamiento cinegético y de un 24,1
por ciento en aquellas que no lo presentaron (x°=2,1;
p=0,152). En cuanto al aprovechamiento ganadero, el 49 por
ciento de los rumiantes silvestres que no presentaron
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contacto con el ganado resultaron positivos frente al VLA,
frente al 24,9 por ciento de los que si lo presentaron
(x°=77,8; p<0,001).

Se observd un 33,4 por ciento de individuos
seropositivos en aquellos lugares donde no existia
aprovechamiento agricola, en comparaciéon con 24,1 por
ciento encontrado los cotos donde si se llevé a cabo esta
actividad (x°=5,8; p=0,016). Esta tendencia se mantiene para
las zonas con cultivos de secano con porcentajes mas
préximos entre ambas categorias, 30,9 por ciento (ausencia)
y 29,4 por ciento (presencia) (x°=0,5; p=0,48). En los cotos
con cultivos de regadio se aprecian seroprevalencias
menores (20,2%) que en aquellos con ausencia de este tipo
que presentaron un 33,3 por ciento, aprecidndose
significacién estadistica (x2=34,9; p<0,001).

Variable Categoria | Total | + % | Valor | gl p
A.prov’ef:hamlento No 112 27| 241 21| 1| 0152
cinegético Si 1490|455 30,5
Aprovechamiento | No 336|167 | 49,7 778 1| <0,001
ganadero Si 1266 | 315| 24,9
Apr'ovechamlento No 659|220| 33,4 sg|1| 0016
agricola Si 943|262 | 27,8
Cultivos de secano Ausencia | 710|220 30,9 05(1 0,48

Presencia | 892|262 | 29,4

i jia | 1201|401 33,3
Cultlv?sde Ausencia ) 349| 1| <0,001
regadio Presencia | 401| 81| 20,2

Tabla RD13. Tabla de contingencia para las variables asociadas al
aprovechamiento del coto
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Las variables relacionadas con la presencia de especies

cinegéticas muestran que los animales que conviven con
jabali y ciervo presentaron unas seroprevalencias superiores
al 90 por ciento. En cuanto al resto de especies cinegéticas,
el 58,7 por ciento de los animales muestreados
compartieron habitat con gamos, el 45,2 por ciento con
cabra montés, el 41,2 por ciento con muflén y el 31,3 por
ciento con corzo.

La seropositividad frente al VLA fue de un 33,1 por
ciento en las zonas con presencia de ciervos, frente al 1,3
por ciento de aquellos donde no estaba presente,
observandose diferencias significativas entre las categorias
(x2=77,8; p<0,001). Asi mismo, la seropositividad en fincas
con presencia de gamos (32,3%) fue mayor que la obtenida
en dareas sin presencia de esta especie (26,9%) ()(2:5,3;
p=0,021).

El contacto con muflén ha supuesto menores
seroprevalencias en las especies muestreadas (25,5%) que
aquellas que no compartieron hdbitat con esta especie
(33,3%), presentandose valores x’=11 y p=0,02). Igualmente,
la frecuencia de positivos frente al VLA fue de un 14,6 por
ciento en zonas con presencia de cabra montés, respecto a
los valores del 42,8 por ciento observado en los lugares
donde no se describid la presencia de dicha especie
(x’=149,8; p<0,001). La seroprevalencia en dareas con
presencia y ausencia de corzos fue del 19,8 y 34,8 por ciento,
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respectivamente, observdndose diferencias significativas
entre ambas categorias (x°=36,9; p<0,001).

Variable Categoria | Total %

. No 154 9,6
Presencia ciervo

Si 1448 90,4

. No 661 41,3
Presencia gamo

Si 941 58,7

Presencia No 942 58,8

muflén Si 660 | 41,2

Presencia cabra No 878 54,8

montés Si 724| 45,2

. No 1101 68,7
Presencia corzo

Si 501 31,3

Presencia jabali No 35 2,2

Si 1567 97,8

Tabla RD14. Distribucion de frecuencias de las variables
relacionadas con la presencia de especies cinegéticas en el coto.

Del mismo modo, un 30,7 por ciento de individuos
resultaron seropositivos al VLA en aquellos lugares con
presencia de jabalies frente al 2,9 por ciento de
seropositividad detectada en animales sin contacto con esta
especie, sin embargo esta variable no fue incluida en el
analisis bivariante al presentar una frecuencia superior al 95
por ciento en una de sus categorias (tabla RD 15).
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Variable |Categoria | Total | + % Valor | gl p
Pres.enaa No 154 2] 13 67,1 | 1|<0,001
de ciervo Si 1448 | 480 | 33,1
Presencia No 661|178 | 26,9 53| 1| 0021
de gamo Si 941 | 304 | 32,3
Presenci’a No 942 | 314 | 33,3 11] 1 0,02
de mufién Si 660 | 168 | 25,5
Presencia No 878|376 | 42,8

1 1|<0,001
cabra mon. Si 724 | 106 | 14,6 49,8
Presencia No 1101 | 383 | 34,8
11<0,001
de corzo Si 501| 99| 19,8 36,9 )

Presencia No 35 1] 29 . R

de jabalies Si 1567 | 481 | 30,7

Tabla RD15. Tabla de contingencia para las variables asociadas a la

presencia de especies cinegéticas en el coto

En cuanto a las especies domésticas, un 65,5 por
ciento de los animales muestreados ha presentado contacto
con el ganado bovino, seguido del 56,3 por ciento observado
en el ovino. La presencia de equino en los lugares donde las
muestras fueron tomadas, fue del 48,5 por ciento, siendo
estos valores del 33,6 por ciento para el caprino y del 8 por

ciento en el ganado porcino.
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Variable Categoria | Total %
Presencia bovino No 553 | 34,5
Si 1049 | 65,5
Presencia ovino No 700 | 43,7
Si 902 56,3
Presencia caprino N? 1064 | 66,4
Si 538 | 33,6
. . No 1474 | 92,0
Presencia porcino 5 128 | 80
Presencia equino N? 825 | 51,5
Si 777 48,5

Tabla RD16. Distribucion de frecuencias de las variables
relacionadas con las especies domésticas en el coto

La frecuencia de seropositivos en los ungulados
silvestres muestreados que presentaron contacto con las
poblaciones domésticas oscil6 entre el 10,6 por ciento
observado para caprino y el 25,8 por ciento para porcino.
Por el contrario, en aquellos animales que no compartieron
habitat con las especies domésticas se encontraron
seroprevalencias mas elevadas, siendo del 30,5 y 42,9 por
ciento en dreas con ausencia de porcino y bovino,
respectivamente.

Las variables presencia de bovino (x2=65,5; p<0,001),
presencia de ovino (x*=53,2; p<0,001), presencia de caprino
(x’=146,3; p<0,001) y presencia de equino (x’=57,8; p<0,001)
presentaron una asociaciéon estadisticamente significativa
con a la variable dependiente, no observandose dicha
asociacion con la variable presencia de porcino (x’=1,2; p=0,26).
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Variable | Categ. | Total + % X gl p
Presencia No 553 | 237 42,9
de bovino Si 1049 | 245 23,4 6551 1} <0,001
Presencia No 700 | 277 39,6
. P 2| 1] <0,001
de ovino Si 902 | 205 22,7 >3 0,00
Presencia No 1064 | 425 39,9
. = 146,3| 1| <0,001
de caprino Si 538 57 10,6 63 0,00
Presem.:la N? 1474 | 449 30,5 12| 1 0,26
de porcino Si 128 33 25,8
Presencia No 825| 318 38,5
. P 7, 1] <0,001
de equino Si 777 164 21,1 >7/8 0,00

Tabla RD17. Tabla de contingencia para las variables asociadas a la
presencia de especies domésticas en el coto

La abundancia mensual del vector fue recalculada a

partir de los datos originales. Las variables tanto mensuales
como anuales de abundancia total de Culicoides vy
abundancia C. imicola presentaron una distribucién muy
similar. Las variables de abundancia fueron categorizadas
atendiendo sélo a los resultados positivos, siendo el valor 0
(Ausencia) una categoria en si misma (tabla M6).

Para las variables mensuales, un gran nuamero
rumiantes silvestres no presentaron contacto (ausencia) con
los vectores en el mes anterior a la toma de muestras, hecho
relacionado con que la mayoria de los sueros se tomaron
durante la temporada otofial e invernal, cuando las
densidades de los vectores son menores.
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Desv. oge
Variables N Media Mediana | Maximo
Est. el
Minimo
Total Culicoides 1511 | 19,27 | 182,83 0,00 | 2060,20
C. imicola 1511 | 19,03 | 182,67 0,00 | 2058,20
Complejo obsoletus | 1511 0,17 1,02 0,00 14,67
C. obsoletus 1511 0,00 0,04 0,00 0,71
C. scoticus 1511 0,00 0,02 0,00 0,46
C. pulicaris 1511 0,04 0,38 0,00 12,80
C. nubeculosus 1511 0,06 0,37 0,00 2,50
C. dewulfii 1511 0,00 0,00 0,00 0,00

Tabla RD18. Medidas de tendenda central y de dispersion para las variables
numeéricas relacionadas con la abundancia mensual de culicoides

Se observd un mayor contacto de los rumiantes
salvajes muestreados con la especie C. imicola respecto al
resto de especies. En este sentido, la mayoria de los
ungulados analizados que presentaron contacto, lo hicieron
en lugares con densidades bajas (22%) respecto a los de las
zonas de abundancia media (7,1%) y alta (12,9%) de C.
imicola.

Los datos mensuales muestran escaso contacto entre
los rumiantes silvestres y la especies del Grupo obsoletus, C.
pulicaris y C. nubeculosus, o la baja presencia de estas
especies de culicoides, situdndose sus valores en torno al 7
por ciento de las muestras incluidas. Asi mismo, la mayor
parte de los animales analizados en los que se observd
contacto con estas especies de vectores, lo hicieron en zonas
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de bajas densidades de mosquitos. La presencia mensual de
C. scoticus (0,3%) y C. dewulfii (0%) ha sido practicamente
marginal en la zona de estudio.

Variable Categoria | Total %
Ausencia 875 57,9
Total Culicoides Baja 333 220
Media 108 7,1
Alta 195 12,9
Ausencia 970 64,2
. Baja 303 20,1
C. imicola
Media 53 3,5
Alta 185 12,2
Ausencia | 1394 92,3
Complejo obsoletus | Baja 68 4,5
Media 36 2,4
Alta 13 0,9
Ausencia 1506 99,7
C. obsoletus
Baja 5 0,3
., Ausencia 1507 99,7
C. scoticus
Baja 4 0,3
Ausencia | 1415 93,6
. Baja 94 6,2
C. pulicaris
Media 1 0,1
Alta 1 0,1
C. nubecul Ausencia | 1424 94,2
. nubeculosus Baja 3 35
Media 34 2,3
C. dewulfii Ausencia | 1511 | 100,0

Tabla RD19. Distribucion de frecuencias de las variables asociadas
a la abundancia mensual de vectores del género Culicoides
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En los resultados obtenidos para la variable de
abundancia mensual C. imicola podemos observar un
porcentaje muy elevado de animales seropositivos en las
zonas de bajas densidades (47,5%) respecto al resto de
categorias incluida la ausencia, que oscilan entre el 25,1 por
ciento y el 30,2 por ciento, aprecidandose diferencias
significativas entre las categorias (x°=57,7; p<0,001).
Resultados muy similares fueron los obtenidos para la
abundancia total, en la que también se evidencié una
asociacion estadistica significativa entre esta y la variable
dependiente (x*=20,9; p<0,001).

Para la variable abundancia mensual C. nubeculosus,
también se aprecian diferencias entre sus categorias
(x’=15,7; p<0,001), existiendo un mayor porcentaje de
rumiantes silvestres seropositivos en aquellas zonas con
densidades medias de esta especie (52,9%), con respecto a
las zonas con densidades bajas (13,2%) y ausencia (29,8%).

Es resefiable la frecuencia de animales seropositivos
para las categorias baja, media y alta de Complejo obsoletus,
que se situan entre el 7,4 y el 11,1 por ciento, en
comparacién con el 30,8 por ciento observado en ausencia
de esta especie (x’=11,5; p=0,009). Asi mismo, la presencia
con bajas densidades de C. pulicaris determinaron una
seroprevalencia en estas zonas que alcanzé el 14,9 por
ciento. Para las especies C. obsoletus mensual, C. scoticus
mensual y C. dewulfii mensual se presentan categorias con
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frecuencias superiores al 95%, por lo que estas fueron
excluidas del andlisis estadistico.

Variable | Categoria | Total | + % | Valor | gl p
Ausencia 875 | 237 | 27,1
Total Baja 333| 131| 39,3
Culicoides | Media 108| 35| 32,4 2091 3] <0001
Alta 195 47| 241
Ausencia 970 | 243| 25,1
. Baja 303 | 144| 47,5
C.imicola | edia | 53| 16| 302] > 7| 3| <00
Alta 185 47| 25,4
Complejo Ausencia | 1394 | 440| 31,6
Baja 68 5 7,4
obsoletus Media 36 4] 111 27,51 3| <0,001
Alta 13 1 7,7
C. obsole- | Ausencia | 1506 | 450| 29,9
tus Baja 5 o/ 00 | i
C. scoticus Ausencia | 1507 | 450| 29,9 i i
Baja 4 0 0,0
Ausencia | 1415| 436| 30,8
. Baja 94 14| 14,9
C. pulicaris Media 1 0 0,0 11,51 3 0,009
Alta 1 0 0,0
C. nubecu- | Ausencia | 1424 | 425| 29,8
losus Baja 53 7| 13,2| 15,7] 2| <0,001
Media 34 18| 52,9
C. dewulfii | Ausencia | 1511 450| 29,8 -l - -

Tabla RD20. Tabla de contingencia para las variables asociadas a
la abundancia mensual de vectores del género Culicoides
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La abundancia anual total del vector y por especies,

también se presentaron como variables numéricas. La media
muestra que la abundancia anual esta también muy
relacionada con la abundancia anual de C. imicola. De igual
modo, la ausencia del vector y los valores bajos son los mas
repetidos. Las variables numéricas relativas a la abundancia
del vector se categorizaron segun se describié en el capitulo
de Materiales y Métodos.

Variables N | Media DEe:t‘_" Moda | Mediana | Mini | Méx
Total Culicoides 1526 20,28 83,11 0,58 2,55 0,00 | 493,46
C. imicola 1526 18,88 | 81,76 0,40 2,38 0,00 | 491,26
Complejo obsoletus 1526 0,48 0,98 0,00 0,17 0,00 | 26,80
C. obsoletus 1526 0,01 0,02 0,00 0,00 0,00 0,13
C. scoticus 1526 | 0,00 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00
C. pulicaris 1526 0,31 1,22 0,00 0,04 0,00 13,03
C. nubeculosus 1526 0,60 3,41 0,00 0,00 0,00 27,69
C. dewulfii 1526 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Tabla RD21. Medidas de tendencia central y de dispersion para las
variables numeéricas relacionadas con la abundancia anual de
culicoides

El mayor nimero de muestras de animales salvajes se
obtuvieron en zonas con presencia de C. imicola (90,5%),
siendo la frecuencia mayor para la categoria de abundancia
baja. Este mismo patrén fue observado para el Complejo
obsoletus, ya que sélo el 13,8 por ciento de los animales
analizados no tuvo contacto con esta especie, por el
contrario el 78 por ciento de las muestras de rumiantes
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salvajes se tomaron en zonas con densidades bajas de esta
especie de vector.

En cuanto a la abundancia anual del resto de especies
de culicoides, el 68 por ciento de los animales presentaron
contacto con C. pulicaris, el 33,8 por ciento con C
nubeculosus, siendo este porcentaje del 88,9 por ciento en el
caso de C. obsoletus. Ninguno de los animales muestreados
presentd contacto con C. dewulfii.

Los resultados indican una mayor prevalencia
seroldgica en aquellos individuos que estuvieron en contacto
con densidades anuales de Culicoides bajas, (38,5), medias
(28,4%) vy altas (38,5%), en comparacion con la ausencia del
vector (10,6%) (x°=38; p<0,001). También se encontraron
frecuencias de seropositividad del 39 por ciento en
individuos que compartieron habitat con densidades altas de
C. imicola descendiendo estas progresivamente hasta el 8,3
por ciento en ausencia de esta especie, apreciandose
diferencias significativas entre las categorias (x’=69,8;
p<0,001).

~ 170 ~



Epidemiologia de la LA y EHE en Andalucia

Variable Categoria | Total %
Ausencia 113 7,4
Total Culicoides Baja 393 25,8
Media 555 36,4
Alta 465 30,5
Ausencia 145 9,5
.. Baja 513 33,6
C. imicola
Media 409 26,8
Alta 459 30,1
Ausencia 211 13,8
Complejo obsoletus Baja 1133 74,2
Media 181 11,9
Alta 1 0,1
Ausencia | 1356 88,9
C. obsoletus
Baja 170 11,1
. Ausencia | 1522 99,7
C. scoticus
Baja 4 0,3
Ausencia 489 32,0
. Baja 926 60,7
C. pulicaris
Media 88 5,8
Alta 23 1,5
Ausencia | 1011 66,3
C. nubeculosus Baja 427 28,0
Media 64 4,2
Alta 24 1,6
C. dewulfii Ausencia | 1526 100,0

Tabla RD22. Distribucion de frecuencias de las variables asociadas
a la abundancia anual de vectores del género Culicoides

En el caso de las especies del Complejo obsoletus, se
apreciaron seroprevalencias del 34,6 por ciento con
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abundancia baja de esta especie en relacidn a la abundancia
media (13,8%) y ausencia (19%) (x*=46,7; p<0,001).

Variable Categoria | Total | + % | Valor | gl p
Ausencia | 113 | 1210,6
Total Baja 393|108 27,5

Culicoides | wedia | 555|158|284| 0| °| <%%%

Alta 465|179 | 38,5
Ausencia | 145| 12| 8,3
. Baja 513|118 23,0
C. |
imicola Media 409 | 148 | 36,2 69,8 3 <0,001
Alta 459|179 39,0

Ausencia | 211| 40(19,0

Complejo .
Baja 1133 (392 | 34,6 | 46,7
bsolet ! 3 <0,001
OPSOIEHS I edia | 181 25]13,8
Alta 1 0| 0,0
C. obsoletus Ausencia | 1356 | 407 | 30,0 03| 1 0,871
Baja 170 | 50(29,4
. Ausencia | 1522 (457 | 29,9
C. scoticus - - -
Baja 4 0| 0,0
Ausencia | 489 |132|27,0
j 926|314 | 33,9
Baja 21338 3 0,009

C. pulicaris Media 88 5| 57

Alta 23 6|26,1
Ausencia | 1011 | 272 | 26,9
C. nubeculo- Baja 427 (131(30,7
sus Media 64| 45|70,3
Alta 24 9(37,5
C. dewulfii Ausencia | 1526 | 457 | 29,9 - - -
Tabla RD23. Tabla de contingencia para las variables asociadas a la
abundancia anual de vectores del género Culicoides

549| 3 <0,001
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La variable abundancia anual de C. pulicaris mostré
diferencias entre sus categorias (x°=33,8; p=0,009)
observandose valores de seropositividad menores con
densidades medias (5,7%) y mas elevados (33,9%) en zonas
con densidades bajas de esta especie. La seropositividad de
los animales analizados oscilé entre 70,3 y el 26,9 por ciento
en zonas con abundancias anuales medias o ausencia de C.
nubeculosus, respectivamente, apreciandose diferencias
entre sus categorias (x2=54,9; p<0,001). La frecuencia de
seropositivos fue muy similar en zonas sin presencia de C.
obsoletus (30,0%) o en aquellas que presentaron densidades
bajas de esta especie (29,4%) (x°=0,3; p=0,871).

Las variables C. scoticus anual y C. dewulfii anual no
fueron incluidas en el estudio bivariante al presentar alguna
de sus categorias frecuencias superiores al 95 por ciento.

Los resultados obtenidos sefialan prevalencias mds
elevadas en los individuos muestreados expuestos a las
variables anuales del vector, respecto de las mensuales.
Estos resultados son légicos si tenemos en cuenta que existe
un mayor riesgo de contacto entre los rumiantes y el vector
a lo largo de un afo que durante un mes.

5.2.2. Andlisis de correlaciones multiples.

Con el objetivo de establecer la colinealidad existente
entre las diferentes variables independientes que mostraron
asociaciéon (P< 0,05) con la variable dependiente en el
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analisis bivariante, se llevé a cabo un andlisis de colinealidad.
A partir de las variables independientes que presentaron
colinealidad entre ellas (p<0,05 y r>0,4), se seleccionaron
aquellas variables con mayor plausabilidad bioldgica en
relacidn a la variable dependiente.

5.2.3. Andlisis multivariante.

Tras la comprobacion de la colinealidad, las variables
incluidas para el andlisis de regresion logistica fueron las
siguientes: temporada de caza, estacion del afio, region,
especie, edad, densidad de silvestres, aguas estancadas,
bebederos, presencia de ciervo, presencia de mufldn,
presencia de bovino, C. imicola mensual, C. imicola anual, C.
nubeculosus mensual.

El andlisis de regresién determino que las principales
variables potencialmente asociadas con la seropositividad
del VLA en las poblaciones de ungulados silvestres en el sur
de Espafia fueron (tabla RD 24) Especie, Densidad de
silvestres, Edad, Abundancia anual de C. Imicola y Aguas
estancadas.

En efecto, la primera variable que incluyd el modelo
fue la especie. La seropositividad frente al VLA fue
significativamente superior en ciervo (OR=11,04; p=0,001) y
gamo (OR=4,63; p=0,043) en comparacién con la cabra
montés. En este sentido, las seroprevalencias obtenidas en
ciervo y gamo ascendieron al 39,5 y 28,9 por ciento,
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respectivamente. Sin embargo todos los estudios realizados
en fauna silvestres aportan prevalencias basadas en Ia
técnica ELISA, y Unicamente Falconi y cols. (2012) confirman
la circulacién de serotipos mediante SNV, no aportando
prevalencias mediante el uso de esa técnica.

. . I.C. 95% para Exp (B
TS Categorias o8 Sig- SR Inferiorp Sup:ri(or)
Cabra m. - - - - -
Ciervo 2,402 | 0,001 | 11,044 2,583 47,222
Especie Corzo -1,023 | 0,334 | 0,359 0,045 2,863
Gamo 1,533 | 0,043 | 4,633 1,051 20,421
Muflén 1,393 | 0,072 | 4,028 0,884 18,351
Joven - - - - -
Edad Subadulto | 0,284 | 0,353 | 1,329 0,730 2,419
Adulto 1,059 | 0,000 | 2,883 1,662 5,002
Densidad de Baja - - . . .
silvestres Media 1,092 | 0,009 | 2,981 1,306 6,803
Alta 2,558 | 0,000 | 12,906 | 5,761 28,915
Aguas No - - - - -
estancadas Si 0,757 | 0,002 | 2,133 | 1,332 3,415
) Ausencia - - - - -
:ﬁﬂi‘ia:nil Media 0,674 | 0,000 | 1,961 | 1,362 | 2,825
Alta 0,906 | 0,000 | 2,473 1,729 3,538

Tabla RD24. Variables significativas asociadas a la presencia de
anticuerpos frente al VLA mediante andlisis de regresion logistica
multivariante. En negrita valores significativos.

En este sentido, entre 2005 y 2007, Ruiz-Fons y cols.
(2008) detectaron una prevalencia de anticuerpos frente al
VLA del 22 por ciento en ciervo (309/1409), mientras que
Garcia y cols. (2009) encontraron unos datos para esta
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especie en el sur de Espafia del 66 por ciento (65/98)
durante los afios 2006 y 2007. En un estudio llevado a cabo
en julio de 2007 en una granja de ciervos situada en la
provincia de Cadiz, se encontré6 una prevalencia de
individuos seropositivos que alcanzé el 57,6 por ciento
(504/875) (Rodriguez-Sanchez y cols., 2010). Los porcentajes
mas bajos reportados en Espafia para esta especie, han sido
descritos en el centro de la peninsula con un 12,9 por ciento
(371/2885), entre 2005-2010 (Falconiy cols., 2012).

Las investigaciones llevadas a cabo en Europa
confirman también la elevada circulacién del VLA en las
poblaciones de ciervo, con seroprevalencias que oscilaron
entre el 25,3 (249/982) y el 29,8 por ciento (423/1420) en
Bélgica durante el periodo 2006 a 2008 (Linden y cols., 2008;
Linden y cols., 2010). En Francia, en el periodo 2008 a 2010,
Corbiere y cols. (2012) registraron una seroprevalencia del
50,2 por ciento. En este mismo pais se encontraron
frecuencias del 30,3% por ciento (254/837) en el periodo
2008-2009 (Rossi y cols., 2013).

En el caso del gamo, los resultados obtenidos fueron
menores que los descritos previamente por otros estudios
en Espafia, que oscilaron entre el 35 y el 50 por ciento, en el
centro (34/96) y sur de Espafia (10/20), respectivamente
(Ruiz-Fons y cols., 2008; Garcia y cols., 2009). Sin embargo,
en otros paises europeos como lItalia, De Curtis y cols. (2007)
encontraron una baja seroprevalencia (0,5%) en los 206
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gamos analizados.

Los resultados observados en nuestras investigaciones
sugieren la mayor susceptibilidad del ciervo y el gamo a la
infeccion por el VLA. En estudios de infecciones
experimentales realizados en ciervo, se muestran elevados
titulos de anticuerpos frente al virus durante, como minimo,
el primer mes postinfeccion (Lépez-Olvera y cols., 2010;
Lorca-Oré vy cols.,, 2012). Teniendo en cuenta las
agregaciones espaciales de estas especies durante los meses
de otofio como consecuencia del celo, asi como las elevadas
concentraciones de vectores competentes presentes en esa
época, la etologia de estos dos cérvidos podria también estar
directamente implicada en las mayores seroprevalencias
encontradas en estas especies.

El resto de especies incluidas en el estudio no
presentaron una asociacién significativa con la positividad
frente al VLA. En el caso del muflén, nuestros resultados
seroldgicos (26,8%) se encuentran en niveles similares a los
descritos previamente por Garcia y cols. (2009) que
sefialaron un 33 por ciento (3/9) en la misma zona, siendo
superiores al 13 por ciento (9/68) encontrado por Ruiz-Fons
y cols. (2008) en el centro de Espafia. En un estudio llevado a
cabo en Francia entre 2008 y 2010 ninguno de los 64
muflones analizados tuvo contacto con el VLA (0/64)
(Corbiere y cols., 2012). La mayor sensibilidad del muflén a la
infeccion por el VLA (Fernandez-Pacheco y cols., 2008),
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sugiere que una proporcién de los animales que sufren Ia
infeccion acabarian muriendoy como consecuencia de ello,
las seroprevalencias obtenidas podrian estar subestimadas,
al existir una menor proporcion de animales infectados que
hayan superado la enfermedad (Rodriguez-Sanchez y cols.,
2010).

La baja seroprevalencia detectada en corzo concuerda
con los estudios llevados a cabo previamente en Francia,
Bélgica y Espaia, donde se encontraron porcentajes siempre
inferiores al 5 por ciento (Ruiz-Fons y cols., 2008; Rossi y
cols., 2009; Linden y cols, 2010; Boadella y cols., 2010;
Corbiere y cols., 2012).

En el mismo sentido, la cabra montés tampoco ha
mostrado en nuestro estudio una seroprevalencia elevada,
coincidiendo con las diferentes investigaciones realizadas
previamente en esta especie, con porcentajes de
seropositividad que oscilaron entre el 4 y el 11 por ciento
(Garcia y cols., 2009; Santiago-Moreno y cols., 2010; Lorca-
Oré y cols., 2011). Estudios realizados en poblaciones de
ibice alpino (Capra ibex), especie muy relacionada
filogenéticamente y de habitos similares a la cabra montés,
tampoco se ha encontrado una elevada (1,6%; 2/128)
circulacion del VLA (Rossi y cols., 2009).

La segunda variable introducida en el modelo fue
Densidad de silvestres. Los individuos procedentes de zonas
con elevadas y medias densidades de rumiantes silvestres
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presentaron 12,9 (p=0,000) y 3,0 (p=0,009) mas
probabilidades de presentar anticuerpos frente al VLA que
los animales abatidos en zonas de bajas densidades,
respectivamente. La presencia de esta variable en el modelo
multivariante indica que las densidades medias y altas de
ungulados silvestres estdn directamente asociadas con Ia
mayor circulacion del VLA entre sus poblaciones.

Nuestros resultados coinciden con los previamente
observados por nuestro grupo (Allepuz y cols., 2010) en
rumiantes domésticos en esta zona de estudio. Asi mismo,
diversas investigaciones llevadas a cabo en fauna salvaje han
puesto de manifiesto que las elevadas densidades de estas
especies favorecen la aparicibn de enfermedades
infecciosas, incluidas la LA (Acevedo y cols., 2007; Gortazar y
cols., 2012). En este sentido, Pelosse y cols. (2012)
confirmaron que la presencia de enfermedades transmitidas
por vectores es mayor cuando las densidades de
hospedadores susceptibles son elevadas.

La existencia de un gran nimero de animales por
unidad de superficie hace que frecuentemente se produzcan
agregaciones entre ellos, siendo las horas crepusculares y
nocturnas las mas propicias para la actividad de las especies
silvestres y de los vectores competentes. En el sur de
Espafia, donde los veranos son secos y calurosos, las
agregaciones espaciales de ungulados silvestres suelen
producirse en zonas en las que el agua se mantiene durante
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esta época del afio. Ademas, las zonas humedas y las suaves
temperaturas en las horas crepusculares de los meses de
verano y otofio, favorecen la presencia de los culicoides,
déndose las condiciones idéneas para la transmision del VLA
entre los vectores infectados y los hospedadores
susceptibles.

Igualmente, el periodo de celo de la mayoria de los
rumiantes slvestres ocurre durante el otofio (excepto el
corzo, que es en verano), que suele ser muy templado en
Andalucia, por lo que la agregacion puede adyuvar al
aumento de densidad y por tanto a la transmisién.

El modelo incorpord también la variable edad como
un factor potencialmente asociado con la seropositividad
frente al VLA, que se incrementd significativamente con la
edad de los animales. Los individuos adultos presentaron un
riesgo significativamente mayor (OR=2,8; p=0,000) de ser
seropositivos frente al VLA comparado con los jévenes.
Nuestros resultados son consistentes con los previamente
publicados y confirman que el riesgo de entrar en contacto
con el virus incrementa a lo largo de la vida (Ruiz-fons y cols.,
2008; Garcia y cols. 2009; Garcia-Bocanegra y cols., 2011;
Rossi y cols, 2013). Tan solo Falconi y cols. (2012)
describieron seroprevalencias significativamente mayores en
animales jovenes que en adultos.

La variable C. imicola anual fue incluido en el modelo
como un potencial factor implicado en la epidemiologia de la
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LA en poblaciones de ungulados silvetsres. Las poblaciones
que fueron muestreadas en zonas donde se encontraron
densidades anuales de C. imicola medias (OR=1,96; p=0,000)
y altas (OR=2,47; p=0,000), presentaron un numero
significativamente mayor de animales seropositivos,
respecto a las dreas de nula o baja densidad anual de C.
imicola.

La especie C. imicola se ha mostrado en los ultimos
afios como la de mayor distribucidn y abundancia en el sur
de la peninsula ibérica (Calvete y cols., 2008; Pérez y cols.,
2012). Diversas investigaciones han puesto de manifiesto las
elevadas densidades de esta especie en diferentes zonas de
Espafia, incluida Andalucia (Calvete y cols., 2008; Acevedo y
cols., 2010). No obstante, nuestro andlisis ha supuesto el
primero que correlaciona positivamente la seroprevalencia
en poblaciones de ungulados silvestres y la abundancia de C.
imicola. Aunque otras especies de culicoides incluidas en el
estudio pueden ser competentes para transmitir el VLA, las
densidades de vectores medias y altas, parecen ser
determinantes para la presencia de un mayor numero de
animales seropositivos.

Finalmente, el modelo incorporé Ila variable
presencia de aguas estancadas como un factor de riesgo
implicado en presencia de la LA en las poblaciones de
ungulados silvestres en Andalucia. Asi, los animales que
habitan en zonas con aguas estancadas presentaron un
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riesgo 2,13 (p=0,002) veces mayor de ser seropositivos. Los
resultados obtenidos pueden asociarse a que la presencia de
aguas estancadas (charcas, bebederos, pantanetas, etc),
suponen puntos de agregacién espacial de los ungulados
silvestres, especialmente durante los meses de verano.
Resultados similares han sido descritos por Vicente y cols.
(2007), que indica que los puntos de agua estancada son uno
de los factores de riesgo determinantes para la presencia de
tuberculosis en los ciervos.

Asi mismo, la presencia de los puntos de agua
estancada, favorecen la mayor concentracién de vectores
competentes en esas zonas ya que se trata de zonas idéneas
de cria para estas especies, lo que puede explicar los
resultados obtenidos en nuestro estudio.

5.2.4. Arbol de decisién CHAID

En base a los factores de riesgo obtenidos en el
analisis multivariante se ha elaborado un darbol de decisidn
CHAID, que tiene en cuenta los valores de x> de cada una de
las variables seleccionadas en el andlisis multivariante en
relacidn con la variable dependiente.

Este andlisis nos muestra que los ciervos adultos que
habitan en zonas con elevadas densidades poblacionales y
de C. imicola, presentan un mayor riesgo de infectarse con el
VLA; esto ocurre con tres de cada cuatro (72,4%) individuos
gue cumplieron estas condiciones.
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Por el contrario, las poblaciones de corzo y cabra
montés que se localizan en zonas de baja densidad de
rumiantes silvestres, presentaron una menor exposicion a la
infeccion por el VLA, habiéndose afectado sélo el 0,8 por
ciento de los animales muestreados.

5.2.5. Plan de lucha

El modelo multivariante y los darboles de decisidn
obtenidos nos indican que los individuos de edad adulta,
principalmente ciervos y gamos, que habitan en zonas con
una elevada densidad de rumiantes silvestres, donde existe
alta abundancia de C. imicola y la presencia de aguas
estancadas, presentaron las mayores probabilidades de
infeccidn por el VLA.

Por tanto, las bases de nuestro programa de lucha
frente a la circulacién del VLA se fundamentaran en las
actuaciones sobre estos factores de riesgo. Puesto que los
factores de riesgo son aquellas variables que cuando estan
presentes en un ecosistema aumentan significativamente la
probabilidad de aparicion de una infeccién o enfermedad, el
control los factores determinados en nuestro estudio
deberian hacer disminuir la circulacién del VLA en las
poblaciones de rumiantes silvestres en el sur de Espafia.

Evidentemente no podemos luchar contra Ia
susceptibilidad de determinadas especies silvestres al VLA,
pero debemos centrar nuestra lucha frente a las elevadas
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densidades de animales, de vectores y el control de las zonas
de cria dde los vectores.

Las elevadas densidades de animales silvestres
pueden presentar una influencia negativa en el coto
atendiendo diferentes puntos de vista como la presencia de
otras enfermedades, el dafio causado a la vegetacidn, asi
como el propio bienestar de los animales. Considerando
estos condicionantes, asi como los resultados obtenidos, se
hace necesario el control adecuado de las densidades
poblacionales de ungulados silvestres en los cotos de
nuestra regidn. Asi mismo, es imperativa la realizacién de
estudios que determinen densidades adecuadas de animales
silvestres en nuestra zona, ya que los datos disponibles
alcanzan unas cifras elevadisimas en comparacién con otras
regiones, y la adecuacién a la capacidad de acogida del
medio.

Las zonas donde se hayan detectado elevados
recuentos anuales de C. imicola deberian ser tratadas
sistemdticamente con insecticidas (basicamente larvicidas),
tanto en sus dreas de cria que deberan ser estrictamente
controladas (desecaciéon si fuera necesario) como en
instalaciones o infraestructuras para la caza.

El uso de piretroides, algunos organofosforados y
neonicotinoides, insecticidas de uso frecuente en la lucha
contra diferentes arbovirosis, en horas de maxima actividad
del vector y en puntos de agua estancada, charcas y en
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lugares de concentracion de animales, podria ser una
medida eficaz.

Finalmente, y pese a que recientes estudios han
demostrado la efectividad de la vacunacién frente a lengua
azul en ciervo y cabra montés, (Lorca-Ord y cols., 20122 y b),
la implementaciéon de un programa de vacunacién frente al
VLA en animales silvestres no resulta viable en el medio
natural, quedando limitada a animales localizados en granjas
y nucleos zooldgicos. No obstante las campafias de
vacunacion en el ganado doméstico, en zonas con elevadas
densidades de ciervo y gamo, podria favorecer la menor
actividad del virus en la zona, limitando, por tanto, la
infeccidn en las poblaciones silvestres.

La posible utilizacién de cebos vacunantes, con
vacunas recombinantes expresadas en plantas, aunque
todavia requiere una amplia investigacion, también podria
ser una medida a tener en cuenta.

5.3. Deteccion molecular de ARN y aislamiento del
VLA.

Para la deteccion genérica y especifica de los serotipos
de VLA (ver tabla RD25) hemos empleado diversas técnicas
moleculares. La rRT-PCR permitié detectar aquellos
individuos infectados por VLA; sin embargo, dado que el
periodo de viremia parece ser mas corto que la persistencia
de anticuerpos, los resultados muestran una menor
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frecuencia de individuos ARN-positivos frente al VLA.

La prevalencia de infeccion de VLA en los rumiantes
analizados resulté de un 1,5 por ciento (ICos% 0,9-2,1). Al
igual que la serologia, la prevalencia mayor se obtuvo para el
VLA-1 (21 animales positivos), seguido de VLA-4 (un
individuo positivo), no detectandose ARN virico del VLA-8 en
las 1.466 muestras analizadas. Estos resultados son légicos
teniendo en cuenta el nimero de focos detectados para
cada serotipo en rumiantes domésticos en la zona de
estudio, donde el mayor nimero de brotes han estado
asociados a VLA-1 (4448), seguidos de VLA-4 (329) y VLA-8
(37).

Los resultados confirmaron la circulacién del VLA-1 en
las poblaciones silvestres, pese a la aparente ausencia de la
misma en las especies domésticas, probablemente como
consecuencia de la vacunacion del ganado. En este sentido,
tres de las muestras positivas al VLA-1 mediante técnicas de
rRT-PCR fueron tomadas en noviembre de 2009, casi un afio
después de que se notificara el ultimo brote en ganado
doméstico para ese serotipo. Asi mismo, uno de los animales
detectados como positivo a VLA-1 mediante rRT-PCR, resulté
negativo usando ambas técnicas seroldgicas, lo que podria
insinuar una infeccién reciente en este individuo (Linden y
cols., 2010; Lopez-Olvera y cols., 2010). Estos resultados
sugieren el mantenimiento de la circulacion del virus en las
poblaciones de rumiantes silvestres del sur de Espafia.
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rRT- PCR rRT-PCR especifica de serotipo
Total genérica BTV-1 BTV-4 BTV-8
+ % + % + | % |+ |%

Ciervo 729| 20| 2,74| 19 261 1| 01| 0| 0,0

Corzo 75 0 0 0 0,00 0| 0,0 0| 0,0

. Gamo 177 0| 0,00 0 0,00| o 0,0| 0| 0,0
Especies

Muflén 105 1| 0,95 1 0,95| 0| 0,0 0| 0,0

Cabram. 380 1| 0,26 1 0,26 0| 0,0 0| 0,0

Total 1466 | 22| 1,50| 21 1,43| 0| 0,0| 0| 0,0

Adulto 674 13| 1,93| 12 1,78| 1| 0,1 0| 0,0

Edad Subadulto 251 6| 2,39 6 2,39| 0| 0,0 0| 0,0

Joven 143 3| 2,10 3 2,10| o| 0,0| 0| 0,0

Total 1068 | 22| 2,06| 21 1,97| 1| 01| 0| 0,0

Hembra 532 8| 1,50 8 1,50 0| 0,0| 0| 0,0

Sexo Macho 519| 14| 2,70| 13 2,50| 1| 0,2| 0| 0,0

Total 751 22| 293| 21 280| 1| 0,1 0,0

2006/2007 - - - - -l - -l - -

2007/2008 29 4| 13,79 4| 13,79| 0| 0,0| 0| 0,0

Temporada | 2008/2009 338 1| 0,30 1 0,30| 0| 0,0 O 0,0

de caza 2009/2010 707 3| 042 3 0,42 0| 0,0 0| 0,0

2010/2011 392 14| 3,57| 13 3,32 1| 0,3| 0| 0,0

Total 1466 | 22| 1,50| 21 1,43| 1| 01| 0| 0,0

Almeria 24 0| 0,00 0 0,00/ 0| 00| 0| 0,0

Cadiz 303 4| 1,32 3 099| 1| 03| 0| 0,0

Cérdoba 183 2| 1,09 2 1,09| 0| 00| 0| 0,0

Granada 179 0| 0,00 0 0,00 0| 00| 0| 0,0

Provincia Huelva 136 0| 0,00 0 0,00 0| 00| 0| 0,0

Jaén 254 11| 4,33| 11 433| 0| 0,0 0| 0,0

Malaga 301 2| 0,66 2 066 0| 00| 0| 00

Sevilla 86 3| 3,49 3 3,49| 0| 0,0| 0| 0,0

Total 1466 | 22| 1,50| 21 1,43| 1| 01| 0| 0,0

Tabla RD25. Resultados de deteccion de ARN genérica

serotipos

y por

Algunas muestras positivas a RT-PCR especifica para

el VLA-1 (12/22) fueron obtenidas en areas geogriéficas en
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las que no se detectd circulacién de este serotipo en el
ganado doméstico (RASVE, 2013), lo que refuerza la
hipdtesis de la relevancia de los rumiantes silvestres en la
difusion de la LA en los ecosistemas mediterraneos. Asi
mismo, ARN del VLA-4 fue detectado en un ciervo
muestreado en noviembre de 2010, menos de un mes
después de que la reemergencia de este serotipo fuera
confirmada en una granja centinela situada a menos de 60
km de distancia. Los resultados obtenidos confirman la
utilidad de estas especies para la vigilancia epidemioldgica
del VLA, sobre todo en zonas con programas de vacunacion
en domésticos.

Los resultados obtenidos confirman la susceptibilidad
del ciervo (2,74%), muflén (0,93%) y cabra montés (0,26%) a
la infeccién con el VLA, pudiendo jugar estas especies un
papel importante en la epidemiologia de la enfermedad
actuando como reservorio del virus (Fernandez-Pacheco y
cols., 2008; Rodriguez-Sanchez y cols., 2010; Corbiére y cols.,
2012; Falconi y cols.,, 2012). Pese a las elevadas
seroprevalencias obtenidas en gamo, no se detecté ARN en
ninguno de los ejemplares incluidos en el estudio.
Igualmente, todos los corzos analizados mediante rRT-PCR
resultaron negativos.

Aunque estudios previos ya habian puesto de
manifiesto la presencia de ARN del VLA en ciervos en
cautividad (Ruiz-Fons y cols., 2010), los resultados de
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nuestro estudio ha supuesto también, la primera descripcidén
de ARN de los serotipos 1 y 4 en ciervos de vida libre en
Espafia.

En Francia, el VLA-1 fue detectado en ciervo (Corbiere
y cols., 2012), mientras que animales infectados por VLA-8
fueron igualmente identificados en Bélgica (Linden y cols.,
2010). En Espaiia, el VLA-8 nunca ha sido detectado en fauna
salvaje, posiblemente como consecuencia de la limitada
circulacidn de este serotipo en este pais (RASVE, 2013).

En cuanto al muflén, la presencia del VLA-1y VLA-4 ha
sido previamente descrita en animales clinicamente
afectados procedentes el sur de Espana (Fernandez-Pacheco
y cols., 2008; Rodriguez-Sanchez y cols., 2010). En este
sentido, ambos estudios ponen de manifiesto que la LA
afecta al muflén de forma muy similar que a la oveja
doméstica, sugiriendo que el bajo nimero de muflones
positivos a la deteccién del ARN del VLA obtenido en nuestro
estudio puede relacionarse con que los individuos abatidos
no presentaron una infeccién activa.

En el resto de especies analizadas, la presencia de ARN
del VLA-1 ha sido previamente detectada en cabra montés y
corzo en Espafa y Francia, respectivamente (Lorca-Oré y
cols. 2011; Corbiere y cols., 2012). Sin embargo, no se han
detectado gamos infectados (presencia de ARN virico) hasta
la fecha, a pesar de las altas seroprevalencias encontradas
en esta especie, lo que podria estar asociado a una viremia
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mads corta en comparacién con otras especies de ungulados,
no existiendo estudios experimentales de infeccién por VLA
Ilevados a cabo en este cérvido.

Tampoco se observaron diferencias entre los distintos
grupos de edad, oscilando entre el 1,93 por ciento en
individuos adultos y el 2,39 por ciento de los subadultos. Asi
mismo la presencia de ARN del virus observada en animales
jovenes sefala una infeccion reciente confirmando la
existencia de circulacién del virus durante ese afio.
Considerando el sexo de los animales, se aprecia mayor
porcentaje de machos positivos (2,70%) en comparacion con
las hembras (1,50%), si bien, estas diferencias no son
estadisticamente significativas (p=0,175).

Atendiendo a las temporadas cinegéticas, durante el
periodo 2007/2008 se observaron las mayores prevalencias
(13,79%), descendiendo la temporada siguiente al 0,30 por
ciento para ir aumentando progresivamente hasta el 3,57
por ciento en la temporada 2010/2011. Los resultados
concuerdan con el mayor nimero de brotes detectado en
animales domésticos durante el afio 2007, asociado a la
mayor circulacion del virus durante ese afio. El incremento
de la prevalencia en el periodo 2010/2011 podria indicar una
circulacion mas activa en los Ultimos afios pese a las
campafias de vacunacibn en domésticos. Como
consecuencia, existe un riesgo evidente de transmisién del
virus desde los rumiantes salvajes a los domésticos, por lo
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que consideramos necesario confirmar la ausencia de
circulacion del virus también en silvestres antes de cesar el
programa de vacunacion.

La distribucion geografica de los animales infectados
no fue homogénea, oscilando entre el 4,3 de Jaén y el 0,66%
de Madlaga, no describiéndose casos positivos en las
provincias de Almeria, Granada y Huelva. Sin embargo, se
han detectado presencia de ARN en animales de zonas
donde ningun brote habia sido notificado en el ganado
doméstico, confirmandose la circulacién del virus en estas
zonas (Garcia y cols., 2009; Lorca-Oré y cols., 2011).

Los bajos valores de los ciclos de amplificacion (CT) de
la rRT-PCR obtenidos en algunos de los individuos
muestreados (CT<35) indican elevadas cargas virales en
estos animales.

En un total de 13 individuos positivos a la deteccién de
ARN mediante rRT-PCR (11 ciervos y 1 muflén para VLA-1; 1
ciervo para VLA-4) se consiguid aislar el virus mediando
inoculacidn en linea celular KC. Los aislamientos de VLA-1y
VLA-4 obtenidos en ciervo naturalmente infectado, suponen
los primeros llevados a cabo en esta especie para ambos
serotipos. Asi mismo, aunque Fernandez-Pacheco y cols.
(2010) consiguieron aislar VLA-4 a partir de muflones
muertos, nuestro estudio supone el primer aislamiento de
VLA-1 en esta especie. Las elevadas cargas virales unidas al
aislamiento del virus, indican que estas dos especies podrian
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estar jugando un papel importante en el ciclo
epidemioldgico de la enfermedad en el sur de Espafia,
actuando como reservorio potencial del virus.

5.4. Estudio de la abundancia y distribucién de
Culicoides spp. en el sur de Espaiia.

En este apartado se describe la distribucién y
abundancia de diferentes especies de Culicoides en la
Comunidad Auténoma de Andalucia entre 2007 y 2011.
Tanto el ndmero como la ubicaciéon de las diferentes
estaciones de captura fueron previamente establecidos
(Mapa M2) tal y como queda recogido en el programa de
Vigilancia Entomoldgica de la Lengua Azul en Andalucia
(CAPMA).

Se situaron 45 puntos de muestreo homogéneamente
distribuidos en Andalucia, presentandose una densidad de
una trampa cada 1.897 Km®. En otros estudios realizados
previamente en Andalucia, se realizaron densidades de
trampeo menores a las del presente estudio. Asi, Ortega y
cols. (1999), proporcionaron resultados en la parte oriental
de Andalucia a partir de una trampa cada 807 Km®.
Igualmente Ortega y cols. (1998) presentaron una
distribucién de los puntos de trampeo con densidades de
una trampa cada 10.939 Km? situadas en provincias del
centro y sur de Espafia. Densidades de muestreo mads
similares a las de nuestro estudio fueron proporcionadas por
Pérez y cols. (2012), con una trampa cada 1.479 Km? en todo
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el territorio andaluz.

Por otro lado, la eficiencia del tipo de trampa de
captura utilizada puede condicionar la deteccién de los
culicoides. En el presente estudio se utilizaron trampas tipo
“Mini-CDC light traps”, que presentan una elevada
especificidad ya que estan generalmente orientadas para la
captura de culicoides con un filtro de 0,5 mm, limitando la
recogida de artropodos de mayor tamafio (Venter y cols.,
2009). Este tipo de trampa es una de las mas utilizadas en
Espafia y otros paises europeos como Portugal o Bélgica, asi
como en Norteamérica (Capela y cols., 1993; De Dekken y
cols., 2008; Smith y Mullens, 2003). La trampa Mini-CDC
presenta una elevada eficacia (entre 37-89% mds) en
comparacion con otros tipos de trampas como las Rieb, las
Pirbright o las BG-sentinel. Sin embargo, los estudio llevados
a cabo por Venter y cols., (2009) indican una eficiencia
menor en la captura de culicoides empleando trampa Mini-
CDC comparada con las trampas tipo Onderstepoort. Estas
diferencias se deben a la fuente de luz mas potente usada
por las trampas Onderstepoort, no obstante el gasto
energético de estas, su instalacién y su coste hacen que
presenten una menor operatividad que las CDC (Venter y
cols., 2009)

Como consecuencia de la baja densidad de las
estaciones de muestreo y de la eficacia de las trampas
utilizadas, somos conscientes de que tanto la abundancia
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como la deteccion de las especies podrian estar
subestimadas.

En cuanto al periodo de estudio, nuestro trabajo
resulta el mds extenso de los llevados a cabo en Andalucia,
con una duracién total de 51 meses, comprendiendo el
periodo de agosto de 2007 hasta octubre de 2011.

Especie L Porcentaje
capturas
C. imicola 107.320 87,28
Compl. obsoletus 6.487 5,28
C. dewulfii 17 0,01
C. obsoletus 62 0,05
C. scoticus 50 0,04
C. pulicaris 3.411 2,77
C. nubeculosus 5.610 4,56
Total Culicoides 122.957 100

Tabla RD26. Recuento total de las diferentes especies del género
Culicoides en Andalucia segun los afios de estudio

Durante el periodo de estudio, el recuento total (RT)
de culicoides capturados e identificados ascendié a 122.957
(tabla RD26). C. imicola fue la especie con recuentos mas
elevados, suponiendo mas del 87,3 por ciento del total de
capturas. Los mosquitos del Complejo obsoletus (5,3%)
seguidos de C. nubeculosus (4,6%) y C. pulicaris (2,8%) han
presentado también recuentos resefables. El resto de
especies presentaron porcentajes inferiores al 0,5 por ciento
del total de capturas.

~ 195 ~



Epidemiologia de la LA y EHE en Andalucia

Se ha utilizado el porcentaje de trampeos positivos
(PTP) para valorar la presencia-ausencia de culicoides o de
alguna de sus especies segin la época del afio,
independientemente de la densidad de los mismos (tabla
RD27). Los resultados obtenidos confirman un 25,3 por
ciento de puntos de captura positivos respecto al total
muestreado.

. PTP
Especie Ene |Feb |Mar |Abr |May [Jun [Jul [Ago [Sep |Oct |Nov |Dic |Total
C. imicola 12 12|58 [11,7 | 156 | 20,8 | 32,8 | 356 | 36,1 | 344 | 239 | 72 | 19,6
Compl. obsoletus 2534174 (120(220 171|110 64 | 52 |52 |26 |23 ]| 84
C. dewulfii 00/00[00|02]00]02|03/]00/|00|00|00]00]|01
C. scoticus 00/00[00|00]00]|03|00/]02|00|00|00]00]|00
C. obsoletus 00/04[02|05|08]06|02]00|00|03|03/]02] 03
C. pulicaris 062058 |60 |73 73|67 |34 /|11 41|43 |14 43
C. nubeculosus 020408 |05|22 42|68 |50 (231207 (00| 21
Presencia total 39|54 (145|209 304|323 382377374381 |248|92| 253
Total de muestreos | 485 | 497 | 660 | 650 | 628 | 644 | 644 | 562 | 660 | 687 | 581 | 566 | 7264

Tabla RD27. Porcentaje de trampeos positivos (PTP) total y para
cada especie segun mes

C. imicola fue la especie con mayor porcentaje de PTP
(19,6%), siendo especialmente elevados durante los meses
de julio a octubre. Estos resultados coinciden con los
obtenidos en diferentes estudios en Espafia (Rawlings y cols.,
1997; Ortega y cols, 1998; Wittmann y cols., 2001).

Los mayores PTP obtenidos para culicoides del
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Complejo obsoletus, se encontraron durante los meses de
abril y mayo. Asi mismo, las especies de este grupo
mostraron mayor presencia que C. imicola entre los meses
de enero a mayo (grafica RD3). Los resultados obtenidos
confirman una mayor adaptacién de culicoides del Complejo
obsoletus a temperaturas inferiores, tal y como ha sido
descrito previamente en otras investigaciones (Ortega y
cols., 1998; Miranda y cols., 2004).

Presencia mensual de Culicoides

200 / \
150 /X \ — . imicola
100 / \ \ = Compl. ohsoletus
50 ——/ 5 \ C. pulicaris
_/ m—“ — . nubeculosus

Capturas/mes

] & o & &
z" o ~0" 3 5P o w:s* &
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Grdfica RD3. Presencia mensual de diferentes especies de culicoides
entre 2007y 2011

La especie C. pulicaris presentd PTP homogéneos
(4,31%) desde marzo hasta julio descendiendo en los meses
estivales e invernales. Por otra parte, los PTP de C
nubeculosus alcanzaron valores del 2,08 por ciento de los
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muestreos, presentandose al igual que C. imicola, mayores
porcentajes en los meses de verano, alcanzando en julio el
6,83 por ciento. Las otras especies incluidas en el estudio no
se han presentado de manera frecuente por lo que no puede
establecerse un patrén claro de presencia mensual para
estas, como puede observarse en la tabla RD27.

La presencia constante de vectores del Complejo
obsoletus, C. imicola, C. pulicaris y C. nubeculosus durante los
meses invernales sugiere que estas especies podrian
favorecer el overwintering del VLA. No obstante, la
abundancia con que las citadas especies se presentan,
también deberia ser tenida en cuenta a la hora de considerar
su implicacién en el mantenimiento del virus en la zona.

Aungue el RT ha sido muy utilizado para la descripcién
de la abundancia de culicoides, resulta a veces una
herramienta poco exacta a la hora de establecer este
parametro ya que la presidon de muestreo puede variar entre
las diferentes regiones y épocas del afio. Del mismo modo el
PTP sdlo nos indica si una especie se encuentra presente en
una determinada zona o época del afo, no aportando
valores cuantitativos.

Por este motivo, para llevar a cabo la comparacion
entre los datos de las diferentes localizaciones y afios, se
estimaron diferentes indicadores como la Densidad de
culicoides por trampa positiva (DCTP) o la Densidad de
culicoides total (DC) (en el que se incluyen también las
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trampas negativas), estimadores utilizados previamente en
otras investigaciones (Ortega y cols., 1998; Ortega y cols.,
1999; Pérez y cols., 2012). Asi mismo, la DC fue utilizada para
definir el patrén de distribucién anual y provincial, asi como
para realizar la representacién grafica de las especies por
comarcas, ya que se considerd que este indice aportaba una
mayor precision.

La tabla RD28 muestra el resultado obtenido para la
DCTP, que fue de 66,8 culicoides/trampa (c/tp), valor que se
encuentra en concordancia con los datos presentados
previamente en esta misma zona (Pérez y cols., 2012). En
Andalucia, con este mismo tipo de trampas Pérez y cols.
(2012), han descrito indices de capturas por trampeo
positivo de 59,8 c/tp. Recuentos medios mas elevados (212
c/tp) fueron observados en esta zona utilizando las trampas
Pirbright (Ortega y cols., 1998). Asi mismo Ortega y cols.
(1999) obtuvieron 57 c/tp en la zona oriental de Andalucia,
en comparacion con los c/tp que han sido observados en
nuestro estudio para estas mismas zonas.

Los resultados totales obtenidos para la DC alcanzaron
los 16,9 c/t durante el periodo de estudio. Atendiendo al
periodo de captura, se puede observar como estos fueron
aumentando progresivamente en los sucesivos afios del
estudio, encontrandose la DC mas elevada en el afio 2011
(tabla RD28).
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DCTP DC
. Medi- , . Percentiles . | Medi- , , | Percentiles
Media ana Min | Max 0 20 Media ana Min | Max 20 | %0
Almeria 13,5 4] 1 90| 1,0| 40,1 1,3 0 0| 90| 0,0| 0,2
Cadiz 17,6 5 1| 147| 10| 615 31 0 0| 147| 0,0| 4,0
« | Cérdoba 56,0 6 1/1370| 1,0/138,6| 17,7 0 0]1370| 0,0|19,0
2 [Granada | 13,0 2] 1] s80] 10] 180 23] o o] s80[ 00] 1,0
§ Huelva 52,5 5 1/1039| 1,0 97,4 2,9 0 0]/1039| 0,0 0,0
& [saén 116,8 6| 1|8800| 1,0/126,4| 50,3 0 0]8800| 0,0(30,0
Mal 37,9 6 1| 545| 1,0/107,6| 12,0 0 0| 545| 0,0|25,0
Sevilla 102,9| 12,5 1/1370| 1,0/336,2| 25,3 0 0]1370| 0,0|28,0
2007 27,4 4| 1| 214| 10| 896( 106 0 0| 214| 0,0/20,9
2008 58,1 5| 1/4251| 1,0| 96,8 145 0 0]4251| 0,0[11,0
Afio | 2009 67,4 6| 1/8800| 1,0| 67,0| 155 0 0[8800| 0,0 80
2010 69,7 5 1/6020| 1,0/125,2| 18,3 0 0]6020| 0,0|11,2
2011 92,5 5 1/1370| 1,0/320,0| 26,4 0 0]1370| 0,0|16,2
Total 66,8 6 1/8800| 1,0/108,0| 16,9 0 0]8800| 0,0|11,0

Tabla RD28. Descriptivos de densidad de culicoides por trampa
positiva (DCTP) y total (DC)

Los menores valores observados durante el afio 2007
podrian estar asociados a que los trampeos fueron
realizados fundamentalmente en los meses de noviembre y
diciembre de ese mismo afo. La DC para los afios 2008 y
2009 alcanzaron valores proximos a los 15 c/t. A partir del
afio 2010 la DC aumentd, alcanzando valores de 18 c/t ese
afio y 26,3 ¢/t en el afio 2011. Estos datos pueden
relacionarse con el periodo de abundantes lluvias registradas
en otofio e invierno de los afos precedentes: 2009 y 2010. El
destacado aumento de las precipitaciones provoca que la
época de verano sea mdas humeda, mejorando
considerablemente las condiciones para el desarrollo de los
vectores (Meiswinkel, 1996). Aunque durante los meses de
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noviembre y diciembre del afio 2011 habian cesado las
capturas del vector, si estos meses fuesen eliminados para el
calculo de la abundancia en cada uno de los afios de
muestreo, ésta seguiria siendo mayor durante 2011, en
comparacion con el resto que presentarian valores inferiores
a2l c/t.

Tal y como se muestra en la tabla RD 28, los resultados
de DC mostraron diferencias en la distribucidén geografica de
culicoides, observandose valores mas elevados en la
provincia de Jaén (50,34 c/t), seguidos de Cérdoba, Malaga y
Sevilla, con valores que oscilaron entre los 12,0 y los 25,3 c/t.
El resto de provincias de Andalucia presentaron valores
inferiores a 4,0 c/t.

Atendiendo a la densidad por especies, C. imicola se
mostré cdmo la especie con valores de DC mds elevados
(14,8 c/t), constituyendo el 87,6 por ciento del total de
capturas realizadas en el estudio (tabla RD 29). Los
resultados de la densidad y distribucién confirman que C.
imicola es la especie mas frecuente en la zona sur de Espafia
(Mellor y cols. 1985; Ortega y cols., 1999; Mellor y
Wittmann, 2002; Pérez y cols., 2012). Los mayores valores de
DC para C. imicola se encontraron en el Valle del
Guadalquivir y sus zonas limitrofes (mapa RD2), patrén de
abundancia que coincide con el establecido por Ortega y
cols. (1999) en el aifo 1990.
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Afio 2007 2008 2009 2010 2011 Total
C. imicola 9,80 |[10,78 |16,82 | 13,95 |25,04 | 14,77
Compl. obsoletus | 0,05 1,35 0,71 (0,76 |0,65 10,89
C. dewulfii 0,00 |0,00 |[0,00 |0,01 |0,00 ]0,00
C. obsoletus 0,01 |0,00 (0,00 |0,01 (0,04 |0,01
C. scoticus 0,00 |0,00 |[0,00 |0,00 |0,08 ]0,01
C. pulicaris 0,70 (0,59 |03 |042 |0,52 |0,47
C. nubeculosus 001 (1,81 |043 |0,40 |0,01 |O,77
Total 10,57 | 14,54 | 18,36 | 15,55 |26,35 | 16,93

Tabla RD29. DC por especie y afio de muestreo

&

Mapa RD2. Densidad comarcal de C. imicola en Andalucia. Se
representan las densidades en rosa (bajas), en rojo (medias) y en
marron (altas).
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Por otro lado, la elevada abundancia de C. imicola
observada en zonas como Sierra Morena, Cazorla, la Sierra
de Cadiz, el Andévalo o la Serrania de Ronda, coincide, en
general, con las mayores densidades poblacionales de
rumiantes domeésticos y salvajes presentes en Andalucia
(Acevedo y cols., 2010).

La densidad media observada para los mosquitos
pertenecientes al Complejo obsoletus alcanzé valores de
0,89 c/t. Segun Calvete y cols. (2008) las especie de este
grupo suelen localizarse en zonas con temperaturas medias
generalmente mas frias. En nuestro estudio, las densidades
mas elevadas para el Complejo obsoletus se han hallado en
épocas de temperaturas frias o bien en lugares de una
altitud elevada (superiores a los 1000 m. sobre el nivel del
mar), una pauta de distribucidn previamente descrita en las
investigaciones de Kauffmann y cols. (2009). El bajo
porcentaje de esta especie detectado en el oeste de
Andalucia (provincia de Huelva) se encuentra en
consonancia con lo descrito en investigaciones realizadas en
la zona suroccidental de Portugal, donde la presencia de
culicoides del Complejo obsoletus no fue hallada en ninguno
de los muestreos (Capela y cols., 2003) (Mapa RD 3).

Las especies C. pulicaris con 0,47 c/t y C. nubeculosus
con 0,77 c/t presentan resultados de abundancia
ligeramente menores a los del Complejo obsoletus, pero
sustancialmente mayores que el resto de especies.
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Mapa RD3. Densidad
comarcal para las
especies del
Complejo obsoletus

‘ (a), C. pulicaris (b) y

v C. nubeculosus (c) en

Andalucia. Se
representan las

b densidades en rosa
(bajas), en rojo
(medias) y en
marrén (altas).
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En el mapa RD3 se puede observar la elevada
distribucidn geografica de C. pulicaris (b), presentando bajas
densidades en gran parte del territorio andaluz. Aunque se
obtuvieron bajos valores de DC para C. nubeculosus, los
resultados muestran una amplia distribucién geogréfica
incluyendo algunas zonas del centro de Andalucia con
densidades elevadas. Silbermayr (2009) en Austria, describid
un patron muy similar, detectandose la presencia de estas
dos especies aunque con bajos indices de abundancia
respecto a las especies predominantes (Complejo obsoletus).

Las tres especies identificadas del Complejo obsoletus
han sido C. dewulfii, C. scoticus y C. obsoletus, obteniéndose
en todos los casos densidades inferiores a 0,1 c¢/t. Nuestros
resultados indican una escasa abundancia de estas especies
en Andalucia. Aunque la presencia de estas tres especies ha
sido ya reportada previamente en el sur de la Peninsula
Ibérica, su distribucion y abundancia resulta mas frecuente
en zonas del norte de Espaifia y en otros lugares del
mediterraneo oriental (Savini y cols., 2004; Calvete y cols.,
2009; Patakakis y cols., 2009; Romén y cols., 2012; Gonzalez
y cols., 2013).
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6. Conclusions/Conclusiones

Conclusions

1*. The whole seroprevalence against bluetongue virus from

an

2006 to 2011 in wild ruminants in Andalusia was 21.9
percent, ranging from 38.9 percent in red deer and 1.8
percent in Spanish ibex. Bluetongue was widespread in
wild ruminant population, nevertheless their spatial
distribution was not homogeneous because the highest
seroprevalences were detected in Central and Western
regions.

No antibodies were detected against epizootic
hemorrhagic disease in any of the 798 sera analyzed
from wild cervids, suggesting the absence of virus
circulation in this area during the period studied.

3", Virus-seroneutralization studies confirm the exposure of

wild ruminant to the BTV-1 (18.5%), BTV-4 (15.4%) and
BTV-8 (2.1%), showing a spatial dispersion pattern
similar to described for livestock.

4™, Prevalence of infection of bluetongue by detecting viral

RNA was 1.5 percent. The low number of cycles of
amplification detected in red deer, mouflon and Spanish
ibex, and the virus isolation in cell cultures, strongly
confirm the susceptibility of these species to infection.
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5" The prevalence found by serology, RT-PCR and cell

culture, the detection of infected animals (including
young) years after the outbreaks in livestock, as well as
the presence of different viral serotypes in regions
where there had been not declared in domestic
ruminants, clearly indicates that wild ruminants are
involved in virus dissemination and persistence, playing
a very significant role as reservoirs of bluetongue in the
studied ecosystems. We recommend, therefore, the
maintenance of livestock vaccination programs until the
virus circulation in nature reach undetectable levels.

6. Risk factors potentially involved in the epidemiology of

bluetongue in wild ruminants of Mediterranean
ecosystems from Southern Spain are: middle-high
densities of wild ruminants, species (red deer and fallow
deer), adulthood, middle-high abundances C. imicola
and the presence of stagnant water.

Taking together our results, we propose several
measures to improving the management and control
plans against bluetongue in wild ruminants. Such as the
adequacy of the population densities of these species,
the control of competent vector and the standing water
(because they act as breeding areas for vectors and
meeting point for the hosts), as well as domestic
livestock vaccination.
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8th

Culicoides imicola is the competent vector of the
orbivirus studied showing a higher abundance and
distribution in Andalusia, representing 87.3 percent of
the total catch. Culicoides nubeculosus, C. pulicaris and
C. obsoletus Complex, showed a lesser abundance and
density, non-homogeneous and a lower spatial
distribution.
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Conclusiones

12.La seroprevalencia frente al virus de la lengua azul

4

{1V

durante el periodo 2006-2011 en rumiantes silvestres
en Andalucia fue del 21,9 por ciento, oscilando entre el
38,9 por ciento en ciervo y el 1,8 por ciento en cabra
montés. Aunque la lengua azul mostré una amplia
difusién en las poblaciones de rumiantes silvestres, su
distribucién espacial no ha sido homogénea,
detectandose las mayores seroprevalencias en las
regiones central y occidental de Andalucia.

.No se detectaron anticuerpos frente a la enfermedad

hemorragica epizodtica en ninguno de los 798 sueros de
cérvidos silvestres analizados, lo que sugiere la ausencia
de circulacion del virus durante el periodo estudiado en
esta zona.

.Los estudios de seroneutralizacion confirman la

exposicion de las diferentes especies de rumiantes
silvestres analizadas a los serotipos BTV-1 (18,5%), BTV-
4 (15,4%) y BTV-8 (2,1%), mostrando un patron de
dispersién espacial similar al descrito para el ganado.

.La prevalencia de infeccidn de la lengua azul mediante la

deteccion del ARN del virus fue del 1,5 por ciento. El
escaso numero de ciclos de amplificacién detectados en
ciervo, muflén y cabra montés, asi como el aislamiento
del virus sobre cultivos celulares, confirman Ila
susceptibilidad de estas especies a la infeccion.
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52, Los niveles de prevalencia hallados mediante serologia,
RT-PCR e histocultivo, la deteccion de individuos
infectados (incluyendo animales jévenes) afios después
de la deteccidon de brotes en el ganado, asi como la
presencia de diferentes serotipos viricos en regiones
donde no se habian declarado brotes en rumiantes
domésticos indica claramente que los rumiantes
silvestres estan implicados en la diseminaciéon vy
persistencia del virus jugando un papel significativo
como reservorios de la lengua azul en los ecosistemas
mediterraneos estudiados. Recomendamos, por tanto,
el mantenimiento de los programas de vacunacién del
ganado hasta que la circulacién del virus en los
silvestres alcance niveles inapreciables.

62.Los factores de riesgo potencialmente implicados en la
epidemiologia de la lengua azul en los rumiantes
silvestres de los ecosistemas mediterraneos del sur de
Espafia son: densidades medias-elevadas de rumiantes
silvestres, especie (ciervo y gamo), edad adulta,
abundancias medias-altas de C. imicola y presencia de
aguas estancadas.

72.A tenor de los resultados obtenidos proponemos una
serie de medidas de manejo encaminadas a la mejora
de los planes de gestidon y lucha frente a la lengua azul
en rumiantes silvestres como son la adecuacion de las
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densidades poblacionales de estas especies, el control
de vectores competentes y de aguas estancadas (como
zonas de reproduccion de vectores y agregacion de
hospedadores), asi como la vacunacién del ganado
domeéstico.

82.Culicoides imicola, es el vector competente de los
orbivirus estudiados que presentd mayor abundancia y
distribucién en Andalucia, representando el 87,3 por
ciento de las capturas totales. Culicoides nubeculosus,
Culicoides pulicaris y culicoides del Complejo obsoletus,
mostraron una menor abundancia y densidad, asi como
una distribucidn espacial escasa y poco homogénea.
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