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1. RESUMEN

En la Peninsula Ibérica se ha descrito una amplia variedad de escenarios
epidemioldgicos en relacion a los Pestivirus (familia Flaviviridae) de rumiantes, Virus
de la Diarrea Virica Bovina -VDVB- y Virus de la Enfermedad de la Frontera -VEF- en
poblaciones de rumiantes domésticos y silvestres. Sin embargo, la informacion relativa
al papel de los rumiantes silvestres como reservorios naturales de los Pestivirus en los
ecosistemas mediterraneos sigue siendo muy limitada. Durante los meses de octubre y
noviembre de 2015 se obtuvieron muestras de suero de 138 bovinos mantenidos en
extensivo en el Parque Nacional de Dofiana (PND), asi como muestras de 101 ciervos
(Cervus elaphus) y 102 gamos (Dama dama) que comparten habitat con el ganado
bovino analizado. La presencia de anticuerpos especificos frente a la proteina p80 de
Pestivirus se evalué mediante ELISA de blogueo (bELISA) y tests de seroneutralizacion
virica (TSV) (cepas VDVB-1, VDVB-2 y VEF-4). Todas las muestras de suero se
analizaron para detectar la presencia de ARN de Pestivirus mediante RT-PCR. El 2,2%
(3 de 138) de los bovinos analizados fueron positivos a ELISA y TSV (mayores titulos
frente a VDVB-1) mientras que todos los rumiantes silvestres resultaron seronegativos.
No se detectd ARN virico en ninguna de las muestras de suero analizadas. La
prevalencia obtenida indica una limitada circulacion de Pestivirus en el ganado bovino
en la zona de estudio asi como la ausencia de circulacion en los rumiantes silvestres
analizados. Los resultados sugieren que los rumiantes silvestres no representan
actualmente un riesgo en la transmision de Pestivirus para el ganado en el PND. Sin
embargo, la presencia de poblaciones no protegidas podria favorecer la aparicion de
brotes y animales persistentemente infectados tras la introduccién de un Pestivirus en el
PND.

Palabras clave: Pestivirus, Seroprevalencia, Interfaz, Rumiantes silvestres, Espafia.
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2. SUMMARY

In the Iberian Peninsula a wide range of epidemiological contexts has been
described in relation to the ruminant Pestivirus (Flaviviridae family), such as the
Bovine Viral Diarrhoea Virus -BVDV- and the Border Disease Virus -BDV- in
domestic and wild ruminant populations. However, the information of the wild
ruminants’ role as natural reservoirs of Pestivirus in Mediterranean ecosystems is still
limited. During the months of October and November 2015, serum samples were
obtained from 138 extensive cattle from Donana National Park (DNP), as well as
samples from 101 deer (Cervus elaphus) and 102 fallow deer (Dama dama) sharing
habitat with the analyzed cattle. The presence of specific antibodies against p80 protein
of Pestivirus was evaluated by using both blocking ELISA (bELISA) and serum
neutralization tests (SNT) (BVDV-1, BVDV-2 and BDV-4 strains). All serum samples
were analyzed in order to detect the presence of Pestivirus RNA by RT-PCR. A 2.2% (3
out of 138) of the tested cattle was positive to both bELISA and SNT (higher titers
against BVDV-1) while all wild ruminants were seronegative. No viral RNA was
detected in any of the analyzed serum samples. The obtained prevalence indicates a
limited widespread of Pestivirus in cattle inside the studied area, as well as the absence
of viral circulation in the wild ruminants performed. The results suggest that currently,
wild ruminants do not represent a risk of Pestivirus transmission for livestock in DNP.
However, the presence of naive populations may favor the appearance of outbreaks and
persistently infected animals after the introduction of a Pestivirus in the DNP.

Keywords: Pestivirus, Seroprevalence, Interface, Wild ruminants, Spain.
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3. GLOSARIO DE TERMINOS

ADN: &cido desoxirribonucleico

ARN: &cido ribonucleico

bELISA: test inmunoenzimatico de bloqueo
DVB: diarrea virica bovina

cp: biotipo citopético

CSE: centro y sur de Espafa

EF: enfermedad de la frontera

ELISA: test inmunoenzimatico

EM: enfermedad de las mucosas

IPI: individuo persistentemente infectado
Icp: biotipo linfocitopatico

ncp: biotipo no citopatico

OIE: Organizacion Mundial de Sanidad Animal
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa
PI: persistentemente infectado

PND: Parque Nacional de Dofiana

PPC: peste porcina clasica

RT-PCR: reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
TBb: tuberculosis bovina

TSV: tests de seroneutralizacion virica
VDVB: virus de la diarrea virica bovina
VEF: virus de la enfermedad de la frontera

VPPC: virus de la peste porcina clasica
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4. INTRODUCCION

Los Pestivirus son un género de virus de distribucion mundial pertenecientes a la
familia Flaviviridae. Son virus ARN de cadena simple de 12,3 Kb, polaridad positiva
flanqueada por regiones 5’ y 3’ no transcribibles. Presentan morfologia esférica,
encapsulados con un tamafio de unos 50-60 nm de diametro (Meyers y Thiel, 1996).
Actualmente, se han descrito 4 especies de Pestivirus aceptadas por el Comité
Internacional de Taxonomia Virica: virus de la diarrea virica bovina tipo 1 (VDVB-1) y
tipo 2 (VDVB-2), virus de la enfermedad de la frontera (VEF) y virus de la peste
porcina clasica (VPPC) que afectan principalmente a bovinos, pequefios rumiantes y
suidos, respectivamente (Thiel y cols.,, 2005). Ademas, debido a una escasa
especificidad de especie, principalmente del VDVB y del VEF, asi como a la condicién
de ARN monocatenario que les proporciona una gran variabilidad genética, se han
descrito nuevos subgrupos viricos aun por clasificar denominados “HoBi-like, VDVB-3
0 Pestivirus atipicos” (Figura 1) (Liu y cols., 2009; Mao y cols., 2012; Bauermann y
cols., 2013; Bauermann y Ridpath, 2015). Estos Pestivirus atipicos se han detectado en
jirafa (Giraffa cameleopardis), suero fetal bovino, antilope americano (Antilocapra

americana) y lechones mortinatos en Bungowannah (Schweizer y Peterhans, 2014;
Ridpath, 2015).
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Figura 1. Analisis filogenético y clasificacion de Pestivirus (Schweizer y Peterhans, 2014)
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Los Pestivirus presentan una importante repercusion econémica y en sanidad
animal. El principal impacto de las infecciones asociadas a Pestivirus en animales
domeésticos radica en la capacidad del virus para atravesar la barrera transplacentaria y
provocar trastornos reproductivos (Nettleton, 2000; Thornton, 2010). Los principales
signos clinicos incluyen mortalidad fetal, reabsorcion embrionaria, momificaciones,
abortos o infeccion persistente del feto, si la infeccion se produce en el primer tercio de
la gestacion. En este ltimo caso, los animales infectados quedardn como
immunotolerantes o persistentemente infectados (PIs). Durante este periodo de
gestacion, el sistema inmunitario de los IPIs no reconoce los antigenos de los virus
homdlogos a aquel que produjo la infeccién y por tanto, no genera una respuesta
inmune efectiva frente a ellos. Los individuos IPIs no producen anticuerpos frente al
virus, adquiriendo inmunotolerancia y permitiendo su replicacién y diseminacién
constante. Los IPIs excretan y secretan grandes cantidades de virus durante toda su vida,
jugando un papel muy importante en la difusién y el mantenimiento de la enfermedad
en los rebafos infectados (Houe, 1995; Bachofen y cols., 2010; Schweizer y Peterhans,
2014) y otras especies simpatricas (Frolich y cols., 2002; Vil¢ek y Nettleton, 2006).

La presencia de anticuerpos frente a Pestivirus se ha descrito en mas de 40
especies de ungulados silvestres, con prevalencias variables en funcion de la regién
geogréfica o la proximidad con especies domesticas, entre otros factores (Vilcek y
Nettleton, 2006). Actualmente, algunos investigadores sugieren que la transmision de
Pestivirus entre las especies silvestres y el ganado puede ser bidireccional,
especialmente en casos de coexistencia espacio-temporal (Marco y cols., 2007; Passler
y cols., 2009). Sin embargo, otros autores teorizan que en fauna silvestre los Pestivirus
mantienen un ciclo epidemioldgico independiente del ganado doméstico (Van Campen
y cols., 2001b; Kirchgessner y cols., 2013).

Diarrea virica bovina (DVB)

El VDVB-1 se describid por primera vez en los afios 40 (Olafson y cols., 1946).
En la actualidad, el VDVB-1 presenta una distribucion mundial, siendo responsable del
90% de los aislamientos en Europa (Lindberg y cols., 2006). EI VDVB-2 se identifico
por primera vez en Canada en la década de los 90 (Pellerin y cols., 1994), siendo
responsable de més del 50% de aislamientos en este pais (Lindberg y cols., 2006).

~5~
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Ademas, el VDVB-2 ha sido esporadicamente descrito en Japon, Brasil y distintos
paises europeos incluyendo Reino Unido, Alemania, Bélgica, Francia, Italia y Espafia
(Becher y cols., 1995; Paton y cols., 1995; Sakoda y cols., 1999; Vil¢ek y cols., 2001;
Couvreur y cols., 2002; Flores y cols., 2002; Schirrmeier y cols., 2004; Aduriz y cols.,
2015).

Dentro del VDVB-1 se han propuesto al menos 17 subespecies viricas (VDVB-
1, a-q), mientras que el VDVB-2 incluye 3 subespecies de virus (VDVB-2, a-c)
(Pellerin y cols., 1994, 1995; Becher y cols., 1997, 1999; Vilcek y cols., 2001; Luzzago
y cols., 2014). Cada uno de ellos puede presentar biotipos citopaticos (cp) y no
citopaticos (ncp) segun su capacidad de causar efecto citopatico durante su replicacién
en las células epiteliales. Los biotipos ncp son los mas frecuentes en la naturaleza,
representando méas de un 70% del total (Fulton y cols., 2000, 2005). Los biotipos cp
provienen de biotipos ncp que sufren mutaciones en individuos infectados (Rondon-
Barragan, 2006). Un tercer tipo, biotipo linfocitopatico (Icp), ha sido propuesto por
inducir efecto citopatico al replicarse en células linfoides pero no en células epiteliales
(Ridpath y cols., 2006).

El genotipo, biotipo y virulencia de la cepa, asi como el momento de la infeccion
y el estado inmunolégico del hospedador son los principales factores que determinan la
presentacion clinica de la enfermedad (Fulton y cols., 2000; Brock, 2004; Fulton y cols.,
2005). Cuando un animal se infecta después del nacimiento puede desarrollar
indistintamente sindrome febril, cuadros respiratorios, digestivos, inmunoldgicos,
musculoesqueléticos y nerviosos (Brock, 2004; Molina y cols., 2014), describiéndose en
algunos casos un sindrome hemorragico severo (Carman y cols., 1998). Aunque la
mayor parte de las infecciones en el ganado son clinicamente asintomaticas, la aparicion
de signos clinicos y la gravedad de los mismos pueden ser muy variables dependiendo
de la virulencia de la cepa o la presencia de infecciones secundarias (Deregt y Loewen,
1995).

Sin embargo, cuando la infeccidn ocurre via vertical durante la gestacion, puede
desencadenarse la muerte fetal y reabsorcion embrionaria, momificacién y aborto,
nacimiento de animales con malformaciones o individuos aparentemente sanos pero

persistentemente infectados (IPIs) cuando la infeccion resulta de un biotipo ncp y tiene
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lugar entre los dias 45 y 125 de gestacion (Moennig y Liess, 1995; Grooms, 2004)
(Figura 2).

Dado que el VDVB resulta poco estable en el medio ambiente (Nettleton y
Entrican, 1995) y que los animales con infeccién aguda infectados tras el nacimiento
excretan virus durante un corto periodo de tiempo (Houe, 1999), los IPIs, que
corresponden al 1-2% de la cabafia ganadera, tienen gran importancia epidemiolégica en
la transmision directa del virus (Bolin y Grooms, 2004; Confer y cols., 2005). Se estima
que el 50% de los rebafios europeos infectados por VDVB tienen algin IPI y el 90% de
los bovinos de estas explotaciones se infectan por VDVB alguna vez a lo largo de su
vida (Lindberg y cols., 2001). El contacto posterior con un biotipo cp homdlogo a aquel
que dio lugar a la infeccion persistente origina en los IPIs la enfermedad de las mucosas
(EM) (Confer y cols., 2005; Smirnova y cols., 2008). Esta enfermedad se caracteriza por
fiebre, erosion de las mucosas gastrointestinales, destruccion de los tejidos linfoides del

tracto digestivo, diarrea profusa y muerte (Liebler-Tenorio y cols., 2000).
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Figura 2. Representacion esquematica de las manifestaciones clinicas post-infeccion con el
VDVB (Romero-Palomo y cols., 2016)

La DVB esté incluida dentro de la lista de enfermedades de la OIE (OIE, 2016).

Las pérdidas econdmicas asociadas a esta enfermedad en ganaderia han dado lugar a la

~7 ~
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puesta en marcha de campafias de erradicacion en diferentes paises europeos (Houe y
cols., 2006). Espafia carece actualmente de un programa de erradicacion de DVB, si
bien, diversos estudios seroldgicos ponen de manifiesto una amplia difusién en distintas
zonas ganaderas de nuestro pais, prevaleciendo el aislamiento del genotipo VDVB-1b
(Arias y cols., 2003; Hurtado y cols., 2003). En las distintas comunidades autonomas
estudias se observaron prevalencias de moderadas a altas en Galicia (17,1%) (Eiras y
cols., 2012), Andalucia (42,3%) (Gomez-Pacheco y cols., 2009), Asturias (48,8%)
(Prieto y cols., 1998), Castilla y Ledn (51,3%) (Alvarez y cols., 1994), Extremadura
(53,3%) (Marin, 1997) y Madrid (65,6%) (Vega y cols., 2004). En otros paises europeos
se han detectado prevalencias igualmente elevadas, tales como 27-36% en Portugal
(Niza-Ribeiro y cols., 2005), 43,4% en Hungria (Kévago y cols., 2015), 53,3% en Italia
(Luzzago vy cols., 1999), 57,6% en Suiza (Rifenacht y cols., 2001), 60% en Francia
(Beaudeau y cols., 2001), 70,7% en Polonia (Kuta y cols., 2013) y 70-90% en el Reino
Unido (Humphry y cols., 2012).

En la actualidad, la informaciéon relativa al papel epidemioldgico de los
rumiantes silvestres en la transmision de VDVB es muy limitada. La infeccion por
VDVB cursa habitualmente de forma asintomatica o con signos clinicos inespecificos,
manifestando en escasas ocasiones lesiones similares a las encontradas en domésticos
(Tessaro y cols., 1999; Van Campen y cols., 2001a; Passler y cols., 2007; Ridpath y
cols., 2007). Los principales signos clinicos y lesiones observadas en rumiantes
silvestres incluyen caquexia, anorexia, apatia e inmunosupresion, inflamacion
hemorragica de las mucosas, lesiones erosivas 0 ulcerativas en las mucosas digestivas y
enteritis catarral o hemorragica (Van Campen y cols., 2001a; Duncan y cols., 2008;
Raizman y cols., 2009). Asi mismo, han sido descritas infecciones transplacentarias en
condiciones experimentales en diferentes especies de rumiantes silvestres (Van Campen
y cols., 2001a; Passler y cols., 2010). En Espafa, las referencias de la situacién
epidemiolégica del VDVB en ungulados silvestres estan limitadas a estudios regionales,
observandose amplias diferencias en la prevalencia en funcion de la especie y la zona
geografica (Marco y cols., 2011; Fernandez-Aguilar y cols., 2016; Paniagua y cols.,
2016; Rodriguez-Prieto y cols., 2016).
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Enfermedad de la frontera (EF)

Hasta la fecha, se han descrito 7 subespecies de VEF en Europa (Giammarioli y
cols., 2011). VEF-1 ha sido aislado en ovejas Reino Unido (Vil¢ek y cols., 1997), VEF-
2 en Alemania (Becher y cols., 2003), VEF-3 en Suiza y Austria (Stalder y cols., 2005;
Krametter-Froetscher y cols., 2007), VEF-4 en Espafia (Arnal y cols., 2004; Valdazo-
Gonzaélez y cols., 2008) y VEF-5, VEF-6, VEF-7 (VEF-Tunisian) en Francia (Dubois y
cols., 2008). No obstante, la EF puede ser causada tanto por VEF como por VDVB-1y
VDVB-2 (Paton y cols.,, 1995; Giangaspero y Harasawa, 2004), provocando
principalmente fallos reproductivos en pequefios rumiantes (Nettleton, 2000), aunque
ocasionalmente puede infectar a bovidos y suidos (Viléek y Belak, 1996; Cranwell y
cols., 2007; Cabezén y cols., 2010).

La transmision del VEF puede tener lugar de forma horizontal por contacto
directo o verticalmente via transplacentaria (Figura 3). La transmision horizontal es
principalmente por via oro-nasal, por la excrecion del virus a través de la saliva, heces y
orina. La infeccion cursa con frecuencia de forma subclinica o con una sintomatologia
leve caracterizada por un proceso febril y leucopenia. Tras un corto periodo de viremia
transitoria, aparecen anticuerpos neutralizantes en suero (Nettleton y Willoughby,
2007). Sin embargo, se han descrito epizootias de VEF con elevada mortalidad en
pequefios rumiantes asociadas a sindrome hemorragico severo (Chappuis y cols., 1986;
Vega y cols., 2015). La transmision vertical origina abortos o nacimiento de IPIs si la
infeccion se produce entre los dias 50-60 de gestacion (Schweizer y Peterhans, 2014).
Estos IPIs suelen ser animales aparentemente sanos aunque pueden nacer débiles, con
alteraciones de la lana, sintomas neuroldgicos y alteraciones musculo-esqueléticas
(Nettleton y cols., 1998). Generalmente presentan un crecimiento lento y una corta
esperanza de vida pero participan igualmente en la diseminacion del virus en la

explotacion.

La distribucion del VEF en Europa es amplia y relativamente variable entre
paises y regiones. Estudios realizados en diferentes paises muestran seroprevalencias de
pequefios rumiantes que oscilan entre el 30% en Irlanda (Graham vy cols., 2001), 30-
90% en Austria (Krametter-Froetscher y cols., 2007) y 80-100% en Suiza (Stalder y
cols., 2005) en rebarfios ovinos; y entre el 0-1% en Dinamarca (Tegtmeier y cols., 1999),
23% en Suiza (Danuser y cols., 2009), 27% en Holanda (Orsel y cols., 2009) y 4-50%

~0~
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en Austria (Preyler-Theiner y cols., 2009), para rebafios caprinos. En Espafia, estudios
epidemiolédgicos llevados a cabo en diferentes regiones arrojaron valores de
seroprevalencia que oscilaron entre el 10% y el 80% en el ganado ovino y del 0% al 7%
en rebafios caprinos (Mainar-Jaime y Vazquez-Boland, 1999; Berriatua y cols., 2004;
Valdazo-Gonzalez y cols., 2006; Alba y cols., 2008; Marco y cols., 2008; Falconi y
cols., 2010; Ferndndez-Aguilar y cols., 2016). Asi mismo, recientemente se ha
detectado circulacion de VEF en explotaciones de ganado bovino en Andalucia
(Paniagua y cols., 2016).
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Figura 3. Representacion esquematica de las manifestaciones clinicas post-infeccién con el
VEF

La informacion relativa a la sintomatologia clinica por infeccion de Pestivirus en
ungulados silvestres es muy limitada (Martin y cols., 2013). El Gnico caso de mortalidad
causada por el VEF se describi6 en rebeco pirenaico (Rupicapra pyrenaica). Las
elevadas tasas de mortalidad de los brotes iniciales, en el afio 2001, provocaron un
descenso de un 42% en las poblaciones de rebecos de la zona afectada (Marco y cols.,
2007). Estudios moleculares identificaron al agente causal como VEF-4 (Hurtado y
cols., 2004). En 2005, un nuevo brote origind6 mortalidades de hasta el 85% en algunas
zonas del Pirineo Catalan (Marco Yy cols., 2008). Entre 2009 y 2010 otro brote afect6 a

la poblacion de rebecos de Andorra originando un descenso de la poblacion del 41%
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(Fernandez-Sirera y cols., 2012a). Los rebecos infectados presentaron depresion,
debilidad, dificultad de movimiento, alopecia, hiperpigmentacion de la piel, neumonia y
procesos infecciosos secundarios, asi como alteraciones hematoldgicas y bioquimicas
(Fernandez-Sirera y cols., 2011). Estudios realizados en el suroeste de los Alpes
italianos revelaron una alta seroprevalencia en el rebeco alpino (Rupicapra rupicapra),
sugiriendo que la infeccion por VEF es frecuente en ambas especies del género
Rupicapra (Fernandez-Sirera y cols., 2012b).

Ademas de en rebeco pirenaico y alpino, la presencia de anticuerpos frente al
VEF se ha detectado en corzo (Capreolus capreolus) (Frélich y Hofmann, 1995),
muflon (Ovis aries musimon) (Martin y cols., 2011), reno (Rangifer tarandus) y bisonte

europeo (Bison bonasus) (Becher y cols., 1999; Borchers y cols., 2002).

Interfaz doméstico-silvestre

El término “interfaz” o “interfase” hace referencia a la red de vinculos generada
entre los distintos elementos integrantes de un sistema (Dhama y cols., 2013). La
interfaz sanitaria entre fauna silvestre y ganado es actualmente una fuente de conflictos
que enfrenta opiniones ambientalistas y antropocéntricas, las cuales han sido
ampliamente revisadas (Frélich y cols., 2002; Simpson, 2002; Gortazar y cols., 2007,
2010; Miller y cols., 2013). Para llevar a cabo programas de lucha de muchas
enfermedades infecto-contagiosas resulta necesaria la evaluacién de las infecciones
compartidas en dicha interfaz, ya que la sanidad animal es un elemento fundamental
para el sector ganadero y cinegético asi como para la conservacién de la biodiversidad
(Gortazar y cols., 2007).

Desde un punto de vista ecologico, la gran biodiversidad existente en la
Peninsula Ibérica estd relacionada directamente con factores antropogénicos. La
despoblacién del mundo rural acontecida en las ultimas décadas (INE, 2014) ha dado
lugar a un abandono parcial de los terrenos agrarios o ganaderos, orientandose éstos a
otro tipo de aprovechamiento. Grandes areas privadas del centro y sur de Espafia (CSE)
histéricamente agroganaderas presentan en la actualidad un uso compartido con la
actividad cinegética (Delibes-Mateos y cols., 2009; Kukielka y cols., 2013). Este factor,

ha ocasionado que las diferentes especies de ungulados silvestres presentes en el CSE
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compartan la misma base territorial que la ganaderia extensiva (Olea y San Miguel,
2006), facilitando de este modo la trasmisién bidireccional de agentes patogenos
(Gortazar y cols., 2010).

A nivel econémico, la caza en Espafia genera anualmente unos 3.600 millones
de euros y 54.000 puestos de trabajo (Garrido, 2012). En este sentido, el nimero de
licencias expedidas, la bolsa de caza y la produccion de carne son buenos indicadores
del incremento de esta actividad que, en las Gltimas décadas, se ha ido perfilando como
una alternativa econémica en zonas de economia desfavorecida, de accidentada
orografia y abundantes terrenos improductivos (Farfan y cols., 2004). La gestion actual
de este tipo de fincas, principalmente en el CSE, puede conducir a sistemas de
explotacion semi-extensivos donde para incrementar los ingresos por numero de
capturas durante el periodo de actividad cinegética, se mantienen densidades de
ungulados silvestres mucho mas elevadas de las que soportaria el medio en condiciones
naturales. Para alcanzar estas densidades, es habitual la implementacion de medidas de
gestion tales como manejo de héabitat, repoblaciones, control reproductivo o
suplementacion de alimento y agua, entre otras (Saenz de Buruaga y cols., 2009). Asi
pues, la readaptacion del uso del suelo, la ausencia de depredadores, el proteccionismo y
los propios intereses cinegéticos han originado un remarcable incremento de las
poblaciones de ungulados silvestres (Acevedo y cols., 2011), situacién que ocasiona
importantes conflictos entre ganaderos, cazadores y conservacionistas en el CSE
(Gortazar y cols., 2006).

Desde un punto de vista sanitario, la gestion cinegética puede influir en la
sanidad de la fauna y el ganado doméstico tanto de forma positiva (control de
poblaciones, eliminacion de animales enfermos) (Torres-Porras y cols., 2009) como de
forma negativa (introduccién patégenos por translocaciones, repoblaciones,
sobreabundancia, etc.) (Hofle y cols., 2004). Diversos autores sefialan que el limitado
control realizado en las fincas del CSE favorece la emergencia o re-emergencia de
enfermedades, especialmente en aquellas areas donde la intensificacion del manejo es
maés frecuente (Vicente y cols., 2007; Castillo y cols., 2011). Dado que las especies
silvestres se consideran reservorios de mas del 70% de las enfermedades emergentes a
nivel mundial (Jones y cols., 2008), la erradicacién total de una enfermedad compartida
con el ganado, resulta inviable si no se tienen en cuenta los reservorios silvestres
(O"Reilly y Daborn, 1995, Gortazar y cols., 2007; Miller y cols., 2013). Por lo tanto,
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son necesarias las colaboraciones interdisciplinares (Buttke y cols., 2015) para un
abordaje global de las infecciones compartidas incluyendo el estudio sobre todos los
componentes implicados en esta interfase (Coker y cols., 2011).

Parque Nacional de Dofiana (PND)

El Parque Nacional de Dofiana es un espacio natural protegido situado al este de
Andalucia. Con una superficie de 53.709 ha, la biodiversidad del Parque resulta Unica
en Europa debido a sus multiples ecosistemas. Cada uno de ellos posee fauna propia y
diferenciada, encontrandose en el Parque un total de 20 especies de peces de agua dulce,
11 de anfibios, 21 de reptiles, 37 de mamiferos no marinos y 360 aves. La marisma, con
mas de 27.000 ha, destaca como lugar de paso, cria e invernada para miles de aves
europeas Yy africanas. Playas, dunas y dunas mdviles marcan la zona limitrofe con el
océano, y los cotos son ecosistemas cargados de matorral y vegetacion donde coexisten
alrededor de 80 especies de vertebrados, incluyendo especies en peligro de extincién
como el &guila imperial (Aquila adalberti) o el lince ibérico (Lynx pardinus), asi como
distintos ungulados silvestres: ciervo (Cervus elaphus), gamo (Dama dama) y jabali
(Sus scrofa) (MAGRAMA, Parque Nacional de Dofiana). EIl area de contacto del
matorral de los cotos con la marisma tiene lugar a través de una franja de 200 a 1.500 m
de anchura denominada "vera”, que corresponde a un ecotono de gran riqueza
ecologica. En esta estrecha franja interaccionan con frecuencia la mayor parte de

especies animales presentes en el Parque (Barasona y cols., 2014).

El Plan Rector de Uso y Gestion del Parque considera entre otros
aprovechamientos tradicionales la ganaderia extensiva, si bien el Plan Sectorial de
Aprovechamiento Ganadero recomienda su disminucion y el fomento de la utilizacion
de razas autdctonas (vaca marismefia y caballo de retuerta) (Junta de Andalucia, 2008).
La gestion del ganado doméstico en el PND queda regulada en el “Plan de
Aprovechamiento Ganadero del PND”. Como actividades de este Plan se realiza
registro y control de entrada de ganaderos, se mantienen vallados perimetrales de
exclusion y de infraestructuras ganaderas y se aplica la normativa sanitaria existente,
realizandose los saneamientos ganaderos en vacuno en funcion de su calificacion
sanitaria frente a las diferentes enfermedades sometidas a programas de control en

Espafa (Espacio Natural Dofiana, 2000).
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La comarca de Dofiana cuenta en la actualidad con mas de 1.600 ejemplares
bovinos y 1.500 equinos. Con el ganado bovino coexisten tres especies de ungulados
silvestres: ciervo, gamo y jabali. El censo de ungulados silvestres en el PND se estima
en torno a 1300 ciervos, 800 gamos y 1.700 jabalies (EBD, 2014). Los rebafios de
ganado bovino permanecen separados en las diferentes fincas (Figura 4) separadas por
vallados ganaderos. Dado que este tipo de vallados permite el paso de la fauna silvestre,
son frecuentes las interacciones inter e intraespecificas entre diferentes especies
(Espacio Natural Dofiana, 2000). EIl riesgo de contacto entre el ganado bovino y las
especies de ungulados silvestres simpatricas determina la transmisién y persistencia de
enfermedades infecciosas compartidas en un entorno Gnico como es el PND (Gortézar y
cols., 2008; Barasona y cols., 2014).

Los objetivos del presente estudio son: 1) Determinar la prevalencia de
infeccidn por Pestivirus en rumiantes domesticos y silvestres en el Parque Nacional
de Dofiana y 2) Evaluar el papel epidemioldgico de estas especies como reservorios

naturales de Pestivirus.

~ 14 ~
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5. MATERIAL Y METODOS

Disefio del estudio

El presente trabajo se realizé en cinco fincas incluidas en el PND (36°56'51"N
6°21'31"0/36.9475, -6.35861) (Figura 4). El area de estudio es una zona llana y
parcialmente inundable (0-47 m de altitud sobre el nivel del mar) que bordea el océano
Atlantico a nivel de la desembocadura del rio Guadalquivir. Presenta un clima
mediterraneo subhimedo y marcada estacionalidad, de modo que en épocas lluviosas la
marisma se inunda desplazando a los ungulados a las zonas mas elevadas del Parque,
mientras que en verano la escasez de alimento y agua provoca agregaciones espaciales

en torno a la vera, ecotono himedo existente entre el matorral y las marismas secas.

Marisma
de
Hinojos
Atlantic
ocean

Las
Nuevas

Figura 4. Zonificacion del Parque Nacional de Dofiana (CR, Coto del Rey; SO, Los Sotos; EB,
Estacion Bioldgica; PU, El Puntal; MA, Marismillas)

Durante los meses de octubre y noviembre de 2015 se obtuvieron muestras de
suero de 138 bovinos mantenidos en extensivo en el PND. Ademas, se tomaron
muestras de 101 ciervos y 102 gamos que comparten habitat con el ganado bovino

analizado. La distribucién de animales incluidos por finca queda reflejada en la tabla 1.

~ 15 ~
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Finca Bovino Ciervo @ Gamo

Coto del Rey 0 20 20
Los Sotos 24 23 20
Estacién Bioldgica de Dofiana 31 18 21
El Puntal 43 20 20
Marismillas 40 20 21

TOTAL 138 101 102

Tabla 1. Distribucion de individuos muestreados por finca

La toma de muestras se realizd empleando la puncion de la vena caudal mediana
en bovino domeéstico aprovechando la campafia oficial de saneamiento ganadero, y
mediante la técnica de puncién de los senos venosos endocraneales en los rumiantes
silvestres (Jiménez-Ruiz y cols., en revision) durante el periodo de control de
poblaciones de ungulados silvestres que se lleva a cabo en el Parque. Las muestras de
sangre obtenidas se refrigeraron y se enviaron al laboratorio de analisis de enfermedades
infecciosas del Departamento de Sanidad Animal de la Universidad de Cérdoba. Las
muestras se centrifugaron a 400 g durante 15 minutos dentro de las primeras 24 horas
tras su recogida para la obtencién del suero, el cual fue conservado a -20 °C hasta su

analisis laboratorial.

Andlisis Laboratorial
Analisis serologicos

La deteccion de anticuerpos especificos frente a la proteina p80 de Pestivirus
(VDVB y VEF) se realizd6 empleando un test inmunoenzimatico de bloqueo (bELISA)
comercial (Ingezim Pestivirus Compac 12.BVD.K3. Ingenasa, Madrid, Espafia) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. La union antigeno-anticuerpo se evidencio
mediante una reaccion colorimétrica de intensidad inversamente proporcional a la
concentracion de anticuerpos de la muestra, empleando un espectrofotémetro de

absorcion molecular (Jasco V670, Madrid, Espafia) a una longitud de onda de 450nm.
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Las muestras se consideraron positivas cuando su densidad optica (DO) fue inferior al
cut off positivo y negativas cuando fue superior al cut off negativo. Los sueros con DO
entre ambos cut off se consideraron dudosas. Los cut off o puntos de corte se calcularon

siguiendo las instrucciones del fabricante/de acuerdo a las siguientes férmulas:

Cut off positivo = 0,5 x Abs media control negativo.

Cut off negativo = 0,55 x Abs media control negativo.

Con el objetivo de confirmar los resultados de las pruebas bELISA y determinar
la especificidad de los anticuerpos frente a alguno de los Pestivirus de rumiantes
(VDVB y VEF), todas las muestras positivas y dudosas se analizaron mediante test de
seroneutralizacién virica (TSV). ElI TSV consiste en determinar la capacidad de los
anticuerpos de un suero para neutralizar el efecto de un virus especifico sobre una linea
celular sensible. Para ello se utilizaron diferentes diluciones del suero problema,

comparandose los resultados con los obtenidos por un suero control.

Dado que no existe una cepa de virus ideal, en la practica se debe seleccionar
aquella que detecte la mayor proporcion de reacciones seroldgicas en la poblacion local
de ganado. En nuestro caso, se emplearon cepas de Pestivirus aislados en Espafia hasta
la fecha (VDVB-1, VDVB-2 y VEF-4). Estas cepas han sido empleadas previamente en
diversos estudios realizados en fauna silvestre y en ganado doméstico en Espafia (Vega
y cols., 2002; Marco y cols., 2009; Paniagua y cols., 2016). Los TSV se realizaron en el
Centro de Investigacion en Sanidad Animal (CReSA, Barcelona), siguiendo el protocolo
establecido por la Organizacion Mundial en Sanidad Animal en el “Manual de la OIE
sobre animales terrestres 2013 (OIE, 2015).

Analisis moleculares

Todas las muestras de suero se analizaron mediante RT-PCR empleando pools
de 200ul que incluyeron cuatro sueros (50ul por suero) para ahorrar tiempo y recursos
econdmicos. De haber obtenido un pool positivo se habrian analizado los cuatro sueros
individualmente. La extraccion de ARN viral de las muestras se realizo empleando el kit
comercial Nucleospin Viral RNA isolation (Macherey Nagel, Diren, Germany). La
amplificacion del ARN obtenido se llevd a cabo mediante el kit comercial One-Step
PCR kit (Qiagen, Hilden, Alemania), utilizando los primers pan-Pestivirus 324/326 y un
termociclador estandar (Applied Biosystems, modelo Gene Amp PCR System 9700) en
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las condiciones descritas por Viléek y cols. (1994, 1996). Para la identificacion del
producto amplificado se realizd una electroforesis en gel de agar al 2 % y se visualizd
en un lector de geles (Syngene U: venus).

Encuesta epidemiolégica

Durante el muestreo se registraron como variables epidemioldgicas el nombre y
localizacion de la finca asi como la raza, el sexo y la edad de los animales muestreados.
En los rumiantes silvestres analizados se recogio informacion individual relativa a la
especie, edad, sexo, condicion corporal y lesiones macroscopicas. La edad de los
animales se determiné a partir del reemplazamiento dentario tal y como describieron
Sadenz de Buruaga y cols. (1991) clasificando a los individuos en tres categorias:

jévenes (< 1 afio de edad), sub-adultos (1 a 3 afios) y adultos (> 3 afos).

La informacion relacionada con el manejo del ganado y su interaccion con
rumiantes silvestres se recogidé mediante entrevista personal con los ganaderos
empleando una encuesta epidemioldgica e incluy6é informacion relacionada con (1)
datos personales del ganadero, (2) datos del ganado, (3) datos de la fauna silvestre y (4)

datos sanitarios, (5) medidas de bioseguridad (Anexo 1).

Analisis Estadistico

La prevalencia de anticuerpos frente a Pestivirus se estimd a partir de la relacién
entre resultados positivos a ambas técnicas (bELISA y TSV) y la suma total de animales
examinados, con la exacta binomial y un intervalo de confianza del 95% (Martin y cols.,
1987).
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6. RESULTADOS

De los 341 rumiantes muestreados, 35 bovinos, 13 ciervos y 1 gamo resultaron
positivos 0 dudosos a bELISA. Todos los animales positivos y dudosos a bELISA
fueron analizados por TSV, confirmandose exclusivamente la presencia de anticuerpos
frente a Pestivirus en tres vacas. El resto de animales dudosos y seropositivos a bELISA
y negativos por TSV, se consideraron negativos y falsos positivos, respectivamente. Por
lo tanto, la seroprevalencia estimada fue del 2,2% (ICgs0: 0,0 - 4,6%) en el ganado

bovino y del 0,0% (ICgs0: 0,0 - 0,1%) en los rumiantes silvestres analizados (Tabla 2).

Grupo de Positivo + dudoso  Positivo  Seroprevalencia Pestivirus
individuos . bELISA TSV (1Cgs00)
Bovinos 138 35 3 2,17% (ICqgs0s: 0,0 - 4,6%)
Ciervos | 101 13 0 0,0% (ICgsq: 0,0 — 0,1%)
Gamos 102 1 0 0,0% (ICgsq: 0,0 — 0,1%)
Total 341 49 3 0,9% (ICgse: 0,0 - 1,9%)

Tabla 2. Relacion de individuos positivos a las técnicas de diagndstico y

seroprevalencia de Pestivirus

Los individuos positivos fueron tres hembras adultas de raza marismefia
localizadas en las fincas de Marismillas (2/3) y El Puntal (1/3). Los titulos
seroneutralizantes mas elevados se detectaron frente a VDVB-1 para los tres individuos
(Tabla 3).

Id. Animal Finca Sexo | Edad (afios) VDVB-1 VDVB-2 VEF-4
Bv-11 Marismillas | Hembra 17 1:80 1:40 1:20
Bv-33 Marismillas | Hembra 6 1:40 1:20 1:10
Bv-74 El Puntal | Hembra 15 1:160 1:20 1:10

Tabla 3. Caracterizacion y titulos seroneutralizantes de los individuos positivos a

Pestivirus

No se detectd6 ARN virico en ninguna de las 138 y 203 muestras de suero de

rumiantes domesticos y silvestres analizadas, respectivamente.
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7. DISCUSION

El potencial de los ungulados silvestres como reservorios naturales de agentes
patdgenos que afectan a las especies domésticas ha sido frecuentemente descrito
(Gortazar y cols., 2007; Van Campen y Rhyan, 2010; Martin y cols., 2011), si bien el
papel de estas especies en la epidemiologia de los Pestivirus es aun incierto. Algunos
autores sostienen que los rumiantes silvestres actian como hospedadores de Pestivirus
para el ganado doméstico. Para Passler y cols. (2009), el VDVB se mantuvo en las
poblaciones de ciervo de cola blanca (Odocoileus virginianus) en los Estados Unidos,
infectando posteriormente al ganado doméstico. En Europa, Martin y cols. (2015)
aislaron una cepa de VEF en rebeco alpino con 92% de homologia con los aislados
ovinos de la misma region, sugiriendo transmision interespecifica entre estas especies.
Mas recientemente, Rodriguez-Prieto y cols. (2016) han descrito circulacion activa de
VDVB entre ungulados domésticos y silvestres en la zona centro de Espafia.

Sin embargo, otros autores describen ciclos epidemioldgicos independientes
entre el ganado domeéstico y la fauna silvestre. En Estados Unidos, Van Campen y cols.
(2001b) aislaron cepas de VDVB en poblaciones de ciervo mulo (Odocoileus hemionus)
distintas a las que circulaban en el ganado bovino. Estos resultados son similares a los
descritos por Kirchgessner y cols. (2013) en ciervo de cola blanca. Asi mismo, estudios
realizados en diferentes paises europeos y en ecosistemas generalmente asociados a
pastos de alta montafia, también han observado ciclos epidemioldgicos independientes
(Marco y cols., 2009; Bregoli y cols., 2012; Casaubon y cols., 2012). Recientemente,
Paniagua y cols. (2016) evaluaron la transmisién de Pestivirus en ecosistemas
mediterraneos del sur de Espafia, concluyendo que no existen ciclos epidemiol6gicos
diferentes y que las poblaciones de rumiantes silvestres no representan un riesgo
potencial para la transmision de Pestivirus a los rumiantes domésticos. En el presente
estudio hemos evaluado conjuntamente y durante un mismo periodo de tiempo la
prevalencia de Pestivirus tanto en el bovino como en poblaciones de rumiantes
silvestres (ciervo y gamo) que comparten el mismo habitat en diferentes ecosistemas del
PND. Nuestros resultados son consistentes con los observados por Paniagua y cols.
(2016) suportando la hipdtesis de que los Pestivirus presentan un ciclo epidemioldgico
independiente en el ganado domeéstico en zonas donde comparten habitat con

poblaciones de rumiantes silvestres en el sur de Espafia. Ademas, las seroprevalencias
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obtenidas y la ausencia de deteccion de ARN virico indican una limitada circulacion de

Pestivirus en las poblaciones de rumiantes domésticos y silvestres del area de estudio.

La prevalencia de anticuerpos detectada en ganado bovino (2,2%) en el PND es
considerablemente inferior a la obtenida en esta especie en otras zonas de Espafia, con
valores que oscilan entre el 21% y 65 % (Mainar-Jaime y cols., 2001; Vega y cols.,
2004; Gomez-Pacheco y cols., 2009; Fernandez-Aguilar y cols., 2016; Paniagua y cols.,
2016; Rodriguez-Prieto y cols., 2016), o en otros paises europeos, cuyas
seroprevalencias varian entre el 30% Yy el 90% (Niza-Ribeiro y cols., 2005; Humphry y
cols., 2012). La baja seroprevalencia obtenida en ganado bovino en el PND podria estar
asociada a la ausencia de movimientos de esta especie en el PND. La reposicion externa
ha sido identificada por distintos autores como un factor de riesgo implicado en la
transmision de Pestivirus en las explotaciones de rumiantes (Presi y cols., 2011;
Espunyes, 2014). Los bovinos analizados en el presente trabajo pertenecen a la raza
marismefia, raza autoctona del PND considerada en peligro de extincion desde 1994 y
caracteriza por mantenerse en régimen asilvestrado, limitandose su manejo a los
saneamientos oficiales. Hasta la fecha, su explotacion tiene un caracter exclusivamente
ecologico, no realizandose movimiento de animales fuera del PND desde el siglo XIX
(Quiroz y cols., 2007).

Por otro lado, la hipétesis de una mayor resistencia genética asociada a la propia
raza marismefia no debe ser descartada. En este sentido, trabajos previos ya han
sugerido la existencia de una resistencia genética a la infeccion con distintos patégenos
involucrados en el Complejo Respiratorio Bovino como el VDVB, proponiendo incluso
incorporar estrategias de mejora genética a los programas de control de esta patologia
con el objetivo de reducir su incidencia (Snowder y cols., 2006; Rezaeisaber y cols.,
2013; Berry, 2014). En cualquier caso, serian necesarios estudios adicionales para
confirmar las hipotesis anteriormente planteadas y relacionadas con la baja prevalencia

de Pestivirus encontrada en el ganado bovino marismefio del PND.

La ausencia de anticuerpos en ciervo y gamo sugiere que estas especies no
parecen tener un papel importante en la epidemiologia de los Pestivirus en el PND. Los
resultados coinciden con el estudio publicado por Paniagua y cols. (2016) quienes
obtuvieron tan sélo un ciervo positivo de los 1442 rumiantes silvestres analizados en 65

cotos distintos del sur de Espafia. En Andalucia, no se ha observado mortalidad
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compatible con Pestivirus en artiodactilos silvestres hasta la fecha. Sin embargo, la
ausencia de contacto con estos virus en las poblaciones silvestres y la circulacion en el
ganado domeéstico podria suponer un riesgo importante en caso de introduccion de estos
patdgenos en una poblacion de artiodactilos silvestres no protegida (Paniagua y cols.,
2016). Nuestros resultados son igualmente consistentes con los encontrados en ciervo y
gamo en el norte de Espafia y en otros paises europeos (Tabla 4). Sin embargo,
Rodriguez-Prieto y cols. (2016) detectaron una prevalencia de Pestivirus proxima al
20% en ciervos en el centro de Espafa. Estos autores asociaron la elevada prevalencia
con la sobreabundancia de ciervo y la interaccion con ganado bovino infectado en la
region. No obstante, dado que no pudieron confirmar que una misma cepa fuese la

causante de infeccion tanto en domeésticos como en silvestres, no pudieron descartar la

existencia de ciclos epidemiologicos independientes.

Afo

CIERVO

Autores

Pais (Region)

Diagnostico

Espaiia (SO) 2016  ELISA p80/125+ TSV ~ 0/101 (0) Presente trabajo
Espafa (S) 2016  ELISA p80 + TSV 1/892 (0,1) Paniagua y cols.
Espafiia (C) 2016  ELISA p80 52/267 (19,5)  Rodriguez-Prieto y cols.
Esparia (NO) 2011  ELISA p80/125 1/56 (1,8) Marco y cols.
Alemania (NO) 2006  ELISA 0/79 (0) Frolich y cols.

Austria (S) 2004 ELISA+TSV 1/59 (1,7) Krametter-Froetscher y cols
Dinamarca 2000 ELISA+TSV 3/77 (3,9) Nielsen y cols

Italia (NO) 2005 ELISA NS3 8/136 (5,9) Riekerink y cols.
Noruega (CO) 2003  ELISA p80/125+ TSV  7/658 (1,1) Lillehaug y cols.
Republica Checa 2009 ELISA 2/305 (0,6) Sedlak y cols.

Suiza (S) 2012  ELISA 3/261 (1,1) Causabon y cols.

Suiza (C) 2012  ELISA 3/98 (3,1) Causabon y cols.

Suiza (N) 2012  ELISA 7/117 (6) Causabon y cols.

Espafia (SO) 2016  ELISA p80/125+ TSV ~ 0/102 (0) Presente trabajo

Espaiia (S) 2016 ELISA p80+ TSV 0/274 (0) Paniagua y cols.

Espafia (NO) 2011  ELISA p80/125 0/29 (0) Marco y cols.

Alemania (NO) 2006  ELISA 0/46 (0) Frolich y cols.

Austria (S) 2004  ELISA + TSV 0/4 (0) Krametter-Froetscher y cols
Dinamarca 2000 ELISA+TSV 0/20 (0) Nielsen y cols

Republica Checa 2009 ELISA 0/63 (0) Sedlak y cols.

Tabla 4. Comparacion de los principales estudios de seroprevalencia de Pestivirus en

ciervo y gamo en Europa (N; norte, S; sur, E; este, O; oeste y C; centro)
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El TSV mostro resultados positivos frente a los tres Pestivirus incluidos en el
andlisis (Tabla 3). Estos titulos podrian estar asociados a infecciones mixtas o, mas
probablemente, a reacciones inmunoldgicas cruzadas entre Pestivirus. Los titulos mas
elevados se detectaron frente al VDVB-1. De hecho, uno de los animales presento un
titulo frente a VDVB-1 tres veces superior al resto de virus analizados, indicando que
una cepa de genotipo 1 del VDVB podria ser la responsable de las infecciones por
pestivirus en el PND (OIE, 2008). Nuestros resultados estan en concordancia con los
datos aportados por estudios previos en otras regiones de Espafia y Europa (Arias y
cols., 2003; Hurtado y cols., 2004; Lindberg y cols., 2006; Fernandez-Aguilar y cols.,
2016; Rodriguez-Prieto y cols., 2016) y sugieren que el Pestivirus predominante en el
area de estudio es el VDVB-1.

Tan so6lo un 9,7% (3 de 31) de las muestras positivas a bELISA se confirmaron
por TSV. El TSV se emplea en la mayoria de estudios epidemiolégicos como técnica
“gold” estandar para la confirmacion de los resultados de bELISA (OIE, 2015). Por
tanto, las 28 muestras positivas a bELISA y negativas a TSV se consideraron como
falsos positivos. Estos resultados podrian deberse a varios factores: la técnica bELISA
empleada se encuentra validada en rumiantes domésticos, con una correlacion del 95%
con el “gold” estandar (TSV) (Valdazo-Gonzalez y Alvarez-Martinez, 2003), por lo que
el empleo de sueros de rumiantes silvestres podria alterar los valores de especificidad.
Ademas, el TSV fue realizado con las cepas de Pestivirus mas frecuentemente
detectadas en rumiantes domésticos en Espafia (Vega y cols., 2002; Marco y cols.,
2009; Paniagua y cols., 2016). La circulacion de diferentes cepas de Pestivirus en fauna
silvestre con una limitada reaccion cruzada con las utilizadas en el presente estudio
(VDVB-1, VDVB-2 y VEF-4) podria originar resultados negativos en el TSV. La
deteccion de Pestivirus y su posterior aislamiento o secuenciacion permiten realizar el
TSV con la cepa o cepas que circulan en la zona concreta. Desafortunadamente, en
nuestro estudio todas las muestras resultaron negativas a RT-PCR, no pudiéndose

realizar aislamiento virico.

Las bajas seroprevalencias obtenidas, asi como la ausencia de deteccion de ARN
en las muestras analizadas, sugieren que la presencia de anticuerpos en los tres animales
estd mas asociada a una infeccion antigua que a la presencia de IPIs en las
explotaciones. De hecho, los animales seropositivos fueron vacas adultas mayores de 6

afios. En este sentido, Collins y cols. (2009) describen que los titulos de anticuerpos
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especificos frente a Pestivirus se incrementan continuamente en sangre hasta el dia 105
post infeccion. Sin embargo, teniendo en cuenta que la prevalencia de IPIs es
aproximadamente un 1% (Nettleton, 1995), la ausencia de animales positivos a RT-PCR
podria estar asociada a un numero de muestras analizadas insuficientes, dado que el
muestreo (minimo de 20 animales por especie y finca) se disefié para determinar la
presencia de enfermedad con una prevalencia minima del 15% y un intervalo de
confianza del 95% (Thursfield, 2001).

La informacién recopilada mediante la encuesta epidemioldgica permitid
caracterizar la zona de estudio, no resultando Gtil en este caso para el anélisis de
posibles factores de riesgo, dadas las bajas prevalencias obtenidas. No obstante, los
datos obtenidos resultardn igualmente validos para el estudio de otros procesos
compartidos entre rumiantes domésticos y silvestres en el PND que se lleven a cabo

durante el presente afio.

~ 24 ~
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8. CONCLUSIONES

1. La prevalencia obtenida indica una limitada circulacion de Pestivirus en el
ganado bovino en el PND. Los resultados seroldgicos sugieren que el Pestivirus
que circula en el ganado doméstico en la zona de estudio es el genotipo 1 del
VDVB.

2. La ausencia de rumiantes silvestres seropositivos indica que estas especies no
representan actualmente un riesgo en la transmision de Pestivirus para el ganado
doméstico en el PND. Aunque nuestros resultados sefialan la existencia de un
ciclo epidemioldgico independiente de Pestivirus en el ganado bovino, la
presencia de poblaciones de rumiantes silvestres no protegidas podria favorecer
la aparicion de brotes y animales persistentemente infectados tras la introduccion

de un Pestivirus en el PND.
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Anexo |. Encuesta Epidemioldgica.

MEJORA DE LA BIOSEGURIDAD DEL BOVINO EXTENSIVO

SABIOLec

Spin-off en sanidad y biotecnologia aplicada

UNIVERSIDAD g%
P 3

= CORDOBA

Departamento de Sanidad Animal

1. Datos personales

Codigo REGA: OCA:
Municipio:

Nombre ganadero/contacto: Cargo:
Teléfono: E-mail:
Veterinario responsable: Teléfono:

ADSG a la que se pertenece:

2. Manejo del Ganado

Superficie Total Finca (has):

Superficie Ganaderia (has o0 %):

Superficie Finca en contacto con ungulados silvestres (has o %):

N° de cabezas de Bovino extensivo: 1-5 5-10 10-20 20-50 50-100 >100

N° de cabezas el afio pasado: 1-5 5-10 10-20 20-50 50-100 >100
N° de cabezas hace 5 afios: 1-5 5-10 10-20 20-50 50-100 >100
Razas:

Tipo de produccion: leche carne  lidia  ecoldgica

Indicar otras especies domésticas presentes: Ovino  Caprino  Porcino  Otro
Suplementacion de alimento: SI NO
En caso afirmativo: heno  ensilado  unifeed  tacos  otro

Procedencia y almacenaje:

Gestion de Cadaveres:

Retirada oficial (__%), enterramiento (__ %), carrofieros (_ %), Muladar (__%)
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¢ Presencia de fauna silvestre en contacto con el ganado? Sl

3. Fauna silvestre

NO

Saul Jiménez Ruiz

En caso afirmativo: Superficie Finca en contacto con ganado (has o %):

Pastos

Charcas Pastos y charcas Otro:
Suplementacion de alimento: SI' NO
En caso afirmativo: heno ensilado unifeed tacos otro:
Procedencia y almacenaje:
Avistamiento de ungulados silvestres: ACTUALIDAD
Especie Presencia
Diaria | Semanal | Mensual Esporéadica Nunca Localizacion
Ciervo
Gamo
Jabali
Avistamiento de ungulados silvestres: ANO PASADO
Especie Presencia
Diaria | Semanal | Mensual Esporadica Nunca Localizacion
Ciervo
Gamo
Jabali
Avistamiento de ungulados silvestres: HACE 5 ANOS
Especie Presencia
Diaria | Semanal | Mensual Esporadica Nunca Localizacion
Ciervo
Gamo
Jabali

Observaciones:
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4. Datos sanitarios

A) GANADO BOVINO

Vacunacion:

Frecuencia:

Ultima vacunacion:

Desparasitacion:

Frecuencia:

Ultima desparasitacion:

¢Movimientos de animales? SI' NO
En caso afirmativo:

Fecha de la Gltima entrada:

NuUmero de animales:

Procedencia:

¢ Historial sanitario?

¢Movimiento de animales el afio pasado? SI' NO

¢Movimiento de animales en los Gltimos 5 afios? SI NO

¢Algun bovino tuberculoso en el dltimo saneamiento ganadero? SI NO N°

¢Algun otro problema sanitario actualmente? Sl NO
¢Cuél/Cuéles? Digestivo  Respiratorio Reproductivo  Otro:

¢ Tratamiento? ¢ Cual?

¢Algun bovino tuberculoso en los saneamientos ganaderos anteriores? SI NO N°
¢Algun otro problema sanitario el afio pasado? Sl NO Tipo:
¢Algun bovino tuberculoso en los Gltimos 5 afios? SI NO  N°

¢Algun otro problema sanitario en los ultimos 5 afios? Sl NO Tipo:

B) UNGULADOS SILVESTRES:

¢Se esta realizando algun control de enfermedades? SI NO NS/NC

Descripcion:
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Anexo Il. Actividad cientifica durante el transcurso del Master.
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Ferndndez-Aguilar X., Gonzalez MA., Franco JJ., Garcia-Bocanegra I. (2016) Assessment
of the blood extraction method by endocranial venous sinuses puncture in hunted wild
ruminants. Eur J Wild Res. Enviado.

2. Cano-Terriza D., Puig-Ribas M., Jiménez-Ruiz S., Cabezon O., Almeria S., Galan-Relafio
A., Dubey JP., Garcia-Bocanegra I. (2016) Risk factors of Toxoplasma gondii infection in
hunting, pet and watch dogs from southern Spain and northern Africa. Parasitol Int. 2016
May 4. pii: S1383-5769(16)30035-6. doi: 10.1016/j.parint.2016.05.001 Position in the
category: 16/36 (T2).

PROYECTOS DE INVESTIGACION:

1. Epidemiology of Bovine Tuberculosis in domestic livestock in Spain: Role of domestic and

wild reservoirs and evaluation of control measures. Equipo de Trabajo.

2. Epidemiology and development of specific protocols to mitigate the risk of transmission of

diseases shared between ungulates in the central and southern Spain. Equipo de Trabajo

CONGRESOS, WORKSHOPS Y ENCUENTROS CIENTIFICOS:

1. VIl Reunién de Ungulados Silvestres Ibéricos (RUSI VII). Septiembre 2016. Céaceres
(Espafia). COMUNICACION ORAL. Situacion epidemioldgica de Pestivirus en el Parque
Nacional de Dofiana: evaluacion de la interaccion entre rumiantes domésticos y silvestres.
Jiménez-Ruiz S., Garcia-Bocanegra I., Risalde MA., Cabezon O., Cano-Terriza D., J.A.

Barasona, I. Marco, A. Colom-Cadena, Vicente J.

2. VIl Reunién de Ungulados Silvestres Ibéricos (RUSI VII). Septiembre 2016. Céceres
(Espafia). COMUNICACION POSTER. Serosurvey of Aujeszkys disease virus in hunting
dogs from Southwestern Spain. Cano-Terriza D., Martinez R., Moreno A., Pérez-Martin
J.E., Jiménez-Ruiz S., Ruiz-Fons F., Arenas A., Garcia-Bocanegra .
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Estudio comparativo de la prevalencia de Tuberculosis Bovina en suidos domésticos y
silvestres en el Sur de Espafia. Cano-Terriza D., Risalde M.A., Vicente J., Napp S., Allepuz

A., Jiménez-Ruiz S., Paniagua J., Garcia-Bocanegra .
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. 34émes rencontres du Groupe d'Etudes sur I'Eco-pathologie de la Faune Sauvage de
Montagne (GEEFSEM). Octubre 2016. Bearne (Francia). COMUNICACION ORAL.
Estudio epidemioldgico del Virus de Schmallenberg en ungulados silvestres en el Sur de
Espafia. Exposito-Céardenas C., Cano-Terriza D., Pujols J., Rosell R., Jiménez-Ruiz S.,
Paniagua J., Cabezon O., Garcia-Bocanegra .

. 12th Conference of the European Wildlife Disease Association (EWDA). Agosto 2016.
Berlin (Alemania). COMUNICACION POSTER. Absence of Rift Valley Fever Virus in
wild and domestic ruminants from Spain. Garcia-Bocanegra I., Paniagua J., Cano-Terriza

D., Arenas-Montes A., Jiménez-Ruiz S., Camacho L., Ferndndez-Morente M., Napp S.

. | Congreso de Veterinaria y Ciencia y Tecnologia de los Alimentos. Febrero 2016.
Cordoba. Espafia. COMUNICACION ORAL. Evaluacion del método de extraccion de
sangre mediante puncion del seno cavernoso de la duramadre en rumiantes silvestres.
Jiménez-Ruiz S., Cano-Terriza D., Arenas-Montes A., Paniagua J., Cabezén O., Mir6 F.,

Carbonero A., Arenas A., Garcia-Bocanegra I.

. | Congreso de Veterinaria y Ciencia y Tecnologia de los Alimentos. Febrero 2016.
Cérdoba. Espafia. COMUNICACION POSTER. Prevalencia de anticuerpos frente a virus
Influenza y Flavivirus en pollos de gaviota patiamarilla (Larus michaelis) en Espafia.
Jurado-Tarifa E., Cerda-Cuéllar M., Cano-Terriza D., Jiménez-Ruiz S., Borge C., Garcia-

Bocanegra |.

. | Congreso de Veterinaria y Ciencia y Tecnologia de los Alimentos. Febrero 2016.
Cordoba. Espafia. COMUNICACION POSTER. Seroprevalencia y factores de riesgo
asociados a Mycobacterium bovis en ungulados silvestres de Sierra Morena. Cano-Terriza
D., Paniagua J., Arenas-Montes A., Jiménez-Ruiz S., Jurado-Tarifa E., Cuevas-Gomez I.,

Borge C., Garcia-Bocanegra .

BECAS Y RECONOCIMIENTOS:

1. Beca Semillero de emprendedores. Modalidad V del | Plan Propio Galileo de la Oficina

de Transferencia de Resultados de Investigacion (OTRI) de la Universidad de Cérdoba.
Beca de Especializacion para el desarrollo del trabajo de fin de master (TFM) en el seno
de una empresa. (2015-2016).

. Beca de Excelencia Académica de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de

Cdrdoba en colaboracidon con la Diputacion de Cordoba (2015-2016).
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CURSOS RECIBIDOS:

1. Curso tedrico-practico: CYBERTRACKER. IREC, SECEM, RASTREO. EU. Ciudad
Real, 18 de junio de 2016. Asistencia.

2. Jornadas de aves rapaces: Cetreria, Conservacion y Sanidad. Aula AVAFES e llustre
Colegio Oficial de Veterinarios de Cérdoba. Cordoba, 16 de Abril de 2016.

Organizacion v asistencia.

3. Foro de farmaco-economia y especializacion en novillas. Zoetis e Ilustre Colegio
Oficial de Veterinarios de Cordoba. Cérdoba, 15 de Abril de 2016. Asistencia.

4. 1 Jornadas Cinegéticas y de Conservacion de Jovenes Cazadores Andaluces. Jovenes
Cazadores Andaluces (JOCAN). Cordoba, 9 de Marzo de 2016. Asistencia.

5. Ponencia: Actualizacion sobre el virus Zika y otras enfermedades emergentes. Centro
de Vigilancia Sanitaria Veterinaria e llustre Colegio Oficial de Veterinarios de

Cordoba. Prof. Joaquin Goyache. Cérdoba, 25 de Febrero de 2016. Asistencia.

6. Curso de Gestion y Conservacion de Fauna Silvestre. Aula AVAFES e llustre Colegio
Oficial de Veterinarios de Cérdoba. Coérdoba, 6,7 y 8 de Noviembre de 2015.
Organizacion y Asistencia.

7. Mesa Redonda: Actualizacion en la inspeccion veterinaria en monterias y matanzas
domiciliarias. llustre Colegio Oficial de Veterinarios de Coérdoba. Cordoba, 7 de
Octubre de 2015. Asistencia.

8. IV Congreso Andaluz de Caza: Hacia un modelo de calidad cinegética. Consejeria de
Medio Ambiente y Ordenacidon del Territorio. Sevilla, 1 y 2 de Octubre de 2015.

Asistencia.
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ANOTACIONES:
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