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RESUMEN

| Virus de la Lengua Azul (VLA) es un arbovirus ldefamilia Reoviridae que

afecta a rumiantes tanto domésticos como silvegti@syos sintomas clinicos

severos se manifiestan principalmente en ovejasraa europea. La
enfermedad producida por el VLA supone un graveattg econdmico debido a la
mortalidad y morbilidad que provoca en los animatdsctados, la disminucion de la
produccion y gastos asociados a la enfermedada ypérdida de comercio originada por
la inmovilizacion de animales y sus derivados. ER\se ha establecido en Europa desde
1998, extendiéndose progresivamente en su disibibu&n la Unidn Europea se ha
desarrollado un programa de vigilancia y controtapéimitar la expansion de la
enfermedad y reducir su incidencia. Los estudiabzados en el presente trabajo se han
desarrollado en acuerdo con las lineas de actuagbmproyecto nacional del antiguo
Ministerio de Ciencia (INIA-AGL; 2009-07353) y ded proyectos europeos MedReoNet
y EDENext.

El presente trabajo comprende cinco estudios. Fmirelero se realizd6 una comparacion
de trampas de luz para la captura @dicoides. Las trampas comparadas fueron:
Onderstepoort (Sudafrica), mini-CDC (EE.UU.), Pght (R.U.) y Rieb (Francia). Se
realizaron en total tres ensayos, dos en otofi@ingiy otro en primavera, por lo que se
pudo obtener datos en diferentes momentos del eici@l deCulicoides. La trampa
Onderstepoort fue la mas eficiente en la captur&ueoides durante la época otofial
(=65% del total de capturas), coincidiendo con eb pioblacional del vectdE. imicola,
mientras que durante la primavera, cuando el vgetocipal es el complejo Obsoletus, la
trampa mini-CDC fue la que obtuvo un mayor niumeeocdpturas~50% del total).
También se pudo comprobar que la trampa Onderstefoeda mas eficiente a la hora de
capturarCulicoides en condiciones de baja densidad poblacional (66dé?%stotal de
capturas). Estos datos pueden ser utilizados gaeancinar el periodo de “bajo riesgo de

transmision” en areas susceptibles a incursioniegloe

El segundo estudio se llevd a cabo en el Instiidterinario de Onderstepoort en

Sudafrica, zona donde predomina el ve@oimicola. En este estudio se determiné la
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capacidad de poblaciones de esta especie pardansieccon cuatro serotipos viricos
aislados en Espafia (VLAL, -2, -4 y -8). La infeaca@¥al con estos serotipos se realizd
mediante la alimentacién de los insectos a traeésiembranas. El virus fue recuperado
en <1% de loCulicoides analizados después de 10 dias de incubacion seten Se
obtuvieron titulos viricos >2.5 lgg TCIDs¢/insecto en dos de los serotipos ensayados
(VLALl y VLA2), lo que sugiere que tuvieron lugaropesos de replicacion virica en el
interior del insecto y que la transmision de estos serotipos a animales susceptibles
seria posible. VLA4 fue recuperado a una conceibima@.4 logo TCIDsg/insecto) muy
cercana al umbral de transmision (2.5600CIDsg/insecto). La baja capacidad relativa de
C. imicola a infectarse oralmente con distintos serotipos \deA apoya estudios
realizados con anterioridad e indica que otras aspealeCulicoides pueden tener un

papel importante en la epidemiologia de la LA.

En el tercer, cuarto y quinto estudio se ensaylitacia del piretroide deltametrina sobre
poblaciones deCulicoides presentes en Mallorca. En el tercer estudio seyénka
sensibilidad de varias especies Q@alicoides a papeles impregnados con distintas
concentraciones de deltametrina (0.0001, 0.000#)10.0.005 y 0.01%) mediante la
utilizacion de camaras de la OMS y se analiz6 ettefinsecticida inmediato y después
de 24 h. Los resultados indicaron que las distietsgecies deéCulicoides son muy
sensibles a la deltametrina ya que concentracidak®.000145 y 0.000579 % fueron
suficientes para matar al 50 y 90 % de la poblam§pectivamente.

En el cuarto estudio se evalud la capacidad irgdatde mallas comerciales tratadas con
deltametrina sobre&ulicoides spp. En este estudio, se utilizaron porciones d#éam
tratadas con una concentracion de deltametrina.4tykg + 15%. Varias especies de
Culicoides fueron expuestas a estas mallas en camaras dd$ad0rante intervalos de
tiempo cada vez menores hasta encontrar las t&saspervivencia de los individuos
ensayados. Las mallas demostraron una alta efdadivhsecticida sobr€ulicoides spp.

en laboratorio y exposiciones de tan solo 10 seggifigeron suficientes para eliminar el
100% de la poblacién. El tiempo transcurrido ers@ngar efectos claros de intoxicacion
al insecticida en la mayoria de la poblacién extaués70%) fue de~6 minutos. La
instalacion de estas mallas en el interior de $babtos en zonas de riesgo de transmision

podria reducir sensiblemente la infeccion de lomales susceptibles con el VLA.
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El quinto y ultimo estudio determiné la eficacialde mallas insecticidas en ensayos de
campo. Para ello se utilizaron dos trampas de@pderstepoort que se instalaron sobre
sendas estructuras metalicas que se rodearon tepuoakodos sus lados. Se comparo la
eficacia de una malla impregnada con deltametrumaaaconcentracion de 4.4g/kg = 15%
en relaciéon a una malla control durante un periddaloce noches. Los resultados del
estudio indicaron que no existian diferencias §igativas en la coleccion deulicoides

en las trampas. Por el contrario, se encontrarderedicias significativas entre el
porcentaje de supervivencia de las capturas eruika tnatamiento y control, siendo la
supervivencia de lo€ulicoides en las trampas con malla insecticida un 22.8%iorf@

la de la malla control. Las mallas con deltametnintidizadas en el presente estudio

podrian ofrecer proteccion a los animales tantérdexomo fuera de los establos.
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1. Introduccién

La enfermedad conocida como Lengua Azul o Fiebre @aral Ovina

La Lengua Azul d-iebre Catarral Ovina es una enfermedad producida por un arbovirus
(virus transmitido por artrépodos) denominado Vides la Lengua Azul (VLA) que
infecta de forma natural a rumiantes domésticaawages (Barnard, 1997). Sin embargo,
los sintomas severos de la enfermedad solo se iesdaif en ciertas razas de ovejas y
ciervos y, ocasionalmente, en el ganado bovinol¢fa$986; MacLachlan, 1994). Este
virus es transmitido de forma casi exclusiva medidas picaduras de las hembras de
varias especies del géneatalicoides,dipteros nematdceros que se incluyen en la familia
de los Ceratopogonidos (Mellet al, 2000)

La enfermedad ocasionada por el VLA puede causatedrcon elevada morbilidad y
mortalidad en el ganado ovino y es una enfermedadetlaracion obligatoria, segun
recoge la Oficina Internacional de Epizootias (Ql&@bido al potencial que tiene de
expandirse a paises vecinos y por el severo impgaatolos brotes de la enfermedad
pueden causar en los hospedadores susceptiblemasien el comercio internacional de
animales y sus productos (OIE, 2005).

La enfermedad provocada por este patégeno fueidepor primera vez por el bidlogo
francés Francois de Vaillant durante sus viajesuadd del Cabo (Sudéfrica) entre 1781
y 1784, tras la introduccion de ovejas merinas dgen europeo (Gutsche, 1979;
Verwoerdet al, 2004). En 1943 Du Toit llevo a cabo el primer exmento en el que
demostraba la transmision de la enfermedad medianfgcadura de hembras de la
especieC. imicolainfectadas con VLA a ovejas susceptibles (Du Tbé44). De esta
manera quedd establecida la naturaleza viral @afiermedad y su transmision a través
del insecto (Howell, 1970).

Varias especies del géne@ulicoidesactian como vectores bioldgicos del virus de la
LA. De las aproximadamente 1400 especiesCdédicoides descritas a nivel mundial
(Borkent y Wirth, 1997), menos de 20 son considesadectores reales o potenciales
(Mellor et al, 1990) y cinco de ellas pertenecen al subgéAewrritia, en el que se

incluye la especi€. imicola(Coetzeret al, 1994).
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1.1 Caracteristicas del Virus de la Lengua Azul

El virus de la Lengua Azul es un virus de ARN déldacadena que pertenece al género

Orbivirusy se incluye dentro de la familia Reoviridae.
- Estructura

El virus presenta forma icosaédrica y consiste enganoma de ARN bicatenario
segmentado, encapsulado por una envuelta proteiclole capa, que se replica en el

citoplasma celular (Fig. 1) (Knudson y Shope, 1985

Figura 1. Arquitectura de una particula del virus de la Leaghzul mostrando la localizacion de las
proteinas estructurales VP3, VP7, VP2 y VP5 y deptateinas enziméticas VP1, VP4 y VP6. (Adaptado d
Mertens et al., 2009)

Hoy en dia se reconocen hasta 24 serotipos ded yidos serotipos mas estan siendo
considerados actualmente (Hofmaenal, 2008b; Maaret al, 2011). La mayoria se
encuentran en Africa y la India con alrededor desu20 serotipos cada uno (Verwoetd
al., 2004).

Cada region del planeta afectada por la enfermedath LA presenta un niamero de
serotipos especifico que suelen repetirse en &igttis brotes de la enfermedad. Ello ha

llevado a dividir las regiones afectadas en cinderehtes “episistemas” (definidos
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como sistemas complejos en donde interactian &sctbiolégicos, ambientales y
socioecondmicos que afectan la emergencia y exjpane una enfermedad infecciosa)
(Tabachnick, 2004). De esta forma, el episistemavibaliterraneo y paises de Oriente

proximo comprende al menos ocho serotipos.

- Patogenicidad

Los distintos serotipos del VLA pueden presentdéerdnte grado de patogenicidad y
virulencia para el hospedador. En general se coguoedos serotipos del virus -1, -2, -3, -
4, -6 y -10 poseen un alto indice patogénico ylemaglo potencial epidémico (Dunet
al., 2003). La razoén por la cual los arbovirus no emigdroducir el mismo dafio en las
células del insecto como el que causan en lasasatidl mamifero no esta del todo clara,
pero podria estar relacionado con el diferente nisge que utilizan las particulas
viricas en un caso o en otro para salir de ladatiofectadas (Melloet al, 2009).

1.2 Distribucion del Virus de la Lengua Azul

La distribucién del VLA en la naturaleza esta iefigiado por factores tanto bidticos
(variabilidad serotipica del virus y sus variaci®naoldgicas y bioquimicas) como
abidticos (efectos climaticos y ambientales). Bnqgipio, la distribucion geografica del
VLA se encuentra restringida a aquella que presanitasecto vector. Del mismo modo,
las preferencias sobre el rango de hospedadorkss dpie se alimentan las especies de
Culicoides influye en la distribucion geografica del virus.

- Factores que influyen en la Prevalencia y Distriidmcdel VLA

» Climatologia La temperatura es el factor mas influyente, debédque los
Culicoides adultos son activos Unicamente en un rango detaduoi de
temperaturas, que es caracteristico para cadaies@#dtmann, 2000). La
temperatura ademas regula el ciclo de replicacévidus en el vector (Periodo
de Incubacién Extrinseco), y a temperaturas infesia 15°C el virus deja de

replicarse en el interior del insecto.
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* \ectores la prevalencia y distribucion del virus se vecédea por la abundancia,
distribucion, preferencia de hospedador sobre e glimentarse y por la

competencia vectorial del insecto (Gibbs y Greih884).

» HospedadoresLa distribucion de los hospedadores y su capdcigara
desarrollar viremias a altos niveles, como es b ¢kl ganado bovino (Metcalf y
Luedke, 1980).

1.3 Ciclo de transmision de la enfermedad

El virus de la Lengua Azul se ha desarrollado deereaque se producen ciclos alternos
de replicacion en hospedadores vertebrados e @irardos. Hasta la fecha, la principal
via de transmision que se ha demostrado es Ipadarizontal, a través de las picaduras

de distintas especies del gén€udicoides.

El ciclo de transmision del virus se inicia con la picadura de Gnlicoideshembra
infectado sobre un animal sano. En cada picadgradotores inoculan el virus presente
en su saliva a los hospedadores vertebrados. liaagpn del virus tiene lugar en los
nodulos linfaticos regionales y en tejidos linfoigelares, el endotelio y otras células que
rodean los capilares, las arteriolas y las vén{iiisbs y Greiner, 1994). Una vez se ha
producido la replicacion en las células diana,irlsvaparece en el torrente sanguineo y
se extiende afectando a todos los érganos. Inieiatenel virus se asocia a leucocitos y
eritrocitos (viremia asociada a células) (MacLachlE994). Sin embargo, el virus no se
replica en los eritrocitos, por lo que la duraaii@nla viremia se asocia, en parte, a la vida
util de estas células. Aunque la duracion mediasl&iremias en ovejas y terneros es de
unas pocas semanas (Koumtetal, 1999; Bonneaet al, 2002; Gubbingt al, 2008),

en algunos animales, como los terneros, las vieemiaden durar hasta 100 dias (Sellers,
1980; MacLachlaret al, 1990; MacLachlaret al, 1991). La Oficina Internacional de
Epizootias recoge que la viremia de la mayor pddeganado es menor de cuatro

semanas con menos de un 1 % que excede de las@vhoas.
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Para que haya transmisién, el virus debe replicamsel hospedador vertebrado hasta
alcanzar un nivel minimo de viremia y poder seeiidp en cantidad suficiente por un

vector susceptible. Viremias suficientes para tratisel virus a los vectores las alcanzan
los ovinos (16* U. inf/ml), los bovinos y los caprinos (t0U. inf/ml) (OIE, 1998).

Cuando la sangre infectada es absorbida por ldsresc el virus se adhiere a moléculas
receptoras asociadas a las membranas de las cépitabales del tracto digestivo del

insecto y, seguidamente, se internan en la céifda primera fase de la infeccion, el

virus se replica activamente en el interior decleslas epiteliales cuboidales del intestino
delgado para después, atravesar de nuevo la paleddroy ser liberado en el hemocele
del insecto, a través del cual se diseminara y&aodectar tejidos diana secundarios,
como son las glandulas salivares. La fase finaladefeccion se produce cuando los
viriones invaden las células de las glandulas a@ds/ del insecto, fendmeno que ha sido
claramente demostrado mediante estudios de migisabectronica (Bowne y Jones,

1966). La eficacia de esta virogénesis dependeaderhperatura exterior, siendo la
temperatura Optima superior a 25°C, mientras gieenperaturas inferiores a 12-15°C el

virus no se replica.

El periodo comprendido entre la ingestion de sangectada y la aparicion del virus en
la saliva del vector se denomiRariodo de Incubaciéon Extrinseco (PIE)y su duracion
aproximada es de una a dos semanas dependietatedaperatura exterior. A partir de
ese momento, las gldndulas salivaresQidicoidesestaran infectadas, algunas particulas
viricas se alojaran en los conductos salivaresweetor estara en condiciones de poder
transmitir el virus sobre un nuevo hospedador beatdo (Beaty y Marquardt, 1996). Del
mismo modo, ePeriodo de Incubacion Intrinseco (Pll)es el tiempo transcurrido desde
gue se produce la infecciébn en el hospedador vadebhasta que se observan los

primeros sintomas clinicos de la enfermedad.
- Hospedadores de la enfermedad

El VLA es patogénico sobretodo en ovino, y en paldir en algunas razas de ovejas
seleccionadas, como la Merina, asi como para asgesy@ecies de ciervos (Taylor, 1986).
Durante un extenso estudio realizado en el suadeehinsula Ibérica, se confirmé la
infeccién del VLA serotipo 4 en cinco especies deniantes silvestres: ciervo rojo

11
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(Cervus elaphys corzo Capreoluscapreolu3, muflon ©vis musimo)) gamo comun
(Dama damg arrui @mmotragus lervipy cabra montesaC@pra pyrenaici (Ruiz-Fons
et al, 2008). Otros estudios analizaron un brote de \sefotipo 1 en el suroeste de
Espafia en una poblacion silvestre de muflones @atonsas clinicos y mortalidad
(Fernandez-Pache&a al, 2008)

1.4 Culicoidesspp. Vector Biolégico de la Enfermedad de la Lenguazul

Las principales especies involucradas en la trasiémide la enfermedad de la LA

pertenecen al géne@ulicoides

Los Culicoides son dipteros de pequefio tamafio (1 a 3 mm) de nalida
Ceratopogonidae. Hasta la fecha se han identifidai® especies d€ulicoidesque
pertenecen a 38 subgéneros distintos, siendo muaehekos considerados como insectos
molestos debido a que sus picaduras producen idémso y picor (Melloet al, 2000).

En ciertas areas, son los insectos que pican can freéuencia al ganado y a los
campesinos. La primera referencia a estos insdamsdada por W. Dirham, quien
describié sus costumbres y habitos alimenticios 1881 (Mellor et al, 2000), y la
primera camparfa de investigacion sub-sahariarf@utleoidesdata de 1908 cuando dos

especies fueron descritas en Namibia (Enderlei®3)L9
- Posicion taxonomica

Los Culicoidespertenecen a la Familia Ceratopogonidae, queyaatuatro subfamilias
de las cuales, unicamente la subfamilia Ceratogongenpresenta importancia médico-

veterinaria:
- Leptoconopinae
- Forcipomyiinae

- Dasyheleinae

12
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- Ceratopogoninae; esta se divide en las tribustat@eogonini, Culicoidini,

Hetyeromyiini, Palpomyiini y Sphaeromiini. Contemé34 géneros y 36 subgéneros
(McAlpine et al, 1981). El géner&ulicoidespertenece a la tribu Culicoidini y es el
principal género que participa en la transmisiéondkersos tipos de enfermedades

entre las que se encuentra la de la Lengua Azul.
- Transmisor de patdégenos

Se han aislado mas de 75 tipos de arbovirus déntdistespecies d€ulicoides
(Meiswinkel et al, 2004). Aparte del virus de la LA y el de la PeStpina Africana
pertenecientes a la familia Reoviridae, otros vitesmportancia pertenecen a la familia
Bunyaviridae, como los virus Akabane, Oropuche tadgano humano mas importante
transmitido por ceratopogénidos) y el vir@ehmallenberg de reciente aparicion en
rumiantes europeofibbens, 2012)0Otros virus incluyera la familia Rhabdoviridae,
como el virus de la Fiebre Efimera Bovina (Coetygeffustin, 2004), a la familia
Nairoviridae, como el virus del Congo y a la famiRhleboviridae, como el virus de la
Fiebre de Valle de Rift (Holbroost al, 1996).

También actian como vectores biolégicos de pro®yarematodos en aves, humanos y
otros animales (Bravermaat al, 1983; Linley, 1985; Melloet al, 2000; Meiswinkelet

al., 2004)

Ademas de la transmision de patdgenos, las picadiedas hembras deulicoidesen
caballos pueden ocasionar reacciones de hiperdlefsitfrente a antigenos presentes en
la saliva de los insectos provocando dermatitigyeda equina (Riek, 1954).

- GéneroCulicoides

- Morfologia(Fig. 2 y 3)

e Huevo: Son alargados y & imicola miden 400 um de largo por 50 um de

ancho.

13
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Larva: Son vermiformes, y miden de 2 a 5 mm. Ercdheza presentan un
prognato esclerotizado caracteristico, con mandsbulentadas y manchas

oculares.

Pupa: Es cbnica con un par de cornetes respiratddsales que se insertan en el
protérax. Las espinas, setas, protuberancias yeposcde las pupas pueden
utilizarse como caracteres para la diferenciacaxoriomica (Holbrooket al,
1996)

Imago:
Patron de
Manchas alar
Formay
Pubescencia de
los Ojos

Forma y NUumero de

Tipo de Sensilas Espermatecas

en Antenas

1) <+—— Genitalia

Figura 2. Esquema de una hembra adulta del gén€udicoides mostrando los principales

criterios de clasificacion de especies (Adaptadé\deaud, P.H., 1956).

14



1. Introduccién

* Cabeza

Ojos: Compuestos por facetas uniformes, generaémdesnudos (sin

pilosidad). Ocupan mas de la mitad de la capsuéica.

Antenas: Compuestas por 15 segmentos (13 artejtsnaes mas
proescapo y escapo). Estan recubiertas por semsilagimero, forma y
disposicion especificas que pueden utilizarse cooapacteres de
clasificacion taxondmica y para determinar lasqregicias del insecto por
el hospedador sobre el que alimentarse (Jamnb&d§; IBraverman,
Hulley, 1979; Ronderos, 1999). Presentan dimorfisexual, siendo las

antenas de las hembras filiformes y las de los psplumosas.

Figura 3. Aspecto general de hembra @Gailicoides imicola
(Foto: David Borras; IBABSA)

Aparato bucal (Fig. 4): Tipo cortador-chupador. Lamndibulas se
presentan en forma de hojas afiladas y las maeihagorma de largos
estiletes. Ambas estructuras cortan y desgarrategimento de los
mamiferos. Los machos no se alimentan de sangrengnt las piezas
bucales reducidas. Asociados a las piezas buexlisten un par dpalpos

maxilares con cinco artejos. El tercer artejo es mas grandiene un

grupo especializado de sensilas localizadas erdepeesion denominada

foseta sensoriglque sirve como 6rgano sensitivo.

15
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Foseta
sensorial \ ¥ 1)

Piezas
bucales

UIB 10.0kV x210 ESED 40Pa 6/16/2011

Figura 4. Vision frontal de la cabeza deulicoidesrealizada mediante microscopio electrénico de lokrren
donde se aprecian los artejos antenales con susilasnojos, palpos maxilares con fosetas sensesiglpiezas
bucales (Foto: del Rio, R.).

* Torax:
e Alas: Permiten la diferenciacion de la mayoria de a@sgeteCulicoides(Fig.
5). Presentan una venacion especifica que laseddiex del resto de
ceratopogoénidos (Fig. 6) y estan recubiertas paratricos mas 0 menos
pigmentados que definen un patrén de manchas edsdio en gran parte de
las especies deulicoides(Boorman, 1988; Meiswinkedt al, 2004).

16
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(2) C, newsteadi N1 (h) C. newsteadi N2 (i) . newsteadi N3

Figura 5. Alas de distintas especies @Galicoidesen las que se puede apreciar las diferencias de lo
patrones de manchas (Fuente: CReSA)

Figura 6. Venacién alar del génerdCulicoides con la terminologia utilizada en la determinacion
taxondémica (Adaptado de Rawlings, P., 1996)

» Patas: La tibia presenta peines tibiales Utilea parclasificacion. Al final de
cada tarso parte una ufia tarsal curvada simplesebras, pero dividida en
los apices en el macho. Presentan un empodio iastig

17
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* Abdomen: Formado por nueve segmentos. Las hemboasen de una a tres
espermatecas unidas a un conducto comun. El niynenona de las espermatecas
funcionales son importantes para la clasificaciEmlos machos, el abdomen es mas
estrecho y acaba en una genitalia prominente, gji@ortante para su clasificacion.
La pigmentacion del abdomen permite discriminardstados gonotréficos (Dyce,
1969).

- Alimentacion

Los individuos adultos exhiben habitos de alimddtaccrepusculares y nocturnos,

aunque también existen especies diurnag(dyeliophilus.

Ambos sexos se alimentan del néctar de las floses pbtener energia. Unicamente las
hembras obtienen sangre (Meiswinkelal, 1994) para poder completar el desarrollo de

los huevos.

- Vuelo

La temperaturas en las que el vuelo tiene lugaitgan entre los 12 y los 35°C, y a esas
temperaturas pueden encontragidicoidesvolando hasta alturas de 1.7 Km (Walton y
Osburn, 1992).

Pueden considerarse dos tipos de vuelo:

1- Activo: En ausencia de viento, o cuando este es de htgasidad, los
Culicoides pueden volar cortas distancias en cualquier disecdanto a favor

como en contra del viento (Murray, 1987).

2- Pasivo Debido a su pequefio tamafio, no se suelen encddtigoides
volando activamente cuando la velocidad del viefgera los 7 m/s. Cuando la
fuerza del viento es mayor, |dSulicoides pueden ser transportados por las
corrientes de aire recorriendo distancias de hd@®@d Km (Sellers, 1991;
Braverman y Chechik, 1996; Albat al, 2004), con el consiguiente riesgo de

introduccion del VLA.
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- Distribucién y Habitats

Podemos encontrar especies del gérmaubcoidesen practicamente todas las grandes
masas de tierra, con las Unicas excepciones detéatila, Nueva Zelanda, Islandia y las

islas Hawai (Mellor y Leake, 2000).

La mayoria de las especies@ealicoidesvectores presentes en Europa se desarrollan en
una variedad de habitats particularmente humedespugde dividir el habitat de las
larvas en cuatro tipos generales (Coegtel, 1994):

- Agua superficial e interfase agua-tierra (conggracimiento organico o no).
- Deposiciones frescas de animales.
- Cavidades de arboles, plantas y grietas de rocas.

- Tallos de plantas en descomposicion, frutos yghen

- Importancia como vector

Las especies d€ulicoides que se consideran mas importantes como vectorda en
transmision de Orbivirus a nivel mundial son logugntes (Mellor, 2004; Tabachnick,
2004):

- C. (Avaritia) imicolaKieffer en Africa.
- C. (Monoculicoides) sonorensfiirth y Jones en Norte América.
- C. (Hoffmania) insignis.utz en el Sur y Centro América.

- C. (Avaritia) wadaiKitaokg C. (Avaritia) brevitarsisKieffer y C. (Avaritia) actani
Smith en Australia.

- C. (Avaritia) fulvusSen y Das Gupta@. (Remnia) schultz&nderlein en Asia.

- C. imicola; C. (Culicoides) pulicaris., C. (Avaritia) obsoletusMeigen yC. dewulfi
(Goetghebuer 193@&n Europa.
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1.5 Ciclo biol6gico del vector
- Ciclo de desarrollqFig. 7):

Presentan un ciclo de vida holometabolo que du@xapadamente de 2 a 6 semanas en

funcion de la temperatura.

* Huevos Son depositados en un patron de doble fila sobreustrato humedo. El
numero de huevos por puesta varia segun la espgquaeaC. imicolala media es
de 69 huevos/puesta. El desarrollo del huevo dar2 da 27°C) a 3-4 dias (a
22°C) (Nevill, 1967; Beaty y Marquardt, 1996).

 Larva Las larvas pasan por cuatro estadios (Holbreblal, 1996). La etapa
larval dura de 12 a 16 dias dependiendo de la textypa.

* Pupa La mayoria de las especies presentan una fageimke que es capaz de
flotar si se produce una inundacion del sustratoggto en el caso de. imicola
gue no pupan hasta que las condiciones ambierstateto suficientemente secas
(Nevill, 1967).

* Imaga Los adultos emergen 2 o 3 dias después del edmgopa y un dia mas
tarde ya ingieren sangre y realizan la copula muetlugar en enjambres (Roeder
et al, 1991). En periodos frios la vida del insecto kega considerablemente,
pudiendo llegar a vivir hasta 63 dias (Nevill, 17mientras que su actividad
disminuye. Por el contrario, en periodos calidosastividad es mayor y su vida
se acorta. El intervalo 6ptimo de temperatura [zaeetividad de estos insectos se
sitla entre los 13°y los 35°C (Sellers, 1980).
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Figura 7. Ciclo bioldgico tipico del géneiBulicoides(Modificado de J.C. Delécolle 19p4

- Ciclo gonotrdfico

Se denomina ciclo gonotréfico al ciclo de alimemiacy la maduracion de los huevos,
seguido de la oviposicion. Mayoritariamente se &ceme dichos estadios se pueden
discriminar por la observacion del abdomen (Dy@§9), si bien algunos autores han
demostrado las limitaciones del método (Bravermaviumcuoglu, 2009).

En las hembras deulicoidesse diferencian cuatro estadios gonotroéficos @)g.

- Hembras Nuliparasho se observa pigmentacion abdominal. El abdomeémsecto es
blanquecino-transparente indicando que es una lEeque aun no se ha alimentado de

sangre.

- Hembras Alimentadas de Sangre: se observa ehadrdbinchado y rojizo debido a una

ingesta de sangre reciente.

- Hembras Gréavidas: se observan dos sacos repletmgevos listos para la oviposicion.
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- Hembras Paras: el insecto ya ha depositado legosuy se observa un abdomen con

pigmentacion rojiza debido a los restos de la saimgerida anteriormente.

Figura 8. Distintos estados gonotroficos @e obsoletusDe izquierda a derecha:
nulipara, para, gravida y alimentada de sangre (=ddavid Borras, IBABSA).

En principio, las hembras paras son las Unicasceapde transmitir el virus, ya que han
ingerido y digerido sangre potencialmente infectdddiendo transcurrido el periodo de
incubacion extrinseco necesario para la replicagidiseminacion del virus en el insecto.
De hecho, los distintos tipos de Orbivirus se hmtado tan solo de hembras paras
(Krameret al, 1990).

1.6 Principales especies de vectores implicadoslariransmision del VLA en Espafia.

Hasta la fecha 32 especies @elicoidesse consideran implicadas en la transmision de
LA en el mundo (Meiswinkekt al, 2004). En Europa, tanto las especies de vectores
potenciales como aquéllas para las que se ha dexdosu papel transmisor, pertenecen
a los subgénerobvaritia y Culicoides(EFSA, 2008).
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- Subgénerd\varitia:
+ C. (Avaritia) imicola(Kieffer) 1913:

Actualmente el complejo Imicola esta constituido pd especies (Meiswinkel, 1995), a
partir de las cuales se han aislado 23 tipos thstide arbovirus (Coetzer y Tustin, 2004).
El vector mas importante de este complejoCesmicolg siendo la Unica especie del
complejo que se encuentra en Europa y que no pgeesenfusion en su identificacion.

Es la especie d€ulicoidesmas extendida, con una distribucion Afroasiatidacia el
Este se expande hasta Laos, Vietham y el sur deaGMeiswinkelet al, 2004). En
Espafa se detectd por primera vez en la provirei@atdoba (Melloet al, 1983). En el
afo 2001 se detectd en Baleares y Catalufia (Mireinala 2003; Sarteet al, 2003).

C. imicolaposee un amplio rango de hospedadores sobre éosegalimenta entre los que
se pueden citar al ganado bovino y ovino, cabatesios, cabras y aves de corral (Nevill
y Anderson, 1972; Braverman y Rubina, 1976). Eaelsse ha demostrado que completa
once generaciones por afio, con una duracion apadeinde 23 dias por generacion,
siendo el periodo entre una ingesta de sangresiglgente de 3.3 a 4.6 dias (Braverman
et al, 1985; Braverman y Linley, 1988). Las zonas destau@referentes dé. imicola
son suelos humedos enriquecidos con materia ogyd@lunde las larvas se desarrollan
(Bravermanret al, 1974). En diversos paises de Europa se ha edtuldigorevalencia de
C. imicolay se han realizado estudios de distribucion gdograle sus poblaciones
(Baylis y Rawlings, 1998; Mirandet al, 2004; Calvetet al, 2006).

+ Complejo Obsoletus:

En la actualidad se considera que este complejluymclas especie€. (Avaritia)
obsoletugMeigen 1818) C. (Avaritia) scoticugDownes y Kettle 1952y C. (Avaritia)
montanugShakirzjanova 1962).

El término “Complejo” determina grupos de espe@rdos que las hembras presentan
caracteristicas morfolégicas muy similares y egitlifliferenciar las distintas especies,

por lo que se hace necesario recurrir a técnicdscmares (Cétre-Sossa al, 2004;
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Gomulski et al, 2005; Nolanet al, 2007). Los machos, en cambio, son facilmente
diferenciables morfologicamente.

El primer indicativo de que especies palearticasCdécoides podrian actuar como
transmisoras de la enfermedad de la LA fue polisthraiento de VLA-4 en Chipre en
1977 a partir de individuos del complejo Obsolet{Mellor y Pitzolis, 1979).
Posteriormente, se demostré que este vector partaitieplicacion del virus a elevado
titulo después de ser infectado oralmente en efrdaxio (Jennings y Mellor, 1988). En
2002 se aislaron en lItalia los serotipos -2 y -9udes 100 individuos del complejo
Obsoletus (Saviret al, 2005).

Dentro del complejo Obsoletu€,. obsoletus y C. scoticusse encuentran distribuidos
ampliamente dentro de la zona paleartica, en ca@bimontanuges menos comin y se
encuentra principalmente en Cerdefia, Sicilia y duitalia. Los lugares de cria @
obsoletusncluye una gran variedad de habitats, desde sgaragua estancada y zonas
pantanosas (Dzhafarov, 1964; Dzhafarev al, 1976; Conteet al, 2007), hasta
deposiciones de caballo y compuesto organico (Calnplelham-Clinton, 1960). Se ha
estimado que la temperatura Optima parabsoletuse situa entre los 11 y los 27.5°C
(Dzhafarov, 1964).

1.7 Deteccion de especies vectoras potenciales

Aunque una gran cantidad de artrépodos son capleceansmitir un determinado agente
etioldgico, solo aquellos que son importantes paaatener el ciclo biolégico natural del
patogeno son considerados como vectores primadtars. determinar vectores primarios

se utilizan cuatro criterios principales (WHO, 1267

1. EIl vector debe estar en contacto y alimentarse hdspbedador vertebrado en
condiciones naturales. Ademas, la estacionalidextalizacion de la actividad del

artrépodo coincide con la incidencia de la infencd el vertebrado.

2. En el campo se deben poder capturar periédicamventeres infectados de manera

natural
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3. El presunto vector debe poder ser infectado cuaedalimente de un hospedador

virémico.

4. La habilidad de un vector infectado para transmdlirpatbgeno a un nuevo

hospedador vertebrado debe ser confirmado en gondgcontroladas.

Las especies que cumplen estos cuatro criterios cemsideradas como “vectores
probados”, mientras que las especies que solo emmalgunos de los criterios se
consideran como “posibles vectores”. Las demascespeasociadas con el hospedador

vertebrado, son consideradas como “vectores patiesti

- Capacidad vectorial

La capacidad vectorial es la habilidad de una ésp@ctora para transmitir un patdégeno
en una region y época del afio determinados. Indas/énteracciones del vector con el
patdgeno y con el hospedador vertebrado, asi camodracteristicas innatas del vector
como el tamafio de la poblacion del vector, su leiigel, la duracién y nimero de ciclos
gonotroficos, el comportamiento alimenticio, la aktién de la viremia, el horario de

actividad y la competencia vectorial (Reisen, 193@, 1992).

- Competencia vectorial

Es la habilidad intrinseca de un vector para trairsom agente biologicamente. En
nuestro caso, la competencia vectorial es una raatktl nUmero d€ulicoidesque se
infectan después de alimentarse sobre un anim&hido y depende de la constitucion
genética del vector y de las influencias ambiestaldéernas (Tabachnick, 1991; Melkdr
al., 1998; Wittmann, 2000). La competencia vectormalluye: la susceptibilidad a la
infeccidn, la permisividad para la replicacion gekdégeno, la duracion del periodo de
incubacion extrinseco y la eficiencia de transmisitel agente infectivo. Por ello, la
competencia vectorial estd restringida a la intaéec vector-patdgeno (Beaty y
Marquardt, 1996).
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- Determinacién experimental de la competenciaorét

La competencia vectorial de las especiesCddicoides se valora experimentalmente
permitiendo la alimentacion de los insectos sobremales virémicos o sobre
suspensiones viricas. Lddulicoidesalimentados se mantienen vivos para permitir al
virus replicarse y diseminarse en el interior desecto (Periodo de Incubacion
Extrinseco) en un periodo de diez dias. La hahilida losCulicoidesinfectados para
transmitir el virus se puede determinar permitiegde estos se alimenten sobre animales
susceptibles o sobre sustitutos alternativos cooevds embrionados de pollo (Jones,
1961; Boorman, 1974). Alternativamente se pueddizart homogenados del insecto
infectado para inocular cultivos celulares sensibdé virus y determinar su efecto

citopatico (Venteet al, 1998).
- Barreras a la transmisién biolégica de arbovirus
En cualquier sistema vector-arbovirus se presamarserie de barreras a la infeccion. La

siguiente figura (Fig. 9) muestra las distintasifpbdades que pueden tener lugar cuando

un arbovirus es ingerido por el vector:
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Figura 9. Esquema de la pared celular del insecto mostraladoposibles barreras a la infeccién por
orbivirus En A el VLA pasa del lumen a la célula donde se midtpy después sale de ella para
diseminarse en el hemocele del insectoBEal VLA no es capaz de infectar la célula. Erel VLA

infecta la célula pero queda retenido en ella y s® disemina. ED el VLA pasa directamente al

hemocele del insecto sin infeccidn celular predidgptado de Beaty y Marquardt, 1996).

La presencia o ausencia de estas barreras detgparcialmente la competencia vectorial
del artropodo. Han sido demostradas o hipotetizaedeas barreras a la infeccion en el
vector: en el intestino medio, las glandulas satisay a nivel de los ovarios. Dichas
barreras pueden variar si se produce un cambiaaarés externos, como en el caso de
Culicoides nubeculosusspecie comun en Europa que se considera incap@ansmitir

el VLA debido a la Barrera a la Infeccion del Intes Medio (BIIM). Sin embargo,
cuando las larvas de esta especie se crian atalstemperaturas, el virus se replica a un

alto titulo en los adultos infectados (WittmannQ@0

1.8 Importancia econémica e impactos

La Lengua Azul es una enfermedad de declaracidigaiblia. La mayor parte de las
razas ovinas, sobre todo en regiones donde el esusndémico, son resistentes a la

enfermedad (Spreull, 1905; Hardy y Price, 1952) bootes tipicos de la enfermedad
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ocurren cuando ovejas susceptibles son introdu@dasonas endémicas, o cuando los

vectores infectados llevan el virus de regione€emcas a zonas con ovejas susceptibles.

Las infecciones producidas por el VLA pueden sstagas por varios motivos, entre los
gue destacan los costes asociados a sintomassli@iclos animales, los asociados al
sacrificio de los animales infectados (en Espaffausiaron un coste cercano a los
500.000 euros en 2010 (RASVE, 2010)), los costegigiencia (3.5 millones de euros
en 2010 (RASVE, 2010)), la vacunaciéal00 millones de euros en 2008 en Espafia) y
la pérdida de comercio debido a las barreras inéstps para los movimientos
internacionales de animales y sus productos (iecldy semen y embriones) (Holbrook
et al, 1996). El coste estimado del brote de VLA8 emE&iaen 2007 fue de un billon de

euros y en Holanda de 60 millones de euros.

1.9 Incursiones de la enfermedad

La enfermedad de la LA habia aparecido en Europesade 1995, pero sin llegar a
establecerse de manera endémica (Mellor y Boort@®5). Sin embargo, a partir de
1998, el VLA se expandio en toda la cuenca Meditera y el norte de Europa (Puete
al., 2005).

- Incursién de la enfermedad mediante el transpoasyp de vectores o virus

Existen tres escenarios que contemplan la intradoncde vectores o virus de forma
pasiva en una zona geografica libre de la enferthesios son: las corrientes de aire, el
transporte de animales y sus derivados, y el tmatespde insectos potencialmente

infectados asociados a medios de transporte.

 Corrientes de aireLas incursiones estacionales del virus en lagudnas

templadas se han relacionado con el transportelpeento a largas distancias de
vectores adultos infectados (Sellers, 1991; Bramarm Chechik, 1996). En el
caso concreto del serotipo -2, detectado en Bsdear el afio 2000, se determing,
mediante estudios de retro-trayectorias de cogterde aire, queCulicoides
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infectados podian haber llegado al archipiélagadeldas islas de Cércega y
Cerdefa (Albaet al, 2004).

* Asociados a animales y material bioldgidocluye el transporte de animales

domésticos o salvajes que sean susceptibles ddarelad o que puedan actuar
como reservorios (Alexandet al, 1994; Alexandeet al, 1996; Jauniauxt al,
2008), asi como el transporte de material biolégimmo vacunas contaminadas
(Wilbur et al, 1994), o por el comercio de productos (suero,esemvulos y

embriones) de animales infectados (Sellers, 1980).

* Asociados a medios de transporfguede darse el caso de qQealicoides

infectados puedan ser transportados pasivamenandes distancias a través de
continentes y océanos mediante los medios de trelesdal como ocurrio en
China (Nieet al, 2005). Las probabilidades de introduccion del VeA una
regidon mediante esta via son variables a lo lagj@ido debido a las diferencias
en la temperatura ambiente, pero generalmente sgrbajas (Napgt al, 2009).

1.10Distribucién de la enfermedad en Europa

En el Mediterraneo, la enfermedad fue detectadapparera vez en 1943 en Chipre,

siendo también el primer caso confirmado de larerddad fuera de Africa (Gambles,

1949). Hasta 1995, el virus se encontraba generaémdentro de la franja geogréfica
comprendida entre la latitud 40°N y 35°S. Sin eguaentre 1998 y 2005 al menos cinco
serotipos (VLA-1, -2, -4, -9 y -16) se detectarom mhanera constante en la cuenca
mediterranea (Calvetet al, 2006; Barrost al, 2007), y desde agosto del 2006, VLA-8

ha estado presente en el norte de Europa (FigThdy et al, 2006).
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Figura 10. Mapa de zonas de restriccién al movimiento denaés debido al virus de la Lengua Azul en Europa

g

(actualizado el 16 de marzo del 2012), en dondegesenta los distintos serotipos del virus daoglo en los

diferentes paises y regiones. (Fuente: EFSA)

En la actualidad numerosos investigadores sostignerel cambio climatico puede ser la
razon mas influyente de la transmision y expandsifa LA (Wittmanet al, 2001; Purse
et al, 2005).

- Brotes de Lengua Azul en Espafia

Los primeros registros se sitian entre los afio$ ¥9B960, cuando el serotipo-10 entrd
en Portugal y el suroeste peninsular desde el dert&frica, presumiblemente mediante
vectores transportados por el viento. Este braeresponsable de la pérdida de 100.000
ovejas (Campano Lopez y Sanchez Botija, 1958; M&ibeiro y Noronha, 1958). En
septiembre de 2000, el VLA2 aparecio en MallorcMgnorca causando 305 brotes
(Goémez-Tejedor, 2004) y en octubre de 2003 se tetacMenorca. En octubre del 2004
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VLA-4 se registré en la Peninsula Ibérica. En 26@detectd el serotipo 1 en Cadiz y se

extendié por el sur y centro de la Peninsula, asiocen el Pais Vasco y Navarra

(RASVE, 2011). El serotipo 8 se aislo en nuestris @@ enero de 2008 en Cantabria

(Schwartz-Cornilet al, 2008). En octubre de 2008 se notific6 en Andalugien

noviembre en Lugo (Galicia). En 2009, unicamenteledaré un foco del serotipo 8 y

375 focos del serotipo 1. Durante 2010 se notificat9 focos del serotipo 1, 8 focos del

serotipo 4 y 1 foco del serotipo 8. Durante 201lnggficaron tan solo 8 brotes del

serotipo 1 y 2 brotes del serotipo 4. En 2012 senwdificado hasta el mes de mayo dos

brotes del serotipo 1 y tres brotes del serotigotp://rasve.mapa.gs

i
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Figura 11. Mapa en el que se muestran las zonas de regirical traslado de animales sensibles a la LA

utilizado para elaborar los planes de vacunaciomtca los distintos serotipos en la Peninsula Ibéric

(Fuente: RASVE 2012)
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1.11 Curso de la enfermedad

Se ha comprobado que existen diferentes respusstdares ante la infeccion del virus
de la LA en bovino y en ovino. Estas diferencias gosiblemente la base por la cual los
efectos de la infeccidén del virus en ganado ovEensmas drasticas que las sufridas por
los bévidos infectados (DeMaukt al, 2001; DeMaulaet al, 2002a; DeMaulat al,
2002Db).

Los signos clinicos comunes en ovejas incluyen eddde labios, morro, cara,
mandibula, parpados y a veces oidos), congestjgatiaageneralizada, inflamacion,

laminitis y lengua cianética (OIE, 1998).

1.12 Diagnostico

Se realiza un diagnostico presuntivo a partir dsignos clinicos y lesiones.
Posteriormente, se confirma en el laboratorio lfaAfs 1994; Clavijoet al, 2000;
Conrathset al, 2007). En la actualidad y de forma muy resumida, técnicas de

diagnéstico disponibles para el VLA son las sigtésn

- Deteccién del VLA en vertebrados

Directa: i) Aislamiento del virus en embrion de pollo; Ajslamiento en cultivos
celulares de sangre (no coagulada) o en muestragidie iii) Inoculacién virica

en ovejas.

Indirecta i) Deteccidon de Anticuerpos; ii) Técnicas de EAjSii) Ensayos de
Neutralizacién Sérica (NS).

- Deteccidn molecular

* RT-PCR en tiempo real

Las técnicas mas utilizadas hoy en dia son loaraishtos en cultivos celulares, técnicas
de ELISA, NS y RT-PCRs.
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1.13 Control de la enfermedad

El ciclo del VLA puede ser interrumpido por la innacion de los hospedadores
vertebrados (sobre todo el vacuno), por la elimdrade vectores o por la prevencion del

ataque del vector.

- CONTROL DE VECTORES

Dos estrategias entran en juego a la hora de antbmiitar la poblacion activa del vector:

las que implican métodos culturales y las que icaplimétodos quimicos.
- Métodos Culturales

*Reduccion de los lugares de crihas practicas agricolas y ganaderas generan

condiciones idoneas para el desarrollo de lasasade Culicoides mediante la
creacion de zonas humedas (goteos, tuberias, deresumulacion de purines, etc.).
Una buena gestion de estas practicas podria reduciimero de zonas de cria
(Mellor y Woolhouse, 2002).

*Proteccion del ganado mediante estable trata de estabular a los animales

durante los periodos de maxima actividad deduobcoidesen instalaciones cerradas.
Su efectividad depende del grado de aislamient@steblo y de las preferencias de
los Culicoidesde alimentarse fuera (exofilia) o dentro (endafilile los establos
(Baylis et al, 2010).

- Métodos Quimicos y Biologicos:

Se basan en el tratamiento con insecticidas, amimales, lugares de cria, establos
y vehiculos de transporte de ganado. Hasta el mionen existe ningun producto
especifico autorizado por la U.E. para el contrel lds distintas especies de

Culicoides

Los tipos de tratamientos quimicos para el contedCulicoidespueden dividirse en:
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Adulticidas Durante la epidemia de Lengua Azul del Meditez@rpaises como
Grecia, Bulgaria, Espafia e Italia utilizaron la fgacion ambiental para reducir la
transmision de la enfermedad. Sin embargo, tantsgoublicado un estudio de
campo (Sattat al, 2004), en el que se observo una eficacia nuladetticida.

* Mallas tratadas con insecticidas

Debido al tamafio de loGulicoides(1-3 mm), las mallas utilizadas para
otros insectos no son Utiles. Mallas con diametopdro de 1.6 mm
reducen la entrada deulicoidesen tan solo un 56%, e incluso mallas con
diametros de poro mas pequefios (0.9°)ranin dejan pasar un 5% de estos
insectos (Porter, 1959). Por otro lado, se ha adalula eficacia en
laboratorio de mallas tratadas con organofosforadbseC. mississipiensis

y C. furensobteniéndose mortalidades > 90% durante los posn@0 min.
post-contacto con ciertos compuestos como el PuapgDukes y Axtell,
1976; Kline y Roberts, 1981). Hasta la fecha ncdhae ensayado mallas
tratadas con piretroides para el controlCigicoides En el presente trabajo
se presentan los primeros resultados de la efidasicticida de mallas
tratadas con deltametrina sobre poblacioneSudieoidesen condiciones de
laboratorio y de campo.

* Ganado tratado con insecticida

Los insecticidas y repelentes utilizados en losn@ié afios estan basados en
piretrinas potenciadas con butéxido de piperonfoeden dividirse en
formulaciones de aplicacion topica (formulaciomesir-or), crotales, de
inmersion y sistémicas inyectables (EFSA, 2008).

En general, los estudios se han centrado en lasufacionespour-on
(aplicadas en el lomo del animal). Se ha demostcasola aplicacion de
permetrina y otros piretroides (deltametrina, aipetrina, pirimifos metil)
en cabras, bovidos y ovinos reduce la alimentadérCulicoides spp.
(Nielsenet al, 1988; Mullens, 1993; Mullenst al, 2000; Carpenteet al,

2007). Otras materias activas, como las ivermextaaicadas mediante
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inyeccidon subcutanea, provocaron una mortalidads88 una colonia de
laboratorio deC. brevitarsis(Standfastt al, 1984). Sin embargo, estudios
realizados en EE.UU. mostraron una baja eficacemds colonias de.

sonorensigHolbrook y Mullens, 1994).

Larvicidas Si bien hace 40 afios en EE.UU. se controlaroecesp que habitan
en zonas salobres (Clements y Rogers, 1968), liaagton de estos productos

hoy en dia seria inviable debido a su elevadaittadcambiental.

Pat6genos
Bacillus thuringiensisLos ensayos de laboratorio convhr. israeliensis
fueron poco eficaces contra larvas silvestre€ denississippiensig C.
guttipennis y contra larvas de laboratorio dé. sonorensisy C.

occidentalis (Kelson et al., 1980)

Mermitidos Son nematodos patdégenos, principalmente del género
Heleidomermis (Hribar y Murphree, 1987; Poinar y Muas, 1987;
Paine y Mullens, 1994)Poinar y Sarto describieron en 2006 la especie
Heleidomermis cataloniensi§Poinar y Sarto i Monteys, 2008). Sin

embargo, no se ha comprobado su efectividad ediestde campo.

Reguladores del crecimientd3e ha utilizado dimilin y metopreno en
estudios de laboratorio observando que reduciam&gencia de adultos
de C. sonorensisen un 90% (Apperson, Yows, 1976) y los @e
circumscriptusen un 100% (Takahaséi al, 1985).

Hongos: El patdgend.agenidium giganteurse ha aislado d€ulicoides
molestusen Australia con ratios de infeccion en larvaseept 1 y 33%
(Wright y Easton, 1996). Especies del géndosemase han aislado de
especies deCulicoides de ambientes salobres (Kliret al, 1985), y
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especies del génenavraria en Culicoides eden{Atkinson, 1990). Su

aplicacion practica es todavia inviable.

* Repelentes No se han realizado estudios especificos sobrefedto de la
aplicacion de repelentes en ganado. Algunos congmid€sj.. PMD, DEET y
Picardin) han demostrado la reduccién de picadematumanos (Trigg, 1996;
Carpenteeet al, 2005).

« AtrayentesEn Escocia con la trampa Mosquito Maghgtuna corriente céalida de
CQO; (0.5 I/min) y 1-octen-3-ol (6—8 mg/h) asociadax&ractos obtenidos a partir
del pelo de animales, se capturé significativamemte mayor numero de
Culicoidescon ciertos extractos (ej. Bufalo) (Manesal, 2004). Sin embargo,
por el momento, no se han obtenido resultados egectes de la eficacia de los

productos semioquimicos ensayados hasta la fecha.

- VACUNACION

La inmunizacién profilactica del ganado ovino egrladida de control mas practica y
eficaz, especialmente cuando la amenaza de unaneipides debida tan sélo a un
serotipo. Sin embargo, la presencia de multiplestipes del virus requiere vacunas
multivalentes, muchas veces no disponibles. Acteatm existen dos tipos de vacunas,

las vacunas con virus atenuados y las vacunasvadas.

1.14 Programa de erradicacion y vigilancia de la tgua azul

Desde la aparicion de la enfermedad de la LA eaiiel2000 en Mallorca y Menorca, se
establecio por parte del Ministerio de Medio AmbéeRural y Marino y la “Conselleria
de Agricultura i Pesca de les llles Balears” ungpama de vigilancia de LA a nivel
autonomico, en el que se incluia un programa d&ariga entomoldgica y seroldgica. El

brote ocurrido en el 2003 en Baleares motivo ldbatacion de un programa a nivel
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nacional que continla hasta la actualidad. Estayaados subprogramas basicos: uno de
vigilancia seroldgica y otro de vigilancia entongitia.

- Programa de vigilancia serologica

Se basa en la utilizacion de animales “centinedds que peridodicamente se les extrae
muestras de sangre para la deteccion del virusamediécnicas de PCR, o mediante
deteccién de anticuerpos. Los bovidos son utilizgaeferentemente debido a que es la

especie mas sensible a la infeccién.

- Programa de vigilancia entomoldgica

Se basa en la colocacion de trampas de luz U.§fiddas para la captura @Qelicoides
spp. con el objetivo de monitorizar su abundancia ytridiscion. En Espafa se
encuentran instaladas 75 trampas que componen dadBeEstaciones de Vigilancia
Entomoldgica Permanente (REVEP). De ellas, 47 egi@adas en zonas de alto riesgo y
trabajan durante todo el afio, mientras que lasegtmtes lo hacen Unicamente durante
los “periodos estacionalmente libres del vectoén@ralmente establecido desde el 15 de
octubre hasta el 15 de mayo del afio siguiente).

Gracias a los mencionados programas, en las Istdsai®s se conoce que existen
poblaciones bien establecidas @eimicola y del complejo Obsoletus (Mirandd al,
2003). En Mallorca, el complejo Obsoletus predomgmalos meses de junio y julio,

mientras que en septiembre y octubre I€egnicola(Mirandaet al, 2004).

1.15 Hibernacion del virus y de los vectores. Imalaciones epidemiolédgicas

El VLA se transmite durante todo el afio en regianegicales. En zonas templadas, las
infecciones tienen lugar a finales de verano yqipio de otofio, y el mismo serotipo

puede reaparecer al afio siguiente, sugiriendo queapaz de persistir aunque no se
detecte su actividad (Osmaat al, 2006). Este fendmeno de “hibernacién” ha sido
observado desde hace afios (Nevill, 1971) y se igarido varias explicaciones basadas
en la persistencia del virus en el hospedador lwexti® o en el vector. En general, durante

el invierno se produce un descenso de las poblkesiale vectores en Europa, que
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determina un periodo en el que la probabilidadaesmision es muy baja o nula. De este
modo, se define un “periodo de bajo riesgo de msién” en el que el movimiento de

animales entre territorios puede llevarse a caloctertas garantias. La determinacion,
por tanto, de dicho periodo es uno de los aspecéssrelevantes en la actualidad (EFSA,
2008). En la mayoria de los paises de Europa sedmadas capturas de adultos mediante
trampas de luz. Sin embargo, no existe una estaadam de dichas capturas e incluso,
en muchas ocasiones, los tipos de trampas utikzada diferentes en cada pais. En
consecuencia, se desconoce qué trampa es la mag efila hora de atraer y atrapar

Culicoides su especificidad, ni su sensibilidad en bajadguoidnes del vector.
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2. Objetivos del Estudio

Los principales objetivos de este estudio fueron:

Comparar los distintos tipos de trampas utilizgolas el muestro entomolégico de

Culicoides y determinar su eficacia relativa.

Determinar qué trampa es la mas adecuada paraara&uperiodo estacional de
ausencia d€ulicoides asociado a un riesgo bajo de transmision del virus

Estudiar la susceptibilidad oral de poblacionesasiumhnas deCulicoides imicola,
con serotipos del VLA que han circulado en Espaiia.

Analizar mediante bioensayos en camaras de la OdSensibilidad de distintas

especies locales daulicoides a la deltametrina como insecticida de aplicaciqrica

Estudiar mediante bioensayos en camaras de la OM8sgyos de campo, la
sensibilidad de poblaciones locales @alicoides a mallas impregnadas con

deltametrina.
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Comparacion de Sistemas de Entomovigilancia paliadides spp.

3.1 INTRODUCCION

En el presente ensayo se ha llevado a cabo uni@skeidampo con distintas trampas de
luz que son o han sido utilizadas para la captureogitorizacion de las poblaciones de

Culicoidesen diferentes paises.
Los principales objetivos de este estudio fueron:

1.-Establecer un sistema de comparacion entren@distirampas de luz de manera que los

datos de capturas obtenidos con ellas puedan esizarge.

2.-Determinar la sensibilidad de cada una derlaspas en periodos de baja densidad

poblacional de las especies@elicoides

3.-Determinar los porcentajes de abundancia relali® cada una de las especies de

Culicoidescapturadas en cada tipo de trampa y en distiosdos del afio.

4.-Analizar el estado gonotréfico de cada una deefpecies capturadas para determinar
el inicio del periodo de riesgo de transmision.

5.-Relacionar los resultados obtenidos en baseralepto de periodo de bajo riesgo de

transmision tal como aparece en la legislaciéradét.
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3.2 MATERIAL Y METODOS

- Localizacion

El presente estudio se llevd a cabo en la expltiaagraria de Son Bernat (39° 42'N 3°
01'E) situada en el término municipal de Llubi (Mata). La finca se dedica

principalmente a la produccion lactea y para eitpahe de aproximadamente unas 50
cabezas de ganado bovino que son ordefiadas das aled@. Las reses se mantienen
estabuladas en un recinto de 25siguiendo un sistema clasico de ganaderia intensiv

se las alimenta con grano y paja. En el recintoddose mantienen encerrados los
animales se acumula orin y heces, que se mezctafaqmaja, creando asi un ambiente

idéneo para la cria deulicoides

- Tipos de trampas

Las cuatro trampas utilizadas para el estudio fu@ray. 12):

- Trampa Onderstepoort:

Desarrollada por el Instituto Veterinario de Ontegeort (Sudafrica) y manufacturada
desde entonces por el Instituto de Ingenieria Ataicle ese pais (ARC-Institute for
Agricultural Engineering). Esta trampa estd equapeoh un tubo de luz U.V. azulada de
30 cm y 8 W. Se conecta directamente a la redriglécya que posee transformador
propio. Es una trampa robusta y pesada (4 kg).ucaién de los insectos se realiza a
través de un ventilador con una capacidad medidedplazamiento de aire de 204.5
9.47 ni/min. (Venter y Meiswinkel, 1994; Goffredo y Meiswiel, 2004). Las capturas
son recogidas en un bote de 500 ml. La recogidas#etos de gran tamafo se evita por
una malla de poliéster de 2 mm de paso colocaddeor de la fuente de luz. Este tipo
de trampa se ha utilizado desde 1970 como herréanggnla monitorizacion y captura de
Culicoidespara aislamientos viricos en Sudafrica (Meiswirgtedl, 2004) y, desde 1996,
se ha introducido en varios paises de Europa ctatia (Goffredo y Meiswinkel, 2004),
Grecia (Patakakis, 2004), Suiza (Cagienatradl, 2006) y Francia (Baldeet al, 2008;
Balenghien, 2008).
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- Trampa mini-CDC (modelo 1212):

Trampa manufacturada y distribuida por la Compafdhn Hock (Gainesville, FL,
EE.UU.). Esta compuesta por un tubo de luz U.Mamlaude 15 cm y 4 W de potencia. Se
puede activar mediante corriente o bateria. Scem®ma a la corriente debe disponer de
un transformador de 6 V, en el caso que la trampsea célula fotosensible de
activacion/parada, o de 12V, si carece de ellsta Eabricada en plastico y su peso es de
0.8 Kg. La succion de los insectos se realiza@srale un ventilador con una capacidad
media de desplazamiento de aire de 11.66nin (Chandler y Highton, 1975). Los
insectos aspirados a través del ventilador sorgiréaes en un bote colector de 450 ml. La
entrada de polillas e insectos de gran tamafio is& ®ediante una rejilla metélica de
diametro de paso de 5 mm colocada entre la fuentezdy el aspirador de la trampa. Se
utiliza en Espafia (Mirandat al, 2004), Portugal (Capelat al, 1993), Bélgica (De
Dekenet al, 2008) y EE.UU. (Smith y Mullens, 2003).

- Trampa Rieb:

J.P. Rieb disefi¢ esta trampa en 1979 (Rieb, 1$#2fompone de un tubo de luz U.V.
blanca de 15 cm de longitud y 4 W de potencia. ®assorporado un transformador de
12 V a través de cual se conecta a corriente mlactsta fabricada en plastico y tiene un
peso aproximado de 1 Kg. Las polillas e insectosndgor tamafio son excluidos de la
trampa mediante una rejilla de diametro de pase men colocada alrededor de la fuente
de luz. El bote colector de insectos posee unacadamhde 40 ml. Se utilizé entre 2000 y
2005 para la monitorizacion d&ulicoidesen Francia (Baldett al, 2008) y en 2006 fue

sustituida por la trampa Onderstepoort.

- Trampa Pirbright:

Disefiada por John Boorman en el Instituto de Sdmdamal de Pirbright (IAH, Reino
Unido). Es una trampa de 2.4 Kg de peso provistandebombilla incandescente de 4 W.
Se conecta a la corriente eléctrica mediante amstormador propio. Las polillas e

insectos grandes son excluidos de la trampa porgjiia de metal de 5 mm de didmetro

47



Comparacion de Sistemas de Entomovigilancia paliadides spp.

de paso colocada alrededor de la fuente de luzapacidad del bote colector de insectos
es de 90 ml. Se utilizé6 para la monitorizaciénGldicoidesen el Reino Unido y en
Espafa durante la epizootia de Peste Equina Afieana década de los 90 (Rawlings y
Mellor, 1994). También fue utilizada inicialmente &recia (Patakakis, 2004) y en el

norte y este de Africa (Baylist al, 1997; Rawlingset al, 1998). Esta trampa ya no esta

disponible comercialmente y se reemplaz6 por lae@stdpoort en 1996.

Onderstepoort Mini-CDC Rieb right
Figura 12. Fotos de las cuatro trampas utilizadas en el distu (Fotos:Dr. Gert Venter, Instituto

Veterinario de Onderstepoort)

- Método de Comparacion

Las trampas se dispusieron siguiendo un disefidodgid aleatorio de manera que todas
ellas estuvieran en cada uno de los sitios seleadws el mismo numero de veces
durante el periodo de ensayo (Snedecor y Coch@8Q)1Con este tipo de rotaciéon se
consigue que la media de las capturas obtenidasada una de las trampas sea
independiente de cualquier efecto determinado psitie o por la posible interferencia
entre trampas (Perrgt al, 1980; Wall y Perry, 1980). Las trampas se pusiezn
funcionamiento desde el atardecer hasta el amaruerea de los animales estabulados, a
una altura que variaba entre los 1.5 y los 2 nepagadas entre ellas unos 20 m (Fig. 13).
La comparacion se llevo a cabo durante un numeterrdmado de noches, no

necesariamente consecutivas.
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Terneros

3@

Figura 13. Esquema de la distribucion de las trampas y lusnales en la finca agricola. Con
los puntos rojos se designan las posiciones dérdaspas junto con el nimero de referencia.

Las cajas indican las instalaciones en donde seteméan a los animales.

En la ubicacion de las trampas se tuvo en cuergdagudistintas trampas estuviesen lo
suficientemente separadas ente ellas para evitguiar tipo de interferencia y que
estuviesen lo suficientemente cerca entre ellaoquara que los cambios meteoroldgicos

les afectasen por igual.

- Ensayos

En total se realizaron tres ensayos:

» El primero tuvo lugar a mediados de otofio (18 daelwe-19 de noviembre 2007) y se
llevaron a cabo nueve muestreos. El estudio s&ioan las trampas Onderstepoort,
Rieb y mini-CDC. La trampa Pirbright se incorporésmarde (08-11-07) debido a
problemas de suministro y la trampa Rieb se elindigléestudio el 26-10-07 debido a

sus repetidos fallos de funcionamiento.
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* EIl segundo ensayo se realizé a finales de invigrpancipios de primavera (18 de
febrero-4 de junio 2008). Se llevaron a cabo 20stmaes y no se incorporo la trampa
Rieb.

» EIl tercer y ultimo ensayo tuvo lugar en otofio dé0D& (1 de octubre-20 de
noviembre), con un total de 17 noches muestreadde ywuevo solo 3 trampas

(Onderstepoort, mini-CDC y Pirbright) fueron inclas en el ensayo.

- Tratamiento de las capturas

Los Culicoidescapturados se identificaron y separaron por espesggun su patron alar
con ayuda de una lupa binocular. Posteriormensegararon por sexo y, en el caso de las
hembras, se clasificaron también segin su estadotrgfico siguiendo el método
descrito por Dyce en: Nuliparas, Paras, Gravidalnyentadas de Sangre (Dyce, 1969).
La identificacion del complejo Obsoletus se basdgw@al que para otras especies, en la
morfologia del patrén alar, por lo que dentro de egupo se incluyen las especiés
(Avaritia) obsoletugMeigen 1818) C. (Avaritia) scoticugDownes y Kettle 1952y C.

(Avaritia) montanugShakirzjanova 1962)

Una vez separados, |@alicoidesse mantuvieron en etanol al 70%.

- Tratamiento de datos

Los datos se expresaron comoQuilicoides/trampa y noche. Para los andlisis de la
varianza (ANOVA) se utilizo el test de la menoredédncia significativa de Fisher
(Fisher’s Least Significant Difference; LSD testjlibando intervalos de confianza del
95% y el test U de Mann-Whitney con el progama@tgbhics Plus.
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3.3 RESULTADOS

3.3.11° Ensaya (18 de octubre-19 de noviembre 2007)

Durante esta prueba se capturd un total de 67%&ess deCulicoides identificandose
cinco especied. newstead{Austen 1921)C. imicola(Kieffer 1913),C. circumscriptus
(Kieffer 1918), Complejo Obsoletus (Meigen 1918), univittatus (Vimmer 1932)).
Debido a las condiciones meteorolégicas adversemthieste periodo, solo se pudieron
ensayar las trampas durante 10 noches. El falla tampa mini-CDC durante la primera
noche de muestreo y la incorporacién tardia deataga Pirbright debido a problemas de
suministro impidié que las distintas trampas seagasn durante el mismo numero de
noches. Para la comparacion de trampas se tuvoesiia; por tanto, la media de capturas
por noche.

La trampa Onderstepoort captur6 el mayor numero @elicoides () =43
Culicoidegnoche) comparado con las otras tres trampas, ragiue la trampa Rieb
obtuvo el menor nimero de capturgs< 3.3C/n) (Fig. 14). Se encontraron diferencias
significativas (dif. > 0.7 < 0.05) entre las capturas de la trampa Rieb ytias tres
trampas, pero no entre las capturas de la tramparStepoort y las trampas mini-CDC y
Pirbright.

80
3 Onderstepoort
Bl Mini-CDC
604 [ Em Pirbright
O Rieb

20+

#Culicoides/trampa-noche
-8
o

0 [ '
Figura 14. Media de capturas d€ulicoidesjunto con su error estandar en las diferentes tramp
durante el 1ler ensayo (18-10 al 19-11 de 2007).
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En la Figura 15 se muestran las capturas por shpata cada trampa por noche de
muestreo. Durante seis noches (del total de diezha® muestreadas) la trampa
Onderstepoort captur6 un niumero mayorQidicoidescomparado con las otras tres
trampas. Asi mismo, puede apreciarse que las eaptle la trampa francesa (Rieb) se
situaron durante todo el periodo de muestreo emreslinferiores al resto de las trampas

ensayadasx5 Culicoidegtrampa).
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Figura 15. Numero deCulicoidespor trampa y noche para cada una de las trampasgadas en el
periodo del 18-10-07 al 19-11-Q1* ensayo)El 8/11/2007 se incluyd la trampa inglesa (Pirlvily

en el ensayo.

De las cinco especies deulicoides capturadas, solo tre€. newsteadi complejo
Obsoletus YC. univittatusse capturaron en todas las trampas.

Las trampas Onderstepoort y Pirbright capturarertilaco especies, mientras que las trampas
mini-CDC y Rieb no capturaro. circumscriptus.Ningun ejemplar deC. imicola fue
capturado por la trampa Rieb. Esta ultima espepeesentd unicamente el 1.2% del total de

capturas (Tabla 1).
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C. newsteadiue la especie mas abundante en las cuatro trad@a8% del total de
capturas), resultando desde el 49.6% en la trampaGDC hasta el 86.2% en la trampa
Rieb (Tabla 1). No se observaron diferencias sigatif’as entre la media de capturas de
esta especie en las trampas Onderstepoort, mini~ZBi@oright. Sin embargo, si que se
encontraron entre la media de capturas de las &sReb y Onderstepoort (dif.= 0B;

< 0.05).

La segunda especie mas abundante en el total deasfueC. imicola(21.2% del total
de capturas), colectado principalmente por laspgeen©Onderstepoort (22.5% del total de
capturas de esta trampa) y mini-CDC (29.3% del ttdacapturas de esta trampa) (Tabla
1). Se encontraron diferencias significativas emmlkadia de capturas obtenidas de
imicola en relacion con las otras especie€décoidesentre las trampas Onderstepoort y

mini-CDC con respecto a las otras dos trampasXdif.P < 0.05).

Tabla 1. Niamero de muestreos por trampa (N), nimero ti¢atapturas y media de capturas por noches

(X) junto con su error estandar (S.E.). Porcentaje d&s especies d€ulicoidescapturados en las

trampas durante el 1er ensayo (18/10 al 19/11 d¥720y en comparacion con las otras tres trampas.

Onderstepoort Mini-CDC Pirbright Rieb Total
N 10 9 6 10
Capturas 430 (63,3%) 134 (19,7%) 82 (12,1%) 33 (4,9%) 679
X tS.E. 43 + 15,6 14,88 +2,8 136+3,1 3,3+1,44
Especies (%) %) () () (%) %) (%) %)* | (%)
C. newsteadi 60,2 66,5 49,6 17,3 64,9 9,7 86,2 6,5 59,6
C. imicola 22,5 69,9 29,3 28,7 3,5 15 0 0 21,2
C. univittatus 7,3 49,2 16,5 34,9 14 12,7 6,9 3,2 9,8
Compl. Obsoletus 8,5 69,2 4,5 11,5 14 15,4 6,9 3,8 8,1
C. circumscriptus 1,4 75 0 0 3,5 25 0 0 1,2

* Porcentaje de capturas en relacion a las captuddales de la especie en las cuatro trampas

Las especies del complejo Obsoletus, segundo ved#orimportancia en Europa,
supusieron el 8.1% del total de especies captudiaste este periodo del ensayo y fue
obtenido principalmente por la trampa Onderstep@®12% del total de capturas de esta

especie) (Tabla 1).

Aunque este ensayo ofrecié tan solo resultadosnprelres en la comparacion de
trampas, sirvid para establecer una base paraofutestudios sobre la captura de

Culicoidescon distintos tipos de trampas tal y como se ptasg continuacion.
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3.3.22° Ensayo (18 de febrero-5 de junio 2008)

Durante el periodo que duro esta prueba se reatiaan total de 21 muestreos. Debido a
los repetidos fallos de la trampa francesa (Reb)ecidio retirarla de nuevo del ensayo
y continuar la prueba con tan solo tres trampasi€@tepoort, mini-CDC y Pirbright). Al

eliminar una de las trampas de ensayo, el restasdigampas se rotaron en sentido anti-
horario cada noche de muestreo en tres de lasocymisiciones seleccionadas

inicialmente.

Durante este ensayo se establecieron dos perioglosaptura que se designaron de
acuerdo con la abundancia @alicoidesen el campo. El primer periodo (18 de febrero-
14 de marzo 2008) fue util para la determinacioradsensibilidad de cada una de las
trampas en la captura deulicoides en condiciones de baja densidad poblacional,
mientras que el segundo periodo (16 de abril - fud® 2008) nos sirvid para obtener
datos mas solidos en el estudio de comparaciomaducel afio anterior cuando las

poblaciones d€ulicoideseran mas elevadas.

- Primer periodo(18 de febrero-14 de marzo 2008)

Esta primera parte del ensayo tuvo lugar en comiks de baja densidad poblacional de
Culicoides cuando las temperaturas invernales disminuyemuehero de vectores
activos. El indice de capturas durante este prpagodo no superé, normalmente, los 20
Culicoidegtrampa-noche, excepto en dos noches. Se realizarortotal de ocho
muestreos efectivos capturando un total de@ilkcoidespertenecientes a ocho especies
distintas (complejo Obsoletu8, univittatus,C. newsteadi, C. circumscriptuS, imicola

C. impunctatugGoetghebuer 1920F. punctatugMeigen 1804) \C. jumineri(Callot &
Kremer 1969)). Como se ha comentado, debido aanisoos fallos de funcionamiento,

la trampa Rieb se retir6 del estudio en el quini@streo.
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En la Figura 16 se muestra la media de las captotakes deCulicoidesdurante el
primer periodo de muestreo. Aunque la trampa Onej@osrt tuviera una media de
capturas totales (31@/n) mayor que las otras trampas (mini-CDC 7.9 @irright 7.8
C/n) no se observaron diferencias significativascdpturas entre las distintas trampas
(dif.< 0.5;P < 0.05). Debido a las condiciones climaticas \@es en las distintas noches
de muestreo y a la distinta densidad de poblac®&®Culicoidesen cada uno de los
lugares seleccionados para la ubicacion de lagprael nUmero de insectos capturados
en las distintas noches de muestreo es muy diveesahi que se obtuvieran desviaciones

estandar elevadas para cada una de las tres trampas
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Figura 16. Media de capturas totales deulicoidesjunto con su error estandar en las
diferentes trampas durante el primer periodo det@8ayo (18/02 al 14/04 de 2008).

En la Figura 17 se muestran las capturas obterpdascada trampa por noche de
muestreo. Las capturas durante este periodo nmzaligan los 20Culicoidegtrampa
noche excepto en dos noches (18 febrero y 3 maaahdo las capturas fueron
anormalmente elevadas. De las ocho noches muesdrehdante esta temporada, en
cinco de ellas la trampa Onderstepoort capturé0 ayomnumero deCulicoides La
trampa mini-CDC obtuvo mayores capturas en doasladches de muestreo y en una de
las noches la trampa Pirbright capturé un mayorerdndeCulicoidesque las otras dos
(Fig. 17).
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Figura 17. Namero total d€ulicoidespor trampa noche para cada una de las trampas ligr&l 1er
periodo del 2° ensayo (18/02 al 14/04 de 2008).

En la Tabla 2 se muestra el nimero total de captyrias medias obtenidas para cada
trampa y su composicion especifica. Las especiessaapturadas en todas las trampas
fueron aquellas incluidas dentro del complejo Odtsisl (59% del total de capturas) Las
siguientes especies en abundancia capturadas fu@rouanivittatus (16.9%) y C.
newstead(14.4%). El porcentaje d@. circumscriptudue del 6.9% en todas las trampas
ensayadas. La espedie imicolase capturé Unicamente en las trampas Onderstepoort
Pirbright y constituyé el 1% de las capturas tstaléres especiesC( impunctatus
(Goetghebuer 1920F. punctatugMeigen 1804) yC. jumineri(Callot & Kremer 1969))
gue representaron menos del 1% de las capturdsstsi colectaron Unicamente con la

trampa Onderstepoort (Tabla 2).
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Tabla 2. NUmero de muestreos por trampa (N), niUmero totalageguras y media de capturas por noches

junto con su error estandar X+ S.E.). Porcentaje de las especies @elicoides capturadosen las

trampas durante el ler periodo (18/02 al 14/04 668 del 2° ensayo y en comparacion con las otess t

trampas

Onderstepoort Mini-CDC Pirbright Total
N 8 8 8
Capturas 250 (66,6%) 63 (16,8%) 62 (16,5%) 375
X*SE. 31,2 £16,7 7,9£29 7,849
Especies (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Compl. Obsoletus 61,1 67,0 69,8 19,1 42,7 13,9 59,0
C. univittatus 18,7 71,2 7.9 7,6 18,7 21,2 16,9
C. newsteadi 12,7 57,1 17,5 19,6 17,3 23,2 14,4
C. circumscriptus 4,4 40,7 4,8 111 17,3 48,2 6,9
C. imicola 0,4 25,0 0 0 4,0 75,0 1,0
C. impunctatus 0,8 100 0 0 0 0 0,5
C. punctatus 0,8 100 0 0 0 0 0,5
C. jumineri 1,2 100 0 0 0 0 0,8

* Porcentaje de capturas en relacion a las captucdalés de la especie en las cuatro trampas

No se observaron diferencias significativas enciasturas del complejo Obsoletus en

relacion con las otras especies capturadas pdifeasntes trampas (dif.< 0.P< 0.05).

- Segundo periodd16 de abril - 5 de junio 2008)

Durante este segundo periodo del ensayo tan sotmre@araron tres de las trampas
iniciales (la trampa Rieb se descarto definitivateatel ensayo). Se muestred durante 13
noches capturando un total de 43Bdlicoidespertenecientes a siete especies distintas
(Complejo ObsoletusC. newsteadiC. univittatus C. jumineri C. circumscriptusC.
imicola yC. impunctatup

A diferencia de los resultados obtenidos anteriotmela trampa mini-CDC fue la que
capturé un mayor numero deulicoides(y = 193.4C/n; 49.5% del total). Las trampas
Onderstepoort y Pirbright capturaron una media&8 ©/n (30.3%) y 78.9C/n (17.5%)

Culicoidesrespectivamente (Fig. 18). No se observaron difgas significativas en las

capturas entre las tres trampas.
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Figura 18. Media dela captura deCulicoidesjunto con su error estandar en las diferentes
trampas durante el 2° periodo del 2° ensayo (16/08/06 de 2008)

En la Figura 19 se puede observar que la trampa@RC obtuvo una mayor eficacia en
la captura de€ulicoidesen 5 de las 13 noches muestreadas. La trampagBirtal igual
gue la trampa Onderstepoort, superaron en captulas otras dos trampas en 4 de las

noches de muestreo.
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Figura 19. Nimero total deCulicoidespor trampa noche para cada una de las trampas
durante el 2° periodo del 2° ensayo (16/04 al 0%/@&@008).

Las especies dominantes durante este periodo fuasogue se incluyen dentro del
complejo Obsoletus (72.6%). Este grupo supuso res t¢uartas partes del total de
capturas d€ulicoidesen las trampas Onderstepoort y mini-CDC y masdeitad en la
trampa Pirbright (Tabla 3). No se observaron difei@s en relacién a las capturas del
complejo Obsoletus y las otras especies entradastiampas (dif.< 0.08 < 0.05). El
porcentaje de capturas @e newsteadno fue tan elevado como en ensayos anteriores y
se situé en torno al 17% en las tres trampas. lagduas deC. imicola fueron
extremadamente bajas durante estos meses (0.1%anhpa Pirbright no capturd ningan
ejemplar deC. imicola Sin embargo, esta trampa tuvo un mayor porceetajeapturas
de las especie€. univittatus(11.3%) yC. circumscriptus(8.0%) comparado con los
porcentajes de capturas de estas dos especies @nals dos trampas:2.5%) (Tabla 3).

C. impunctatusue capturado tan solo por la trampa mini-CDC.
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Tabla 3. Numero de muestreos por trampa (N), nimero té¢atapturas y media de capturas por noches

junto con su error estandar * S.E.). Porcentaje de las especies @elicoidescapturadosen las

trampas durante el 2° periodo (16/04 al 5/06 de&0fel 2° ensayo y en comparacion con las otras tre

trampas.

Onderstepoort Mini-CDC Pirbright Total
N 12 12 12
Capturas 1423 (30,3%) 2321 (49,5%) 820 (17,5%) 4691
X+*SE. 98,9 +30,1 193,4 £ 67,5 78,9 + 23,2
Especies (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Compl. Obsoletus 74,9 31,9 76,9 51,9 60,5 16,2 72,6
C. univittatus 2,4 18,0 2,2 26,3 11,3 55,7 4,1
C. newsteadi 18,1 32,4 16,8 48,0 16,6 19,5 17,4
C. circumscriptus 25 20,9 2,7 35,6 8,0 43,5 3,8
C. imicola 0,1 14,3 0,3 85,7 0,0 0,0 0,1
C. impunctatus 0,0 0,0 0,04 100,0 0,0 0,0 0,02
C. jumineri 1,9 31,1 1,2 30,0 3,6 38,9 1,9

* Porcentaje de capturas en relacion a las captutaalés de la especie en las cuatro trampas

Entre los dos periodos de captura realizados em ssgjundo ensayo se observaron
diferencias significativas en el numero deulicoides colectados. La trampa
Onderstepoort incrementé sus capturas en el sequaritido 6.2 veces, mientras que el
incremento de capturas de las trampas mini-CDC ripright fue del 12.6 y 10.2

respectivamente.

3.3.33% Ensaya (1 octubre - 20 noviembre 2008)

Este ensayo se realiz6 durante el otofio del 2008 @amprobar si se mantenian los
resultados preliminares obtenidos el afio antelbarante este periodo se realizaron un
total de 16 muestreos capturando 1Cedicoidespertenecientes a siete especies. El 96%
de las capturas se obtuvo durante las primeraso@Bes del ensayo (1/10 al 27/10 de
2008).

La trampa Onderstepoort capturd un total de 88Bcoidescon una media de capturas
de 90Culicoidegnoche. La trampa mini-CDC captur6 un total de 4ificoidescon una
media de 2TCulicoidegnoche y la trampa Pirbright capturé un total d@ Clicoidesy
obtuvo una media de capturas de CRlicoidegnoche (Fig. 20). Estos resultados

coincidieron con los obtenidos el afio anterior.
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Figura 20. Media deCapturas deCulicoidesjunto con su error estandar en las diferentes
trampas durante el®3ensayo (1/10 al 20/11 de 2008)

En ocho noches la trampa Onderstepoort obtuvo womaimero de capturas que las
otras dos trampas. La trampa mini-CDC capturé uyomaumero deCulicoidesen
cuatro de las noches y la trampa Pirbright no supeambas trampas en ninguna de las

noches de muestreo (Fig. 21).
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Figura 21. Se muestra el nimero total @alicoidespor trampa noche para cada una de las

trampas durante el tercer ensayo (01/10 al 17/12@@8).

Durante el tercer ensayo, la trampa Onderstepcaptutd un mayor numero de
Culicoides(69.9% del total de capturas) que la trampas @QDE (19.9%) y Pirbright
(9.2%) (Tabla 4). Segun el test de Fisher se obsenwiferencias significativas entre las
capturas obtenidas por la trampa Pirbright y laasotlos trampas. Sin embargo, no se
observaron diferencias significativas entre lastwag de las trampas Onderstepoort y
mini-CDC.
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Tabla 4. Namero de muestreos por trampa (N), nimero tidatapturas y media de capturas por noches

junto con su error estandaf ¥ = S.E.). Porcentaje de las especies @elicoides capturadosen las

trampas durante el 3er ensayo (1/02 al 20/11 deB2§@®n comparacion con las otras tres trampas.

Onderstepoort Mini-CDC Pirbright Total
N 9 9 9
Capturas 835 (69,8%) 248 (20,7%) 113 (9,4%) 1196
X*SE 89,8 + 35,9 29,6 5,2 12,9+5,7
Especies (%) (%) (%) (%)~ (%) (%) (%)
Compl. Obsoletus 4,2 74,5 4.4 23,4 0,9 2,1 3,9
C. newsteadi 85,6 70,9 79,0 19,4 86,7 9,7 84,4
C. circumscriptus 14 42,9 4,8 429 3,5 14,3 2,3
C. imicola 50 82,4 2,8 13,7 1,8 3,9 4,3
C. paolae 0,5 57,1 0,8 28,6 0,9 14,3 0,6
C. maritimus 2,3 59,4 4,0 31,3 2,7 9.4 2,7
C. jumineri 1,0 36,4 4,0 45,5 3,5 18,2 1,8

* Porcentaje de capturas en relacion a las captucdalés de la especie en las cuatro trampas

Las siete especies d@ulicoides (C. imicola, Compl. ObsoletusC. newsteadi, C.
maritimus(Kieffer 1924) C. jumineri, C. paola¢Boorman 1996y C. circumscriptusse
encontraron en las tres trampas.

C. newsteadfue la especie predominante durante esta épocaidel84.4% del total de
capturas. La segunda especie mas abundan€ fugcola(4.3% del total). Comparando
los resultados de este ensayo con los del afoi@nser obtuvo un porcentaje bajo de
capturas d€. imicola pasando de25% para las trampas Onderstepoort y mini-CDC en
2007 a un porcentaje < 6% para ambas trampas duehn2008. No se observaron
diferencias en las capturas @e newsteady C. imicolaen relacion a las otras especies
entre las tres trampas.

El porcentaje d&. obsoletugesulté similar al obtenido el afio anterior osula entre
0.9% (Pirbright) y el 4.4% (mini-CDC) (Tabla 4).

3.3.4 - Estado gonotréfico de las principales espes vectoras

Se analiz6 el estado gonotrofico de las capturasspecies d€ulicoidesimportantes
desde el punto de vista epidemiologico, como sokRspana, las especies del Complejo

Obsoletus yC. imicola Las capturas d€. imicola no fueron suficientes como para
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realizar un andlisis estadistico. Por tanto, eifabla 5, se muestran los datos de las

poblaciones del complejo Obsoletus.

Las tres trampas capturaron principalmente hembudiparas y paras. En primavera,
cuando se incrementan las poblaciones de la mayte ge las especies Gelicoides la
ratio de capturas nulipara/para observado en eplejonObsoletus fue 3.7 en las trampas
Onderstepoort y mini-CDC y de de 3.0 en la tramiparight. La ratio nuliparas/gravidas
fue de 15.6 en la trampa mini-CDC, 9.4 en la Ondpoort y 18.0 en la Pirbright. La
ratio nuliparas/machos fue de 13.1 en la trampae@teboort, 24.6 en la mini-CDC y
6.4 en la Pirbright (Tabla 5). Las hembras gravigléss machos constituyeron <10% de
las capturas en las trampas Onderstepoort y Fitbi®in embargo, la captura de machos

fue del 10.1% en la trampa Pirbright.

Tabla 5. Porcentaje deCulicoidesdel complejo Obsoletus capturados en cada unasi¢rdmpas durante

los tres periodos del afio de 2008.

% Paras % Gravidas % Machos
Total % Nuliparas (N/P)* (N/G)** (N/M)***

Febr.-Marzo 08
Mini-CDC 44 61,4 15,9 (3,8) 22,7 (2,7) 0
Onderstepoort 155 43,9 36,8 (1,2) 18,0 (2,4) 1,3(33,7)
Pirbright 33 48,5 21,2 (2,3) 27,3 (1,8) 3,0 (16.0)
Abril-Jun. 08
Mini-CDC 1756 72,9 19,5 (3,7) 4,7 (15,6) 3,0 (24,6)
Onderstepoort 1011 68,8 18,6 (3,7) 7,3(9,4) 5,2 (13,1)
Pirbright 503 64,6 21,7 (3.0) 3,6 (18,0) 10,1 (6.4)
Oct.-Nov.08
Mini-CDC 11 72,7 27,3 (2,7) 0
Onderstepoort 35 71,4 25,7 (2,8) 2,9 (25,1)
Pirbright 1 100 0 0 0
TOTAL 3549 63,3 20,3 (3,1) 6,3 (10,1) 4,5 (14,1)

* Ratio Nulipara/Para ** Ratio Nulipara/Gravida *Ratio Nulipara/Macho

Durante el periodo de primavera se observaron atifeas significativas entre las
capturas de hembras nuliparas en relacion conelogs estados gonotroficos y con los

machos en las tres trampas. También se encontddfienencias entre las capturas de
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hembras paras y machos en la trampa mini-CDC  datrcapturas de hembras paras y
gravidas en la trampa Pirbright (Tabla 5). Las wags de las especies del complejo
Obsoletus durante los periodos de otofio e invidweoon demasiado bajas como para

aplicar estadisticas.

3.3.5 - Capturas seqgun sitio

Durante el primer ensayo, las capturas maximasqaata trampa se obtuvieron en el sitio
namero 2 para las trampas Onderstepoort (159 ohadg), mini-CDC (24 individuos) y
Pirbright (21 individuos), mientras que para lampa Rieb la captura maxima (11
individuos) se obtuvo en el sitio nimero 1 (Fig).13

Durante el primer periodo del segundo ensayo, péuca de mayor numero de individuos
para la trampa Onderstepoort se obtuvo en el sitinero 3 (124 ejemplares), mientras
que para las trampas mini-CDC y Pirbright se obtamoel sitio nimero 1 (21 y 40
ejemplares respectivamente). Durante el segundodoedel segundo ensayo, el mayor
namero de capturas se obtuvo en el sitio numerar2 las tres trampas ensayadas (431
ejemplares para la Onderstepoort, 800 ejemplares lpamini-CDC y 275 ejemplares
para la trampa Pirbright) (Fig. 11).

Durante el tercer ensayo, la captura de mayor rmirderCulicoidespara las trampas
Onderstepoort (329 individuos) mini-CDC (48 indwas) y Pirbright (51 individuos) se
obtuvo en el sitio numero 2 (Fig. 13).

Se observaron diferencias significativas entreclgsturas obtenidas por las trampas en
cada uno de los sitios de muestse=@,317 U Mann-Whitney test) obteniéndose un

namero mayor de capturas en la posicion numerag2 18).

3.4 DISCUSION

El presente estudio ofrece los primeros trabajosel nacional y europeo de captura de
distintas especies deulicoidessegun diferentes trampas de luz.

La discusion se ha centrado en las especies dergggnas relevantes para la Peninsula

Ibérica y Baleares debido a su importancia epidiémica C. imicolay las incluidas en
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el complejo Obsoletus). El resto de especies cagidisr en el presente estudio no han
demostrado, hasta la fecha, ningun papel importmta transmision de la LA en Espafia

y Europa.

- C. imicola

Las trampas Onderstepoort y mini-CDC capturaroelewado porcentaje de esta especie
(21.2% de las capturas totales) durante el primeayo (18/10-19/11/2007), pero no
(<1% de las capturas totales) en el segundo (1@026/2008). Estos resultados
confirman los estudios de Miranda y colaboradones gjtia el pico de abundancia de
esta especie durante los meses de septiembrely®et nuestra region (Miranéaal,
2004), confirmando la utilidad de estas trampaa fmcaptura de esta especie vectora. La
especieC. imicolaesta considerada como el principal vector de LAsgpafia, ya que ha
sido relacionado con la transmision de los serstip@®, 4 y 16 (Boorman,1991; Ventdr

al., 1998; Allepuzet al, 2010). Ademas, se ha comprobado que este vestar e
expandiendo su area de distribucion hacia el mbetéa Peninsula (Purss al, 2005;
Calveteet al, 2006).

Durante el tercer ensayo (01/10/08 al 17/11/@%) nliveles poblacionales @ imicola
fueron anormalmente bajos (4.3% de las capturades)tcomparado con sus capturas
durante el primer ensayo y con su abundancia chdaregn afios anteriores (Miraneia
al., 2004), reflejando una dinamica poblacional vdeiab

Las capturas de la trampa Onderstepoort en el mieesstudio fueron mas de tres veces
superiores a las capturas de las otras trampaanieite durante las épocas de elevado
nivel poblacional deC. imicola (Tabla 1), mientras que en periodos en que las
poblaciones de este vector eran bajas las trepasuse mostraron igual de sensibles en
la captura de esta especie (Tablas 2, 3 y 4). 18amo, los resultados de comparacion
de trampas obtenidos por Venter y col. indicarae das capturas de la trampa
Onderstepoort fueron mas de tres veces superidessde las otras trampas (mini-CDC,
Rieb y Pirbirght) tanto en condiciones de alto catedbajo nivel poblacional (Ventet

al., 2009). Las poblaciones @rilicoidescolectadas en el ensayo realizado en Sudéfrica
estaban compuestas en mas de un 90%Cpdamicolg mientras que la contribucion de
este vector en las capturas obtenidas en el peesstudio fueron < 20%. Tanto en los

resultados obtenidos en este estudio como en thsasios por Venter y col. se observa
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que la trampa Onderstepoort es la que mayoresragptbtiene sobre las demas trampas
cuando las poblaciones @e imicolase encuentran en su pico poblacional. Por tanto, e
el sur de Europa seria la trampa mas adecuada lpacaptura deC. imicolg

especialmente para estudios de competencia vdaateaanalisis de su carga patégena.

- Complejo Obsoletus

Segun los resultados obtenidos en el presenteiesuarante el periodo primavera-
verano, cuando las especies predominanteul&coides en campo pertenecen al
complejo Obsoletus, la trampa mas efectiva enpduca es la mini-CDC (Tabla 2). Esta
especie no esta presente entre las capturas deaizsor Venter y col. (2009) en su
estudio de comparacion de trampas de luz y puedel seotivo por el cual la trampa
Onderstepoort se mostrara mas efectiva que la @Gid@i- en la captura d€ulicoides
durante el periodo de primavera-verano (cuandcpe@e mayoritaria er@. imicolg.

Las especies mas abundantes capturadas mediantpasrade luz U.V. en Europa
pertenecen al complejo Obsoletus y pueden constifista el 80% de las capturas totales
en Francia, hasta el 50% en el R.U. y hasta el 8%l norte de lItalia (Goffredet al,
2008). La especi€. obsoletuses también la especie mas capturada en los HEAfES
(Meiswinkel et al, 2008), Bélgica (Lossomet al, 2007) y Alemania (Mehlhoret al,
2009). Dos especies de este compl€jo gbsoletusy C. scoticus)han demostrado su
potencial como vectores (Saviet al, 2005), por tanto, la captura de ejemplares del
complejo Obsoletus para la deteccion de infecci@moesVLA es importante en estudios
epidemioldgicos. Los resultados de este estud@mest consonancia con los datos otras
publicaciones que indican bajos niveles poblacemalel complejo Obsoletus durante
otofio-invierno y elevados niveles en primavera @klitaet al, 2003). Por tanto, en el
sur de Europa la trampa mini-CDC seria la mas autficpara la captura de las especies

del complejo Obsoletus durante primavera-verano.

- Especificidad en las capturas

Las diferencias estructurales y de emision de &iad trampas utilizadas en el presente

estudio pudieron ser la causa por la que determsadpecies d€ulicoidesse vieran
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mas atraidas por un tipo de trampa u otro. Estévanptuede explicar que se capturara
una mayor proporcién déulicoidescon la trampa Onderstepoort en dos de los ensayos
(cuando las especies dominantes en la poblaciom @ranewsteadiy C. imicolg,
mientras que en el otro ensayo (cuando las espdoirinantes pertenecian al complejo

Obsoletus) la trampa mini-CDC fuera la que obturwanayor nimero de capturas.

La trampa mas efectiva a la hora de captGudicoidesen las diferentes temporadas del
afo puede depender de la composicion de las pobesdeCulicoidesa nivel especifico

y de su comportamiento hacia las distintas trampashop y col. demostraron las
diferentes respuestas de varias especie€ue&oides dependiendo del espectro de
emision de distintos diodos emisores de luz (LE@#3hop et al, 2004). Asi mismo,
Lloyd y col. mostraron que dos especiesQidicoides(C. furensy C. mississipiens)s
eran atraidas preferentemente por diferentes traohp&Q con caracteristicas similares
(MM-Freedom y MM-Liberty Plus). Las pequefias vapnaes en cuanto a temperatura y
emision de C@fueron posiblemente las causas de las diferentgsgolades de atraccion
de determinadas especies@alicoidesen cada trampa (Lloydt al, 2008). La trampa
Onderstepoort presenta el doble de potencia de@m@W) de luz U.V. que las otras
dos trampas (4W) y mayor capacidad de desplazamndentire de su ventilador, lo que
posiblemente condiciona una mayor atraccion y captde insectos cuando las
poblaciones d€ulicoidesson bajas. Sin embargo, cuando las poblacioneslsas) en
nuestra regién no se precisa una mayor potencénion de luz o aspiracion, ya que la
trampa mini-CDC fue capaz de capturar un 63% @Gdioidesque la Onderstepoort. La
especificad de captura de la trampa mini-CDC hiasiaspecies del complejo Obsoletus
pudieron ser la causa por la cual esta trampa @ptuun mayor numero de capturas que
las otras trampas. La trampa Pirbright fue la meeficaz en cuanto a nimero de
capturas, sensibilidad y composicién especificaradacion a las otras dos trampas
ensayadas, probablemente debido a su fuente dbdamilla incandescente de 4W) que
parece resultar menos atrayente para las dis@siascies d€ulicoidesque la luz U.V.
utilizada en las otras trampas. Por tanto, las pgesrOnderstepoort 0 mini-CDC serian
mas indicadas que la trampa Pirbright para estutkamonitorizacion de las poblaciones
deCulicoideso para la captura de un elevado nimero de ejeespiacesario en estudios

de competencia vectorial.
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Cuando las trampas de luz se sitian en zonas esrealbs animales, se debe tener en
cuenta que no se conoce el porcentaje de la pohlae&Culicoidesque dichas trampas
interceptan y que posiblemente, tan solo se capinea pequefia proporcion de la
poblacion total. El porcentaje de capturas en i@hea la poblacion total de estos dipteros
varia con cada trampa y no se conoce exactamemtmrhparacion de capturas obtenidas
mediante trampas de luz con las de otros métodosudstreo (trampas de g@nuestreo
directo sobre animales, ‘truck-trapping’) demueastiaportantes variaciones tanto en
namero de individuos como en numero de especiesbidtik y Wuerthele, 1984;
Anderson y Linhares, 1989) y algunas especies aqd¥ign ser importantes en la
transmision de la enfermedad de la LA (&j.chiopteru¥ son subestimadas (Carpengér
al., 2008). De hecho, en estudios comparativos refizan Sudafrica con otros métodos
de muestreo y teniendo en cuenta el elevado nudestwilicoidesen las poblaciones de
esa region, estimaron que las capturas obteniddmnte trampas de luz eran inferiores
al 0.0001% de la poblacion total (Meiswinkatlal, 2004). Sin embargo, los resultados
obtenidos con trampas de luz son constantes asiaii@tanto a nivel de especies como
de numero y se consideran el método mas practieo tgmemos hoy en dia para
determinar la abundancia y composicion especifiedad poblaciones d€ulicoides
aungue no se conozca de manera profunda la vartedgattores que pueden influenciar

sus capturas.

- Influencia del emplazamiento de las trampas

Analizando los datos obtenidos durante el muestmopleto se puede observar que
existe una posicion (de las cuatro elegidas dulastensayos) en la cual cada una de las
trampas obtiene claramente un mayor nimero de reagpé&n comparacion con los otros
dos emplazamientos elegidos (sitio 2; Fig. 13).stexpor lo tanto un clarefecto por
sitio reflejado en las desviaciones obtenidas. La rotade las trampas permite la
comparacion entre ellas ya que todas han pasadseio nimero de noches (menos en
el primer ensayo) por cada uno de los sitios. lesgmcia de lugares de cria cercanos o la
de ‘pasillos aéreos’ utilizados por estos inseghogden ser las principales razones por
las cuales una misma trampa capture una cantidgwifisativamente mayor de

Culicoidesen un sitio que en otro cercafi@niendo en cuenta la normativa de la UE en
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la que se declara situacion de riesgo epidemiaddgipartir de la captura de 5 hembras
vectoras paragl efecto de capturas por sitices un factor a tener muy en cuenta a la
hora de colocacion de las trampas en las explotesiqganaderas, ya que puede
determinar la inmovilizacién de los animales.

Los enclaves mas apropiados para la colocaciorasiégrampas par€ulicoides estan
situados fuera de los establos, en lugares cer@lassanimales, preferentemente en las
zonas de reposo nocturno y en lugares donde noitm@galimentos que eviten el paso de

la luz de la trampa.

- Andlisis del estado gonotréfico

Cabe destacar que es la primera vez que se pnesedaltados sobre la estructura
poblacional de las hembras de las especies del lemmPbsoletus en la regiéon
mediterranea. Como se observa en la Tabla 5, lpgired de hembras paras de las
especies del complejo Obsoletus fueron aproximad@amies veces inferiores a la
captura de nuliparas en las tres trampas. Las asmdp luz atraen principalmente
hembras nuliparas y paras (€}. imicola (Venter, 2007)), que son las que acuden a las
zonas donde estan los animales con el propésitutliese de sangre. La importancia de
la determinacion del estado gonotroéfico de las ambadica en que, en principio, solo
las hembras paras (que ya se han alimentado ydmapletado un ciclo gonotroéfico) son
capaces de transmitir el virus (EFSA, 2008). Patotda sensibilidad de las trampas en la
captura de hembras vectoras paras es importamts estudio epidemioldgicos. Tanto la
trampa Onderstepoort como la mini-CDC obtuvierom&mo ratio nulipara/para en la
captura de las especies vectoras del complejo €asotlurante primavera, cuando las
poblaciones de estas especies son elevadas (Tabin5embargo, durante otofio-
invierno, aunque el ratio nulipara/para fue mayotaecapturas realizadas por la trampa
mini-CDC, el nimero total de hembras paras cagagor la trampa Onderstepoort fue
ocho veces mayor que la mini-CDC. Por ello, la pran®nderstepoort deberia ser la
trampa de eleccion en los estudios de monitoripaélizados en invierno debido a sus
sensibilidad en la captura de hembras paras debrvelcrante los periodos de baja
densidad poblacional. Existe muy poca informacidiors la variabilidad en la respuesta
al estimulo luminico de las trampas en funciénesghdo gonotréfico del insecto, o el

efecto que puede tener la proximidad de los ansnaléos habitos que adquieren los
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Culicoidesuna vez se ha modificado su estado gonotréficorytgo su fisiologia. Sin
embargo, se conoce que las capturas elevadas deasenuliparas en comparacion con
las de hembras paras son indicativas de crecimpoiitacional. A medida que llega el
invierno el ciclo biolégico de loLCulicoides se ralentiza a causa de las bajas
temperaturas, se detecta una mayor proporciénmeras paras, y la poblacién envejece
rapidamente (Lysyk, 2007).

Los machos de las especies @ealicoidesno necesitan ingerir sangre y por tanto no
acuden donde estan los animales (o las trampasoi@a se aprecia en la Tabla 5). La
presencia de abundantes capturas de machos sueal@ sadicativo de sitios de cria

cercanos.

- Hibernacion

Las capturas que se han obtenido en el presenigiceste hembras nuliparas durante el
invierno de 2008 sugieren la continua emergenciandpequefio nimero de individuos,
como ya han aportado autores de otras regionest (¢tual, 1989; Gerry y Mullens,
2000; Wittmann, 2000). Por otro lado, las captwhienidas de hembras paras en los
meses de invierno indican que algunas de las hemiurBparas pueden sobrevivir y
alimentarse durante parte o todo el invierno y @den con los trabajos de Goffredo y
Meiswinkel en Italia y con los trabajos de LysykDanyk realizados con especies de
Culicoidesde EE.UU. y Canada (Goffredo y Meiswinkel, 20D¢isyk y Danyk, 2007).
Estos resultados tienen una gran relevancia, yasgoendicativos de la existencia de
adultos que son capaces de emerger y sobrevidiorgiciones invernales y, en el caso
de alimentarse de animales virémicos domeésticilyesges, podrian prolongar un ciclo
de transmision de tipo subclinico. Las distintgsee®s del complejo Obsoletus pueden
ser capturadas todo el afio, no solo en MallorcaigfMiaet al, 2004), sino también en
otras regiones del sur y norte de Europa (Rawhniyeellor, 1994; Lossoret al, 2007).
De hecho, la ausencia completa @Qalicoides durante el invierno, segun los datos
obtenidos mediante trampas de luz, esta restringidéertas especies afro-tropicales,
como C. imicolg en algunas regiones del sur de Europa. En ofaasusencia de
Culicoides es muy corta (<15 dias) o ausente (Ortegal, 1998; Mirandeet al, 2004;

Calveteet al, 2006). El descenso de las temperaturas duramstdaion fria reduce las
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poblaciones de insectos asi como el riesgo dentiaite del VLA. Sin embargo, durante
la mayor parte del periodo invernal en nuestradrggas condiciones ambientales no son
lo suficientemente severas como para suprimir cetapiente el riesgo epidemiolégico,
ya que segun nuestro estudio mas de cinco hemlaras pleCulicoides se pueden
capturar por noche con la trampa OnderstepoorésEas circunstancias, el VLA es capaz
de completar su periodo de incubacion extrinsecel erector cuando las temperaturas
ambientales se mantienen sobre los 12°C (Wittetah, 2002; Wilsoret al, 2007) o, en

el caso de que las temperaturas sean menores,na@gen estado quiescente esperando
mejores condiciones para completar su ciclo rejpphogdMullenset al, 1995; Paweskat

al., 2002).

La captura deCulicoidesdurante la época invernal es importante para terméacion

del Periodo de Bajo Riesgo de Transmision y paeselarecimiento de los mecanismos
de hibernacion de los vectores y del virus. Estgoge se basa principalmente en la
ausencia de vectores adultos capturados en tradephs y en la determinaciéon de un
cierto umbral de abundancia @elicoidesen relacion con los datos climatolégicos de la
zona y el conocimiento de la curva estacional devéxtores durante al menos dos afios
(EFSA, 2008). En este estudio, las trampas mini-§rbright capturaron <5 hembras
paras de vector por noche durante los meses dedbagdad poblacional, mostrandose
menos sensible que la trampa Onderstepoort entdaai@ del Periodo de Bajo Riesgo
de Transmision que podria afectar al movimientdodeanimales en la region, con las

consiguientes pérdidas econdmicas (EFSA, 2008).
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Presentacion

El siguiente ensayo se realizo en la region de Btejgoort (Pretoria; Sudafrica) debido a
que los estudios que se pretendian realizar requixicaptura de un elevado numero de
Culicoides La region en donde se sitia el centro de invastig de Onderstepoort
(Agricultural Research Center - Onderstepoort Ve#ey Institute), laboratorio de
referencia de la OIE en estudios de investigaci@rCdlicoides cuenta con elevadas
poblaciones deCulicoides en especial de la especie vect@aimicola durante gran
parte del afio. En el ensayo que se detalla a cadiibn se trabajé bajo la supervision del
Dr. Venter, investigador principal del ARC-OVI, queienta con gran experiencia en
estudios de competencia vectorial y susceptibiloladl Este trabajo, que se presenta en
formato Word, ya se encuentra publicado. La verssinpdf del articulo puede

encontrarse en el Anexo 9.1.
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4. Recovery rates of bluetongue virus serotype -12, -4 and -8 Spanish
strains from orally infected Culicoides imicola in South Africa

R. del Rid, M.A. Mirandd, C. Paredes-Esquivel. Lucientes C. Calvetd R. Estradaand G.J. Ventér

! Laboratory of Zoology and Emerging Diseases, UIBNICS, Cra. Valldemossa km 7.5, Palma de MallordasI
Balears, Spain CP: 07122,

2Departamento de Patologia Animal, Facultad de Wetga de Zaragoza, Zaragoza, Spain,

3 Unidad de Sanidad y Produccién Animal, Centro destigacién y Tecnologia Agroalimentaria (CITA), Gario de
Aragén, Zaragoza, Spain.

4 Parasites, Vectors and Vector Borne Diseases, Wgrial Research Council — Onderstepoort Veterinastitute,
Onderstepoort 0110, South Africa,

® Department of Veterinary Tropical Diseases, Ursitgrof Pretoria, Onderstepoort 0110, South Africa.

4.1 ABSTRACT: Bluetongue (BT) is an infectious disease of ruanis that has spread
northwards in Europe during the last decade. Thielagical agent of the disease is an
arbovirus (Bluetongue) which belongs to the ge@usivirus (family Reoviridae) and it
is transmitted by certain species of biting midgethin the genu<Culicoides(Diptera:
Ceratopogonidae). Information regarding the vestatus of theCulicoidesspecies in a
specific area will be essential to predict the rigka BTV incursion. Field collected
Culicoides (Avaritia) imicola Kieffer from South Africa weréed on blood containing
several Spanish isolates of BTV. Despite the highsvconcentrations in the blood meal
(5.1-6.4 logp TCIDs¢/ml of blood), virus was recovered from <1% of nedgassayed
after incubation. Virus concentrations >2.5:CIDs¢/midge in individual infectedC.
imicola suggest virus replication with possible risk oangmission to susceptible
vertebrate hosts in the field for at least twohef serotypes assayed (BTV1 and BTV2). A
third serotype (BTV4) was very close to the estedathreshold of transmission. The
relatively low to near refractory status@©f imicolacompared to other vector species like
C. bolitinos supports previous results, indicating ti@ilicoides species other tha@.

imicola may play a more important role in the epidemiologBTV.

Keywords:Culicoides imicolabluetongue virus, infection rate, oral susceptybivector

capability

4.2 INTRODUCTION

Bluetongue (BT) is an infectious viral disease afdvand domestic ruminants that can
severely affects domestic sheep and sometime®.catte causative agent, bluetongue
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virus (BTV), genusOrbivivirus, family Reoviridae (Bordert al., 1971), is transmitted
by severalCulicoidesspecies (Diptera: Ceratopogonidae) (Mekaral, 2000). Before
2000 BTV was believed to be restricted to an arevéen 48N and 35S (Walton,
2004), however, during the last decade, it has rdge northwards in Europe up to°S0
(OIE, 2006; Carpenteet al, 2009). This expansion of the infection and asded
vectors has been postulated as partly ascribelthtate change (Purs al.,2005).

24 BTV serotypes of the virus are recognised woidéw(OIE, 2009), however, recent
studies seem to indicate that two more serotypekldme implicated in the epidemiology
of the disease (Hofmaret al, 2008c; Maan, 2011). BTV-10 was the first to bearded

in mainland Spain between 1956 and 1960. The aaitbreccurred during those years
were attributed to infecte@ulicoidestransported by wind from North Africa resulting in
the death of more than 100000 sheep (Manso-Ril8eMorenha, 1958; Campano-Lopez
& Sanchez-Botija, 1958, Sellerst al., 1978). Forty years later, in October 2000,
bluetongue disease struck Spain again. The seretggadentified as BTV-2 and caused
305 outbreaks in the Balearic Islands (Miraetlal, 2003). Three years later, BTV-4 was
reported in the eastern part of Menorca, and ikt 2004 in mainland Spain affecting
the province of Cadiz and spreading rapidly nontid south (Gémez-Tejedor, 2004).
Despite vaccination with live-attenuated BTV-4 Jaec (Gomez-Tejedor, 2004), this
serotype continued to spread northwards duringstiramer of 2005 into provinces in
Andalucia, Castilla la Mancha, Castilla y Leon, rertadura and Madrid. In addition,
BTV-2 was also isolated from sentinel cattle in i8pa 2005 (Melloret al, 2008). In
2007 another serotype, BTV-1, appeared for the finge in Andalucia (Allepuzt al,
2010) and in 2009 it spread to the northwest cgug40 outbreaks in cattle and sheep
(Sabirovicet al.,2009). In January 2008, BTV-8 occurred in northepain and spread to
the southern part of the Iberian Peninsula in Cet@®08 (Lorcaet al, 2011).

Based on its confirmed vector status and host meée for large livestock, the Afro-
Asiatic Culicoides(Avaritia) imicola Kieffer is considered to be the principal vector of
BTV in South Africa (Nevillet al.,1992ab; Meiswinkeét al, 2004) and also across vast
geographic regions of Africa and southern Europelld et al., 1985; Boorman, 1986;
Mellor, 1992; Melloret al., 2000, 2009). The oral susceptibility Gf imicolato various
strains of BTV has been demonstrated on severasamts in the laboratory (Ventet

al., 2010). Field isolations of BTV from this specielsoasupport laboratory results
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(Meiswinkelet al.,2004; Venteet al.,2006).

Distribution and modelling studies @&f. imicolain Spain showed that outbreaks of BTV
in 2007 were almost exclusively restricted to ared high numbers of this species
(Acevedoet al, 2010) Nevertheless, about 5% of those localities, wi@ranicolawas
predicted to be abseritad experienced at least one outbreak of BTVerpthst (Acevedo
et al, 2010). In addition, recent studies conductedumope associate transmission of
several serotypes of the virus wi@ulicoides species belonging to the Pulicaris and
Obsoletus groups (Mellor & Pitzolis 1979; Sawtial.,2005; Ferraret al, 2005).

In order to elucidate the role of the proven ve@ommicolain the epidemiology of BTV,
the oral susceptibility of this species for thosEVBserotypes circulating in Spain was

determined.

4.3 MATERIALAND METHODS

Viruses and insects

In the absence of either large populations or laooy colonies ofC. imicolain Spain
which are necessary for conducting this type @il ,tadults of this species were collected
in South Africa using the Onderstepoort black ligatp as described by Ventet al
(1998). Traps were placed close to cattle stabtetheaAgricultural Research Council-
Onderstepoort Veterinary Institute (25°29' S, 28111219 m a.s.l.) in South Africa.

Field collectedCulicoidesmidges were fed on blood-BTV mixtures between Aand
May 2009 in nine separate feeding attempts.

The four BTV serotypes responsible for recent adks in Spain (BTV-1, -2, -4 and -8)
were obtained from the National Reference LaboyatoAlgete, Madrid (Spain). Stocks
of virus for infection studies were grown in bakgnister kidney cells (BHK-21). Viruses
were titrated and stored as described by Vesttat, 1998. The details of each are shown
in Table 6.
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Table 6. Virus serotypes, year of isolation and passagtohy of the Spanish BTV isolates used for the

oral infection of field collecte@ulicoidesmidges

Virus Serotype Strain identification Year of isolation  Passage history*

BTV-1 SPA/07 2007 1P Vero

BTV-2 R23/00 2000 2P BHK-21
BTV-4 SPA/04 2004 3P BHK-21
BTV-8 Segovia 2P BHK-21

* Number of passages in baby hamster kidney dghi<(21) or Vero cells

Feeding technique

After acclimatization in the insectary for 2-3 dags 23.5°C and 50-70% RH, field-
collected midges were held without nutrients notewéor 24 hours before blood feeding.
5ml of stock virus was mixed, immediately beforedmg, with 5ml of blood obtained
from a BTV antibody negative sheep. Sheep usedrdrsusceptibility studies were kept
under insect free conditions and were monitoretly dar disease symptoms in order to
prevent any field virus infections of the animalies were fed through one-day-old
chicken skin membrane in batches of 250-300 for30xinutes on defibrinated blood
containing one of the four serotypes (Vergeal, 1998). During feeding, lighting in the
room was dimmed tocc1% daylight €65 lux) while the blood-virus mixture was
maintained at 35.5°C and stirred continuously &vent settling of blood cells (Ventet
al., 1998).

After feeding, midges were immobilized at -20°C &wout a minute. Blood-engorged
females were separated out on a chill-table and ke@250 ml unwaxed paper cups,
closed with fine mesh, at 23.5°C and 50-70% redativmidity at~1% daylight for the
10-day extrinsic incubation perio€ulicoidesfemales were maintained on 5% (w/v)
sucrose solution and, in order to improve the salvrate, 500 IU penicillin, 50@.g
streptomycin and 1.2pg fungizone per ml of solution was added. Femalegi\ang the
incubation period were sorted into species on B-etile and stored individually in 1.5

ml microfuge tubes at -70°C until assayed.
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Processing of Culicoides and virological assays

Midges were assayed for virus immediately aftediieg (10 blood engorged midges per
feeding attempt) and also after 10 days extrinsaubation. Processing of individual
midges for microtitration assays was carried oudescribed by Paweslkd al (2002).

The identity of all virus isolates was determinegl & microtitre virus-neutralisation
procedure (Houset al, 1990), using type-specific antisera producedjiumea pigs.
Virus concentrations were calculated by the metlmddKarber (1931). Statistical
differences between experimental groups were aedlywsing Chi-square analysiB-
values of < 0.05 were used as the cut-off for stigtl significance.

4.4 RESULTS

Culicoides feeding and survival rates

Feeding rates varied from 10 to 70% and the viargentrations in blood meals ranged
from 5.1 (BTV-2) to 6.4 (BTV-1) logTCIDs¢/ml (Table 7). 3573 out of 6063 field
collected midges (58.4%), fed on the four serotyg@feBTV, survived the 10-day extrinsic

incubation period.

Virus recovery in midges

Due to bacterial and fungal contamination, resatisld not be obtained neither from
midges tested immediately after feeding nor frohthe surviving midges assayed after
incubation. The number of midges from which resglbsild be obtained is shown in
Table 7.

Only three (BTV-1, -2, -4), of the four serotypesed, were recovered frof. imicola
after 10 days at 23.5°C. The highest virus recovatg (0.5%) was obtained for BTV-2,
while recovery rates for BTV-1 and BTV-4 was 0.2%o significant difference
(x°=2.543, d.f=3P=0.467) in the infection prevalence for the foufeatent serotypes was
obtained. All isolates from infected midges wereogged as the same used to spike the
blood.
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Virus titres in the infected midges ranged from th43.9 logeTCIDs¢/midge (mean 2.2
l0g10TCIDs¢/midge). Titres of at least 2.5 lg@ClIDs¢/midge were demonstrated for
BTV-1 and BTV-2 (Table 7).

Few specimens ofCulicoides (Avaritia) bolitinos Meiswinkel, Culicoides (Remig
enderleini Cornet and Brunhes, andulicoides (Remig nevilli Cornet and Brunhes,
survived the 10-day incubation period. No virus waslated from any of those

specimens (Table 7).

Table 7. Virus recovery rates and titres in field collegtt@ulicoides imicola, C. boliting<. enderleiniand

C. nevillimaintained for 10 days at 23.5°C after feedindlmod containing different serotypes of BTV

BTV serotype BTV-1 BTV-2 BTV-4 BTV-8

Virus titre of blood meal 6.4 51 5.8 6.1
(LogyoTCIDsg /ml)

C. imicola(%) 1/490 (0.2%) 4/889 (0.5%) 1/404 (0.2%) 0/492 (0.0%)

Avg Virus titre/midgé 2.5
o 3.9 2.4 -
Range in virus titre 1.4-3.2
C. bolitinos 0/2 0/2 0/11 0/5
C. enderleini 0/1 0/1 0/8
C. nevilli 0/2

! No positive/No testedJog,;TCIDs, /midge

4.5 DISCUSSION

In the present study, field collect€ailicoidesmidges were not screened for the presence
of field viruses, but virus recovery from field t@dted vector populations is generally
very low (Chiang & Reeves, 1962; Waltetr al, 1980; Gerryet al., 2001; Venteret al.,
2006a). In a field survey conducted in South Affieademic for BT) from 1979 to 1985,
the virus was isolated from only 526 out of 48D@icoidespools (pool size 100-100 000
individuals) (Nevillet al., 1992a). Using an average of 1000 midges per phoelfield
infection prevalence would be 0.06%. The whole Bdfrica is endemic for BT and
during the time of the study no cases of BT wepared. For these reasons it is therefore

likely that the infection rate obtained reflects tlaboratory conditions and that any
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influence by field infections should be minimal.iFhs supported by the fact that the
identities of all serotypes recovered from the raglg/ere the same as those used to spike
the blood meal.

The infection prevalence obtained (i.e. percentagaidges from which virus could be
recovered after the incubation period) was very lmywnpared to other susceptibility
studies with different strains of the virus, andged from 0.0% (BTV-8) to 0.5% (BTV-
2). The highest recovery rate (0.5%) was obtaioedBTV-2 being also the serotype with
the lowest virus titre in the blood meal. Despite telatively high virus concentration of
BTV-8 in the blood meal (6.1 lagl CIDs¢/ml), this serotype was not recovered from the
midges after the extrinsic incubation period (TaB)e The fact that BTV-8 was not
recovered fromC. imicoladoes not necessarily mean that this species iactaefe to
infection with that serotype. Based on the numbienidges assayed it can be concluded
that the infection prevalence for this strain wé&s2&. Statistically, the virus recovery
rate of BTV-8 was not significantly different frothat of the other three serotypes.

Low virus recovery rates, as an indication of veaompetence, does not necessary
translate to a low vector capacity f0r imicolawith the serotypes/strains used. Based on
light trap resultsC. imicolais a widespread species in South Africa and fouandery
high numbers near livestock (Mei