CAPITULO 3.1.7

ENFERMEDAD HEMORRAGICA EPIZOOTICA
(INFECCION POR EL VIRUS DE LA ENFERMEDAD
HEMORRAGICA EPIZOOTICA)

RESUMEN

La enfermedad hemorragica epizodtica (EHE) es una enfermedad virica infecciosa no contagiosa
transmitida por vectores que afecta a rumiantes domésticos y salvajes, principalmente al ciervo de
cola blanca (Odocoileus virginianus), y al ganado bovino. Las ovejas, las cabras y los camélidos
también podrian ser susceptibles, pero normalmente no desarrollan una enfermedad manifiesta.

El virus de la EHE (VEHE) se transmite entre hospedadores rumiantes por pequefios mosquitos
picadores de la especie Culicoides, motivo por el cual las infecciones son fuertemente
estacionales. El ciervo de cola blanca es la especie mas gravemente afectada, en que la forma
hiperaguda tiene una tasa de mortalidad alta. En el ganado bovino, casi hunca se observan signos
clinicos, pero se ha documentado fiebre, anorexia, disfagia, emaciacion, estomatitis ulcerosa,
cojera, dificultad respiratoria y eritema de la ubre.

Deteccion del agente: El VEHE pertenece a la familia Reoviridae, género Orbivirus, y tiene
muchas caracteristicas morfoldgicas y estructurales en comin con los otros miembros del género,
especialmente con el virus de la lengua azul (VLA).

Las particulas del VEHE carecen de envoltura, pero si tienen una cépsida doble con simetria
icosaédrica. Dentro del centro se encuentran 10 segmentos gendmicos de ARN bicatenarios que
codifican siete proteinas estructurales (VP) y al menos cuatro proteinas no estructurales (NS). La
proteina VP2 de la parte externa del centro es el principal determinante de especificidad de
serotipo, mientras que la VP7 de la parte interna del centro posee los antigenos especificos de
serogrupo. Se han identificado al menos siete serotipos claramente distintos y dos nuevos posibles
serotipos, pero existe cierta incertidumbre respecto al nimero exacto de serotipos, y todavia no
existe un grupo de cepas de referencia del VEHE oficialmente reconocido.

Las pruebas para identificar el VEHE en muestras de campo son el aislamiento virico en cultivo
celular, pruebas de reaccién en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR)
especificas de serogrupo de la EHE, y el enzimoinmunoandlisis (ELISA) de competicién (captura
de antigeno) y en sandwich. Se han desarrollado RT-PCR especificas de serotipo para identificar
el serotipo de cepas aisladas en cultivo celular. También pueden identificarse cepas mediante
secuenciacion de alto rendimiento o pruebas de neutralizacion virica.

Pruebas serolégicas: Los anticuerpos contra el VEHE pueden empezar a ser detectables a los 8
dias de la exposicién. Los anticuerpos neutralizantes y el virus pueden coexistir en el animal
infectado, probablemente por la fuerte asociacién entre el VEHE vy los eritrocitos.

Para la deteccién de anticuerpos anti-VEHE en los sueros de animales expuestos, se recomienda
un ELISA de competicion (C-ELISA) basado en anticuerpos monoclonales especificos. El C-ELISA
es una prueba rapida, que detecta anticuerpos contra la proteina VP7. También pueden llevarse a
cabo pruebas de neutralizacion del virus (VN). Las pruebas de VN suelen realizarse para detectar
exposicion a serotipos especificos del VEHE; sin embargo, la VN es mas lenta (3-5 dias) y
laboriosa, y las reacciones cruzadas entre serotipos podrian afectar a los resultados. También
pueden usarse pruebas como la inmunodifusion en gel de agar y el ELISA indirecto, pero tienen el
gran inconveniente de que no sirven para distinguir entre anticuerpos contra el VEHE y contra el
VLA.
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Requisitos para las vacunas: En EE.UU., se ha administrado una vacuna autégena que solo se
puede utilizar en ciervos salvajes que vivan en cautividad, y en Japén se ha desarrollado una
vacuna para el ganado bovino. Ademas de estos dos contextos tan limitados, ha habido poco
interés por parte de los laboratorios y de otras industrias relacionadas con la preparacién de
vacunas en los paises en vias de desarrollo para controlar la enfermedad o la circulacion del
VEHE.

A. INTRODUCCION

La enfermedad hemorragica epizodtica (EHE) es una enfermedad virica infecciosa no contagiosa que se
transmite por insectos del género Culicoides. Los datos de que se dispone establecen que las especies de
Culicoides que transmiten el virus de la EHE (VEHE) probablemente sean similares, aunque no necesariamente
las mismas, que las que transmiten el virus de la lengua azul (VLA) (Carpenter et al., 2008). La enfermedad
afecta a rumiantes tanto salvajes como domésticos, en particular a cérvidos de Norteamérica y, en menor
medida, al ganado bovino (Bréard et al., 2004), aunque muchos paises describen solo una infeccién asintomatica
(Gard & Melville, 1992; St George et al., 1983). Las ovejas, las cabras y los camélidos pueden ser susceptibles a
la infeccion por el VEHE pero su papel como hospedadores todavia es incierto.

En las especies susceptibles, el VEHE puede causar una enfermedad con signos clinicos similares a los de la
infeccion por el VLA. El ciervo de cola blanca (Odocoileus virginianus) es la especie mas gravemente afectada
por la forma hiperaguda, que cursa con fiebre, anorexia, dificultad respiratoria y edema intenso en la cabeza y el
cuello. También puede haber hinchazén de la lengua y de las conjuntivas. En la forma aguda (o clasica), estos
signos clinicos pueden cursar con hemorragias en muchos tejidos, como la piel y el corazén, y los animales
pueden presentar Ulceras o0 erosiones en la lengua, la almohadilla dental, el paladar, el rumen y el abomaso
(Savini et al., 2011).

Las lesiones histopatoldgicas son vasculitis diseminada con trombosis, hinchazon endotelial, hemorragias y
necrosis en muchos 6rganos, especialmente la lengua, las glandulas salivares, los pre-estdmagos, la aorta y el
musculo papilar del ventriculo izquierdo del miocardio. También se han descrito placas grises dispersas en la
superficie de la mucosa de la vejiga urinaria (Noon et al., 2002).

Aungue la mayoria de infecciones del ganado bovino son subclinicas, los serotipos 1, 2, 6 y 7 se han descrito
como posiblemente patégenos (Bréard et al., 2004; Cétre-Sossah et al., 2014; Temizel et al.,, 2009). La
enfermedad se caracteriza por cursar con fiebre, anorexia, estomatitis ulcerosa, hinchazén palpebral, dificultad
respiratoria, secrecion nasal y ocular, enrojecimiento y descamacion del hocico y los labios, cojera, eritema en
las ubres y dificultad para deglutir (Temizel et al., 2009). La enfermedad de Ibaraki del ganado bovino esta
causada por una cepa del VEHE de tipo 2 (Anthony et al.,, 2009). Los animales se deshidratan y quedan
caquécticos, y en algunos casos mueren debido a una neumonia por aspiracion. Histologicamente, las lesiones
se caracterizan por una degeneracién hialina, necrosis y mineralizacién del musculo estriado, acompafiadas de
una infiltracién de neutrofilos, linfocitos e histiocitos (Ohashi et al., 1999; Savini et al., 2011).

Taxonomicamente, el VEHE se clasifica en el género Orbivirus de la familia Reoviridae (McLachlan & Osburn,
2004). Es un virus de ARN bicatenario con un genoma de 10 segmentos. Al menos parte de los segmentos del
genoma pueden sufrir recombinacién durante las infecciones mixtas a nivel de campo (Allison et al., 2010;
Anbalagan et al., 2014). Actualmente, se reconocen siete serotipos, pero el nimero exacto de serotipos todavia
no esté del todo claro (Anthony et al., 2010; Maan et al., 2017; Shirafuji et al., 2017; Wright, 2013). El virus es
estable a -70°C y en la sangre, en una suspension de tejidos o en de células heméticas lavadas y mantenidas a
4°C. En las superficies de un laboratorio, el VEHE es susceptible al etanol al 95% y a una solucién de hipoclorito
de sodio al 0,5%.

Las particulas del VEHE estan formadas por tres capas de proteina. La capsida externa consiste en dos
proteinas, VP2 y VP5. Como ocurre con el VLA, la VP2 es el determinante principal de la especificidad de
serotipo. La VPS5, la otra proteina externa, también podria estimular la produccién de anticuerpos neutralizantes
(Savini et al., 2011; Schwartz-Cornill et al., 2008). Esta capsida externa se disocia facilmente del ndcleo, dejando
un nucleo icosaédrico bicapa formado por dos proteinas principales, la VP7 y la VP3, que envuelven el complejo
de la transcriptasa (VP1, VP4 y VP6) y los segmentos de ARN gendmicos. La VP7 es la proteina
inmunodominante especifica de serogrupo, y la que se utiliza en los enzimoinmunoandlisis (ELISA) especificos
de serogrupo (Saif, 2011). El ARN virico también codifica tres o cuatro proteinas no estructurales (NS1 a NS5)
(Belhouchet et al., 2011).

Dado que es una enfermedad virica transmitida por vectores, la distribucién de la EHE se limita a la de los
vectores Culicoides competentes (Mellor et al., 2008). El VEHE se ha aislado de rumiantes salvajes y domésticos
y de artrépodos en Norteamérica, Ecuador (Verdezoto et al., 2018), la region del Caribe (Brown-Joseph et al.,
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2019), la Guyana Francesa (Viarouge et al., 2014), Asia, Africa y Australia, y mas recientemente en paises de la
cuenca del Mediterraneo, como Marruecos, Alger, Tunez, Israel, Jordania y Turquia. En Europa no se han
notificado casos de infeccion por el VEHE. Los brotes en general coinciden con el pico de abundancia en la
poblacién del vector, de tal modo que la mayoria de casos de EHE tienen lugar a finales de verano y en otofio
(Mellor et al., 2008; Stallknecht & Howerth, 2004).

Dado que el VEHE se transmite por vectores, puede ser dificil controlarlo o erradicarlo una vez establecido.
Ciertas variables imprevistas e incontrolables, como factores climaticos y geograficos, asi como la abundancia de
insectos vectores del VEHE son importantes para las consecuencias y la persistencia (o re-aparicion) del VEHE
en una zona. Ademas, hasta ahora no ha habido estudios sobre el efecto de las medidas de control que se
aplican en los paises en que la enfermedad ha afectado al ganado bovino. Los sueros preparados a partir de
animales virémicos pueden suponer cierto riesgo si se administran por via parenteral a animales previamente no
expuestos. La amenaza mas importante del VEHE tiene lugar cuando el virus se inocula por via parenteral a
animales susceptibles. Si existe el mosquito Culicoides adecuado, el virus se puede transmitir a otros
hospedadores. Por lo tanto, debe controlarse el periodo de viremia de los animales infectados por el VEHE
deben, y deben protegerse fisicamente contra Culicoides.

No se conoce riesgo infeccién humana por el VEHE. Las medidas de biocontenciéon deben determinarse a partir
de un andlisis del riesgo, como se describe en el Capitulo 1.1.4. Bioseguridad y bioproteccién: norma para la
gestion del riesgo biol6gico en el laboratorio veterinario y en las instalaciones de los animales.

B. TECNICAS DE DIAGNOSTICO

Tabla 1.Métodos analiticos disponibles para el diagnéstico de la EHE y su propdsito

Propésito
Demostrar ausencia Determinar el
5 Demostrar . i ntribuir ) Determinar | t
Método emostral de infeccion en Contribuira |~ 6rmar eterminar la __estado
ausencia de . las politicas prevalencia de inmunitario en
. 2 animales casos . < -
infeccién en individuales antes de de clinicos la infeccion — animales o
la poblacién . erradicacién vigilancia poblaciones tras
los desplazamientos i
la vacunacion
Deteccién del agente!
RT-PCR en - +++ + ++ ++ -
tiempo real
RT-PCR - ++ + ++ ++ —_
Aislamiento
en cultivo - ++ - ++ _ _
celular
Deteccidn de la respuesta inmunitaria
C-ELISA
(eSngIfICO +++ +++ +++ - +++ ++
serogrupo)
VN
(especifico ++ ++ ++ - ++ +++
de serotipo)
AGID + - + _ + +
CF + - + - + +

Clave: +++ = método recomendado para este proposito; ++ = método recomendado pero con limitaciones; + = adecuado en
muy pocas circunstancias; — = no adecuado para este proposito.
RT-PCR = reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa; C-ELISA = enzimoinmunoanalisis de competicion;
VN = neutralizacion virica; AGID = inmunodifusion en gel de agar; CF = fijacion del complemento.

1 Se recomienda una combinacion de métodos de identificacion del agente en la misma muestra clinica.
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Los signos clinicos de la EHE en rumiantes salvajes y en el ganado bovino son similares a los de la lengua azul
(LA) en ovejas y ganado bovino, y pueden ser similares a los que se observan en otras enfermedades del
ganado bovino, como la diarrea viral bovina/enfermedad de las mucosas, la rinotraqueitis infecciosa bovina, la
estomatitis vesicular, la fiebre catarral maligna y la fiebre efimera bovina. El diagndstico definitivo de la infecciéon
por el VEHE requiere el uso de pruebas de laboratorio especificas.

1.

Deteccion del agente causante de la EHE

1.1. Cultivo in vitro

1.1.1.

1.1.2.

Aislamiento en cultivo celular

Se utilizan los mismos procedimientos diagnésticos tanto para rumiantes domésticos como
para salvajes. El aislamiento del virus se puede intentar a partir de la sangre de animales
virémicos o muestras de tejidos, como el bazo, el pulmén o ganglios linfaticos de canales
infectadas, y de Culicoides sp. El VEHE se puede aislar mediante inoculacién de cultivos
celulares, como los formados por células de endotelio de arteria pulmonar bovina, de rifién de
hamster neonato (BHK-21) y de rifibn de mono verde africano (Vero) (Aradaib et al., 1994),
siendo los dos Ultimos los mas utilizados para cultivar el virus. Para el aislamiento del virus
también pueden utilizarse células de Aedes albopictus (por ejemplo, C6/36) o de Culicoides
variipennis (Kc) (Batten et al., 2011; Eschembauer et al., 2012; Gard et al., 1989), asi como
huevos de gallina embrionados, aunque estos ofrecen menor sensibilidad (Eschembauer et al.,
2012). El efecto citopético (ECP), que solo tiene lugar en lineas celulares de mamifero,
normalmente aparece entre el 2° y 7° dia post-inoculacién, aunque puede ser necesario un
pase ciego.

A continuacion se detalla un procedimiento general de aislamiento del virus en cultivo celular,
que puede modificarse segun las necesidades de cada laboratorio. La incubaciéon de los
cultivos celulares para el aislamiento del VEHE suele realizarse en atmosfera himeda con un
5% de COa.

i)  Cuando se trata de tejidos de casos clinicos, se prepara una suspension de tejido al 10—
30% en cultivo celular u otro medio apropiado que contenga antibidticos. Se centrifuga y
se guarda el sobrenadante para el aislamiento del virus.

ii) Cuando se trata de sangre total no coagulada, la sangre se centrifuga (0,2 ml) para
separar los eritrocitos del plasma. Se desecha el plasma y se sustituye por solucién salina
tamponada con fosfato (PBS, pH 7,4). La sangre se centrifuga de nuevo para separar los
eritrocitos. Se llevan a cabo tres lavados totales con PBS. Se afiaden a los eritrocitos 4,0
ml de agua destilada estéril para lisarlos. Como alternativa, las células se pueden lisar por
sonicacion. Se afiaden 1,6 ml de PBS a los eritrocitos lisados y se guardan para el
aislamiento del virus.

iii) Se desecha el medio del recipiente que contiene la monocapa de células nuevas (de 1-
3 dias).

iv) Se inocula a las células una parte de la suspension clarificada de tejido o eritrocitos
lisados, o de cultivo celular del pase previo.

v) Se incuba a 34-37°C durante 1 hora. Para permitir la transferencia de gases, deben
aflojarse los tapones de los frascos e cultivo celular, o bien utilizar tapones perforados.

vi) Se desecha el inéculo y se lava la monocapa con un medio que contenga antibioticos, una
vez o dos. Se afiade medio de mantenimiento y se devuelve a la incubadora.

vii) Se comprueba regularmente si las células presentan ECP. Solo se observa ECP en lineas
celulares de mamifero y normalmente aparece a los 2 a 7 dias post-inoculacion.

viii) Si no aparece ECP, debe intentarse un segundo y un tercer pase. Se raspan las células
con un raspador o se congelan y descongelan una vez y se inoculan cultivos frescos.

ix) Si hay ECP, que indica la presencia del virus, la identidad de la cepa aislada se puede
confirmar mediante reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-
PCR), ELISA de captura de antigeno, inmunofluorescencia o neutralizacion virica.

Identificacion de las cepas aisladas a nivel de serogrupo

i) Métodos moleculares

En el Apartado 1.2.1 se describen los métodos de la PCR.
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i)  Métodos inmunoldgicos

Los serogrupos de las cepas de Orbivirus suelen establecerse en funcién de su
reactividad con antisueros patron especificos que detectan proteinas que se conservan
dentro de cada serogrupo, como la VP7. La reactividad cruzada entre miembros de
serogrupos de la EHE y la LA comporta que una cepa del VLA pueda confundirse con el
VEHE si se obtiene una reaccion de inmunofluorescencia débil con un antisuero policlonal
anti-VEHE. Por este motivo, puede utilizarse un anticuerpo monoclonal (MAb) contra el
VEHE especifico de serogrupo. Varios laboratorios han generado este tipo de reactivos
especificos de serogrupo (Luo & Sabara, 2005; Mecham & Jochim, 2000; Mecham &
Wilson, 2004; White et al., 1991). Los métodos de uso frecuente para la identificacion de
virus hasta el nivel de serogrupo se indican a continuacion.

a) Inmunofluorescencia

Se infectan monocapas de células BHK-21 o Vero en portas de camara
(cubreobjetos de vidrio) con virus adaptado al cultivo tisular o bien virus de lisados
celulares de insecto. Tras 24-48 horas a 37°C, o tras la aparicién de un ECP leve,
las células infectadas se fijan con agentes como el paraformaldehido, la acetona o el
metanol, se secan y se detecta el antigeno virico con antisuero anti-VEHE o MAb
especificos del VEHE y procedimientos estandar de inmunofluorescencia.

b) ELISA sandwich especifico de serogrupo

El ELISA sandwich especifico de serogrupo permite detectar el VEHE en insectos
infectados y en preparaciones de cultivo tisular (Thevasagayam et al., 1996). Es una
prueba especifica del VEHE, sin reacciones cruzadas con otros orbivirus, como el
VLA o el virus de la peste equina africana (VPEA).

1.1.3. Identificaci6n de las cepas aisladas a nivel de serotipo
i) Métodos moleculares
a) Reaccion en cadena de la polimerasa

La reciente identificacién del genoma de las cepas aisladas de VEHE ha permitido la
identificacibn molecular a nivel de serotipo y/o topotipo mediante RT-PCR
empleando cebadores especificos de serotipo y a continuacidon una secuenciacion
(Maan et al., 2010; Sailleau et al., 2012).

b)  Secuenciacion de alto rendimiento

La secuenciacion de alto rendimiento se puede llevar a cabo en cepas con o0 sin
cebadores especificos de serotipo. Las secuencias se pueden comparar con la base
de datos GenBank para identificarlas a nivel de serotipo.

ii)  Técnicas inmunoldgicas
a) Serotipificacion mediante neutralizacion virica

Existe gran variedad de métodos basados en el cultivo tisular para detectar la
presencia de anticuerpos neutralizantes contra el VEHE. Las lineas celulares que se
suelen utilizar son BHK-21 y Vero. A continuacion, se describen brevemente dos
métodos de serotipificacion del VEHE. Se ha observado que los antisueros contra el
VEHE especificos de serotipo generados en cobayas o conejos presentan menor
reactividad cruzada a nivel de serotipo que los que se generan en ganado bovino u
ovejas. Es importante que se incluyan antisueros control. El Laboratorio de
Referencia de la OIE puede proporcionar sueros control positivos.

e Reduccion de placas

El virus que vaya a serotipificarse deberd someterse a una diluciéon seriada e
incubarse, o bien sin antisuero o bien con una dilucién constante de antisueros
patrén individuales contra un grupo de serotipos del VEHE. Se afiaden mezclas
de virus/antisuero a las monocapas de células. Tras la adsorcion durante 1 hora
a 37°Cy con un 5% de COz, y tras eliminar el indculo, las monocapas se cubren
con un medio de cultivo celular que contenga un 0,8-0,9% de agarosa. Las
placas/frascos se incuban a 37°C y con un 5% de COz. Tras una incubacion de
4 dias, se aplica un segundo recubrimiento que contenga 0,01% (1 parte por
10.000) de rojo neutro y un 0,8-0,9% de agarosa en el medio de cultivo celular, y
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las placas/frascos se incuban a 37°C y con un 5% de CO2. Se comprueba a
diario si los frascos presentan placas visibles, durante un maximo de 3 dias. Los
titulos de anticuerpos neutralizantes se determinan como el reciproco de la
dilucién sérica que causa una reduccion establecida (por ejemplo, del 90%) en el
nimero de unidades formadoras de placas. El virus no identificado se considera
seroldgicamente idéntico a un serotipo estandar si en la prueba este dltimo se
analiza simultaneamente al virus no tipificado, y se neutraliza de forma similar.

* Neutralizacion en placas de microtitulacion

Se afiaden unas 100 DICTsp (dos infectivas en un 50% de los cultivos celulares
expuestos) del patron o de una dilucién seriada del virus no tipificado, en
volumenes de 50 pl, a los pocillos problema de una placa de microtitulacion de
fondo plano, y se mezclan con un volumen igual de una dilucién constante de
antisuero patrén en medio de cultivo tisular. Tras una incubacién de 1 hora a
37°C y con un 5% de COz, se afiaden unas 10* células por pocillo en un volumen
de 100 pl, y las placas se incuban durante 3-5 dias a 37°C y con un 5% de CO:.
La prueba se lee con un microscopio invertido. Los pocillos se puntdan segun el
grado de ECP observado. Los que contienen solo células o células y antisuero,
no deben presentar ECP. Por el contrario, los que contienen células y virus
deben presentar un 75-100% de ECP. El virus no identificado se considera que
es serologicamente idéntico a un serotipo estandar del VEHE si en la prueba
ambos se neutralizan hasta un nivel similar, es decir, si se observa una
proteccién de la monocapa del 75%, aunque preferiblemente del 100%.

1.2. Métodos moleculares — deteccion del acido nucleico

1.2.1. Reaccién en cadena de la polimerasa con transcripcién inversa convencional

En los ultimos afios se han invertido varios recursos en el desarrollo de técnicas moleculares
innovadoras, como la RT-PCR para la deteccion rapida de acido nucleico del VEHE (Aradaib et
al. 2003; Clavijo et al., 2010; Wilson et al., 2009; Viarouge et al., 2014). La RT-PCR permite
detectar ARN del VEHE en muestras de sangre y de otros tejidos. Ademdas, se han
desarrollado RT-PCR especificas de serotipo que tienen por diana el segmento 2 del ARN
virico (Brodie et al., 1998; Maan et al., 2010; Sailleau et al., 2012), asi como RT-PCR mudiltiple
en tiempo real para discriminar entre el VEHE y el VLA (Wilson et al., 2009; Yin et al., 2010).
Aunque la RT-PCR tiene una sensibilidad y especificidad alta, el diagnostico basado en esta
técnica debe interpretarse con cautela: la RT-PCR detecta ARN virico a un nivel de sensibilidad
muy alto, pero dicha deteccién no necesariamente indica la presencia del virus infeccioso. Con
RT-PCR y muestras de sangre, no se sabe durante cuanto tiempo se siguen obteniendo
resultados positivos para el VEHE, pero existen indicios de que se siguen obteniendo incluso
después de que ya no pueda aislarse el virus infeccioso, como se ha observado en el caso del
VLA.

La capacidad de las pruebas de RT-PCR de detectar cantidades muy pequefias de moléculas
de &cido nucleico indica que estas pruebas son exquisitamente sensibles a la contaminacion
por acidos nucleicos extrafios, como por ejemplo, cualquier cebador que se utilice en el
laboratorio o polinucledtidos amplificados con anterioridad. Por lo tanto, es fundamental
disponer de una zona “limpia” que contenga todo el equipo necesario para la preparacion de
reactivos y de la prueba, y de una zona independiente con su propio equipo de amplificacion.
Asimismo, es necesario emplear guantes impermeables y cambiarlos a menudo en todas las
etapas del procedimiento, sobre todo después de trabajar con el ARN o el ADN amplificado de
la muestra. Ello contribuird a proteger los reactivos y las muestras de la contaminacion por
RNasas ubicuas y otros reactivos, asi como de la contaminacién cruzada por ADN.

i) Extraccion de ARN de muestras de sangre, insectos o tejido

Existe una gran variedad de kits comerciales: el paso de extraccion de ARN debe
adaptarse a la muestra que se esta analizando (por ejemplo, diferird en funcién de si se
trata de sangre o de tejido), y puede realizarse siguiendo las indicaciones de los
fabricantes.

ii)  Reaccidn en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa

Actualmente existen en el mercado varios kits de RT-PCR de un solo paso. Como
alternativa, puede llevarse a cabo un procedimiento de dos pasos, que consiste en un
paso inicial de RT seguido de una amplificacion de ADNc. La mayoria de estos métodos
siguen requiriendo un protocolo adecuado de validacién. Las recomendaciones generales
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1.2.2.

podrian tener que modificarse segun las necesidades especificas de la zona o del caso,
como se indica a continuacion. El método descrito por Aradaib et al. (2003), dirigido al gen
S5 del VEHE, se ha tomado como ejemplo de RT-PCR convencional.

Secuencias de los cebadores:
Directo: 5’-TCG-AAG-AGG-TGA-TGA-ATC-GC-3’;
Inverso: 5'-TCA-TCT-ACT-GCA-TCT-GGC-TG-3.

a) Se diluyen soluciones primarias de cebador hasta una concentracion final de
10 pmol/ul.

b) Se etiquetan tubos de RT-PCR de un solo paso y se afiaden 4,0 pl de mezcla de
cebador a cada tubo. Los tubos se mantienen sobre hielo.

c) A continuacion, se afladen 4 ul de muestra de ARN problema, de control positivo y
de control negativo a los 4 pl de la mezcla de cebador de los tubos de RT-PCR.

d) Desnaturalizacion por calor: 95°C durante 5 minutos, y a continuacion hielo durante
3 minutos mas.

e) La mezcla de RT-PCR de un solo paso se prepara, segun las indicaciones del
fabricante, con suficiente volumen de reactivos como para el nUmero de muestras
que se analizara.

f)  Se afiade mezcla de un paso a la mezcla desnaturalizada hasta un volumen final de
50 pl.

g) Los tubos se colocan en un termociclador programado para la transcripcion inversa y
la amplificacion de ADNc, segun indique el fabricante.

iii)  Andlisis del producto de la RT-PCR mediante electroforesis

A continuacion, debe visualizarse la presencia de VEHE en los productos de la RT-PCR
mediante procedimientos estandar de andlisis por electroforesis.

Reaccidn en cadena de la polimerasa con transcripcién inversa en tiempo real

Se han utilizado pruebas basadas en RT-PCR para detectar ARN del VEHE en muestras
clinicas. Se dirigen RT-PCR especificas de serogrupo a genes altamente conservados del
VEHE, como el S9 o el S10, o genes menos conservados, como el S3. No obstante, ninguna
de estas pruebas es capaz de discriminar simultineamente todos los serotipos del VEHE.
Existe poca informacion, o nada en absoluto, acerca de la capacidad de las pruebas publicadas
de detectar todos los serotipos, pero se ha observado que una RT-PCR en tiempo real (Clavijo
et al., 2010) reconoce y cuantifica todos los serotipos del VEHE. El gen al que va dirigido este
método es el NS1. Mas recientemente, se han descrito nuevas RT-PCR en tiempo real para la
deteccidn y tipificacion de siete serotipos del VEHE (Maan et al., 2017; Viarouge et al., 2015).

La RT-PCR en tiempo real que se describe a continuacion (Viarouge et al., 2015) es un ensayo
de RT-PCR en tiempo real pan-VEHE diplex que amplifica una porcién del segmento 9 de
todas las cepas del VEHE, junto con una RT-PCR en tiempo real que amplifica el ARN de la
beta-actina de células de rumiantes (gen de mantenimiento). Ademas, se describe un conjunto
de siete ensayos de RT-PCR en tiempo real de serotipificacion duplex que amplifican
especificamente tanto la porcion del segmento 2 del VEHE de cada serotipo como el gen de la
beta-actina. El valor de Ct (ciclo umbral) obtenido con la RT-PCR en tiempo real que amplifica
el gen de mantenimiento se utiliza para verificar la integridad del ARN total extraido y la
ausencia de inhibidores que puedan interactuar durante los pasos de RT-PCR para cada
muestra bioldgica analizada. Estos ensayos fueron desarrollados y validados para detectar y
serotipar el VEHE para su aplicacidon a muestras bioldgicas de campo.

Tipo de prueba Cebadores/Sonda Secuencia (5’-3’)

Pan VEHE EHDV_Seg9_F_7-25 AAT-TGC-GCA-TGT-CAG-CTG-C
EHDV_Seg9_R_76-55 TTT-AAT-TCC-TCG-GTC-GAA-CGT-T
EHDV_Seg9 P_29-44 FAM-TTT-GCT-CGC-ACC-CGG-T-MGB
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Tipo de prueba

Cebadores/Sonda

Secuencia (5-3’)

Tipo VEHE1 EHDV1 Seg 2 F 8-31 TGT-GTC-AGG-ATG-GAG-GAC-ATT-AAC
EHDV1 Seg2 R_231-255 CGA-ATT-ATT-CCR-GTR-CTT-AAC-GCT-T
EHDV1 Seg2 P_128-143 FAM-CCG-CAT-CAA-ATG-TAT-G-MGB
EHDV1_Seg2 P’ 128-141 FAM-CCG-CAC-CAG-ATG-TAT-MGB

Tipo VEHE 2 EHDV2_Seg2 F 1642-1665 (W) | CCT-TTA-AGA-TAA-GAC-GGG-TCG-AGA
EHDV2_Seg2 F'_1640-1666 (E) | GTC-CTT-TAA-GGT-AAG-ACG-GGT-AGA-GAT
EHDV2_Seg2 R _1798-1770 CTC-AAG-ATA-TTA-CCG-GTT-AAG-CAT-AGA-GT
EHDV2_Seg2 R’ 1788-1170 TGC-CGG-TCA-TAC-AGA-ACG-C
EHDV2_Seg2 P_1728-1743 FAM-AAC-GAG-ATG-TGG-CTT-C-MGB

Tipo VEHE 4 EHDV4_Seg2 F 2573-2591 TAT-CAA-GCG-ACC-CAG-TCG-C
EHDV4_Seg2 R _2771-2743 CGT-ATG-ACA-TTC-TGC-AAG-TCA-GC
EHDV4_Seg2 P_2635-2653 FAM-CAC-ATC-TAC-GGA-TAC-TGT-G-MGB

Tipo VEHE 5 EHDV5_Seg2 F_403-424 ACG-AAT-CGG-AGG-ATA-CGG-ATC
EHDV5_Seg2 R_522-501 TCG-CGT-ATG-ATC-ACA-CTG-GTC-T
EHDV5_Seg2 P_471-489 FAM-ACT-ATC-GGT-AGT-GGT-GTT-C-MGB

Tipo VEHE 6 EHDV6_Seg2_F 560-582 GGA-TCT-GGA-ACG-TGC-TAT-GAT-CT
EHDV6_Seg2 F’_561-582 GTT-CCG-GGA-CAT-GCT-ATG-ATC-T
EHDV6_Seg2 R_734-714 CAG-CCT-GAA-TCT-TCG-TTT-GCT
EHDV6_Seg2 R’ 734-715 CCG-CCT-GAA-TTT-TTG-TTT-GC
EHDV6_Seg2 P_686-702 FAM-ATA-ACG-AAC-AGG-GAG-CC-MGB

Tipo VEHE 7 EHDV7_Seg2 F_2490-2508 CGA-GAG-GAA-CCG-ACC-GAA-G
EHDV7_Seg2 F’_2490-2512 CGA-GAA-GAG-CCG-ATT-GAA-GAA-G
EHDV7_Seg2_R_2627-2605 GCT-TAA-ATG-CGT-ATT-CAT-GGG-AT
EHDV7_Seg2 R’ 2629-2605 GTG-CTT-AAA-TGC-GTA-TTC-ATA-GGG-T
EHDV7_Seg2 P_2520-2537 FAM-ACT-GTA-TGG-CCG-TAT-CTA-MGB

Tipo VEHE 8 EHDV8_Seg2 F 822-846 ACG-ATC-CTA-TAA-TAT-CAC-GCT-TGG-A

EHDV8_Seg2 R_897-878

TCT-TCG-ATC-CGC-TCA-CTG-C

EHDV8_Seg2_P_853-869

FAM-AGC-TGA-TGA-ATG-GAT-GC-MGB
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Secuencias del cebador y de la sonda para gen endégeno (Toussaint et al., 2007)

Cebadores: ACT_F_1005-1029 (5'-CAG-CAC-AAT-GAA-GAT-CAA-GAT-CAT-C-3)),
ACT_R_1135-1114 (5'-CGG-ACT-CAT-CGT-ACT-CCT-GCT-T-3’).

Secuencia de la sonda
Sonda: ACT_P_1081-1105 (VIC-TCG-CTG-TCC-ACC-TTC-CAG-CAG-ATG-T-TAMRA).

La amplificaciéon por PCR se realiza utilizando un kit de RT-PCR de un solo paso en tiempo
real. Las mezclas contienen tampon 1x, cebador del VEHE (cada uno a una concentracién 0,5
uM), sonda del VEHE 0,25 uM, cebadores beta-actina (cada uno a una concentracién 0,375
MUM), sonda beta-actina 0,25 uM, 1 ul de mezcla de enzima y 5 pl de molde desnaturalizado en
un total de 20 pl de volumen de reaccion. Después de la desnaturalizacion del ARN calentando
a 95 °C durante 3 minutos, se agregaron 5 pyl de ARN desnaturalizado a la mezcla y las
amplificaciones se llevaron a cabo utilizando los mismos parametros de ciclo para todos los
ensayos: 45 °C durante 10 minutos, 95 °C durante 10 minutos seguido de 40 ciclos de 95 °C
durante 15 segundos y 60 °C durante 1 minuto. Se midio la fluorescencia durante la etapa de
hibridacion/extension a 60°C. Los valores de Ct se midieron en el punto en el que la sefial de
fluorescencia de la muestra cruzé un valor umbral (el nivel de fondo). Los resultados negativos
(para los ensayos que no superaron este nivel de sefial) se consideran "No Ct".

El método de Viarouge et al. (2015) se valido de acuerdo con el Estandar de Validacion de la
OIE (excepto para la prueba de competencia, que no se llevo a cabo). La RT-PCR en tiempo
real no detecta ninguno de los 27 serotipos del VLA.

2. Métodos serolbgicos

Tras la infeccién por el VEHE, los anticuerpos pueden ser detectables a partir de los 8 dias post-infeccién
(Breard et al., 2013; Eschbaumer et al., 2012; Quist et al., 1997). Como ocurre con el VLA, los animales
infectados por el VEHE podrian tener anticuerpos neutralizantes y viremia por la EHE al mismo tiempo; esto es
posible por la fuerte relacion existente entre los virus y los eritrocitos. La duracion de la inmunidad adquirida
todavia se desconoce, pero los datos obtenidos de infecciones naturales establecen que podria tratarse de una
inmunidad de por vida. Existen varios métodos seroldgicos, de distintas sensibilidades y especificidades, para
detectar anticuerpos contra el VEHE especificos de serogrupo y de serotipo.

2.1. Enzimoinmunoandlisis de competicién (C-ELISA)

El ELISA de competicion (C-ELISA) para detectar la EHE se desarrollé para medir los anticuerpos
especificos contra el VEHE sin detectar anticuerpos contra otros orbivirus que pudieran generar
reaccion cruzada. Estas técnicas, en las que se utilizan MAb contra la proteina VP7 del VEHE
permiten detectar anticuerpos contra el VEHE especificos de serogrupo (Luo & Sabara, 2005;
Mecham & Jochim, 2000; Mecham & Wilson, 2004; White et al., 1991), y actualmente son la técnica de
eleccion.

2.1.1. Procedimiento analitico

Existen varios procedimientos analiticos descritos y Kkits comerciales. El siguiente
procedimiento constituye un ejemplo de C-ELISA para la EHE. La técnica es similar a otras,
excepto por el hecho de que en este caso la proteina VP7 recombinante expresada por
Baculovirus es capturada por anticuerpos anti VP7 policlonales generados en conejo y
previamente adsorbidos a los pocillos (Mecham & Wilson, 2004).

i) Se recubren placas de microtitulacion de 96 pocillos con 100 pl de la VP7 recombinante
expresada en Baculovirus, a lo largo de toda la noche a 4°C (Luo & Sabara, 2005), y se
diluyen en tamp6n carbonato 0,05 M, a pH 9,6.

i) Las placas se lavan tres veces con PBST (PBS 0,01 M que contenga Tween 20 al 0,05%
o al 0,1%, pH 7,4) y a continuacion se bloguean durante 1 hora con leche en polvo al 5%
a temperatura ambiente.

iii) Tras el lavado con PBST, se afiaden 100 pl de los sueros problema por duplicado a una
dilucién dnica, de 1/5, 1/10 o 1/20 en PBST que contenga leche en polvo al 2,5%.

iv) Inmediatamente, se afiaden a cada pocillo 100 pl de una dilucion predeterminada de MAb
diluida en PBST. Los pocillos control con MAb contienen tampon diluyente en lugar del
suero problema.
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v) Las placas se incuban durante 1 hora a 37°C y a continuacién se vuelven a lavar con
PBST como se ha descrito arriba.

vi) Tras el lavado, los pocillos se llenan con 100 pl de una diluciéon apropiada en PBST de
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano.

vii) Tras la incubacion de 1 hora a 37°C, la solucion de conjugado se desecha y las placas se
lavan tres veces con PBST. Los pocillos se llenan con 100 pl de solucién sustrato y las
placas se agitan a temperatura ambiente durante 30 minutos.

viii) La reaccion se detiene por adicién de un reactive de parada apropiado, y tras hacer que el
lector del ELISA lea el blanco en los pocillos que contienen sustrato y reactivo de parada,
se miden los valores de absorbancia utilizando los filtros correspondientes.

ix) Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicién y derivan de los valores de
absorbancia media de cada muestra, segin la siguiente férmula:

% inhibiciébn = 100 — [(absorbancia media de la muestra problema)/( absorbancia media del
MADb control) x 100].

NB: Algunos laboratorio prefieren utilizar un suero control negativo que previamente haya
mostrado un porcentaje de inhibicion de cero, como alternativa al MAb control.

x)  Los porcentajes de inhibicion >50% se consideran positivos. Las inhibiciones de entre un
40% y un 50% se consideran sospechosas. Los resultados de los duplicados de sueros
problema pueden variar siempre que no fuera del intervalo de positividad.

xi) En cada placa deben incluirse sueros fuertemente positivos, débilmente positivos, y
negativos. El suero débilmente positivo deben dar un 60-80% de inhibicion, y el negativo
debe dar menos de un 40% de inhibicion.

Ahora existen C-ELISA comerciales basados en la VP-7 recombinantes y en MAb anti-VP7.
Estas pruebas comerciales se utilizan a diario en muchos laboratorios de todo el mundo.

2.2. Neutralizacion del virus

La prueba de referencia para identificar y cuantificar en las muestras problema anticuerpos contra los
serotipos del VEHE es la neutralizacion virica (VN). Esta técnica detecta y cuantifica anticuerpos
especificos de serotipo. El principal inconveniente es que en la prueba deben incluirse todos los
serotipos viricos sospechados, y en consecuencia puede resultar muy lenta y laboriosa. La VN
requiere 3-5 dias en total (Pearson et al., 1992).

2.2.1. Procedimiento analitico

Las lineas celulares habitualmente utilizadas son la BHK-21 y la Vero, y un titulo superior o
igual a 1/10 se suele considerar especificos del VEHE.

Se ha obsrevado que los antisueros contra el VEHE especificos de serotipo generados en
cobayas 0 conejos presentan menos reactividad cruzada, respecto a otros serotipos, que los
antisueros que se generan en ganado bovino o en ovejas. Es importante incluir antisueros
control.

i) Se afaden 50 pl de diluciones de sueros, de entre 1/10 y 1/1280, a cada pocillo problema
de placas de microtitulacion de fondo plano, y cada uno de estos volimenes se mezcla
con un volumen igual de serotipos conocidos del VEHE (100 DICso). Las placas se
incuban a 37°C con un 5% de COa.

i)  Tras una hora de incubacioén, se afiaden alrededor de 104 células Vero por pocillo en un
volumen de 100 ul de medio minimo esencial (MEM) que contenga antibiéticos vy, tras una
incubacién durante 4-6 dias, la prueba se lee con un microscopio invertido.

iii) Los pocillos se puntian segin el grado de ECP obsrevado. Una muestra se considera
positiva cuando presenta un 75% de inhibicién del ECP, aunque preferiblemente un
100%, a la dilucion més baja (1/10). El titulo sérico es la dilucion sérica mas alta capaz de
reducir en méas de un 75% el ECP en el cultivo celular.

2.3. Fijacién del complemento

La prueba de la fijacién del complemento (CF) es sensible y especifica para el diagndstico del VEHE,
y se utilizé hasta 1980 para el diagnéstico y la certificacion de animales para la exportacion. Es una
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prueba especifica de serogrupo y barata, con una sensibilidad similar a la neutralizacion del virus (VN)
y a la inmunodifusion en gel de agar (AGID). La CF permite detectar y cuantificar anticuerpos durante
4-12 meses tras la infeccién, pero mas alla de este periodo es menos fiable (Pearson et al., 1992). La
CF es especialmente Util para detectar infecciones recientes por el VEHE, pero no para detectar
infecciones mas antiguas.

2.4. Inmunodifusién en gel de agar

.

La AGID se utiliz6 mucho para detectar anticuerpos contra el VEHE en sueros de animales infectados
(Dubay et al., 2004). En el pasado, esta prueba se empleaba para el comercio de animales. Es
sencilla y barata, y el antigeno que se empela es relativamente facil de generar. No obstante, el
inconveniente de la AGID es la falta de especificidad para discriminar entre el VLA y el VEHE. Asi
pues, los sueros que daban positivo con la AGID tenian que volver a analizarse con una prueba
especifica de serogrupo, al menos en aquellos lugares en que pudieran estar circulando al mismo
tiempo el VLA y el VEHE. Ademas, aunque es semi-cuantitativa, el resultado de la AGID en general se
comunica como positivo o negativo. La AGID permite detectar anticuerpos desde los dias 5-15 dias
hasta los 2 afios 0 mas tras la infeccién (Pearson et al., 1992).

C. REQUISITOS PARA LAS VACUNAS

Con animo de controlar la enfermedad, en EE.UU. se han desarrollado vacunas para utilizar en ciervos salvajes
gue vivan en cautividad, y en Japon se ha desarrollado una vacuna para el ganado bovino. Ademas de estos dos
contextos tan limitados, ha habido poco interés por parte de los laboratorios y de empresas de productos
bioldgicos en la preparacion de vacunas para controlar la enfermedad o la circulacién del virus. En Norteamérica
se han preparado vacunas autdégenas inactivadas a partir de cepas del VEHE procedentes de animales enfermos
0 muertos en zonas afectadas. Su uso debe ser aprobado por las autoridades nacionales, y antes de su
liberacion, debe comprobarse la pureza y la seguridad de dichas vacunas. Para que estén disponibles
oportunamente, no se comprueba la eficacia de estas vacunas autégenas. La mayoria de aplicaciones las
realizan productores de ciervos, y dado que las vacunas contienen virus inactivado, en general es necesario
aplicar dos dosis, con una diferencia entre ellas de 2-4 semanas, para inmunizar inicialmente a los animales, y se
recomienda una revacunacion anual.

En Japdn, se han desarrollado vacunas para controlar la enfermedad de Ibaraki, tanto vivas modificadas como
inactivadas. La vacuna viva atenuada derivada de la cepa Ibaraki-2 se utilizé tras los brotes de los afios 1980, y
se observo que era segura y efectiva. Esta vacuna debe administrarse en una sola dosis subcutanea durante la
estacion de escasa presencia del vector. La vacuna inactivada incluye los virus de la fiebre efimera bovina y de
Ibaraki cultivados en cultivos celulares e inactivados mediante formalina, y estd adyuvantada con un gel de
aluminio. En Japén, ambas vacunas se utilizaron de forma voluntaria teniendo en cuenta la situacion
epidemioldgica.
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NB: Existe un Laboratorio de Referencia de la OIE para la enfermedad hemorréagica epizoottica
(puede consultarse en la pagina web de la OIE:
https://www.oie.int/es/que-ofrecemos/red-de-expertos/laboratorios-de-referencia/#ui-id-3).

Por favor, contacte con el Laboratorio de Referencia de la OIE para mas informacion sobre las pruebas de
diagnéstico, los reactivos y las vacunas para la enfermedad hemorragica epizootica.

NB: ADOPTADO POR PRIMERA VEZ EN 2014. ULTIMAS ACTUALIZACIONES ADOPTADAS EN 2021.
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