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Resumen

La enfermedad hemorragica epizootica (EHD) es una patologia viral de rumiantes silvestres y domésticos con importantes
implicaciones sociales y econdmicas, causada por un arbovirus (EHDV), género Orbivirus, de ARN-doble cadena, transmitido
por mosquitos Culicoides (Diptera: Ceratopogonidae), en cinco continentes. Es un virus emergente en el mediterraneo y, recién
emergente en Espafia, Italia y Francia (2022). En Ecuador, la EHD es definida como una enfermedad de notificacion o
declaracion obligatoria. Sin embargo, no se la determina como una enfermedad de control oficial en el Ecuador, ya que existe
poca evidencia serologica que demuestre su presencia en las zonas pecuarias del pais. El objetivo principal fue inferir las
relaciones evolutivas de genotipos virales de EHDV-genVP2, in silico, para determinar patrones taxonémicos relacionados con
la correlacion genotipo-fenotipo (serotipos), y filogeograficos de epidemiologia molecular relacionados con su origen y trazas de
movilidad e introduccion. Se llevd a cabo un analisis filogeografico utilizando 71 secuencias de ADN del gen VP2 de la capside,
con una longitud de 910 pb, provenientes de 19 paises en cinco continentes. El analisis incluy6 cuatro Orbivirus de referencia
como grupos hermano y externo. Las construcciones filogenéticas se realizaron con Paup4.05build169, aplicando optimizaciones
de Méxima Parsimonia y Méxima Verosimilitud, con bootstrap de 1.000 pseudoréplicas para la significancia y apoyo estadistico
de clados. Los arboles resultantes de ambos métodos presentaron la misma topologia. Se construyeron adicionalmente redes de
haplotipos utilizando PopArt-TCS (parsimonia). Los resultados nos permitieron de mostrar la monofilia de los virus EHDV y un
complejo viral relacionados con los grupos hermanos y dentro del clado EHDV. Se identificaron dos linajes virales principales,
A y B. Los subclados mostraron una correlacion genotipo-fenotipo con los serotipos conocidos. Adicionalmente se identificaron
dos subclados monofiléticos (A4 de Japoén y Al de China), correlacionados con dos nuevos serotipos. También se determind que
todos los subclados incluyen secuencias de Australia, en su mayoria con posicion basal sugiriendo un posible origen del EHDV
en esta region y su evolucion in situ y posible dispersion posterior. Se demostrd también una relacion evolutiva compartida para
la secuencia de Ecuador con aquellas de Estados Unidos, y secuencias de Espafia, Italia y Francia de reciente brote (2022) con
secuencias de Tunez, sugiriendo una relacién de intercambio comercial. Las redes de haplotipos comprueban estas trazas
moleculares de intercambio o introduccion con hasta con un solo cambio mutacional. Los resultados y conclusiones demuestran
la importancia de la vigilancia genémica para la identificacion, determinacion de origen geograficos, nuevos linajes y serotipos
de enfermedades virales emergentes, y su aplicacion en estrategias de vigilancia, contencion y control en salud global.

Palabras clave: enfermedad hemorragica epizodtica, serotipos; orbivirus; culicoides; VP2; filogenia; bovinos

Abstract:

Epizootic hemorrhagic disease (EHD) is a viral pathology affecting wild and domestic ruminants with significant social and eco-
nomic implications, caused by an arbovirus (EHDV), genus Orbivirus, consisting of double-stranded RNA, transmitted by Culi-
coides mosquitoes (Diptera: Ceratopogonidae) across five continents. It is an emerging virus in the Mediterranean, recently identi-
fied in Spain, Italy, and France (2022). In Ecuador, EHD is defined as a notifiable or mandatory declaration disease. However, it is
not classified as an official control disease in Ecuador due to limited serological evidence demonstrating its presence in the country's
livestock areas. The main objective was to infer the evolutionary relationships of EHDV-genVP2 viral genotypes, in silico, to
determine taxonomic patterns related to genotype-phenotype (serotypes) correlation and molecular epidemiological phylogeogra-
phy related to its origin and traces of mobility and introduction. A phylogeographic analysis was conducted using 71 DNA se-
quences from the VP2 gene of the capsid, with a length of 910 bp, from 19 countries across five continents. The analysis included
four reference Orbivirus as sister groups and outgroups. Phylogenetic constructions were made using Paup4.05build169, applying
Maximum Parsimony and Maximum Likelihood optimizations, with bootstrap values of 1,000 pseudo replicates for significance
and statistical support of clades. The resulting trees from both methods exhibited the same topology. Additionally, haplotype net-
works were constructed using PopArt-TCS (parsimony). The results allowed us to demonstrate the monophyly of EHDV viruses



and a viral complex related to the sister groups within the EHDV clade. Two main viral lineages, A and B, were identified. The
subclades showed a genotype-phenotype correlation with known serotypes. Furthermore, two monophyletic subclades (A4 from
Japan and Al from China) were identified, correlated with two new serotypes. It was also determined that all subclades include
sequences from Australia, mostly in a basal position, suggesting a possible origin of EHDV in this region and it’s in situ evolution
and potential subsequent dispersion. An evolutionary relationship was also shown for the Ecuadorian sequence with those from the
United States and sequences from Spain, Italy, and France from the recent outbreak (2022) with sequences from Tunisia, suggesting
a trade exchange relationship. Haplotype networks confirm these molecular traces of exchange or introduction, even with a single
mutational change. The results and conclusions demonstrate the importance of genomic surveillance for identifying, determining
geographic origins, new lineages, and serotypes of emerging viral diseases, and their application in global health surveillance,
containment, and control strategies.

Keywords: Hemorrhagic epizootic disease, serotype; orbivirus; culicoides; VP2; phylogeny; bovine

1. Introduccion

1.1. Aspectos generales

La transmision de enfermedades hemorragicas provocadas por Orbivirus generan impactos negativos sobre la
economia, la ecologia y la salud de los rumiantes tanto silvestres como domésticos. Entre estas se encuentra la
enfermedad de la lengua azul (LA) y la enfermedad hemorragica epizodtica (EHD). La EHD fue descrita y aislada
por primera vez en el venado de cola blanca en Nueva Jersey en 1955. La primera cepa del virus hemorragico
epizootico EHDV que demostro ser patogena para el ganado vacuno fue la cepa Ibaraki (IBAV) aislada en Japon en
1959(Jiménez-Cabello et al., 2023; Mahmoud et al., 2021; Rivera et al., 2021). Tanto la enfermedad de la lengua
azul como la enfermedad hemorragica epizootica son causadas por un virus de ARN bicatenario perteneciente a la
familia Reoviridae y género Orbivirus, y trasmitidas por insectos pertenecientes al género Culicoides (Diptera :
Ceratopogonidae) (Caixeta et al., 2024; Castro et al., 2023; Duan et al., 2022). Hoy en dia se sabe que estos dos virus
son genéticamente distintos y no reaccionan seroldégicamente de forma cruzada (Brown-Joseph et al., 2019). Sin
embargo, estos dos virus se encuentran estrechamente relacionados, no obstante, no existe la inmunidad heterotipica,
por lo que no se espera una proteccion al virus de la lengua azul (BTV) en una region contra la introduccion e
infeccion por el virus de la enfermedad hemorragica epizoodtica (EHDV) (Maan et al., 2017). Su contagio esta
determinado por la exposicion de los rumiantes a los mosquitos Culicoides en el llamado “nidus del patéogeno”, de
acuerdo con la definicion de Reisen (2010) en epidemiologia del paisaje.

Es esencial sefialar que las distintas especies de Orbivirus presentan variaciones genéticas y filogenéticas en
ciertos segmentos de su genoma, lo que podria reflejar sus origenes geograficos, conocidos como topotipos. A escala
global, los aislados de virus de una misma especie se agrupan en dos categorias topotipicas principales: una
occidental, que abarca aislados de América, Africa, Europa y Medio Oriente, y otra oriental, que incluye aislados de
Australia y Asia. En el caso del virus de lengua azul (BTV), la clasificacion de un genoma viral (o segmento) dentro
de alguno de los topotipos "oriental” u "occidental" se basa en analisis filogenéticos de secuencias. Esto se debe a
que no se observan variaciones fenotipicas significativas, como diferencias en el tamafio de los ARN individuales,
que permitan identificar rapidamente su origen. En contraste, el virus de la enfermedad hemorragica epizodtica
(EHDV) exhibe caracteristicas unicas dentro del género Orbivirus, ya que las cepas orientales y occidentales pueden
distinguirse simplemente analizando sus perfiles de migracion de ARN (electroferotipo) en gel de agarosa al
1%(Anthony et al., 2010).

En lo que respecta a los seres humanos, no se han documentado casos de EHDV ni se cuenta con evidencia que
respalde su papel como hospedadores del virus de la enfermedad hemorragica epizodtica. Sin embargo, es relevante
mencionar otros tipos de Orbivirus que pueden afectarnos. Entre estos se encuentran los virus del complejo
antigénico Kemerovo, que incluyen los virus Kemerovo, Lipovnik y Tribec (procedentes de Rusia y Europa del
Este), asi como el virus Orungo (de Africa subsahariana), el virus Lebombo (de Sudafrica y Nigeria) y el virus
Changuinola (de América Central) (DeBiasi & Tyler, 2015).

1.2. El virus
1.2.1. Composicién y estructura

La estructura del virus EHDV esta formado por una cépside icosaédrica, la cual esta dividida en tres capas
proteicas consecutivas, siendo estas la capa interna e intermedia (también denominada nticleo) y la capside externa
(Jiménez-Cabello et al., 2023). Este es un virus de ARN bicatenario que consta de 10 segmentos lineales que
codifican para once proteinas. De estas, siete son estructurales nombradas como VP1 a VP7, las mismas que se
organizan en dichas tres capas concéntricas, cuya funcion es albergar el genoma viral. Las cuatro proteinas restantes
son proteinas no estructurales identificadas como NS1, NS2, NS3a y NS3b (Brown-Joseph et al., 2019), como se
puede observar en la figura 1. Es importante resaltar que las principales proteinas son el subnucleo (VP3), la capa
central de superficie (VP7) y la cépside externa que alberga a las proteinas VP2 y VPS5 (Jiménez-Cabello et al.,
2023).



EHDV virion Virion Components

[% VP2 (60 trimers)
° VP5 (120 trimers)

v VP7 (260 trimers)
o VP3 (60 dimers)
o] RNA Polymerase Complex

(VP1, VP4 and VP6)

Non-Structural Proteins

- NS1 - NS2 - NS3/NS3A
- NS4 - NS5

Figura 1. Estructura del virus de la enfermedad hemorragica epizootica (~80 nm de diametro). En la presente
imagen se puede observar que la capside externa esta formada por tres capas concéntrica, las cuales son
constituidas por las proteinas VP2 y VP5. La capa intermedia y el subnucleo estan compuestos por VP7 y
VP3. La capside interna contiene el complejo de la ARN polimerasa, compuesto por las proteinas
estructurales VP1, VP4 y VP6. Dentro del ciclo replicativo se ha determinado que al menos cuatro proteinas
adicionales se expresan, las cuales son la NS1, NS2, NS3/NS3A y NS4[Recuperado de (Jiménez-Cabello et
al., 2023)].

En la figura 1, podemos observar que las proteinas de la cépside externa son la VP2 y VPS5 (también
denominadas como OC1 y OC2, correspondientemente) las cuales son codificadas por los segmentos 2 y 6,
respectivamente (Jiménez-Cabello et al., 2023; Maan et al., 2017). Estas dos proteinas son las mas variables
(segmentos menos conservados) entre los diferentes serotipos del virus de la enfermedad hemorragica epizoodtica,
en especial la VP2, debido a la presion selectiva. La funcion principal de estas dos proteinas recae en las primeras
etapas de la infeccion debido a que estan estrechamente relacionas en la union y entrada del virus en la célula
hospedadora. Adicionalmente, la VP2 es la proteina responsable de la produccion de anticuerpos neutralizantes del
virus (nAbs) y juntamente con los ensayos de neutralizacién cruzada y los amplios estudios filogenéticos, se sabe
hoy en dia que la proteina VP2 define el serotipo del virus (Jiménez-Cabello et al., 2023).

En términos generales, se puede resaltar que la helicasa viral VP6, codificada por el segmento 9 y que
constituye un componente estructural menor del nucleo del virus, es una de las proteinas mas conservadas entre
todos los Orbivirus. Esta proteina presenta variaciones en su secuencia que se correlacionan con el serogrupo y la
especie del virus, asi como con los origenes geograficos de los aislados (topotipos) (Maan et al., 2017).

Las proteinas VP1 (codificada por el segmento 1), VP4 (codificada por el segmento 4) y VP6 (codificada por
el segmento 9), se encuentran involucradas en la replicacion del genoma, y son altamente conservadas, presentando
al menos el 85% de identidad en la secuencia de aminoécidos tanto en las cepas orientales y occidentales. Por su
parte, la proteina VP7 (codificada por el segmento 7), se caracteriza por la presencia de una secuencia de aminoacidos
altamente conservada, es decir, manifiesta mas del 90% de identidad de secuencia entre los diferentes serotipos del
virus EHDV. Hoy en dia, se la denomina proteina inmunodominante especifica del serogrupo (Jiménez-Cabello et
al., 2023). Y es utilizada dentro de las pruebas serologicas para el diagnostico y la vigilancia de la lengua azul y la
EHD. El ELISA competitivo (c-ELISA) es la prueba serologica mas utilizada para la deteccion especifica de
anticuerpos (Abs) de la proteina viral 7 (VP7) tanto para BTV como para EHDV(Bréard et al., 2020).

Por otro lado, las proteinas no estructurales son las encargadas de llevar a cabo procesos virales cruciales como
el empaquetamiento del genoma, el transporte intracelular, el ensamblaje de la capside, la liberacion del virus y el
control de la respuesta inmune. Dentro de estas proteinas no estructurales se encuentra la NS1. Estudios recientes
han demostrado que la NS1 es una proteina idéntica, ya que presenta mas del 90% de homologia de secuencia entre
los diversos serotipos del virus de la enfermedad hemorragica epizodtica. Durante la replicacion viral en células
contagiadas se ha observado que esta proteina es la mas expresada, y juega un papel fundamental en la regulacion
positiva de la sintesis de proteinas virales y en la patogenicidad celular. Asimismo, tiene como objetivo forma los
tubulos, los mismos que se encargan del transporte viral dentro de las células infectadas(Jiménez-Cabello et al.,
2023).

Otra proteina no estructural es la NS2 (codificada por el segmento 8), que tiene actividad ATPasa, y juega un
papel fundamental en el empaquetamiento y ensamblaje del virus y en la traduccion del ARN. Esta fosfoproteina es
el componente principal de los cuerpos de inclusion virales (VIB). En términos de similitud de aminoacidos, NS2
varia mas que NS1. Por otro lado, tenemos a la proteina no estructural NS3 (codificada por el segmento 10), esta



proteina se expresa a niveles altos, debido a que es la encarga de la liberacion del virus en las células infectadas.
Dentro de su estructura se puede destacar a sus dominios transmembrana, los cuales permiten la salida del virus a
través de gemacion, en lugar de lisis, en células de Culicoides. Cabe mencionar que la NS3 y la NS3A son proteinas
intimamente relacionadas, ya que las dos son traducidas a partir de los ORFs secuenciales del segmento 10(Jiménez-
Cabello et al., 2023).

1.2.2.  Clasificacion fenotipica (serotipos), filogenia y evoluciéon

La evolucion del virus de la enfermedad hemorragica epizoodtica (EHDV) se ve impulsada por dos factores
clave. El primero estd relacionado con las mutaciones aleatorias, que ocurren durante los ciclos naturales de
transmision y son fundamentales para la diversificacion de las cepas de EHDV y su patogenicidad. El segundo factor
se refiere al reordenamiento de segmentos genéticos, que resulta del intercambio de segmentos cuando las células
son coinfectadas por al menos dos cepas distintas de EHDV (Rajko-Nenow et al., 2019). Por lo tanto, la variacion
genética que estd presente entre las cepas de EHDV, se derivard de mecanismos de recombinacion, duplicacion
genética y mutacion puntual. Sin duda la reordenacion genética es una fuerza importante que caracteriza la fortaleza
evolutiva de EHDV para mantener su aptitud viral(Jiménez-Cabello et al., 2023).

Un ejemplo relevante dentro de la evolucion del EHDV segiin Rajko-Nenow et al. (2019), es la deteccion de
una nueva cepa reordenada de EHDV en el afio 2006, denominada como EHDV-6 (Indiana) en los EE. UU, la cual
se caracterizo por presentar segmentos de origen distintos. Entre ellos se encontraban los segmentos 2 y 6, los cuales
tenian descendencia del virus australiano (EHD6/AUS1981/07) y los segmentos restantes presentan una
descendencia de la cepa norteamericana EHDV-2 de Alberta. Es importante resaltar que esta identificacion precisa
permitié informar de un aumento repentino de la enfermedad causada por EHDV-6 en Nebraska, Dakota del Sur,
Michigan y Missouri tanto en ganado doméstico y venados de cola blanca.

Segiin Maan et al. (2017), se reconocen ocho serotipos del virus de la enfermedad hemorragica epizodtica, los
cuales son identificables por la especificidad de las interacciones entre anticuerpos neutralizantes y la proteina VP2.
Esta proteina contiene la mayoria de los epitopos que son reconocidos por los anticuerpos neutralizantes, lo que la
convierte en el principal determinante del serotipo de EHDV. Investigaciones recientes han demostrado que la
proteina VP5 mejora la respuesta neutralizante inducida por VP2.

Actualmente, basandose en los recientes analisis genéticos y filogenéticos de las proteinas que conforman la
capside externa (VP2 y VP5) y de acuerdo con el Comité Internacional de Taxonomia de Virus, es posible identificar
oficialmente siete serotipos del virus (1,2,4,5,6,7 y 8). Es importante destacar que tanto el serotipo 3 y 9 (también
conocido como EHDV-318) no se han incluido en esta lista, debido a que estos han sido reclasificados como cepa
de EHDV-1 y EHDV-6, respectivamente. Asimismo, es relevante mencionar que el virus Ibaraki, hoy en dia se lo
clasifica como una cepa de EHDV-2(Brown-Joseph et al., 2019; Mahmoud et al., 2021).

Como herramienta de analisis evolutivos entre especies se utilizan los analisis filogenéticos. En términos
generales, se define arbol filogenético a aquella representacion grafica e hipotética de entidades biologicas que se
encuentran conectadas por un ancestro inmediato comtin. Hoy en dia, la mayoria de los arboles filogenéticos se
desarrollan a partir de datos moleculares, ya sea estas moléculas de ADN, ARN o proteinas. De manera global se
tiende a usar ADN cuando se analizan especies cercanamente emparentadas, ya que esta molécula nos provee de
informacion relevante del genotipo y fenotipo de las especies. Para realizar andlisis filogenéticos de especies
lejanamente emparentadas se trabaja también con secuencias de aminoacidos (proteinas) (Mendoza Revilla, 2012).
Actualmente, por medio de estas agrupaciones filogenéticas y distancias genéticas se ha reconocido siete serotipos
distintos del virus EHDV (Brown-Joseph et al., 2019; Sghaier et al., 2022).

1.3. Ecologia y Ciclos de transmision

Para comprender el ciclo de transmision del EHDV, es fundamental analizar el ciclo de vida de los mosquitos
hembra, comenzando por su ciclo gonotrofico. Este ciclo incluye diversos estados: nulipara, paritoria, gravida y
alimentada con sangre. Su importancia recae en los mosquitos en estado paritorio, ya que estos son los principales
transmisores de los virus BTV y EHDV. Por el contrario, los mosquitos nuliparas son de menor relevancia, pues aun
estos no se han alimentado de sangre, por lo que carecen de patogenos(Benn et al., 2024; Dinh et al., 2021).

Otro factor que se ha identificado como causa positiva para la transmision de EHDV, son los factores
ambientales como por ejemplo las altas temperaturas, ya que estas aumentan la capacidad de los artropodos para
transmitir cualquier virus. Hoy en dia se ha determinado que las temperaturas mas altas disminuyen el periodo de
incubacion extrinseca de los virus, provocando una transmision en intervalos de tiempo mas largos provocando mas
perdidas de las estimadas(Jiménez-Cabello et al., 2023).

Asimismo, la respuesta inmune generada en los hospedadores rumiantes susceptibles comienza cuando estos
son infectados por EHDV. El virus infecta principalmente las células dendriticas y los macrofagos, debido a que
estos facilitan el transporte del virus a los ganglios linfaticos regionales y es alli, donde se lleva a cabo la replicacion
primaria del virus, el cual luego se disemina a varios 6rganos, sobre todo al bazo y a los pulmones(Jiménez-Cabello
et al., 2023). De manera que, la respuesta inmune de los hospedadores susceptibles se basa en la secrecion de



citocinas proinflamatorias como la interleucina 1 (IL-1) y la interleucina 6 (IL-6), las cuales mejorar la patogénesis
viral. En otras palabras, se ha puede afirmar que los mediadores inflamatorios contribuyen a la gravedad de la
enfermedad clinica. Es importante destacar que la genética de la huésped relacionada con la respuesta inmune innata
probablemente juega un papel en el resultado de la enfermedad(Jiménez-Cabello et al., 2023).

Para entender sobre la ecologia de los mosquitos Culicoides nos hemos basado en la investigacion llevada a
cabo por Benn et al., (2024) el cual utiliz6 un modelo de ocupacion para estimar la abundancia de hembras péridas
(potencialmente transmisoras de virus) y gravidas (cargadas de huevos) de tres especies de Culicoides (C.
haematopotus, C. stellifer y C. venustus) en un rancho de vida silvestre en Florida durante las temporadas de
transmision de enfermedades hemorragicas (EHDV y BTV) en los afios 2015 y 2016.

Dentro de su investigacion ha podido evidenciar que la ecologia larvaria de estos virus es bastante variable,
abarcando habitats que van desde huecos de arboles htimedos hasta margenes de arroyos, lo cual indudablemente
dificult6 la identificacion precisa de la distribucion local de los virus en relacion con sus vectores. Asimismo, muestra
que un predictor mas preciso de la abundancia de mosquitos picadores puede ser una combinacién de covariables
como el tipo de habitat, la proximidad al agua, la proximidad a la alimentacion con sangre y el drenaje del suelo. Y
cabe mencionar que sus resultados muestran que es mas probable que los mosquitos gravidos aparezcan cerca de
sitios potenciales de oviposicion, como sustratos fangosos o arenosos en las orillas de estanques y arroyos, debido a
que estos les proporcionan la humedad necesaria para el desarrollo larvario, de manera que se puede razonar que el
tipo de habitat, el tipo de suelo y las areas limitrofes entre tipos de suelo bien y mal drenados pueden ser un fuerte
predictor de la abundancia de mosquitos gravidos.

Es importante sefialar que estos autores destacan la necesidad de comprender los patrones de abundancia de los
mosquitos Culicoides, ya que anticipar los picos en su poblacion facilitaria el desarrollo de estrategias eficaces para
el manejo de vectores. Estas estrategias podrian incluir la aplicacion de insecticidas especificos o modificaciones
del habitat para disminuir los lugares de reproduccion de los mosquitos. Ademas, considera primordial implementar
un manejo adecuado de los animales mediante la reubicacion de los comederos o ajustando la disponibilidad de
alimentos durante el dia. Finalmente, sugieren que el riesgo de EHDV y BTV para los ciervos no es aleatorio en el
paisaje, sino que esta correlacionado con la abundancia de mosquitos picadores especificos de la especie y su uso
del habitat.

1.3.1. Hospedadores y posibles reservorios vertebrados

De manera general podemos sefialar a los elefantes africanos y tapires, como hospedadores potenciales de
Orbivirus(Caixeta et al., 2024). Y de manera especifica podemos recalcar que entre los posibles hospedadores
intermedios de la enfermedad hemorragica epizoodtica se encuentran los rumiantes silvestre y domésticos. Dentro de
los rumiantes silvestres se ha determinado que el venado de cola blanca (Odocoileus virginianus) oriundo de
América del Norte, es el mas susceptible. A diferencia, los venados mulos, los venados de cola negra y los antilopes
berrendos que se ven menos afectados por el virus, teniendo mayores tasas de supervivencia(Rajko-Nenow et al.,
2019). Y dentro de los rumiantes domesticados se ha observado que afecta de manera especial al ganado bovino, el
cual presenta sintomas menos graves o asintomaticos(Casey et al., 2021; Sghaier et al., 2022), por lo tanto, se lo
considera como hospedador reservorio del virus(Brown-Joseph et al., 2019; Merrill et al., 2019). Cabe mencionar
que EHDV puede también infectar a ovejas, cabras, cerdos, alpacas y yaks (AXON VET, 2023).

A continuacion, se presenta la tabla 1, en la cual podemos observar los diferentes hospedadores identificados
como fuente de alimento de Culicoides spp.

Tabla 1. Hospedadores identificados en muestras de sangre de diferentes Culicoides spp.

Culicoides spp. Especies hopedadores como fuente de sangre
identificadas
Culicoides insignis Ciervo rojo (Cervus elaphus), Ciervo europeo en

barbecho (Dama dama), Chital (Axis axis), Ciervo
sambar (Cervus unicolor), Humano (Homo sapiens),
Paloma de collar rojo (Streptopelia tranquebarica),
Lagarto irani (Agamura Kermansis), Pescado
amazonico (Teleocichla MinDanensis), Cortecerito
(Certhia americana)

Culicoides debilipalpis Elefante de arbusto africano (Loxodonta africana),
Humano (Homo sapiens), Tapir sudamericano
(Tapirus terrestris)

Culicoides pusillus Humano (Homo sapiens)

Fuente(Caixeta et al., 2024)

1.3.2. Insectos vectores

El virus de la enfermedad hemorragica epizoodtica es transmitido por mosquitos hembra adultas de la familia
Ceratopogonodae, género Culicoides (ejem. Culicoides sonorensis, C insignis). Actualmente la distribucion
geografica tanto de BTV y EHDV en América del Norte depende en gran medida de la distribucion de Culicoides



sonorensis, vector principal de BTV y el unico vector confirmado de EHDV(Dinh et al., 2021; Rivera et al., 2021).
Sin embargo, aunque los mosquitos C. sonorensis son vectores confirmados del EHDV, la competencia vectorial
puede variar entre los distintos individuos. Hoy en dia, no se ha dilucidado los factores que subyacen a la
competencia del vector para el EHDV, pero se cree que entre estos factores se encuentran aquellos relacionados a
barreras fisicas (membrana peritrofica y tejidos del intestino medio), y los vinculados con el sistema inmunitario, es
decir, aquellas respuestas inmunes innatas y vias de ARNip. En insectos infectados, se ha reportado que el virus
debe atravesar y sobrevivir estas barreras fisicas e inmunes para alcanzar el hemocele y luego su posterior
diseminacion a los distintos tejidos del cuerpo(Nayduch et al., 2019).

Segun Caixeta et al., (2024) se ha podido identificar otras especies de Culicoides spp., como posibles vectores
de BTV y EHDV. En Brasil, estos resultados sefialan que existen dos vectores competentes para la transmision de
estos virus, los cuales son Culicoides insignis y Culicoides pusillus, y estos pueden estar presentes particularmente
en lugares con mamiferos, tanto en corrales o porquerizas. En los estados Minas Gerais y Maranhdo se identifico
que Culicoides insignis es el vector mas prevalente y el segundo vector mas frecuente es Culicoides pusillus.

Asimismo, Jiménez- Cabello et al., (2023) sefialan que dentro de las especies de Culicoides, posibles
responsables de la transmision de EHDV, se encuentran las siguientes: Culicoides imicola, Culicoides sonorensis,
Culicoides obsoletus, Culicoides brevitarsis, Culicoides mohave'y Culicoides oxystoma, entre otras.

1.4. Epidemiologia, distribucion, signos, identificacion

Actualmente, se conoce que EHDV esta ampliamente distribuido en varias regiones templadas y tropicales de
América del Norte, América del Sur, Australia, Asia y Africa(Rodrigues et al., 2022). Sin embargo, se sabe que
EHDV es endémico en partes de América del Norte, Australia y ciertos paises de Asia y Africa. En el presente,
EHDV ha sido aislado en América del Norte, América del Sur, Africa, Asia, Oriente Medio y Oceania (figura 2)
(Jiménez-Cabello et al., 2023).

Investigaciones recientes indican que de los siete serotipos de EHDV identificados, EHDV-1, EHDV-2 y
EHDV-6 son endémicos en varias areas de América del Norte, América del Sury la Cuenca del Caribe. Sin embargo,
los serotipos de EHDV-1 y EHDV-6 son tnicamente endémicos de Estados Unidos tanto en rumiantes salvajes y
domésticos. Asimismo, el serotipo de EHDV-2 es exclusivamente reconocido como endémico del sureste de Estados
Unidos(Brown-Joseph et al., 2019; Rajko-Nenow et al., 2019).

A continuacion, se detalla la distribucion mundial de los diferentes serotipos de EHDV, la misma que se podra
visualizar de mejor manera en la figura 2.

Tabla 2. Distribucion mundial de los diferentes serotipos de EHDV

Serotipo identificado Lugar de identificacién
EHDV-1,-2,-6 Turquia
EHDV-6 Argelia, Marruecos y Tunez
EHDV-7 Israel y Jordania
EHDV-1,-2,-5,-6,-7y -8 Australia
EHDV-2y -7 Japon
EHDV-5 y -6 (aislados de insectos Japon
vectores Culicoides)

EHDV-1,-5,-6,-7y -8 China
EHDV-8 Tunez y Australia
EHDV-1 Egipto

EHDV-2y -6 Oman
EHDV-5y -6 Sudén
EHDV-1y 4 Nigeria
EHDV-6 Libia
EHDV-6y -8 Tlnez
EHDV-6 isla de Mayotte
EHDV-6y -7 Guayana Francesa
EHDV-1 Ecuador
EHDV-6 Trinidad
EHDV-1,-6y -7 Israel

Fuente (Jiménez-Cabello et al., 2023)
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Figura 2. Epidemiologia del virus de la enfermedad hemorragica epizootica a nivel global y en Europa. En la seccion
superior, se destacan las areas con brotes de EHDV o evidencia serologica, mientras que en la parte inferior se
representan las regiones afectadas de Italia y Espafia, junto con los serotipos especificos identificados en cada pais
[Recuperado de (Jiménez-Cabello et al., 2023)].

En Israel, en el afio 2006 los brotes de EHDV-7 en bovinos provocaron pérdidas econdomicas significativas las
cuales perjudicaron a 83 rebafios lecheros y 22 rebafios de carne, es importante resaltar que estos brotes presentaban
tasas de morbilidad (desde 5% al 80%) y tasas de mortalidad inferiores al 1%(Kedmi et al., 2010; Mahmoud et al.,
2021).

Hasta el 5 de abril de 2024, varios paises europeos habian reportado brotes de enfermedad hemorragica
epizoodtica en ganado bovino. En Italia, Espafia, Portugal y Francia se han registrado un total de 16, 274, 79 y 225
brotes, respectivamente (Spedicato et al., 2024). Por otra parte, el 16 de septiembre de 2024, la Comunidad
Autonoma de Cantabria confirmo6 que 850 animales habian contraido la enfermedad, con un saldo de 119 muertes.
En términos generales, de las 254,606 cabezas de ganado registradas en Cantabria, 253,448 se encuentran sanas,
mientras que 1,010 han sido afectadas por la EHD y 147 han fallecido. Se ha sefialado también que hay 556
explotaciones ganaderas en la region que han recibido la vacuna contra el serotipo 8 (Fundacion i0, 2024). Es crucial
que las medidas de control y prevencion se mantengan vigentes para mitigar el impacto de esta enfermedad en la
ganaderia.

Entre los signos que pueden abarcar esta enfermedad estan aquellas enfermedades de caracter subclinicas y
enfermedades clinicas graves. Entre los sintomas se encuentra fiebre alta, letargo, edema, ulceraciones de la
almohadilla dental y la mucosa oral, hemorragias en el corazon, en los pulmones, en los principales vasos sanguineos
y en otros tejidos. También se ha reportado la presencia de anorexia, seguida de rumia reducida, debilidad y marcha
rigida. Sin embargo, el signo clinico mas importante es la produccion reducida de leche, siendo esta una de las



principales razones de las pérdidas econdmicas debido a la infeccion por EHDV(Kedmi et al., 2010). Estos signos
clinicos dependeran de la especie, la raza, la edad y el estado inmunitario de los rumiantes. Es decir, sera necesario
comprender la fisiologia, inmunologia y genética de las especies rumiantes susceptibles; ademas de estudiar la
ecologia de los insectos vectores(Rivera et al., 2021).

La deteccion de EHDV se ha llevado a cabo mediante ensayos moleculares dirigidos a los segmentos
conservados del genoma 5, 7 y/o 10 (genes NS1, VP7 y/o NS3, respectivamente), por lo tanto, se utiliza cebadores
y sondas especificos de la especie/serogrupo de los virus. También se han desarrollado ensayos moleculares
convencionales basados en RT-PCR para identificar tipos individuales de EHDV, de forma mas rapida y fiable que
mediante métodos seroldgicos convencionales(Maan et al., 2017).

1.5. Vacuna: aproximacion clasica y reciente

Hoy en dia el virus de la enfermedad hemorragica epizoodtica (EHDV) representa un desafio econdémico
considerable para la produccion ganadera. Por ejemplo, en Europa actualmente no existen vacunas autorizadas para
el control de EHDYV, lo cual ha limitado los esfuerzos para frenar su propagacion y sus efectos negativos. Sin
embargo, a diferencia de Europa, en Japon se han desarrollado dos tipos de vacunas. La primera es una vacuna
inactivada dual y la segunda es una vacuna viva monovalente utilizadas tanto para la fiebre efimera bovina como
para EHDYV serotipo 2. Por otro lado, en los Estados Unidos, se producen vacunas autdgenas inactivadas a partir de
cepas de EHDV de ciervos afectados, aunque su eficacia varia. Como se puede apreciar se han investigado diferentes
plataformas de vacunacion contra el EHDV, pero a pesar de ello no se ha podido confirmar su efectividad en
hospedadores silvestres(Jiménez-Cabello et al., 2023; Spedicato et al., 2024).

Es importante resalta que las vacunas de proxima generacion deben permitir la diferenciacion entre animales
infectados naturalmente y vacunados (DIVA). Ademas, es necesario que estas nuevas vacunas ofrezcan proteccion
contra los multiples serotipos de EHDV, ya que es probable que se expandan a areas no endémicas. Hasta ahora, las
vacunas desarrolladas se basan en la proteina VP2 recombinante del EHDV-2, la cual ha mostrado resultados
alentadores en términos de inmunogenicidad y proteccion en ciervos de cola blanca (WTD). La inmunizacion con
esta vacuna ha logrado prevenir la enfermedad clinica y la viremia(Jiménez-Cabello et al., 2023).

Las respuestas inmunitarias que se producen a partir de la vacunacion y durante la recuperacion de infecciones
por orbivirus, como el virus de la lengua azul y el virus de la enfermedad hemorragica epizodtica, abarcan la
formacion de anticuerpos neutralizantes que atacan la proteina VP2, asi como anticuerpos no neutralizantes dirigidos
a otras proteinas del virus. Los elementos antigénicos responsables de esta neutralizacion se localizan en la proteina
VP2 de la envoltura viral, desempefiando un papel crucial en la defensa inmunitaria. La respuesta inmune que se
genera tras la vacunacion es significativa, ya que tiene el poder de limitar tanto la cantidad como la duracion de la
viremia, lo que resulta crucial para prevenir la infeccion en los mosquitos y, de este modo, evitar la transmision del
virus a animales susceptibles. Es importante destacar que la proteina VPS5, también localizada en la envoltura viral,
posee una notable capacidad para modificar la estructura de los epitopos de la proteina VP2, lo que podria influir de
manera importante en la respuesta inmune generada(McVey & MacLachlan, 2015).

En el ambito de los avances cientificos, se destacan diversas iniciativas relevantes, como las que se estan
llevando a cabo en los EE. UU., donde actualmente se realizan pruebas de campo y se desarrollan vacunas bivalentes
y multivalentes. Se ha propuesto también utilizar plataformas de vacunas ya consolidadas para crear nuevas
soluciones contra el EHDV. A su vez, diferentes investigaciones exploran la generacion de particulas similares a
virus (VLP) y otros enfoques innovadores, incluyendo vacunas vivas atenuadas no replicativas. Aunque algunas de
estas estrategias han mostrado resultados prometedores, como la produccion de VLP a partir de plantas, atin no han
logrado una comercializacion efectiva debido a problemas de costo. A esto se suma el reciente aumento en la
investigacion de vacunas de proxima generacion contra el EHDV, motivado por los primeros casos de EHDV-8 en
la Union Europea. La fluctuante epidemiologia del virus ha llevado a los cientificos a considerar enfoques
multiserotipicos en la vacunacion. Las respuestas inmunitarias surgidas de la infecciéon o la vacunaciéon contra
orbivirus incluyen anticuerpos neutralizantes centrados en la proteina VP2, asi como respuestas citotoxicas dirigidas
a otras proteinas virales. Investigaciones recientes han revelado epitopos compartidos entre las proteinas VP7 y VP5
de EHDV y BTV, lo que sugiere similitudes inmunoldgicas entre ambas. Ademas, experimentos realizados con
ganado convaleciente han demostrado que la exposicion a un orbivirus no afecta la replicacion viral del otro; sin
embargo, se requieren mas estudios para comprender la reactividad y la posible proteccion cruzada entre los
antigenos de EHDV y BTV(Jiménez-Cabello et al., 2023).

1.6. EHDV en Ecuador

En el Ecuador, se ha identificado el serotipo EHDV-1 en ganado bovino (Rivera et al., 2021; Vinueza et al.,
2019). Sin embargo, en este pais existe una gran controversia, debido a que dentro de la resolucion 0008 de la
Agencia de Regulacion y Control Fito y Zoosanitario esta enfermedad ha sido calificada como una enfermedad de
notificacion o declaracion obligatoria, mas no como una enfermedad de control oficial. Por ello, el sistema de control
Fito y Zoosanitario no tiene la capacidad de disefiar lineamientos técnicos o programas sanitarios eficientes (Agencia
de Regulacion y Control Fito y Zoosanitario, 2020). Ademas, no existe presupuesto para desarrollar programas de
vigilancia, que lleve consigo campafias de pruebas sanitarias y vacunacion. Sin duda, este inconveniente se ha
convertido un causante de pérdidas econdmicas a nivel nacional y mundial. Es por ello, por lo que se es necesario



comprender la epidemiologia evolutiva global de estos virus para disefiar programas de vigilancia y control, los
cuales estaran bajo la responsabilidad de los entes gubernamentales (Maldonado Orbe, 2023).

Es importante sefialar que Ecuador es un pais floricola, agricola, y pecuario. Por esta razén, es importante
establecer estos lineamientos técnicos y programas sanitarios; ya que, segun el Instituto Nacional de Estadistica y
Censos en el afio 2022, se reportd una existencia de 3.860.493 cabezas de ganado vacuno; 551, 960 cabezas de
ganado ovino y 93,24 cabezas de ganado porcino. Como se puede observar nuestra economia depende también del
sector pecuario y, por lo tanto, cualquier mal control y/o vigilancia podria disminuir la producciéon de carne, leche y
sus derivados.

Finalmente, podemos senalar que a través de diversas investigaciones se ha podido establecer la relacion entre
las enfermedades/patdgenos de transmision vectorial (ETV), con los factores evolutivos y eco-epidemiologicos, los
cuales establecen patrones filogenéticos que explican los mecanismos de emergencia o reemergencia de las
enfermedades hemorrdgicas. También, se podria demostrar que los aislados de EHDV presentan una diversidad y
estructura filogenética que muestran clados taxondmicos concordantes con la identificacion serologica (serotipos)
y, también con patrones evolutivos (cambios mutacionales apomoficos) que se correlacionan con su patron
biogeografico.

Por lo tanto, nuestro objetivo principal fue inferir las relaciones evolutivas de genotipos virales de EHDV-
genVP2, in silico, para determinar patrones taxonomicos relacionados con la correlacion genotipo-fenotipo
(serotipos), y filogeograficos de epidemiologia molecular relacionados con su origen y trazas de movilidad e
introduccion, mientras que nuestra hipotesis de trabajo plantea que debe existir una estructura filogeografica que
permita establecer un posible origen geografico del virus, regiones de evolucion in situ, patrones de intercambio o
introduccion viral, asi como una plataforma de taxonomia molecular mediante las secuencias del gen VP2.

2. Materiales y Métodos

Se realiz6 un muestreo de secuencias del gen VP2 de la capside viral de EHDV, considerando varios criterios
de inclusion: 1-la mayor amplitud geografica posible de manera de representar a los cinco continente y paises donde
se han dado brotes, 2- El gen completo tiene un tamaio de 2,965 pb pero no existen una gran representacion con el
gen completo y el criterio 1, por tanto se realiz6 una inclusion de porciones del gen que cumpliera con este criterio,
3. Se incluyeron secuencias VP con informacion completa en cuanto a: pais, hospedador.

Se construy6 una matriz con el mayor numero de secuencias, se alinearon por homologia y se cortaron aquellas
porciones se amplificaron con distintos primers y que no alineaban por tamafio de amplicon.

La matriz de alineamiento se obtuvo por medio del software MacVector, 18.7.6, con el algoritmo ClustalW;
parametros de alineamiento buscando homologia posicionales de GOP:30.0, GEP: 10.0, utilizando 71 secuencias de
ADN muestradas en genbank (NCBI) del gen VP2 de la Céapside, obteniendo una matriz final de una longitud de
910 pb, proveniente de 19 paises en cinco continentes.

Se incluyeron cuatro Orbivirus de referencia (grupos hermanos y outgroup). El grupo hermano esta conformado
por el virus de Changuinola (CGLV), virus Ibaraki (IBV) y el virus de la lengua azul (BTV). El outgroup
seleccionado por relacion taxondmica fue el virus de la peste equina africana (AHSV), Anexo Al (Tabla 1)

Las construcciones filogenéticas se realizaron con Paup4.05build169, con optimizaciones de Maxima
Parsimonia (MP), 1.000 réplicas-adicion al azar, TBR para barrido de ramas y busqueda de islas de arboles, y
repesado mediante indice de consistencia recalculado; la construccién con Méaxima Verosimilitud, MV(Maximum
Likelihood), se realiz6 con el modelo de sustitucion-GTR+G (calculado por ModelTest, via MEGAX).

El apoyo de ramas o clados se obtuvo Bootstraping 1.000 pseudoréplicas para significancia estadistica de clados
con base en el 100%. Que se muestran el la base de las ramas. Tanto MP como MV arrojaron arboles de igual
topologia.

Resultados y Discusion

3.1. Filogeografia y estructura filogenética

Hoy en dia, se sabe que los Orbivirus son categorizados segun sus caracteristicas morfologicas, seroldgicas y
fisicoquimicas; en este contexto, las relaciones filogenéticas entre EHDV, BTV, CGLV y AHSV, analizadas en esta
investigacion, corroboran su clasificacion actual dentro del mismo género Orbivirus, que pertenece a la familia
Reoviridae. En la actualidad, se reconoce que esta familia comprende 22 especies virales, entre las cuales se incluyen
EHDV, BTV, CGLV y AHSV, ademas de 10 virus no clasificados o no asignados (Silva et al., 2013, 2014).

En la figura 3, se resaltan varios aspectos de gran relevancia. En primer lugar, se evidencia la monofilia de
EHDV en comparacion con el virus de la peste porcina. Ademas, se identifican los virus de Ibaraki, Changuinola y
BTV como grupos externos y parientes cercanos de EHDV. Sin embargo, este hallazgo sobre el virus Ibaraki
contradice las afirmaciones previas realizadas por Brown-Joseph et al. (2019) y Mahmoud et al. (2021), quienes
clasificaron a este virus dentro del serotipo 2. Segin nuestro analisis, el virus Ibaraki es, en realidad, distinto del
complejo de serotipos de EHDV, lo que sugiere una posible inexactitud en las conclusiones de esos estudios.



En tercer lugar, se resalta que la secuencia de EHDV serotipo 2, aislada de un ciervo en EE. UU. (cédigo
MG737845.1), se posiciona como externa y parafilética, lo que sugiere la posible existencia de un virus distinto y
no identificado que difiere del clado EHDV y se relaciona con los grupos hermanos IBKV, Changuinola y BTV.

Por ultimo, se observa que ¢l clado EHDV, denominado aqui como complejo viral EHDV, se divide en dos
linajes principales: el linaje A, que abarca secuencias de Australia, Africa, Estados Unidos, el Caribe y América del
Sur (equivalente al linaje occidental o "Western" segin Anthony et al. (2010)), y el linaje B, que incluye secuencias
de Australia, Oriente Medio, el Mediterraneo y Europa (equivalente al linaje oriental o "Eastern" por Anthony et al.
(2010)). Cabe destacar que ambos linajes incluyen secuencias procedentes de Australia.
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Figura 3. Analisis de la Filogenia de EHDV y linajes monofiléticos. El arbol fue construido bajo el criterio de
Parsimonia Méaxima. Los valores de bootstrap para el apoyo de ramas o clados se muestra sobre las ramas. Se
muestran en verde y azul los dos grandes linajes, asi como los grupos de referencia.



En la Figura 4, la estructura filogenética y la topologia del arbol revelan diferentes subclados dentro de los
linajes A y B, que se correlacionan con la identificacion serologica (serotipos) conocidos, evidenciando una relacion
significativa entre el genotipo viral (ADN) y el fenotipo viral (serotipos determinados inmunologicamente), en
funcion del gen VP2, que actiia como inductor de anticuerpos neutralizantes y facilita el reconocimiento y la entrada
del virus en las células del hospedador.

Adicionalmente, se identifican dos subclados monofiléticos que son basales para A2 (serotipo 1) y A5 (serotipo
2), designados como Al, correspondiente a China, y A4, correspondiente a Japon, respectivamente. Esto confirma
la existencia de dos nuevos serotipos, como lo sugieren los estudios de Yang et al. (2020) en China y Shirafuji et al.
(2017) en Japon sin una comprobacion filogenética.

El subclado A2 (serotipo 1) incluye secuencias de los siguientes paises: China, Egipto, Nigeria, Ecuador,
Estados Unidos (Nueva Jersey), Francia (Guayana), Francia (Isla de Reunion) y Australia. Por otro lado, el subclado
A5 (serotipo 2) abarca secuencias de Francia (Isla de Guadalupe), Estados Unidos de los estados de Dakota del Sur,
Nebraska, lowa, Ohio, Indiana, Minnesota, Misuri, asi como de Canada (Alberta), Australia y Japon.
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Figura 4. Correlacion de clados genotipo vs fenotipo (serotipos). El arbol fue construido bajo el criterio de
Parsimonia Maxima. Las lineas rojas muestran los nuevos serotipos de China y Japén. Los subclados se
correlacionan con serotipos.



En la figura 5 se observan y se destacan las relaciones evolutivas entre las secuencias de Espaiia, Italia y Francia
(serotipo 8), que se encuentran en politomia con secuencias de Tunez y el norte de Africa, lo que sugiere una posible
via de introduccion del virus o de relacion de intercambio comercial. Del mismo modo, se muestra una conexion
entre la secuencia de Ecuador y la de Estados Unidos.

Todos los subclados incluyen secuencias de Australia, en su mayoria basales/ancestrales, lo que sugiere un
posible origen ancestral tinico del complejo EHDV en esta region, junto con la evolucion in situ de serotipos y
posterior introduccion a otras areas. Las divergencias calculadas entre clados y subclados apuntan a la existencia de
un complejo viral similar a un nivel de especies virales, como las divergencias entre los virus hermanos y EDHV.
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Figura 5. Relacion filogenética de secuencias de interés. El arbol fue construido bajo el criterio de
Parsimonia. En verde se muestra la ubicacion en la topologia de las secuencias de Australia. En rojo se resaltan
secuencias de importacia como la de Ecuador y las de Espaiia, Italia, Francia y Ttnez.

3.2. Redes de haplotipos

Los haplotipos se muestran utilizando circulos, donde el tamafio de cada circulo es proporcional al numero de
individuos que representan. El nimero de mutaciones entre los haplotipos se sefiala entre paréntesis a lo largo de las
ramas. Los distintos colores empleados indican diferentes periodos temporales, mientras que los haplotipos que no
estan presentes se representan con pequefios puntos negros (Salado et al., 2023; Waclawik et al., 2021).

Las figuras 6a y 6b fueron generadas a partir de secuencias del gen que codifica la proteina VP2 del virus
EHDV, organizandose en grupos que corresponden a los distintos serotipos, dando como resultado 43 haplotipos.



Con relacién a nuestro pais, se puede resaltar que el haplotipo HO3 de Ecuador muestra una conexién molecular
con los haplotipos estadounidenses. Es importante destacar que los haplotipos de EE. UU., son predominantemente
mayores en tamafio, debido a la mayor diversidad de serotipos que los componen, siendo el haplotipo 08 el mas
extenso. Por otro lado, la figura 6b indica que el haplotipo H34 (representado en amarillo y azul), compuesto por
secuencias de Espaiia y Francia, tiene un origen molecular asociado a dos mutaciones derivadas de H33 o H35 de
Tunez, lo que sugiere una posible introduccion al sur de Europa. Ademas, podemos ver que no se encuentran
diferencias significativas en comparacion con las secuencias de Italia, ya que todas pertenecen al mismo haplotipo.
Es fundamental sefialar que el haplotipo mas grande en este contexto es el H33.

10 samples

1 sample

France
China
USA
Israel
Egypt
Ecuador
Nigeria
Australia
Canada
Japan

(206)

20)

@3.0)/® \

HO03 (2)
s H31 10)
(99)

(1) 41

103 N3

0000000000

18) o

@ 382) (9)

H40

Fig.6a. Red de haplotipos Linaje A. Esta red fue construida con el software PopArt-TCS. El tamaiio de los
circulos representa la frecuencia de cada haplotipo. Los colores representan el pais. Los nimeros en las lineas son
el mimero de cambios mutacionales entre haplotipos. HO3 haplotipo de Ecuador.
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Fig. 6b. Red de haplotipos Linaje B. Esta red fue construida con el software PopArt-TCS. EI tamafio de los
circulos representa la frecuencia de cada haplotipo. Los colores representan el pais. Los niimeros en las lineas son
el nimero de cambios mutacionales entre haplotipos. Se muestran las conexiones entre las secuencias de Tunez
con Espafia, Italia y Francia.

Actualmente, se ha determinado que la distribucion del EHDV en los diferentes continentes se atribuye a una
variedad de actividades humanas, como la comercializacion de carnes, la importacion y exportacion de ganado, asi
como a condiciones ambientales, especialmente el viento y la migracion de aves (Dusek et al., 2009; Faruk et al.,
2022; Guimardes Alves et al., 2021; Jiménez-Cabello et al., 2023). Estos factores han llevado a que la enfermedad
hemorragica epizodtica (EHD) ahora se la considere endémica en Estados Unidos, Australia y en algunas regiones
de Africa y Asia (AXON VET, 2023).

Asimismo, podemos resaltar que la presencia de nuevos serotipos de EHDV, se debe a los procesos de la
mutacion y la recombinacion genética, caracteristica de los virus de ARN. Estos procesos contribuyen



significativamente a dicha diversidad genética. Hoy en dia, se sabe que la diversidad de EHDV/BTV est4 asociada
con la reordenacion de segmentos del gen viral durante las coinfecciones (con mas de una cepa de virus) en células
hospedadoras o en sus vectores, lo cual conducen al cambio genético. Esto explicaria la posible evolucion in situ de
los diferentes serotipos identificados en cada continente (Rivera et al., 2021).

Indicado lo anterior, podemos explicar la presencia de los dos nuevos serotipos identificados por Yang et al.
(2020) en China y Shirafuji et al. (2017) en Japon. Estas secuencias las hemos incluido en nuestro analisis
filogenético y los resultados nos platean dos serotipos nuevos (subclado 1 y subclado 4, figura 4), los cuales
presentan una alta divergencia genética, tal cual lo indica los autores antes mencionados.

Asimismo, podemos relacionar los procesos de mutacion y el reordenamiento de segmentos del gen viral con
el nimero de mutaciones que se presentan en los haplotipos (figura 6a y 6b). El nimero de mutaciones se sefiala
entre paréntesis a lo largo de las ramas.

Dentro de los resultados mostrados dentro la figura 6a se puede resaltar que el haplotipo HO3 de Ecuador
muestra una conexion molecular con los haplotipos estadounidenses. Y en la figura 6b podemos sefialar que el
haplotipo H34 (representado en amarillo y azul), compuesto por secuencias de Espafia y Francia, tiene un origen
molecular asociado a dos mutaciones derivadas de H33 o H35 de Tunez, lo que sugiere una posible introduccion al
sur de Europa.

Por otro lado, podemos resaltar el establecimiento de la relacion de genotipo/fenotipo de los serotipos
seleccionados. Esta relacion se establece debido a la identificacion de similitud de nucledtidos y de aminoacidos del
segmento 2 del virus EHDV, obtenido del analisis filogenético realizado. Seguin, Shirafuji et al. (2017) los serotipos
se los clasifica debido a la similitud de nucleo6tidos y aminoacidos presentes en los diferentes segmentos del virus.

Con respecto a las secuencias basales identificadas en la figura 5, se puede sefialar que hallazgos recientes
indican que los serotipos encontrados tienen un ancestro comun con los serotipos australianos, como sefala el
analisis coalescente bayesiano de las secuencias de VP2 de EHDV-6 llevado a cabo por Brown-Joseph et al. y Rajko-
Nenow et al. (2019). Este analisis respalda la hipotesis de que el ancestro comtin mas reciente (MRCA) de los linajes
en América y el Caribe se origind en Australia, estimdndose que este MRCA del topotipo oriental de VP2 existio
aproximadamente hace 93,9 afios. Asimismo, Rajko-Nenow et al. (2019) indican que la divergencia del prototipo
australiano se produjo alrededor de 1966. Citado lo anterior podemos entender del por qué en cada clado y subclado
tenemos secuencias basales de Australia (figura 5).

Finalmente, podemos sefialar y resaltar los resultados encontrados respecto al virus Ibaraki. Nuestros hallazgos
han demostrado que este virus no presenta ninguna relacion con EHDV- 2. Por lo tanto, nuestros resultados
contradicen las afirmaciones realizadas por Brown-Joseph et al. (2019) y Mahmoud et al. (2021), quienes
clasificaron a este virus dentro del serotipo 2.

5. Conclusiones

La presente investigacion revela hallazgos significativos sobre EHDV, destacando la existencia de dos linajes
evolutivos. Y la correlacion entre el genotipo viral (subclados) y los serotipos establecidos (fenotipo), asociado a la
funcion del gen VP2 (inductor de anticuerpos neutralizantes y reconocimiento-entrada a célula del hospedador). De
igual manera, se evidencia dos nuevos subclados con una divergencia al nivel de nuevos serotipos (Japon subclados
A4 y China subclado A1l).

También, se puede observar que las secuencias de Espafia, Italia y Francia (serotipo 8) se encuentran en
politomia con secuencias de Tinez y el norte de Africa, lo cual nos indicaria una posible via de introduccion del
virus. Asimismo, podemos determinar que la secuencia de Ecuador presenta conexiones moleculares con Estados
Unidos.

Todos los subclados analizados incluyen secuencias de Australia, predominantemente basales o ancestrales, lo
que sugiere no solo un posible origen de EHDV, sino también la evolucion in situ de los serotipos y su introduccion
en otras regiones. Las divergencias observadas entre clados y subclados parecen indicar la existencia de un complejo
viral a nivel de especies virales.

Se determinaron 43 haplotipos de EHDV. El haplotipo H34, compartido entre Espafia y Francia, tiene un origen
molecular sustentado por dos mutaciones derivadas del haplotipo H33 o H35 de Tunez, lo que proporciona indicios
sobre una posible ruta de introduccion hacia el sur de Europa. Ademas, se documenta el haplotipo HO3 de Ecuador,
que presenta una conexion molecular con Estados Unidos.

Finalmente, nuestros resultados destacan el analisis del virus Ibaraki, ya que se ha demostrado que este virus
no guarda ninguna relaciéon con EHDV-2, lo que contradice las afirmaciones realizadas por Brown-Joseph et al.
(2019) y Mahmoud et al. (2021), quienes clasificaron a este virus dentro del serotipo 2.
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Anexo 1

Tabla 1. Informacion de las secuencias obtenidas en el GenBank NCBI del virus EHDV, BTV y de los grupos externos para el
establecimiento de similitud filogenético entre diferentes serotipos.

Ne Gen Molécula Serotipo Tamaiio (pb) Hospedero Pais GenBank
1 VP2 ARN gendmico 8 2936  Cervus elaphus barbarus  Tunisia: Ghardimaou OP897561.1
2 VP2 ARN gendmico 8 2965  Bos tauro Tunisia: Thala OP897541.1
3 VP2 ARN gendmico 8 2965  Bos tauro Tunisia: Siliana OP897531.1
4 VP2 ARN gendmico 8 2965  Bos tauro Italy: Sardinia OP897276.1
5 VP2 ARN gendmico 8 2965  Bos tauro Tunisia OP381191.1
6 VP2 ARN gendmico 8 2965 bovino France: Atlantic Loire PP199342.1
7 VP2 ARN gendémico 8 2965  bovino France: Pyrenees-Atlantiques PP199322.1
8§ VP2 ARN gendémico 8 879  Ciervo Spain: Seville PP416265.1
9 VP2 ARN gendmico 8 869  Ciervo Spain: Ciudad Real PP416264.1

10 VP2  ARN genémico 7 3002  Culicoides orientalis gﬁii;;;“nnm Province, OM953814.1
11 VP2  ARN genémico 1 2968  Culicoides sp gﬁii;;;“nnm Province, OM953792.1
12 VP2 ARN gendmico 6 2919  Odocoileus virginianus USA MG886401.1
13 VP2 ARN gendmico 7 2920  Bos tauro Israel JQ070178.1
14 VP2 ARN gendémico 8 869  Ciervo Spain: Basque Country PP416270.1
15 VP2 ARN gendmico 8 2936  Culicoides sp. Tunisia: Tozeur 0OP937332.1
16 VP2 ARN gendmico 8 2965  Bos tauro Tunisia: Nebeur OP897501.1
17 VP2 ARN gendémico 7 3002  Ganado China MK656454.1
18 VP2 ARN gendémico 1 2968 Bovino Ecuador: Camal Santo Domingo ~ KX442582.1
19 VP2 ARN gendémico 1 2968 - United States: New Jersey AM744978.1
20 VP2 ARN gendémico - 2916  Cérvidos sp. USA KF570114.1
21 VP2 ARN gendémico 1 2916  Ganado France: Guyana JQ436732.1
22 VP2 ARN gendmico 1 2968  desconocido Nigeria AM745008.1
23 VP2 ARN gendémico 1 2916  Ganado France: Reunion Island JX965387.1
24 VP2 ARN gendémico 1 2968 Ganado Australia HM156728.1
25 VP2 ARN gendémico 2 2949  Ganado France: Guadeloupe Island JX965386.1
ARN gendmico
26 VP2 GRUPO 2 3215  Equus caballus South Africa OL581625.1
EXTERNO
ARN genético
27 VP2 GRUPO - 3607  Papalotillas Panama KY764790.1
EXTERNO
28 VP2 &lélf/)genéﬁco 9 2921  Bovino Ecuador: Aluriquin KX442583.1
29 VP2 &%If/)ge“éﬁc" 13 2935  Bovino Ecuador: Aluriquin KX442584.1
30 VP2 ARN genético 6 2919  Odocoileus virginianus USA PP336420.1
31 VP2 ARN genético 8 2936  Cervus elaphus barbarus  Tunisia: Ghardimaou OP897551.1
32 VP2 ARN genético 8 2965  Bos taurus Tunisia: Jelma OP897521.1
33 VP2 ARN genético 8 2965  Bos taurus Tunisia: Sidi El Heni OP897511.1
34 VP2 ARN genético 8 2965  Bos taurus Italy: Sardinia 0OP897266.1
35 VP2 ARN genético 6 2919  Bovino France HQ222817.1
36 VP2 ARN genético 3909  cervidae USA MG737845.1
37 VP2 ARN genético - 2949  cervidae USA MG737835.1
38 VP2 ARN genético - 2916  cervidae USA MG737825.1
39 VP2 ARN genético 1 2968 - USA:New Jersey NC_013397.1
40 VP2  ARN genético 6 2971 - Bahréin AM745068.1




41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61

62

63
64
65
66

67

68

69
70

71

VP2
VP2
VP2
VP2
VP2
VP2
VP2
VP2
VP2
VP2
VP2
VP2
VP2
VP2
VP2
VP2
VP2
VP2
VP2
VP2
VP2

VP2

VP2
VP2
VP2
VP2

VP2

VP2

VP2

VP2

VP2

ARN genético
ARN genético
ARN genético
ARN genético
ARN genético
ARN genético
ARN genético
ARN genético
ARN genético
ARN genético
ARN genético
ARN genético
ARN genético
ARN genético
ARN genético
ARN genético
ARN genético
ARN genético
ARN genético
ARN genético
ARN genético
ARN genético
ARN genético
ARN genético
ARN genético

ARN genético

ARN genético
(BTV)

ARN genético
(BTV)

ARN genético
ARN genético

ARN genético

(NSRS TS N 2 I S I SR SR ST S N S - T S R Y e N S R S ]

3002
2965
3002
3002
2971
3019
3017
3002
2971
3002
3002
3002
3002
3002
3002
3002
3002
3002
3002
3003
3002

3002

3002
3002
3002
3002

2927

2939

2979
1336

1839

Ganado
Ganado
Ganado
Bisonte
Ganado
Ganado
Ganado
Ganado
Ganado
Ganado
Ganado
Ganado

Ganado

Ganado
Ganado
Bos taurus

Bos taurus

Bovino

Bovino

Ganado

Hydropotes inermis
argyropus

Ganado

Australia

Australia
Canada:Alberta
Australia

Australia

Australia

Nigeria

Japan

USA: Illinois

USA: Ohio

USA: Indiana
USA: South Dakota
USA: South Dakota
USA: South Dakota
USA: Nebraska
USA: Nebraska
USA: South Dakota
USA: Iowa

USA: Minnesota
USA: Nebraska

USA: Nebraska
USA: South Dakota

USA: Iowa

USA: Missouri
Japan ON-23: E:06
Japan 2006

Ecuador: Cotundo

Francia: Craon, Mayenne

China YNDH: V079:2018
Japan: Ibaraki

Egypt: Bani Suwayf

AM745048.1
AM745058.1
AM744998.1
AM744988.1
AM745038.1
AM745028.1
AM745018.1
AM745078.1
MH845390.1
MH845380.1
MH845370.1
MH845360.1
MH845350.1
MH845340.1
MH845330.1
MH845320.1
MH845310.1
MH845300.1
MH845290.1
MH845280.1
MH845270.1
MH845260.1
MH845250.1
MH845240.1
L.C202948.1

L.C202944.1

KXX442585.

OR500245.1

MN418446.1
PP316609.1

MH706767.1

—_

! Las secuencias 26 y 27 representan a los virus que establecidos como grupos externos; y las secuencias 28,29,67 y 68 pertenecen

al virus de la lengua azul (BTV).
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