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Introduccion

La Hepatitis E, es conocida como hepatitis no A, no B de transmisién entérica y donde el Virus de la
Hepatitis E (VHE) es el responsable de la infeccidn. Sus caracteristicas clinicas y epidemioldgicas en
humanos son las de una hepatitis aguda (Emerson y Purcell, 2003). La infeccion es transmitida por
via fecal-oral y principalmente ocurre a través de aguas contaminadas con heces, puede
manifestarse en forma de casos esporadicos como de brotes epidémicos. Estos casos ocurren con
mayor frecuencia en areas con condiciones sanitarias y suministro de aguas inadecuados, y se
presenta como la causa principal de hepatitis aguda (Kabrane-Lazizi et al., 1999)

El primer brote documentado de VHE fue registrado en Delhi (India) entre 1955 y 1956, en él se
pudieron registrar29.000 casos de hepatitis ictérica, sin embargo, fueron atribuidos a una
infeccidn por el virus de la hepatitis A (VHA). Posteriormente, se confirmd que este brote se debia
a infeccidon por VHE. Este brote fue causado por aguas contaminadas con heces, de origen
residual, vertidas al rio que suministraba el agua a las plantas potabilizadoras de la ciudad, lo que
confirmé que el tratamiento con cloro aplicado no prevenia la contaminacion originada por VHE
(Wong et., al 1980).

El Consejo Ejecutivo de la OMS (2010), considerd las hepatitis virales como un problema grave de
salud publica mundial, y expresé su preocupacién por falta de progreso en prevencién y control en
paises en desarrollo; por lo que se pretende entonces, implementar sistemas de vigilancia
epidemioldgica para obtener informacién fiable y orientar las medidas de prevencién y control.

Inicialmente, la mayoria de los casos descritos correspondian a pacientes de paises no endémicos,
qgue habian viajado recientemente a zonas endémicas, sin embargo, es cada vez mas frecuente
que se describan mas casos de hepatitis E esporddicas en pacientes que nunca han viajado a
dichas zonas (Smith, 2001; Worm et al., 2002). En humanos, se han descrito hasta el momento
cuatro genotipos para VHE (genotipos 1 al 4) con distinta distribucion geografica. Los genotipos 3 y
4 de VHE han sido encontrados en animales de granja, lo que apoya la hipdtesis de que la hepatitis
E sea una zoonosis (Emerson y Purcell 2003; Schlauder, 2004). Dentro del genotipo 3 se agrupan
los aislados de regiones consideradas hasta ahora como no endémicas (Norte y Suramérica, y gran
parte de Europa) y representan un grupo de secuencias mas diverso (Emerson y Purcell 2003).

El primer reporte de seroprevalencia para VHE en cerdos y la caracterizacién de VHE porcino se
realizaron en los afios noventa (Balayan et al., 1990; Meng, 1997). Existen estudios que
demuestran que el VHE es capaz de atravesar la barrera interespecie, por lo que la infeccion por
VHE constituye un importante problema de salud publica, en el que se ven implicadas las personas
gue trabajan con cerdos, las cuales presentarian un alto riesgo de padecer la infeccidon por VHE
(Tosoncin da Silva et al.,, 2012). De hecho, se han publicado varios estudios en los que se
demuestra una elevada prevalencia de anticuerpos contra VHE (anti-VHE) en personas que tenian
una exposicion ocupacional a cerdos (Emerson y Purcell 2003; Schlauder 2004).

Aunque el VHE es la causa principal de hepatitis de transmisién entérica en humanos de paises con
condiciones de aguas inadecuadas y considerados como endémicos, en Colombia se desconoce su
situacién epidemioldgica. En Medellin se demostro la circulacion del virus de la hepatitis E en una
persona con diagndstico de hepatitis aguda sin marcadores para hepatitis A, By C (Rendén et al.,
2010), pero no se conocen evidencias de circulacién de este virus en cerdos en Colombia.



La circulacion detectada en el ganado porcino en diferentes paises del mundo, sugiere que esta
enfermedad es una zoonosis transmitida por aguas contaminadas con excretas porcinas o por
carne contaminada destinada para el consumo humano (Meng et al.,, 2010). Considerando
entonces la infeccién de VHE como un problema de salud publica, es importante conocer el estado
sanitario de los municipios productores de cerdo en Antioquia, y luego clasificarlos segln su riesgo
epidemioldgico de diseminar la infeccidn, y de esta manera proponer un programa de vigilancia y
control epidemiolégico de la infeccidn.



Revision literaria

1. Virus de la Hepatitis E.

La Hepatitis E, es conocida como hepatitis no A, no B de transmisidn entérica y donde el Virus de la
Hepatitis E (VHE) es el responsable de la infeccidn. Sus caracteristicas clinicas y epidemioldgicas en
humanos son las de una hepatitis aguda (Emerson y Purcell, 2003). La infeccion es transmitida por
via fecal-oral y principalmente ocurre a través de aguas contaminadas con heces, puede
manifestarse en forma de casos esporadicos como de brotes epidémicos. Estos casos ocurren con
mayor frecuencia en dreas con condiciones sanitarias y suministro de aguas inadecuados, y se
presenta como la causa principal de hepatitis aguda (Kabrane-Lazizi et al., 1999)

1.1 Organizacion gendmica y subgenomica del virus de la Hepatitis E.

El Virus de la Hepatitis E, es un virus RNA de cadena sencilla de sentido positivo de
aproximadamente 7,3 kilobases (kb); hacia el extremo 5' posee un "cap", seguido de una region no
traducida corta (UTR) y tres marcos de lectura abierta (Open Reading Frame: ORF) ORF1, ORF2 y
ORF3 (Figura 1.1). En el extremo 3" presenta otra UTR, la cual finaliza en cadena de 200 a 300
adeninas (Poli A) (Kabrane-Lazizi et al., 1999b; Purcell y Emerson 2001).

El ORF 1 de aproximadamente 5kb, codifica para las proteinas no estructurales metiltransferasa
(MT), proteasa (Pro), Helicasa (Hel) y RNA polimerasa dependiente de RNA (Pol) responsable de la
replicacion del virus (Emerson y Purcell, 2003). Las proteinas estructurales de la capside viral estan
codificadas por el ORF 2, el cual produce una proteina que se caracteriza por tener una sefal de
encapsidacién, seguida de una region rica en arginina y varios sitios de glicosilacién, que
aparentemente son esenciales en la formacién de particulas infecciosas (Ahmad, 2011). Se ha
encontrado también que varios epitopes de esta proteina son importantes en la generacién de
anticuerpos neutralizantes (Tam et al., 1991; Jameel et al., 1996; Zafrullah, 1999). El ORF3 codifica
para una fosfoproteina de aproximadamente 115 aminodcidos (aa), que esta involucrada en la
morfogénesis del viridon y en la patogénesis viral (Emerson y Purcell 2003). Esta proteina interactua
con proteinas de citoesqueleto (Zafrullah, 1997; Okamoto, 2007) y con proteinas que estan
involucradas en la activacién de la sefalizacidn celular; ademas, forma complejos con la proteina
de capside y el RNA viral. Se ha mostrado que esta proteina esta presente en la superficie de los
viriones recién formados y juega un papel importante en la salida del viridn de la célula infectada.
El ORF-3 podria también tener funciones reguladoras implicadas en la modulacion de la
sefializacion celular (Emerson y Purcell, 2003). Ademas, la proteina ORF-3 presenta proximos a su
extremo 3', epitopes neutralizantes (Tam et al 1991, Meng, 2010). El VHE posee ademas dos
secuencias de RNA sub genémico, una de las cuales posee cap en su extremo 5" (Meng, 2010).

Figura 1.1. Organizacion gendmica de VHE.
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1.2 Virus de la Hepatitis E y su epidemiologia.

La taxonomia del virus de Hepatitis (VHE) ha sido confusa, debido a que inicialmente fue
clasificado en la familia caliciviridae; sin embargo, las secuencias gendmicas del virus carecian de
homologia con virus de esta familia. Actualmente este virus se clasifica en la familia hepeviridae
donde el HEV es el unico miembro del genero hepevirus perteneciente a esta familia; sin embargo,
la secuencia genémica del VHE es bastante estable (Arankalle et al., 1999). Anteriormente se han
realizado estudios en animales mediante el pase seriado del virus y no se han mostrado
variaciones en el genoma viral, adicionalmente, los aislados provenientes de un mismo brote
generalmente presentan una gran similitud en sus secuencias gendmicas (Word et al., 2002;
Schlauder 2004). Asi pues, los aislados de distintas regiones geograficas del mundo presentan
secuencias gendmicas diferentes. Debido a esta heterogeneidad, el VHE se ha clasificado dentro
de 4 genotipos diferentes. El genotipo 1 esta presente principalmente en areas endémicas de Asia
y Africa. El genotipo 2 incluye los aislados de México y sur de Africa. Dentro del genotipo 3 se
agrupan los aislados de regiones consideradas hasta ahora como no endémicas (Norte vy
Suramérica y gran parte de Europa) y representan un grupo de secuencias mas diverso. Por ultimo,
el genotipo 4 incluye principalmente aislados de Asia (Word et al., 2002; Meng, 2003; Schlauder
2004). A pesar de esta diversidad genotipica, no hay evidencias claras de que haya diferencias
serotipicas entre estos genotipos; sin embargo, una cepa aislada en una granja de conejos de
China parece ser diferente genéticamente de los genotipos identificados hasta el momento, y
podria convertirse en un quinto genotipo (Meng, 2010). Los virus provenientes de aves han sido
clasificados tentativamente como genotipo 5. No obstante, algunas cepas aviares del virus
pertenecen a tres diferentes genotipos reportados, y tienen solamente el 50 % de homologia con
las cepas de mamiferos (Okamoto, 2007). Debido a lo anterior, se hace necesario una revisidn de
la taxonomia para clasificar las cepas aviares como un género distinto dentro de la familia
hepeviridae.

En la figura 1.2 se muestra la distribucidon del VHE en humanos a nivel mundial (Wedemeyer et al.,
2012), tanto en zonas donde mas del 25% de los casos de hepatitis no A, no B, no C, son
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producidos por VHE (A), como la dispersion del virus en los diferentes paises y los genotipos
dominantes en cada uno de ellos (B). Aunque en el mapa no se denota, en Suramérica se han
detectado anticuerpos anti-VHE en Brasil, Uruguay, Argentina, Bolivia (Souto et al., 1997, Cruells et
al., 1997; Munné et al., 2006a; Dell’Amico et al., 2011). En Colombia se demostro la circulacién de
virus de hepatitis E en Humanos con diagndstico de hepatitis aguda, no A, no By no C (Rendén et
al., 2010), y aunque no se conocen evidencias de circulacién de VHE en Cerdos en Colombia, la
seroprevalencia de VHE en un grupo de riesgo por contacto con cerdos encontrada por Betancur
et al, (2013) fue del 11.22% de positividad.

Figura 1.2. Mapa de distribucién del VHE en humanos a nivel mundial.
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1.3 Caracteristicas clinicas del VHE en humanos.

La hepatitis E en humanos, presenta unas caracteristicas clinicas y epidemioldgicas similares a las
de la hepatitis A aguda. La infeccién de Ambas enfermedades es transmitida por via fecal-oral y
principalmente ocurre a través de aguas contaminadas con heces, se manifiestan tanto en forma
de casos esporadicos como de brotes epidémicos (Purcell y Emerson, 2001). Inicialmente el curso
clinico de la infeccidn por VHE fue descrito en un voluntario humano a quien se suministré una
preparacion obtenida a partir de un cultivo purificado procedente de un paciente con hepatitis E.
Se logré conocer el periodo medio de incubacidon obteniendo un resultado promedio de 40 dias
(rango, 15-60), y la elevacion de los valores séricos de enzimas hepaticas se produce normalmente
entre 30 y 120 dias después de la infeccion (Krawczynski et al., 2001). Adicionalmente, se espera
gue la excrecién fecal de VHE comienza alrededor de una semana antes del inicio de los sintomas
de la enfermedad y continta durante 2 o 3 semanas después (Skidmore et al., 2002). La fase
ictérica se caracteriza por un cuadro similar al de la gripe, los sintomas se presentan
principalmente con malestar general, dolor abdominal, fiebre, nduseas y vomitos, siendo sintomas
gue se pueden confundir con otras enfermedades; ademas, se puede observar anorexia, artralgias,
astenia, heces de color arcilloso, orina de color oscuro, diarrea, prurito, exantemas cutaneos,
hepatomegalia y esplenomegalia, siendo estas ultimas, las mds representativas de la enfermedad.
(Krawczynski et al., 2001).

Una de las caracteristicas principales, de mayor importancia en salud publica y mas llamativas de
la infeccion por VHE en humanos, es la extrema gravedad que la enfermedad presenta en mujeres
embarazadas, pudiendo presentar fallo hepatico fulminante (FHF) (Kasorndorkbua et al., 2003). Si
bien la prevalencia de anticuerpos frente a VHE observada en mujeres embarazadas no es superior
a la de la poblacidn general, la incidencia de fallo hepatico fulminante (FHF) complicado con
encefalopatia y coagulacion intravascular diseminada es mucho mayor, con tasas de mortalidad
superiores al 20%, que aumentan con el estado de gestacidn y llegan a duplicarse durante el tercer
trimestre de embarazo (Previsani et al., 2001). Kasorndorkbua et al. (2003), se determind el
desarrollo de FHF en mas del 60% de las mujeres embarazadas infectadas por VHE. Estos episodios
de FHF llegan a ocasionar un 100% de mortalidad en embarazadas infectadas por VHE (Singh et al.,
2003). Adicional, las tasas de muerte neonatal temprana, establecidas por la Organizacién Mundial
de la Salud en mujeres embarazadas infectadas por VHE debidas a aborto espontdneo circulan
alrededor del33% (Singh et al., 2003). Por otro lado, en pacientes con enfermedades hepaticas
cronicas, la infeccion por VHE puede desencadenar una descompensacion hepatica grave y
originar encefalopatia hepatica y fallo renal (Kumar et al., 2004).

1.4 Caracteristicas clinicas del VHE en cerdos.

En cerdos la infeccion por VHE es asintomatica, lo que hace imposible orientar las fases del pico de
infeccidn para optimizar la sensibilidad de las pruebas (Di Bartolo et al., 2011). En la figura 1.3 se
puede observar la dindmica de anticuerpos 1gG e IgM en cerdos en diferentes semanas de vida,
representando la cinética de la seroconversion contra el VHE (Pavio et al., 2010).
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Figura 1.3: Aproximacion del curso de tiempo para la infecciéon por VHE en cerdos.
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En la figura 1.3, se puede observar como bajo condiciones naturales de infeccién, la dindmica de
infeccidon con VHE es similar a la descrita para otros agentes virales en cerdos, la adquisicién de
inmunidad pasiva a través de la absorcidn de calostro posterior al nacimiento de los cerdos, tiene
un declive a partir de la 8-10 semana de edad. La seroconversion entre la semana 14 y 17 de vida,
corresponde al pico de viremia observado a la semana 15.

Al igual que en humanos, el VHE en cerdos se transmite principalmente por aguas contaminadas, o
por el contacto entre animales infectados (Kasorndorkbua et al., 2004). La afeccién de VHE en
cerdos se ha determinado en tejido hepatico, lugar en el cual, pueden presentarse infiltrados
linfocitarios multifocales. Ademds, puede presentarse afeccion irregularmente distribuida en
higado y células inflamatorias mononucleares (de Deus et al., 2008) (Fig 1.4)

Se ha determinado que la dindmica de anticuerpos contra VHE, es muy similar a la que se presenta
en otros virus que afectan a los porcinos (Gelberg et al., 1991; Rodriguez-Arrioja et al., 2002).
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Figura 1.4: Infiltrados linfociticos en cerdos infectados naturalmente con VHE.

T

Tomado de: de Deus et al., 2008

1.5 Diagnostico en diferentes especies.

La hepatitis aguda o crénica que no son identificadas como Hepatitis A o B, o no pueden ser
explicados por otras causas, deben ser parte del analisis de diagndstico para humanos. La
infeccién aguda por VHE estd basada en la deteccién de anticuerpos IgM anti-VHE y se diagnostica
en individuos inmunocompetentes, lo cual sugiere que la infeccién con este virus es reciente.
Adicionalmente, y aunque el aumento de titulos de IgG anti-VHE puede indicar la exposicion al
virus en alguna etapa de la vida. (Herremans et al., 2007; Drobeniuc et al., 2010). Varios ensayos
se basan en antigenos expresados por un solo genotipo de VHE, los cuales pueden ser limitados en
la deteccidén de los genotipos totales de VHE. Aunque la mayoria de los ensayos comerciales
detectan la infeccién por VHE genotipo 3 con altos niveles de especificidad, los valores de
sensibilidad pueden ser menores (Legrand-Abravanel et al.,, 2009). Estas variaciones podrian
explicar algunas de las discrepancias en las tasas de seroprevalencia ante el VHE informado en
diferentes estudios.

Tanto para las diferentes especies animales en las que se ha determinado el VHE, como para los
humanos, el RNA de VHE puede ser detectado en la sangre y las heces durante varias semanas
durante la infeccidon por VHE aguda. Sin embargo, las pruebas de acidos nucleicos de VHE no han
sido bien estandarizadas. Un estudio de 20 laboratorios de 10 paises mostré una diferencia de 100
- 1000 veces en la sensibilidad de los ensayos (Baylis et al., 2011).

1.6 Prevalencia del VHE en cerdos.



16

Los cerdos domésticos y jabalies son el principal reservorio animal para los genotipos 3 y 4 de VHE
en todo el mundo (Meng, 2009). Varios estudios descriptivos sobre la prevalencia del VHE se han
llevado a cabo en producciones porcinas en diferentes paises (Pavio et al., 2010). En estas
investigaciones, se han encontrado diversos resultados: la deteccion de diferentes clases de
anticuerpos anti-VHE (IgG e IgM y en ocasiones IgA) (Fernandez-Barredo et al., 2006; Munné et al.,
2006; Leblanc et al., 2007); y la deteccidn de RNA viral por RT-PCR en muestras de suero
(Takahashi et al., 2005), heces (Huang et al., 2002; Rutjes et al., 2007), e higado de cerdo
comercializados en puntos de venta de carne (Feagins et al., 2007; Yazaki et al., 2003). Todos los
estudios seroldgicos convergieron en una distribucion muy amplia de VHE en piaras de cerdos
alrededor del mundo (Pavio et al., 2010). Si se considera que una piara es positiva cuando al
menos se identifica un cerdo como seropositivo, se ha encontrado que el 100% (15/15) de
muestras de suero fueron positivas en USA (Meng et al., 1997), 90% (20/22) en Nueva Zelanda
(Garkavenko et al., 2001), 46% (23/50) en Laos (Blacksell et al., 2007), 100% (10/10) en México
(Cooper et al., 2005), y 98% (40/41) en Espafia (Seminati et al., 2008).

Fuertes fluctuaciones en la tasa de seroprevalencia a VHE se observan también de acuerdo a la
edad del animal, ya que en cerdos de mas de 4 meses de edad, la seroprevalencia por lo general es
mas alta (Takahashi et al., 2005). Esta observacidon es consistente con la infeccién de forma natural
por VHE en cerdos entre 10 y 12 semanas de edad (Pavio et al., 2010). La tasa de seroprevalencia
de 1gG anti-VHE en las cerdas es mayor, entre 60 y 73% (Garkavenko et al., 2001; Seminati et al.,
2008). Ademas, la deteccién de RNA de VHE en suero porcino muestra una influencia muy fuerte
con respecto a la edad de los animales, Takahashi et al., (2005), observaron que el mayor nimero
de animales virémicos, se presentd en edades alrededor de los 3 meses (32/310 positivos). En ese
estudio, ninguno de los cerdos sometidos a prueba fue positivo a los 6 meses de edad. En un
estudio espafiiol, el porcentaje de cerdos virémicos se incrementd entre las 9 y las 15 semanas de
edad y se redujo gradualmente hacia el sacrificio (de Deus et al., 2008).

La excrecién fecal de VHE parece depender en gran medida de la edad de los animales, alcanzando
un maximo a las 18 semanas de edad (86% de los cerdos eliminando el virus en heces), y
disminuyendo después a la edad del sacrificio (41%) (Leblanc et al., 2007). De manera similar,
resultados obtenidos en Espafia (Fernandez-Barredo et al., 2006), mostraron un mayor nimero de
cerdos positivos (12/20) entre 13 y 16 semanas de edad. De igual forma, resultados obtenidos en
Reino Unido (McCreary et al., 2008) mostraron un mayor nimero de cerdos con excrecion fecal de
VHE entre las 10 y las 12 semanas de edad (22%), mientras que se presentaba un 4% para los
cerdos de mas de 22 semanas de edad.

En condiciones naturales de infeccidn, la dindmica de la infeccién por VHE en cerdos es similar a lo
descrito para la mayoria de las infecciones virales: adquisicion de inmunidad pasiva a través de la
absorcion de calostro (60% de los lechones), un declive progresivo de estos anticuerpos pasivos
entre 8-10 semanas de edad, y la seroconversion entre 14 y 17 semanas de edad correspondiente
al pico de viremia observado a las 15 semanas de edad (40% de los animales) (de Deus et al., 2008)
(Fig.1.3).

1.7 Curso clinico de la infeccion con VHE.
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La mayoria de las infecciones por VHE tienen un curso silente tanto en cerdos como en humanos.
En un ensayo de vacuna de VHE en China de > 110.000 humanos, <5% de los individuos
produjeron seroconversion (inicio de produccién de anticuerpos contra VHE), y durante el tiempo
de observacion desarrollaron sintomas de la infeccidon por hepatitis agudas (Zhu et al., 2010). El
VHE rara vez se asocia con sintomas clinicos durante la infancia (Buti et al., 2008). En casos
sintomaticos, el periodo de incubacion varia de 2 a 8 semanas, con una media de 40 dias; y los
sintomas iniciales de la hepatitis E aguda, suelen ser inespecificos e incluyen gripa, mialgia,
artralgia, debilidad y vomitos. Algunos pacientes tienen ictericia, prurito, heces sin color, y orina
oscura, acompafiada por el aumento de los niveles de transaminasas hepaticas, bilirrubina,
fosfatasa alcalina, y y-glutamiltransferasa (Purcell y Emerson, 2008)

1.8 Tratamiento.

Hasta el momento no se encuentra disponible un tratamiento especifico para el virus de la
hepatitis E; en pacientes inmunocompetentes, la infeccion con hepatitis E aguda no requiere
terapia con antivirales (Wedemeyer et al., 2012). Sin embargo, se han estudiado modelos animales
donde se ha logrado una inmunizacién pasiva utilizando sueros de la fase convaleciente (Tsarev et
al., 1994), Aun conociendo esto, en humanos la administraciéon de inmunoglobulinas obtenidas de
habitantes de regiones endémicas para VHE no tuvo éxito. Es necesario sefialar, que en estos
estudios no se habia seleccionado el plasma para la realizaciéon de los ensayos, y que incluso en
regiones endémicas, la prevalencia y los titulos de anticuerpos anti-VHE son generalmente bajos.
Por ello, no se puede descartar que el uso de Ig especificas frente a VHE con titulos elevados
pueda ser Util, especificamente en mujeres embarazadas y durante las epidemias (Khuroo et al.,
1992).

Se consideran entonces diferentes opciones para el tratamiento de los pacientes con hepatitis E
cronica, donde se incluyen la reduccién de la inmunosupresidn y la administracion de interferén
alfa o ribavirina. (Wedemeyer et al., 2012).

1.9 VHE como zoonosis.

Datos recientes apuntan a que la hepatitis E es una zoonosis, considerando un nimero elevado de
vectores para la enfermedad (Zhu et al., 2012). Se ha detectado una poblacién con anticuerpos
anti-VHE en paises industrializados donde esta enfermedad no es endémica, debido a esto se ha
establecido la hipétesis de la existencia de uno o varios reservorios animales para VHE (Zhu et al.,
2012). En Espaia, Pina et al.,, (2000) han realizado la identificacion genética de nuevos
aislamientos de VHE a partir de suero de pacientes y de muestras de aguas residuales procedentes
de plantas de sacrificio. Se identificaron dos aislamientos de VHE de muestras en humanos y
mostraron entre si una similitud del 93,4% en la secuencia nucleotidica compardndose 304 pb de
la regidon ORF2 y un 92,7% de identidad en 371 pb de la regién ORF1. Adicional a estas muestras
humanas, se obtuvo una cepa de muestras de aguas residuales procedentes de una planta de
faenado donde se sacrificaban preferentemente cerdos, este tipo de muestra presentaba una
homologia del 92,1 y del 94% en la regidn ORF2 con los dos aislamientos humanos. En conjunto,
esta cepa porcina espafiola presenta una homologia en la region ORF2 del 85,5% con las cepas
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porcinas de USA. Ademas, fueron detectados anticuerpos frente a VHE en el 25% de los sueros
porcinos estudiados lo que demuestra la circulacidn del virus en las plantas. (Emerson y Purcell
2003, Schlauder 2004).

El primer reporte de seroprevalencia para VHE en cerdos y la caracterizacidon de VHE porcino fue
en los afios noventa (Balayan et al., 1990, Clayson et al.,, 1995, Meng, 1997). Luego se realizé
infeccion experimental de cerdos con VHE porcino y con aislados de humanos, observando que los
animales infectados presentaron viremia y liberaron virus en las heces, pero no sintomatologia
clinica de la enfermedad (Meng, 1998). En Espafia, con cerdos infectados de forma natural por
VHE, se encontrd que el 32% de los animales presentd una hepatitis leve o moderada, y en el 68%
de ellos se podia detectar RNA de VHE en al menos, uno de los tejidos analizados. La deteccién del
genoma viral fue mas frecuente en bilis, seguida de los ganglios linfaticos mesentéricos y el higado
y en menor medida, en las heces y el suero (de Deus, 2006).

Se ha demostrado experimentalmente que el VHE puede atravesar la barrera de la especie. Es asi,
como se han infectado primates con VHE porcino; y cerdos, corderos y ratas con VHE humano
(Yazaki et al., 2003; Okamoto et al., 2007). Los cerdos inoculados con el aislamiento de VHE
humano americano rapidamente presentaron viremia y seroconversién, lo que indica que esta
variante estaria perfectamente adaptada al cerdo y quiza su origen sea realmente porcino.

Por todo lo anterior, se considera a la infecciéon por VHE como un importante problema de salud
publica, viéndose implicadas las personas que trabajan con cerdos, ya sea en plantas de faenado, o
en granjas productivas, las cuales presentarian un riesgo alto de padecer la infecciéon por VHE
(Tosoncin da Silva et al., 2012). De hecho, se han hecho publicaciones en los que se demuestra una
elevada prevalencia de anti-VHE en personas con exposiciéon ocupacional en la producciéon porcina
(Emerson y Purcell 2003, Schlauder 2004).

Aun teniendo toda esta informacidn, los diferentes programas de vigilancia epidemiolégica en
personas en contacto directo con cerdos han arrojado datos contradictorios. Inicialmente,
estudios llevados a cabo en regiones endémicas como China y Tailandia demostraron prevalencias
elevadas (entre el 50 y el 100%) en los individuos evaluados (Meng, 2003). Investigaciones
realizadas en paises industrializados considerados no endémicos, han reducido los porcentajes de
seropositividad. Se demostrd en estudios realizados en USA que la prevalencia de anticuerpos
anti-VHE era mayor en médicos veterinarios que estaban en contacto con cerdos, llegando a un
26% a diferencia de donantes de sangre que alcanzaban un 18% (Meng et al., 2002). Un estudio
posterior describié una seroprevalencia del 35% en cerdos, y del 11% en personas que estaban en
contacto con cerdos, frente al 2,5% encontrado en personas que no lo estaban (Withers et al.,
2002). Estudios mas recientes, realizados en China han descrito que el riesgo de infeccién por VHE
es un 74% mayor en los trabajadores que realizan actividades relacionadas con la cria de cerdos
qgue en los que se dedican a otras ocupaciones (Zheng et al., 2006). Por el contrario, estudios en
regiones consideradas como no endémicas, como es el caso de Suecia, no se han observado
diferencias estadisticas entre las personas que trabajan en el sector porcino (13%) y las personas
que no tienen contacto con cerdos (9,3%) (Olsen et al., 2006).

La demostracién del caracter zoondtico de VHE fue la descripcion de casos de hepatitis aguda tras
la ingesta de carne cruda de ciervo infectado por VHE (Tei et al., 2003), de mariscos contaminados
(Cacopardo et al., 1997), y de carne de jabali cruda (Yazaki et al., 2003, Li et al., 2005). En la
actualidad, la infeccién con VHE es considerada una enfermedad zoondtica re-emergente también
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en paises industrializados, ya que las infecciones con VHE genotipo 3 y 4 se ha incrementado tanto
en el occidente de Europa, como en Norte América (Pischke y Wedemeyer 2010). Masia et al.,
(2009), estudiando la seroprevalencia de humanos en Italia, encontraron que la prevalencia de
anti-VHE fue 5% en donadores de sangre y 2.3% en trabajadores con riesgo zoonético. En
individuos positivos se realizd la extraccion de RNA en suero para deteccidn viral y no fue
determinada presencia de genoma viral. Este mismo estudio en cerdos detecté genoma de VHE en
muestras de bilis en el 6.3% de la poblacion muestreada y fue postulado el cerdo como un posible
reservorio del virus para los humanos.

1.10 Patogénesis.

En las especies que se ha evaluado la presencia de VHE, se considera que la entrada del virus al
organismo se da por la via oral (Kasorndorkbua et al., 2004). El sitio de replicacion primaria no se
ha identificado; sin embargo, algunos autores especulan que ocurre en el tracto gastrointestinal
(Williams et al., 2001), mientras que otros dicen que en higado (Lee et al., 2009). No hay claridad
sobre los mecanismos que utiliza el virus para alcanzar el higado, pero se presume que llegan a
este érgano por via porta, alli el virus se replica en el citoplasma de los hepatocitos (Bradley, 1995;
Rogeé et al., 2013), luego es liberado en bilis (por mecanismos que se desconocen) (Reyes et al.,
1990), desde donde alcanza el intestino a través del conducto biliar, para posteriormente, ser
excretado en heces generalmente durante 2 semanas, periodo durante el cual el virus también
suele estar presente en el suero (Aggarwal y Naik 1994). En estudios de infeccion oral en humanos,
el virus fue inicialmente detectado en las heces por RT-PCR entre los dias 22 y 30 post infeccidn
(Chauhan et al., 1993), las particulas virales se determinaron por microscopia electrénica entre los
28 y 34 dias post exposicion, y las enzimas hepdticas alcanzaron un valor pico en el dia 4 y 46. Los
voluntarios en estos experimentos se recuperaron completamente. Asimismo, el VHE se ha
detectado en sangre y heces durante periodos de hasta 16 semanas, lo que implica la posibilidad
que individuos infectados asintomaticos puedan almacenar el virus y servir como reservorios de
éste entre brotes epidémicos, y de esta forma, originar infecciones esporadicas por contaminacién
de aguay alimentos, o entre personas (Chauhan et al., 1993).

1.11 Vacunacion contra VHE en humanos.

La inmunidad protectora también puede ser inducida por la vacunacién. Una vacuna
recombinante desarrollada por GlaxoSmithKline y el Instituto del Ejército Walter Reed tuvo éxito
en un estudio de fase Il de 2.000 soldados nepalies, con una eficacia del 96% tras la administracién
de 3 dosis (Shrestha et al., 2007), sin embargo, esta vacuna no se ha desarrollado mas. Un estudio
de fase Ill de > 100.000 adultos chinos informaron que una vacuna recombinante de VHE (HEV
239) previene la hepatitis E aguda con un 94% -100% de eficiencia (Zhu et al., 2010). Esta vacuna
se basa en VHE genotipo 1 producido en células bacterianas, conteniendo 30 mg antigeno (de
VHE) purificado, y adsorbido en 0,8 mg de hidréxido de aluminio. La vacunacidn no se asocié con
efectos secundarios inesperados, y se catalogd como segura en mujeres embarazadas (Wu et al.,
2011). Esta vacuna protegia contra la infecciéon por VHE genotipos 1 y 4, pero su eficacia contra
VHE genotipo 3 no se conoce. La vacuna requiere una evaluacion adicional de los grupos
especiales de riesgo, como los pacientes con enfermedad hepatica en fase terminal o personas
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inmunosuprimidas. También se requieren estudios adicionales para determinar qué titulos de anti-
VHE pueden considerarse protectores y con qué rapidez estos descienden después de la
vacunacion (Wedemeyer y Pischke, 2011). La vacuna fue aprobada en China en diciembre de 2011.
Sin embargo; ninguna vacuna contra VHE se encuentra en etapas avanzadas de desarrollo (segln
Clinicaltrials.gov base de datos el 15 de enero de 2012).

1.12 El Cerdo como modelo animal para el estudio de VHE.

Utilizando el cerdo como modelo animal, se ha podido demostrar que los genotipos 3 y 4 de VHE
se replican eficientemente en éstos (Meng et al., 1998). Los modelos animales cerdo y primate no
humano, se utilizaron para demostrar las infecciones de especies cruzadas o de los sitios extra-
hepaticos de la replicacién de VHE (Williams et al., 2001). Estos modelos de infeccién por VHE
(primates no humanos y porcinos) representan un interés clinico limitado para los estudios de
patogénesis viral, dado que los animales permanecen asintomaticos, sélo se presenta viremia con
eliminacion del virus en las heces y la seroconversion (Aggarwal et al., 2001; Halbur et., 2001;). La
comparacion de las lesiones patoldgicas entre el genotipo 3 porcino y cepas de VHE humanos no
reveld una diferencia importante (Halbur et al.,, 2001). La infeccién experimental de cerdas
gestantes con VHE genotipo 3 porcino no condujo a ninguna hepatitis fulminante, aborto o la
transmision vertical de la enfermedad (Kasorndorkbua et al., 2003).

1.13 El futuro de VHE a nivel mundial.

La infeccién por VHE es una importante carga para la salud mundial, ya que tiene una importante
morbilidad y mortalidad en todo el mundo. Las mujeres embarazadas tienen mayor riesgo de
insuficiencia hepatica aguda grave en la infeccién por VHE (Kasorndorkbua et al.,, 2003). La
hepatitis E se ha determinado en los paises industrializados, donde la transmisién zoonética
parece ser una causa importante de infecciones de VHE en USA, Europa, y Japdn (Cao y Meng,
2012; Zhu et al., 2012). Es particularmente importante poner a prueba individuos
inmunocomprometidos con enzimas hepaticas elevadas para relacionar con RNA de VHE, debido a
que la hepatitis E crénica se ha observado en pacientes VIH positivos, y en receptores de
trasplantes de érganos (Wedemeyer et al., 2012).
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2. Seroprevalencia del VHE en cerdos faenados en Antioquia y
clasificacion de municipios productores de cerdo segun su nivel de
seropositividad.

Resumen

El virus de hepatitis E (VHE) es un patégeno importante en salud publica que se transmite
principalmente por via fecal-oral, especificamente a través de agua contaminada. La transmision
directa entre personas es baja; y hay evidencia cientifica que demuestra el potencial zoonético del
virus y el riesgo de transmision al humano a través de agua y alimentos. Se conoce que el cerdo es
susceptible a la infeccidn, pero se desconoce como este virus afecta esta especie, su circulacion, el
papel que juegan los cerdos en la epidemiologia de la enfermedad, su prevalencia, los genotipos
del virus circulantes, su distribucion geografica y finalmente, los factores de riesgo para la
transmisién a los humanos. Esta investigacién tuvo como objetivo determinar la exposicién al VHE
en cerdos faenados en Antioquia mediante técnicas seroldgicas de deteccién de IgG anti VHE, y
clasificar los municipios productores de cerdo segun su nivel de seropositividad. Para esto, se
tomaron muestras de sangre a una poblacidn de 1000 cerdos en etapa de finalizacién (poblacion
infinita, confianza de 95%, error del 3% y una prevalencia del 50%) durante el faenado. Las plantas
de faenado muestreadas fueron seleccionadas por el alto nimero de animales sacrificados por
mes, abarcando el sacrificio legal de la mayoria de los cerdos procedentes de las zonas de
importancia en producciéon porcina del departamento; ademds, se tuvieron en cuenta los
municipios de procedencia de los cerdos sacrificados para consumo humano. La seroprevalencia y
circulacion del VHE se determiné mediante pruebas de Elisa (deteccidon de IgG) que se adaptd
para determinar IgG anti VHE de cerdos, a partir de un kit comercial para deteccién de IgG anti
VHE de humanos. Basandose en los resultados seroldgicos, los municipios se clasificaron en tres
niveles de acuerdo al esquema propuesto por Mousing et al., (1997): nivel 1: menor del 10% de
seropositividad, nivel 2: Entre 10% y 50% de seropositividad y nivel 3: Mayor al 50% de
seropositividad. Se analizd6 ademas la positividad a anticuerpos 1gG anti-VHE por subregiones de
Antioquia. El analisis estadistico fue desarrollado mediante la plataforma R. Los resultados
seroldgicos muestran que el 26.3% de los cerdos evaluados que llegaron a las plantas de beneficio
de Antioquia presentaron anticuerpos IgG anti-VHE, lo que sugiere que en algin momento de su
vida estuvieron expuestos al virus.

Palabras Clave: Cerdos, Hepatitis E, Plantas de faenado, Seroprevalencia, Zoonosis
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Abstract

The hepatitis E virus (HEV) is an important pathogen in public health, is known to be transmitted
by fecal-oral route, especially through contaminated water. Direct transmission between
individuals is low, but it is known that the pig is susceptible to infection. There is scientific
evidence demonstrating the zoonotic potential of the virus and the risk of transmission to humans
through food and water. In Colombia HEV has been detected in a human in the city of Medellin,
however, several factors are unknown for this virus and its circulation in pigs, the role of this
species in the epidemiology of the disease, its prevalence, genotypes circulating virus in these
animals, their geographical distribution and finally, the risk factors for transmission to humans.
This research aims to demonstrate and determine the presence of hepatitis E virus (HEV) using
serological and classify pork producing municipalities by level of seropositivity. In this way
determine the risk of transmission and spread to humans even provide methods and analyzes to
lay foundation to understand its impact on the country and thus establishing future surveillance
and control programs. To accomplish this, we investigated the seroprevalence and circulation of
HEV in different mills using ELISA tests that detect IgG to a population of 1,000 pigs being finalized
(infinite population, 95% confidence, error of 3% and a prevalence of 50%), by taking blood
samples during preparation in the five major mills Antioquia department. Based on the serological
results, the municipalities were classified into three levels according to the scheme proposed by
Mousing et al., 1997. Level 1: less than 10% seropositivity, level 2: Between 10% and 50%
seropositivity and level 3: Greater than 50% seropositivity. Also analyzed positivity to anti-VHE IgG
antibodies by region of Antioquia. With the data obtained we calculated the overall prevalence in
the population of 1000 pigs and dressing each plant is from. Statistical analysis was developed
based on the distribution of the tool finite mixtures platform Mixtools R. Serological results show
that the 26.3% of pigs tested that came to Antioquia beneficiation plants, showed anti-HEV IgG
antibodies, suggesting that at some point in their lives were exposed to the virus.

Key Words: Pigs, Hepatitis E, Slaughterhouses, Seroprevalence, Zoonoses
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2.1 Introduccion

La Hepatitis E, es conocida como hepatitis no A, no B de transmisidn entérica y donde el Virus de la
Hepatitis E (VHE) es el responsable de la infeccidn. Sus caracteristicas clinicas y epidemioldgicas en
humanos son las de una hepatitis aguda (Emerson y Purcell, 2003). La infeccion es transmitida por
via fecal-oral y principalmente ocurre a través de aguas contaminadas con heces, puede
manifestarse en forma de casos esporadicos como de brotes epidémicos. Estos casos ocurren con
mayor frecuencia en areas con condiciones sanitarias y suministro de aguas inadecuados, y se
presenta como la causa principal de hepatitis aguda (Kabrane-Lazizi et al., 1999). El primer brote
documentado de VHE fue registrado en Delhi (India) entre 1955 y 1956, en él se pudieron
registrar29.000 casos de hepatitis ictérica, sin embargo, fueron atribuidos a una infeccion por el
virus de la hepatitis A (VHA). Posteriormente, se confirmd que este brote se debia a infeccién por
VHE. Este brote fue causado por aguas contaminadas con heces, de origen residual, vertidas al rio
gue suministraba el agua a las plantas potabilizadoras de la ciudad, lo que confirmé que el
tratamiento con cloro aplicado no prevenia la contaminacion originada por VHE (Wong et., al
1980).

El Consejo Ejecutivo de la OMS (2010), considerd las hepatitis virales como un problema grave de
salud publica mundial, y expresé su preocupacion por la falta de progreso en prevencidn y control
en paises en desarrollo. Inicialmente, la mayoria de los casos descritos correspondian a pacientes
de paises no endémicos, que habian viajado recientemente a zonas endémicas,; sin embargo, es
cada vez mas frecuente que se describan mas casos de hepatitis E esporadicas en pacientes que
nunca han viajado a dichas zonas (Smith, 2001; Worm et al., 2002). Se han descrito hasta el
momento cuatro genotipos de VHE (genotipos 1 a 4) en mamiferos, con distinta distribucion
geografica. El genotipo 3 y 4 de VHE ademas de humanos, también han sido encontrados en
animales de granja, lo que apoya la hipotesis de que la hepatitis E sea una zoonosis (Emerson y
Purcell, 2003; Schlauder, 2004). Dentro del genotipo 3 se agrupan los aislados de regiones
consideradas hasta ahora como no endémicas (Norte y Suramérica, y gran parte de Europa) y
representan un grupo de secuencias mas diverso (Ahmad, 2011).

El primer reporte de seroprevalencia para VHE en cerdos y la caracterizacién de VHE porcino se
realizaron en los afios noventa (Balayan et al., 1990; Meng, 1997). Hay estudios que demuestran
que VHE es capaz de atravesar la barrera interespecie, y apuntan a que la infecciéon por VHE
constituye un importante problema de salud publica, en el que se ven implicadas las personas que
trabajan con cerdos, las cuales presentarian un alto riesgo de padecer la infeccidn por este virus
(Tosoncin da Silva et al.,, 2012). De hecho, se han publicado varios estudios en los que se
demuestra una elevada prevalencia de anticuerpos contra VHE (anti-VHE) en personas que tienen
exposicién ocupacional a cerdos (Emerson y Purcell, 2003; Schlauder, 2004).

Aunque el VHE es la causa principal de hepatitis de transmisidon entérica en paises con condiciones
de aguas inadecuados y considerados como endémicos, en Colombia se desconoce su situacién
epidemioldgica. En Medellin se demostro la infeccidn con el virus de la hepatitis E en una persona
con diagnéstico de hepatitis aguda, sin marcadores moleculares para hepatitis A, By C (Renddn et
al., 2010), pero no se conocen evidencias de circulacion de éste virus en cerdos en Colombia.
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La circulacién detectada en el ganado porcino en diferentes paises del mundo, sugiere la
posibilidad de que esta enfermedad sea una zoonosis transmitida por aguas contaminadas con
excretas porcinas o por carne contaminada destinada para el consumo humano (Feagins et al.,
2007). Considerando entonces la infeccion de VHE como un problema de salud publica, es
importante tratar de conocer el estatus sanitario para VHE de los municipios productores de cerdo
en Antioquia, y luego clasificarlos segun su riesgo epidemioldgico de diseminar la infeccién, y de
ésta manera proponer un programa de vigilancia y control epidemioldgico de la infeccion.
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2.2 Objetivos

General

Determinar seroldgicamente la exposicion de cerdos al Virus de la Hepatitis E (VHE), en cinco
plantas de faenado, y clasificar los municipios productores de cerdo en Antioquia segun su nivel de
seropositividad.

Especificos

1. Determinar la presencia de anticuerpos IgG anti-VHE en suero sanguineo de 1000
cerdos sacrificados en cinco plantas de faenado de Antioquia.

2. Clasificar los municipios de procedencia de los animales de acuerdo al nivel de
seropositividad.

2.3 Metodologia
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2.3.1 Consideraciones éticas.

Este proyecto no implicé dafios al medio ambiente y a la salud humana o animal a corto, mediano
o largo plazo. Los protocolos y procedimientos empleados en esta investigacion contaron con la
aprobacién del Comité de Etica para la Experimentacién Animal de la Universidad Nacional de
Colombia, Sede Medellin (Acta No CEMED-226 del 14 de Octubre de 2010).

2.3.2 Tipo de estudio

Estudio observacional descriptivo.

2.3.3 Toma de muestras de cerdos en plantas de beneficio.

Se tomaron muestras de sangre de 1000 cerdos (poblacion infinita, confianza de 95%, error del 3%
y una prevalencia del 50%) sacrificados en las cinco principales plantas de beneficio de cerdos de
Antioquia; consideradas asi, debido al alto nimero de animales sacrificados por mes, a los
municipios de influencia respecto a la procedencia de los cerdos faenados, y al destino de la carne
para consumo humano.

Para la toma de muestras, las plantas de beneficio debian cumplir con los siguientes requisitos:
Tener sistemas de identificacion de los animales de acuerdo a su municipio de procedencia; Ser
certificadas y tener permisos de comercializacién.

La seleccidon de los animales se realizd aleatoriamente utilizando un muestreo sistematico en
intervalos de 10, esto con el fin de tener animales de diferentes municipios de Antioquia. A los
cerdos seleccionados para muestrear, se les asignd un cédigo unico de identificaciéon que permitid
conocer el municipio de procedencia, la planta donde fue sacrificado y el sexo del animal para
caracterizar la poblacion. Los animales muestreados presentaban edades entre 5 y 6 meses, y
pesos entre 90 y 100 kg. Estos animales pasaron la inspeccidn sanitaria realizada por el médico
veterinario de la respectiva planta de faenado antes de ingresar al lugar. Los animales fueron
sacrificados bajo las disposiciones propias del lugar, donde en un principio el animal fue
insensibilizado (CO2 o choque eléctrico), para luego ser izado y realizar la exanguinacién de la vena
yugular (produciendo la muerte por desangrado), momento en el cual se tomaron las muestras de
sangre. Estas muestras se almacenaron en neveras a 4°C y se transportaron al laboratorio, donde
se extrajo el suero sanguineo mediante centrifugacion, para luego ser almacenadas a -70 °C hasta
su determinacién y analisis.

2.3.4 Analisis serologico ELISAS IgG anti-VHE

Las muestras de sangre se centrifugaron a 8000 rpm durante 10 minutos para obtener el suero
sanguineo. El tamizaje para la presencia de anticuerpos IgG contra VHE de las muestras de cerdo
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se realizd mediante el estuche comercial HEV IgG (DIA.PRO Diagnostic Bioprobes) para humanos,
con algunas modificaciones que se describen mas adelante.

A la par con el muestreo en las plantas de faenado, se procedié a muestrear lechones recién
nacidos que no hubieran consumido calostro, esto con el fin de utilizarlos como controles
negativos para las pruebas de ELISA, tratando de esta manera de asegurar la ausencia de IgG por
parte de los mismos, esto debido al tipo de placentacién que tienen los cerdos, el cual no permite
un intercambio directo de sangre de la madre a sus lechones. La toma de muestras de sangre en
los lechones neonatos se realizé al momento de ligar el ombligo, y se obtuvo una cantidad
promedio de 3 ml por animal. La cantidad total de lechones recién nacidos muestreados fue de 6.
Estas muestras se tomaron en el Centro de Produccién San Pablo, perteneciente a la Universidad
Nacional de Colombia, Sede Medellin.

Las pruebas de ELISA se realizaron mediante un kit comercial HEV IgG (DIA.PRO Diagnostic
Bioprobes) especifico para la deteccion de IgG anti VHE en suero de humanos. El kit
comercialmente se utiliza para analisis serolégicos en humanos, pero en éste caso, se reemplazé el
conjugado que contiene anticuerpos policlonales de cabra para IgG humano propio del kit, por un
anticuerpo secundario anti-lgG de cerdo (Thermo scientific). Lo anterior se realizd segin la
metodologia de validacidn de la técnica descrita por Munné et al., (2006). Para la validacién de
esta técnica, la autora (Laboratorio Nacional de Referencia Hepatitis Virales y Gastroenteritis
en INEI), facilitd muestras de suero y de heces de cerdos, que en investigaciones previas habian
demostrado ser positivas tanto para anticuerpos IgG, como para RNA de VHE respectivamente.

Para validar el funcionamiento de la prueba, se empled en cada plato una columna de controles
con el anticuerpo humano (provisto por el kit) utilizando un control negativo (C-) por triplicado, un
calibrador (Cal) por duplicado, y un control positivo (C+) en cada plato. En la segunda columna del
plato se usaron como control negativo, las muestras de suero sanguineo de lechones que no
consumieron calostro, y nuevamente los controles positivos provistos por el kit, pero se utilizé un
anticuerpo secundario especifico para cerdos (C+ c) (Munné et al., 2006a). El control positivo (C+
c) se asignd a una muestra de cerdo que en repetidos ensayos estuviera por encima de los valores
del C+ provisto por el kit. En el resto del plato se dispusieron las muestras de suero de los cerdos,
dispensando 10 ul de muestra para cada pozo, y se evalud en lector de ELISA (espectrofotémetro)
BioTek® a 450nm.

2.3.5 Estimacion del valor de corte para la positividad de anticuerpos IgG en
sueros de cerdo.

La estimacion del punto de corte para la positividad de anticuerpos tipo 1gG en suero de cerdos se
realizd con base en la distribucidon de frecuencias de la DOys, aplicando un método estadistico
para la resolucién de mezclas finitas implementado en la herramienta Mixtools en el paquete
estadistico R, tal como lo referencia Rutjes et al., (2010).

2.3.6 Clasificacion de municipios segun nivel de seroprevalencia
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Basados en los resultados seroldgicos, los municipios se clasificaron en tres niveles de acuerdo al
esquema propuesto por Mousing et al., (1997), asi:

- Nivel 1: (Seropositividad baja): Municipios donde la seroprevalencia de VHE se considera baja o
aceptable (< = 10 % de las muestras positivas)

- Nivel 2: (Seropositividad media): Municipios donde la seroprevalencia de VHE se considera
moderada (>10 % hasta 50%).

- Nivel 3: (Seropositividad alta): Municipios donde la seroprevalencia de VHE es considerada alta
(>50%).

2.3.7 Analisis estadistico

La seleccion de los animales se hizo de manera aleatoria utilizando un muestreo sistemdtico. El
tamafio de muestra se calculé utilizando el programa Epi-Info 2.000 a partir de una poblacion
infinita con una confianza de 95%, error del 3% y una prevalencia del 50%. La totalidad de Ila
informacidn recopilada se consigndé en una base de datos de Excel para su respectivo analisis
estadistico.

El analisis de repetibilidad y reproducibilidad de los ensayos de ELISA se basé en la evaluacion
estadistica de las dispersiones de los resultados, mediante el Coeficiente de Variacion (CV), la
Desviacion Estandar (DE) y el Error Estandar (EE). Para el andlisis de positividad de anticuerpo anti-
VHE en cerdos en las plantas de beneficio y segun la subregién de procedencia, se estimaron las
frecuencias de los datos y las diferencias entre proporciones (con una prueba de x> con un nivel de
confianza del 95%, considerando significativos valores de p< 0.01).
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2.4 Resultados

2.4.1 Estandarizacion de la técnica de ELISA anti-VHE para cerdos

El primer ensayo consistié en la deteccidn de anticuerpos especificos para VHE en muestras de
cerdo utilizando el anticuerpo conjugado provisto por el kit y el anticuerpo secundario 1gG anti-
cerdo (Thermo scientific) adquirido comercialmente. Se realizé un ensayo utilizando el anticuerpo
secundario a diferentes concentraciones, con el fin de determinar la concentracidn ideal que se
debia utilizar, ya que el fabricante recomendaba diluciones entre 1:5000 y 1:20000. Ademas, se
comprobaron los controles de calidad del kit utilizando en cada uno de los ensayos el control
negativo (C-), control positivo (C+) y el calibrador (Cal). Para validar el uso de muestras porcinas, se
trabajo con muestras de suero de lechones recién nacidos que no hubieran consumido calostro
para representar el control negativo (C- c), ya que se asegura que la madre no haya transferido
anticuerpos por medio del calostro (Dos Santos et al., 2009). La muestra positiva (C+ c), se asignd a
una muestra cualquiera de cerdo que en repetidos ensayos se obtuvo una DO (densidad dptica)
similar a los valores del C+ provisto por el kit y es una muestra positiva por PCR para el ORF1 de
VHE en muestra de higado, como se muestra en la tabla 2.1.

Tabla 2.1: Deteccién de anticuerpos especificos para VHE en cerdos, con anticuerpo conjugado
provisto por el kit comercial y el anticuerpo secundario IgG anti cerdo.

1 2
A Blanco 0 Cerdo(Ev6) 2,358
B C- 0,003 C-c 0,031
C C- -0,013 C-c 0,033
D C- -0,01 C-c 0,026
E Cal 1,455 Cal 1,138
F Cal 1,47 Cal 1,083
G C+ 2,769 C+c 2,646
H M. pos* 0,012 M. pos* 1,266

* Muestra de cerdo previamente identificada como positiva por el Laboratorio Nacional de Referencia Hepatitis Virales y
Gastroenteritis INEI, gentilmente donada por la Doctora Munné. En las columnas 1 y 2 del plato se ubican los controles
para la estandarizar la técnica. En la columna 1 se utilizan los controles y los reactivos propios del kit, mientras que en la
columna 2 se cambia el anticuerpo secundario por el anti-VHE de cerdo (dilucién 1:5000). Al lado de las columnas se
muestra su valor de densidad dptica (D.O 450) como resultado final. Ev6 es una muestra de cerdo cualquiera utilizada al
azar.

Como se muestra en la tabla 2.1, Para la columna 1 se utiliz6 como anticuerpo secundario el
anticuerpo anti-lgG humano, mientras que para la columna 2 se cambié el anticuerpo secundario
provisto por el kit, por el anticuerpo anti-IgG de porcinos obtenido comercialmente. Los controles
negativos tanto provistos por el kit como los elegidos en esta investigacién (C-c) se realizaron por
triplicado y se tuvieron densidades DO a 450nm muy por debajo de 1; de manera similar, los
calibradores, que corresponden a un tercer control para la prueba, se trabajaron por duplicado y
fue reconocido tanto por el anticuerpo anti IgG de humano suministrado por el kit (columna 1),
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como por el anticuerpo anti IgG de cerdo (columna 2), que es denotado por las DO450nm mayores
que 1. Los C+ del kit se incluyeron en un solo pozo como lo recomienda el kit y fueron reconocidos
también por ambos anticuerpos.

Se obtuvo también como resultado, el anticuerpo conjugado anti-IgG de humano (provisto por el
kit) no reconocia el anticuerpo primario de cerdo (IgG en suero) (columna 1, fila H); sin embargo,
el anticuerpo secundario anti- IgG de cerdo fue capaz de reconocer tanto los anticuerpos primarios
de cerdo, como los controles positivos y calibrador humano provistos por el kit (columna 2, filas E,
Fy G) (Tabla 2.1).

Los resultados con los reactivos del kit (columna 2) cumplieron con los controles de calidad
recomendados por el kit luego de ser analizados (Tabla 2.2).

Tabla 2.2: Controles de calidad del estuche comercial HEV IgG (DIA.PRO Diagnostic Bioprobes).

Pozo Requerimiento
En blanco < 0,100 Densidad 6ptica (DO) 450 nm
Control negativo (C-) Media < 0,050 Densidad éptica (DO) 450 nm después
de restarle el blanco
Calibrador (Cal) M/VC>1
Control positivo (C+) > 1,000 Densidad dptica (DO) 450 nm

VC: valor de corte
M= muestra

Al comparar los resultados preliminares del primer ensayo, se obtuvo una densidad dptica (DO)
relativamente baja de la muestra suministrada por el Laboratorio Nacional de Referencia Hepatitis
Virales y Gastroenteritis INEl (tabla 2.1, M.pos, columna 2, fila H), aunque positiva segun las
indicaciones del kit, en comparacién con una muestra de cerdo de Antioquia, incluida en el ensayo
(Ev6, Columna 2, fila A) esta tuvo una DO450nm mas alta. Por este motivo y por tener baja
cantidad del suero suministrado por dicho centro, se realizaron los ensayos posteriores con la
muestra denominada C+c (como control positivo de cerdo).

Como se observa en la tabla 2.3, en la columna 1 se muestran las DO450nm de los controles de
calibracion del kit con el anticuerpo conjugado humano, y en las columna 2 y 3 se presentan las
DO de los controles de calibracion del kit con el anticuerpo secundario 1gG anti cerdo en una
dilucion 1:5000 y 1:10000 respectivamente.
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Tabla 2.3: Ensayo de dilucién del anticuerpo secundario anti-lgG de cerdo

1 (D0450nm) 2 (DO450nm) 3 (DO450nm)
A Blanco 0 C- 0,02377797 C- 0,018776179
B C- -0,0158953 C+ 3,17218081 C+ 1,964977728
C C- -0,00489793 C+ 3,15670812 C+ 1,995190388
D C+ 3,63382938 Cal 1,11494053 Cal 1,180409416
E C+ 3,49869672 C+c 2,68419545 C+c 1,539882652
F C+c 0,01727615 C-c 0,33074569 C-c¢ 0,182227133
G C-c 0,00243026 Ev2 1,72695584 Ev2 0,655772178
H Ev2 -0,00606631 Ev3 2,129290554 Ev3 1,41616122

Conjugado del 1: 5000 1: 10000

Kit Ab IgG Ab IgG

Los resultados obtenidos presentaron una disminucion a la mitad de las DO450nm, similarmente a
las muestras y calibradores cuando se utilizan las diluciones 1:5000 y 1:10000 del anticuerpo anti-
IgG de cerdo.

Como resultado, cuando se realizaron diluciones del anticuerpo secundario anti-IgG de cerdo, este
disminuye en proporcion a la dilucidn inicial (muestras C+c, EV2 y EV3 columna2 y 3), indicando
gue muestras con DO450nm bajas pueden considerarse como negativas, siendo positivas, o sea
gue serian resultados falsos negativos, cuando se hacen diluciones del anticuerpo secundario anti-
IgG de cerdo. Por esta razon se decidié trabajar los demds experimentos con el anticuerpo anti-IgG
de cerdos en la dilucion mas concentrada correspondiente a 1:5000.

En la tabla 2.4 se muestra la interpretacién de los resultados de la prueba, cuando la ELISA se
realiza con muestras de humanos. Esta se utilizd para evaluar la técnica, pues siempre en cada
ensayo se dispuso de una fila de controles propios del kit, con los cuales se validaban los
resultados del ensayo.

Tabla 2.4. Interpretacion de resultados en muestras humanas segin su DO dadas por el kit de
ELISA.

M/VC INTERPRETACION
<0.9 Negativo
09-1.1 Indeterminado
>1.1 Positivo

Al utilizar lechones recién nacidos que no hayan consumido calostro como control negativo, se
obtuvieron DO450nm muy bajas, o sea verdaderamente negativas como se muestra en la tabla
2.5. Estas muestras de neonatos, se utilizaron en todos los ensayos posteriores como controles
negativos de cerdos (C-c) en la columna de controles a la cual se adiciona el anticuerpo secundario
IgG anti cerdo.

De esta manera se obtuvieron dos columnas de controles para la validacidn de la prueba de ELISA.
La primera columna corresponde a los controles provistos por el kit, a una muestra de suero de
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cerdo con DO450nm alta que fue considerada como positiva (C+c) y al conjugado humano. La
segunda columna corresponde al lechén que no consumid calostro (C-c), al calibrador y al control
positivo provisto por el kit, y la muestra C+c, y el anticuerpo secundario IgG anti cerdo.

Tabla 2.5: DO450 nm de los controles para validacién de la prueba de ELISA

Conjugado del Kit Comercial Conjugado Anti-IgG cerdo
Dilucion 1:5000
C- 0,00217998 C-c 0,03277218
C- 0,00489078 C-c 0,02061772
C- 0,04478945 C-c 0,03021638
Cal 1,37212217 Cal 0,96049578
Cal 1,34631189 Cal 0,98473822
C+ 3,52623946 C+ 3,14126443
C+c 0,56229026 C+c 2,61153083

Para todos los experimentos posteriores en los que se cuantifican en los sueros porcinos las IgG de
cerdos anti VHE, se tuvieron dos columnas de controles organizados como lo muestra la tabla 2.5y
cada uno debid pasar los estdndares de control de calidad, para la columna 1 y 2 segun la tabla
2.2. Para la estandarizacion de la ELISA con los C+c y C-c. Figura 2.1 muestra un ejemplo de las dos
columnas de controles, mientras que en la figura 2.2 aparece un ejemplo del ensayo con el plato
completo con las dos columnas de controles y el resto del plato con muestras de suero porcino del

proyecto.

Figura 2.1: Ensayo de ELISA con solo dos columnas para examinar controles de calidad.
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Figura 2.2: Ensayo de ELISA con plato completo con dos columnas de controles y diez columnas
de muestras de suero de cerdo.

e ’ V

Controles Muestras de suero porcino

Luego de obtener los resultados de todos los ensayos anteriores se procedid a examinar las 1000
muestras de suero previstas en total y se examiné la reproducibilidad de la prueba de ELISA.

2.4.2 Reproducibilidad de los ensayos para los controles y reactivos del Kit
de ELISA IgG anti-VHE.

Para observar la reproducibilidad de los ensayos se realizaron graficas de Levey-Jennings para los
controles de humanos y los controles de cerdo, donde se determind que ningln ensayo superard
dos desviaciones estandar.

En las figuras 2.3, 2.4, y 2.5 se muestra la representacion de los graficos de Levey-Jennings del
control de calidad para los reactivos provistos por el kit, los ensayos se realizaron para el Control
Negativo (C-), Calibrador (Cal) y Control Positivo (C+) respectivamente.

Figura 2.3: Graficos de Levey-Jennings del Control (-)
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La finalidad de las graficas mostradas anteriormente, fue evaluar la calidad de la técnica que se
esta realizando, y poder asi validar los resultados que se obtienen. Teniendo asi que los valores de
DO 450nm de estos controles, generalmente se mantuvieron acordes a lo reportado por el kit
utilizado. Hay que aclarar, que en algunos de los 18 ensayos aqui mostrados, se tuvieron valores
de DO que no cumplian con los parametros dados en la tabla 2.4 para su validacion. Situacién por
la cual se repitieron cuando no cumplian.

2.4.3 Reproducibilidad de los ensayos para los controles de cerdos, con
anticuerpo secundario Anti-IgG de cerdo.

En las figuras 2.6, 2.7, 2.8 y 2.9, se muestran los graficos de Levey-Jennings para los controles
positivos: C+c, (C+) del kit y Calibrador del kit con anticuerpo secundario anti-lgG porcino, y
finalmente el control negativo (C-) de los lechones sin consumir calostro.

Figura 2.6: Graficos de Levey-Jennings del C+c
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Figura 2.7: Gréficos de Levey-Jennings del c+ del kit
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Figura 2.8: Graficos de Levey-Jennings del Calibrador kit con anticuerpo
secundario anti-IgG de cerdo
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En estas graficas se puede observar, como posterior a los ensayos realizados para validar la prueba
con cada uno de los controles y calibrador utilizando el anticuerpo secundario anti-VHE de cerdo,
éste cumple con los pardmetros de calidad dados en la tabla 2.6 para los controles de la prueba

Tabla 2.6: control de calidad interno para los controles de la prueba ELISA anti-VHE.

Parametro Exigencia
Pocillo Blanco Valor <0.100 DO 450nm

Valor medio < 0.050 DO 450nm
después de leer el blanco

Calibrador M/Co>1
Control Positivo Valor > 1.000 DO 450nm

Control Negativo (C-)

2.4.4 Determinacion de seroprevalencia para VHE en cerdos faenados en
Antioquia.

Se analizé el comportamiento de las DO en la poblacién de las 1000 muestras de suero de cerdos
faenados en cinco plantas de beneficio de Antioquia, y se observé que la poblaciéon no tuvo un
comportamiento normal y presentaba dos subpoblaciones (Figura 2.10), lo que dificulté observar
animales verdaderamente negativos y positivos.

Figura 2.10: Distribucion de la poblacidn de muestras de 1000 cerdos tomados en plantas de
beneficio.
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Basados en los resultados obtenidos por Rutjes et al.,, (2010), quienes partieron de dos
subpoblaciones de valores positivos y negativos de anticuerpos IgG, I1gM e IgA, de sueros porcinos
evaluados con double-antigen sdndwich ELISA dasELISA , las cuales se encontraban mezcladas
dando lugar a lo que se denomind un modelo de mezclas finitas, y basados en la distribucidon
muestral de los 1000 animales (fig 2.10), se estimé el punto de corte para determinar una muestra
de suero de cerdo positiva a anticuerpos 1gG contra VHE en la DO450nm de 3.31, y se determind la
seroprevalencia para VHE en suero de cerdos faenados en Antioquia utilizando este mismo
modelo. Para separar los componentes de la muestra (Componente 1 sueros Negativos y
Componente 2 sueros positivos), la distribucion de mezclas finitas fue corrida con el paquete para
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R denominado Mixtools sobre la variable DO (tabla 2.7). La estimacion de la seropositividad total
arrojé como resultado que el 73.7% de la poblacién total evaluada pertenece a la subpoblacién de
seronegativos con una densidad dptica (DO) promedio de 1.87 y una desviacién estandar de 0.73.
Por otro lado, el 26.3% de la poblacion pertenece a la subpoblacidn de los seropositivos, con una
DO promedio de 3.37 y una desviaciéon estandar de 0.18 para el VHE.

Tabla 2.7: Seropositividad de 1000 muestras de suero porcino, discriminado por Componente 1
sueros Negativos y Componente 2 sueros positivos.

Componente 1 Componente 2
Observacion 0.737361 0.262639
DO promedio 1.879271 3.379786
Desviacion
estandar 0.733514 0.188317

En la tabla 2.8 se muestran los resultados de la estimacion de los porcentajes de cerdos positivos y
negativos para anticuerpos IgG anti-VHE en los sueros de cerdo, esta vez realizando la distribucion
por cada una de las plantas de beneficio evaluadas. Por situaciones éticas no se dicen los nombres
de las plantas y estas se numerande 1a 5

Tabla 2.8: Proporciones de positivos y negativos ante IgG anti-VHE en cada una de las plantas de

beneficio.
Planta 1 Planta 2 Planta 3 Planta 4 Planta 5
Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo
Proporcion | 0.268308 0.731692 | 0.750566 | 0.249434 | 0.704540 0.295460 0.565099 | 0.434901 0.646739 0.353261
Media 0.819099 2.202203 | 2.076107 3.746896 1.772252 3.559160 1.661735 | 3.466158 1.696893 3.459488
DS 0.202427 | 0.880350 | 0.923951 | 0.203245 | 0.773029 0.257938 0.718478 | 0.299101 0.564445 0.386017

En la tabla anterior se puede observar como en todas las plantas de beneficio se tomaron
muestras de cerdos que resultaron positivas para IgG anti-VHE, aunque la proporciéon de
positividad variara de 0.73 hasta 0.24.

2.4.5 Clasificacion de municipios segun nivel de seroprevalencia de VHE.

De los 125 municipios del departamento de Antioquia en las 1000 muestras de sueros tomadas se
obtuvieron muestras provenientes de 37 de ellos en diferentes proporciones, las cuales dependian
de la planta de beneficio en la que se tomaron las muestras y la influencia porcicola que tiene cada
municipio. En cada planta de beneficio se evaluaron diferentes municipios, y en estos a su vez, se
tomaron muestras de cerdos de diferentes granjas. En todos los municipios evaluados se
encontraron muestras postivas (al menos 1). Los valores de seroprevalencia en los cerdos
evaluados varié desde un 5% a un 100%. En la tabla 2.9, se muestran los resultados obtenidos al
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hacer la clasificacidon porpuesta por Mousing et al., (2007), en la cual se han clasificado en tres
niveles dependiendo de los porcentajes de positividad para el total de animales en todos
municipios evaluados.

Tabla 2.9: Clasificacion de los 37 municipios en tres niveles de seroprevalencia en cerdos
dependiendo del porcentaje de positividad para IgG anti-VHE en muestras de suero porcino.

Nivel 1 (< 10 %) Nivel 2 (> 10% < 50%) Nivel 3 (>50% )

Municipios Positivos % 8.6 71.4 20

Se puede observar como el Nivel 2 de la clasificacidn, en la cual se ubicaban los municipios con una
seropositividad de anticuerpos IgG anti-VHE entre 10% y 50%, se encuentra la mayor proporciéon
de municipios positivos, en todos los niveles de la clasificacion se determiné positividad, y por
tanto, exposicion de los cerdos al VHE en alguna etapa de su vida.

Al obtener los resultados de los analisis seroldgicos, de los 1000 cerdos evaluados en plantas de
beneficio de estos 37 municipios, se eligieron los 10 municipios que presentaron niveles de
seropositividad altos, esto con el fin de hacer un seguimieto de los municipios y las subregiones
con mayor prevalencia de VHE en el Departamento. Es necesario aclarar que se tuvo un sesgo a la
hora de la eleccion de los municipios, debido que se tuvieron en cuenta los municipios que
presntarona niveles altos de positividad, ademds que tuvieran la mayor produccién porcicola de
Antioquia. En la tabla 2.10, se muestran los resultados de seropositividad para estos 10 municipios
seleccionados, no obstante, no se mencionan los nombres de los municipios por condiciones
éticas.

Tabla 2.10: Resultados de seropositividad para 10 municipios representativos de antioquia, tanto
por su porcentaje de positividad para IgG anti-VHE, como por su produccidon porcicola.

Municipio Seropositividad (%)
44.8
37.5
44.4
40.3
36.5
25.0
15.3
71.4
25.0
37.7

O |00 N OB~ W|N

[ER
o

Esta tabla muestra como en los 10 municipios seleccionados por la seroprevalencia para IgG anti-
VHE, los porcentajes de positividad variaron de 15.3% a 71.4%. indicando que se tuvieron en
cuenta solo los de niveles 2 y 3 de la clasificacién, teniendo 9 para el nivel 2 y 1 para el nivel 3,
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estos, como ya se menciond, se eigieron por su positividad y por la representatividad en la
produccién porcicola de Antioquia. La secuencia en la que se disponen los municipios no tienen
ningun orden.

2.4.6 Resultados de seroprevalencia por subregiones de procedencia de los
cerdos en el departemento de Antioquia.

Con los resultados obtenidos, se realizdé un agrupamiento de los analisis serolégicos de positividad
a anticuerpos IgG en anti-VHE para VHE, por las diferentes subreiones de Antioquia (figura 2.11).

Figura 2.11: Subregiones de procedencia de los cerdos muestreados en cinco plantas de beneficio
de Antioquia. Resultados de positividad para cada tipo de anticuerpo: (nUmero de
positivos/nimero de muestras) porcentaje%.

Bajo Cauca

18G:(142/556) 25.54%

Nordeste
18G:(5/20) 25.00%

Ura

- Magdalena
Medio

QOccidente Briente

1gG:(7/54) 12.56%
gG:(7/54) 6 1gG:(16/54) 29.63%

Valle de Aburra
1gG:(69/217) 31.80%

Suroeste
18G:(26/99) 26.26%
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Se puede observar como de 6 de las 9 subregiones de Antioquia, se pudo obtener muestras de
animales en las plantas de beneficio muestreadas. Ademds se ve como los porcentajes variaron de
12.5% a 31.8% siendo e Valle de Aburrd la subregién con la mayor cantidad de positivos para
anticuerpos IgG-anti VHE.

2.5 Discusion

Aunque el kit de ELISA utilizado en esta investigacién es comercializado para deteccién de
anticuerpos anti VHE en suero de humanos, se logré la estandarizacion de éste para determinar
IgG de cerdo anti VHE remplazando el anticuerpo secundario por un anti-IgG de cerdo (Munné et
al., 2006b). Lo anterior, ha sido recomendado por Rutjes et al., (2010) con otros kit de ELISA para
VHE en otra especie animal. La reproducibilidad de la técnica se demostré por medio de las
graficas de Levey-Jennings, ya que el Valor de Corte (VC) del kit se basa en el uso de sueros
humanos negativos como control no reactivo, se puede sobre o sub-estimar el VC para otras
especies, en este caso los cerdos. Fue necesario entonces, realizar la estandarizacién de la técnica
de ELISA para el estuche comercial adaptandola para la realizaciéon de las pruebas, utilizando
controles negativos y positivos de sueros de cerdos y asi evaluar la presencia de anticuerpos anti-
VHE en sueros de cerdos obtenidas de las plantas de beneficio de Antioquia.

Debido a que no existen investigaciones en las que se ha evaluado seroldgicamente la presencia
del VHE en muestras de sangre de cerdos que llegan a plantas de beneficio en Colombia, esta
informacidn podria ser considerada como una evidencia seroldgica pionera del VHE en porcinos de
este pais. Reportes de seroprevalencia de anticuerpos anti-VHE han sido descritos en varias
especies animales ademas de humanos alrededor del mundo (Schlauder et al., 1998; Pina et al.,
2000; Munné et al., 2006). Entre estas especies, los cerdos han presentado niveles altos de
anticuerpos contra VHE, sugiriéndose esta especie como uno de los reservorios principales para
este virus (Bradley et al.,, 1995, Meng, 2010, Wang, 2012). Geng et al., (2011) reportaron
porcentajes de seropositividad del 81.17% en cerdos adultos destinados para sacrificio y posterior
consumo humano en China, siendo este valor mucho mas alto al hallado en esta investigacién. Por
su parte en Espaia, Jiménez de Oya et al., (2011), detectaron un 20.4% de positividad (de 1441
cerdos) para IgG anti-VHE en porcinos de este pais. En Alemania Wacheck et al., 2012 hallaron
mediante ELISA, una positividad del 68.6% (en 516 muestras) de positividad para IgG anti-VHE en
cerdos que llegaban a plantas de beneficio. Segun estas investigaciones, los resultados hallados en
este estudio, son o similares, o menores a los reportados en diferentes lugares del mundo.

En América Latina han sido varias las experiencias al estudiar la deteccidon de anticuerpos anti-VHE
en porcinos. lbarra et al., (2007), realizaron una investigacidon para determinar la seropositividad
anti-VHE en porcinos de diferentes etapas de vida en Chile. Al igual que en esta investigacion,
Ibarra et al., (2007) reemplazaron el conjugado anti-humano propio del kit por un conjugado anti-
porcino, detectando un 7% de anticuerpos anti-VHE en un total de 200 muestras sanguineas.

En la presente investigacién, se determind que el 26.3% de los porcinos evaluados que llegan a las
plantas de faenado presentan anticuerpos tipo IgG anti-VHE, lo que sugiere que en alguna etapa
de su vida estuvieron en contacto con el virus. Estos resultados al ser comparados con los
resultados obtenidos en Espafia son altos, mas no para los resultados de Europa y América Latina.
Se sabe ademas que los anticuerpos IgG anti-VHE pueden presentar un comportamiento variable
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durante las diferentes etapas de la vida de los cerdos, al ser trasmitidos de madres a hijos
mediante calostro, o al estar expuestos al patégeno en algin momento de su vida (Dos Santos et
al., 2009).

Los cerdos en Colombia para consumo humano presentan edades entre los 5 y 6 meses de vida,
por lo cual es de especial importancia profundizar en el conocimiento del comportamiento de este
virus en los cerdos, y su posible transmision a los humanos con y sin contacto.

Un estudio en 357 cerdos en el sur de Brasil (Vitral et al., 2005), reporté una prevalencia de
anticuerpos del 95% en cerdos de mas de 5 meses de edad, que es la edad promedio de
comercializacion de cerdos en Colombia. En Brasil, Dos Santos et al., (2011), determinaron la
presencia de VHE en el liquido biliar de cerdos comerciales (en un 9,6% de 115) que llegan a
plantas de faenado, lo que hace pensar que no solo se pueden encontrar anticuerpos anti-VHE en
cerdos a los 5 meses, sino que ademas puede estar replicdndose en estos animales, siendo esto
bastante importante para las condiciones de nuestro pais donde el sacrificio de los cerdos es a
edades similares. En Argentina, Munné et al., (2006b) realizaron analisis con ELISA comercial,
similares a los realizados en esta investigacidn, aunque ellos reemplazaron el conjugado propio del
kit, por anti-inmunoglobulina de cerdo (Dako) en una dilucién 1/6600.Los animales evaluados en
este estudio, se clasificaron como verdaderos positivos o como verdaderos negativos, basado en
las densidades dpticas obtenidas mediante los ensayos de ELISA y usando la distribucidon de
mezclas finitas, como se mostrd previamente en la figura 2.10. Las muestras aparecen como una
mezcla de valores positivos y negativos por los valores de la prevalencia estimada. Situacién
similar se mostré en la investigacion realizada por Rutjes et al., (2010) en Holanda, pero en ese
estudio se utilizaron cerdos en plantas de beneficio, jabalies, ciervos y corzos salvajes para
determinar su seropositividad a VHE.

Basados en la clasificacion que se planted para agrupar las procedencias de los sueros de los
cerdos evaluados, esta mostré que en el nivel 2 se encontraba el mayor porcentaje de municipios
con animales positivos para IgG anti-VHE (71.4%), en donde el riesgo de contacto con el virus es
medio (entre 10 y 50%).

Sin embargo, en investigaciones realizadas alrededor del mundo sobre el VHE, se han encontrado
diferencias en los resultados de seropositividad para los cerdos, estas diferencias podrian ser
debidas, al menos parcialmente, a la diferente estructura de la produccién porcicola, las rutinas de
manejo con los animales y las practicas de higiene aplicada en estas granjas.

Nuestros resultados sugieren que a la edad de sacrificio de los cerdos en Colombia (5 meses
aproximadamente), éstos pueden presentar niveles considerables de anticuerpos IgG anti-VHE
circulando, lo cual indica que en alguna etapa de su vida tuvieron contacto con el virus, situacion
por la cual es necesario plantear estrategias de prevencion y control de esta infeccion en cerdos,
gue puedan asegurar no contaminar fuentes de agua con heces que contengan el virus y la
inocuidad de los productos alimenticios derivados de éstos cerdos; y de esta manera proteger la
salud del consumidor final.

Con esta investigacion se logré demostrar la presencia de anticuerpos IgG anti-VHE en cerdos que
llegan a las principales plantas de beneficio de Antioquia desde diferentes municipios productores
en este departamento, sugiriendo esto, que en alguna etapa de su vida éstos animales tuvieron
contacto con el virus.
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Ademads, en esta investigacién se pudieron clasificar 10 municipios que presentaban mayores
porcentajes de seropositividad ante el VHE, ademas de ser representativos productores de cerdo
en Antioquia. Esta clasificacién basada en las 1000 muestras de cerdos tomadas en plantas de
beneficio de Antioquia da una idea de cémo es la dispersién del virus en este departamento, y es
una referencia a nivel nacional dado que Antioquia es el principal productor de cerdos del pais.

Al analizar la procedencia de los cerdos muestreados en las cinco plantas de beneficio, se
identificd que los animales muestreados provenian de 6 de las 9 subregiones del departamento de
Antioquia. Se pudo observar como en las diferentes subregiones del departamento donde se
agruparon los municipios de procedencia de los cerdos, en todos se presentaba positividad. En el
Occidente se encontrd la menor positividad 12.56%, mientras que en el Valle de Aburrd se
presentaron los animales con el mayor porcentaje de positividad (31.80%). Cabe anotar que en la
subregidon Norte que es donde se produce la mayor cantidad de porcinos de Antioquia, se presenta
un valor relativamente bajo (25.54%) de animales positivos. La proporcidn de cerdos positivos
para la deteccion de anticuerpos IgG en la subregidon Occidente fue significativamente menor que
en las regiones del Valle de Aburra (p=0.0058), Norte (p=0.0399) y Oriente (p=0.0363).

La obtencion de esta informacion, aportard en el conocimiento acerca del Virus de la Hepatitis E
en Colombia, ademas sentara las bases para futuros programas de prevencién y control de este
agente viral con potencial zoonético.

2.6 Conclusiones
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Se concluye que el Virus de la Hepatitis E (VHE) esta circulando en varias poblaciones porcinas del
departamento de Antioquia. Ademas, basados en los analisis, los animales que llegan a plantas de
beneficio de Antioquia presentan anticuerpos IgG anti-VHE en edades entre 5 y 6 meses, edad en
la cual éstos son comercializados para el consumo humano.

La informacién obtenida en esta investigacion, beneficiara de manera indirecta a los porcicultores,
comerciantes y a las plantas de beneficio que se dedican a la venta de cerdos y sus productos
derivados, ya que al determinar la presencia de este, se pueden establecer medidas de
bioseguridad en toda la cadena de produccién y comercializacidon de cerdos y sus productos, lo
cual lleva a que se mantengan estandares de calidad e inocuidad en la cadena.

Es importante continuar desarrollando investigaciones sobre el VHE en Colombia, y su influencia
en la cadena porcicola, esperando impactar de manera positiva desarrollando herramientas para
el control y erradicacién del VHE, que lleven a disminuir la incidencia del virus en cerdos,
generando productos de mejor calidad e inocuos y por tanto beneficiando a la poblacién humana
en general.

La aplicaciéon de medidas higiénicas y de control para la contaminacién con agentes zoonéticos,
generaran un valor agregado al producto final, que favorecen la comercializacidon de los mismos y
su apertura a nuevos mercados nacionales e internacionales.



51

Bibliografia
Ahmad |, Holla RP, Jameel S. Molecular virology of hepatitis E virus. Virus Research. 2011; 161: 47-58.

Balayan MS, Usmanov RK, Zamyatina NA, Djumalieva DI, Karas FR. Brief report: experimental hepatitis E
infection in domestic pigs. ] Med Virol. 1990; 32:58-9.

Bradley D. Hepatitis E virus: a brief review of the biology, molecular virology, and immunology of a novel
virus. J.Hepatol. 1995; 22:140-5.

Dos Santos D, Salete de Paula V, Mendes de Oliveira J, Marchevsky R, Pinto M. hepatitis E virus in swine and
effluent samples from slaughterhouses in Brazil. Veterinary Microbiology. 149 (2011), 236-241

Emerson SU, Purcell RH. Hepatitis E virus.Rev Med Virol. 2003; 13: 145-54.

Feagins A, Opriessnig T, Guenette D, Halbur P, Meng X. Detection and characterization of infectious Hepatitis
E virus from commercial pig livers sold in local grocery stores in the USA. Journal of General Virology. 2007;
88:912-917.

Geng J, Wang L, Wang X, Fu H, Bu Q, Liu P, Zhu Y, Wang M, Sui Y and Zhuang H. Potential risk of zoonotic
transmission from young swine to human: seroepidemiological and genetic characterization of hepatitis E
virus in human and various animals in Beijing, China. Journal of Viral Hepatitis, 2011. 18, 583-590

Ibarra H, Riedemann S, Reinhardt G, Calvo M. Presencia de anti-VHE en un estudio de cohorte de porcinos
éreservorio animal de hepatitis E en Chile? Rev Méd Chile 2007; 135: 997-1001

Jiménez de Oya N, de Blas I, Bldzquez A, Martin-Acebes M, Halaihel N, Gironés O, Saiz J and Escribano-
Romero E. Widespread distribution of hepatitis E virus in Spanish pig herds. BMC Research Notes 2011,
4:412

Kabrane-Lazizi Y, Fine JB, Elm J, Glass GE, Higa H, Diwan A, et al. Evidence for widespread infection of wild
rats with hepatitis E virus in the United States. Am J Trop Med Hyg. 1999a;61:331-5.

Meng XJ, Purcell RH, Halbur PG, Lehman JR, Webb DM, Tsareva TS, et al. A novel virus in swine is closely
related to the human hepatitis E virus. Proc Natl Acad Sci USA. 1997; 94:9860-5.

Meng XJ. 2010. Hepatitis E virus: animal reservoirs and zoonotic risk. Vet. Microbiol. 140:256-265

Mousing, J., Jensen, P. T., Halgaard, C., Bager, F., Feld, N., Nielsen, B., Nielsen, J. P., Bech-Nielsen, S., 1997.
Nation-wide VHE enterica surveillance and control in Danish slaughter swine herds. Prev.Vet.Med. 29, 247-
261.

Munné MS, Vladimirsky S, Otegui L, Castro R, Brajterman L, Soto S, Guarnera E, Molina V, Monfellano M,
Schlauder G, Gonzalez J. Identification of the First Strain of Swine Hepatitis E Virus in South America and
Prevalence of Anti-HEV Antibodies in Swine in Argentina. Journal of Medical Virology. 2006a; 78:1579-1583

Munné MS, Vladimirsky S, Otegui L, Castro R, Brajterman L, Soto S, et al. Identification of the first strain of
swine hepatitis E virus in South America and prevalence of anti-HEV antibodies in swine in Argentina. Journal
of Medical Virology. 2006b; 78: 1579-1583.



52

Organizacion Mundial de la Salud. Consejo ejecutivo. 126.2 reunidn - EB126.R16 - Punto 4.12 del orden del
dia 23 de enero de 2010. Hepatitis virales.

Pina S, Buti M, Cotrina M, Piella J, Girones R. HEV identified in serum from humans with acute hepatitis and
in sewage of animal origin in Spain. J Hepatol. 2000; 33:826-33.

Renddn J, Navas M, Hoyos M, Cortés F, Correa G, Sepulveda M, Yepes N, Jaramillo S, Zuleta J, Almanza R.
Evidencia seroldgica y molecular de la circulacién del virus de la hepatitis E en Medellin. REVISTA INFECTIO.
2010; 14(S1):34

Rutjes S, Lodder-Verschoor F, Lodder W, van der Giessen J, Reesink H, Bouwknegt M, RodaHusman A.
Seroprevalence and molecular detection of hepatitis E virus in wild boar and red deer in The Netherlands.
Journal of Virological Methods. 2010.

Tosoncin da Silva, Mendes de Oliveira J, Lamarca C, de Almeida K, Alves M, José Dutra F.J. Prevalence of
hepatitis e virus antibodies in individuals exposed to swine in Mato Grosso, Brazil. Mem Inst Oswaldo Cruz,
Rio de Janeiro, Vol. 107(3): 338-341, May 2012

Wacheck S, Werres C, Mohn U, Dorn S, Soutschek E, Fredriksson-Ahomaa M, and Martlbauer E. Detection of
IgM and IgG Against Hepatitis E Virus in Serum and Meat Juice Samples from Pigs at Slaughter in Bavaria,
Germany. Foodborne Pathog Dis. 2012 Jul;9(7):655-60

Schlauder GG, Dawson GJ, Erker JC, Kwo PY, Knigge MF, Smalley DL, et al. The sequence and
phylogenetic analysis of a novel hepatitis E virus isolated from a patient with acute hepatitis reported in the
United States. Journal of General Virology. 1998; 79: 447—-456.

Schlauder G. Viral hepatitis: molecular biology, diagnosis, epidemiology and control. En: Mushahwar A,
editor. Perspective in medial virology. Amsterdam: Elsevier; 2004. p. 199-222.

Smith JL. A review of hepatitis E virus. J Food Prot. 2001;64: 572-86.

Vitral C, Pinto M, Lewis-Ximenez L, Khudyakov Y, dos Santos D, Gaspar A.
Serological evidence of hepatitis E virus infection in different animal species from the Southeast of Brazil.
Mem Inst Oswaldo Cruz. 2005 Apr;100(2):117-22.

Wang H, He Y, Shen Q, Wang X, Yang S, Cui L, Ren L, Sun G, Hua X, Shao S, and Zhanga W. Complete Genome
Sequence of the Genotype 4 Hepatitis E Virus Strain Prevalent in Swine in Jiangsu Province, China, Reveals a
Close Relationship with That from the Human Population in This Area. Journal of Virology. 2012 p. 8334 —
8335

Wong DC, Purcell RH, Sreenivasan MA, Prasad SR, Pavri KM. Epidemic and endemic hepatitis in India:
evidence for a non-A, non-B hepatitis virus aetiology. Lancet. 1980;2:876-9.

Worm HC, Schlauder GG, Brandstatter G. Hepatitis E and its emergence in non-endemic areas. Wien
KlinWochenschr. 2002;114:663-70.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22690762

53

3. Determinacion de la excrecion del Virus de la Hepatitis E (VHE)
mediante técnicas moleculares en heces de cerdo en plantas de
beneficio en Antioquia.

Resumen

La hepatitis E es una forma de hepatitis aguda endémica en muchos paises del mundo causada por
el virus de la hepatitis E (VHE). El VHE es un patdgeno importante en la salud publica, y se conoce
qgue se transmite principalmente por via fecal-oral, especialmente a través de agua contaminada
con heces de infectados (humanos o cerdos) que estan excretando el virus. La deteccion de este
virus en diferentes especies animales, incluyendo los cerdos, sugiere que éstos podrian ser
reservorios del virus y que esta enfermedad es una zoonosis. Esta investigacion pretende
determinar la presencia de VHE mediante técnicas moleculares en muestras de heces de cerdo
tomadas en animales que llegan para beneficio en las principales plantas de faenado de Antioquia.
Para determinar la presencia del RNA de VHE, se evaluaron 1000 muestras de suero porcino
mediante andlisis de ELISA, y de éstos se eligieron 150 muestras de heces de cerdos en etapa de
finalizacidn (confianza del 95%, error del 5% y una prevalencia del 11%,). Para determinar la
presencia de RNA del VHE en las heces evaluadas, se extrajo RNA y se amplificd una porcion de la
region ORF-1 del virus mediante la técnica de RT-PCR. El analisis estadistico se desarrollé mediante
el software R. La RT-PCR mostré que el 27.3% de las muestras evaluadas fueron positivas para la
deteccién de RNA de VHE, variando desde un 7% a un 66% al agrupar las muestras por las
diferentes subregiones del departamento. Los resultados de esta investigacién demuestran la
presencia del genoma de VHE en heces de cerdo sacrificados para su comercializacidon en
Antioquia, regién del pais donde mds carne de cerdo se produce y consume, poniendo de
manifiesto la necesidad de seguir investigando sobre este virus y de esta manera establecer
futuros programas de vigilancia y control para VHE.

Palabras Clave: Cerdos, Hepatitis E, Plantas de beneficio, RT-PCR, Zoonosis
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Abstract

Hepatitis E is a form of acute hepatitis is endemic in many countries, due to the hepatitis E virus
(HEV). HEV is an important pathogen in public health, is known to be transmitted by fecal-oral
route, especially through contaminated water. The detection of this virus in different animal
species including pigs, suggests that they could be reservoirs of the virus and that this disease is a
zoonosis. This research aims to demonstrate and determine the presence of HEV using molecular
techniques in pig feces samples taken in animals arriving for slaughter plants in the main benefit of
Antioquia. To determine the presence of HEV RNA, 1000 samples were evaluated using analysis of
porcine serum ELISA and of these 150 samples were selected pig feces nearing completion (95%
confidence, error of 5% and a prevalence of 11%), so that one third of this population had a low
percentage of anti-HEV IgG antibodies, the second and third average percentage the last third is a
high percentage of immunoglobulins. To determine the presence of HEV RNA in the feces
evaluated RNA was extracted and amplified a portion of the ORF-1 region of the virus by RT-PCR
technique to the 150 samples. The statistical analysis software developed by R. RT-PCR showed
that 27.3% of the samples tested were positive for detection of HEV RNA. The results of this study
demonstrate the presence of the genome of HEV in feces of slaughtered pigs for marketing in
Antioquia, part of the country where more pork is produced and consumed, highlighting the need
for further research on this virus and thus establishing future surveillance and control programs
for the HEV.

Keywords: Pigs, Hepatitis E, Slaughterhouses, RT-PCR, Zoonoses
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3.1 Introduccion

El virus de la hepatitis E (VHE), conocido previamente como hepatitis no A, no B de transmision
entérica, es una infeccion causada por el virus de la hepatitis E (VHE), cuyas caracteristicas clinicas
y epidemioldgicas en humanos son las de una hepatitis aguda. La infeccidn se transmite
principalmente por via fecal-oral a través de aguas contaminadas con heces, y se manifiesta tanto
en forma de casos esporadicos como de brotes epidémicos, especialmente en areas con
condiciones sanitarias y suministro de aguas inadecuados, donde es la causa principal de hepatitis
agudas (Kabrane-Lazizi et al., 1999). El Consejo Ejecutivo de la OMS (2010), considerd las hepatitis
virales como un problema grave de salud publica mundial, y expresd su preocupacién por el
subdesarrollo en la prevencidn y control de este virus en paises en desarrollo. Por lo anterior, se
pretende implementar sistemas de vigilancia epidemiolégica para obtener informacién confiable y
orientar las medidas de prevencidn y control respectivas.

Recientemente en los paises considerados no endémicos, la mayoria de los casos descritos como
positivos para VHE correspondian a pacientes que habian viajado recientemente a zonas
endémicas; sin embargo, en los Ultimos afios cada vez se describen mas casos de hepatitis E
esporadicas en pacientes que nunca han viajado a dichas zonas (Smith, 2001; Worm et al., 2002).
Se han descrito hasta el momento en humanos cuatro genotipos para VHE (genotipos 1 al 4) con
distinta distribuciéon geografica. Los genotipos 3 y 4 de VHE también han sido encontrados en
animales de granja, lo que apoya la hipdtesis de que la hepatitis E sea una zoonosis. (Emerson y
Purcell 2003, Schlauder 2004). Dentro del genotipo 3 se agrupan los aislados de regiones
consideradas hasta ahora como no endémicas (Norte y Suramérica y gran parte de Europa) y
representan un grupo de secuencias mas diverso (Emerson y Purcell 2003, Schlauder 2004).

El primer reporte de seroprevalencia para VHE y su caracterizaciéon en cerdos fue en los afios
noventa (Balayan et al., 1990; Meng, 1997). Varios estudios han demostrado que el VHE es capaz
de atravesar la barrera interespecie, y apuntan a que la infeccién por VHE constituye un
importante problema de salud publica, en el que se ven implicadas las personas que trabajan con
cerdos, las cuales presentarian un riesgo alto de padecer la infeccion por VHE (Tosoncin da Silva et
al.,, 2012). De hecho, se han publicado varios estudios en los que se demuestra una elevada
prevalencia de anticuerpos anti-VHE en personas que tenian una exposicion ocupacional a cerdos
(Emerson y Purcell 2003, Schlauder 2004).

Aunque el VHE es la causa principal de hepatitis de transmisidn entérica en paises con condiciones
de aguas inadecuados y considerados como endémicos, en Colombia se desconoce su situacion
epidemioldgica. En la ciudad de Medellin se demostroé la circulacién de virus de hepatitis E en una
persona con diagndstico de hepatitis aguda, sin marcadores moleculares para hepatitis A, By C
(Rendén et al., 2010); sin embargo, no se conocen evidencias de circulacién de VHE en Cerdos en
Colombia.

La circulacién detectada en el ganado porcino en diferentes paises del mundo, sugiere la
posibilidad de que esta enfermedad sea una zoonosis transmitida por aguas contaminadas con
excretas porcinas o por carne contaminada destinada para el consumo humano (Feagins et al.,
2007). Considerando entonces la infeccion de VHE como un problema de salud publica, es
importante tratar de conocer el estado sanitario de los municipios productores de cerdo en
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Antioquia y clasificarlos segin su nivel de seropositividad y posible foco para diseminar la
infeccion, y de esta manera proponer un programa de vigilancia y control epidemioldgico de la
infeccidn.
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3.2 Objetivos

General

Determinar la presencia del genoma del virus de la hepatitis E (VHE) mediante técnicas
moleculares en heces de cerdos en plantas de beneficio de Antioquia.

Especificos

1. Determinar molecularmente la excrecion de VHE en heces de cerdos sacrificados en 5
plantas de beneficio del departamento de Antioquia.

2. Detectar mediante RT-PCR un fragmento de la region ORF-1 del VHE en heces de
cerdo.

3. Correlacionar la excrecion viral de VHE en heces y la seropositividad de cerdos
sacrificados en plantas de beneficio de Antioquia.



58

3.3 Metodologia

3.3.1 Consideraciones éticas.

Este proyecto no implicé dafios al medio ambiente y a la salud humana o animal a corto, mediano
o largo plazo. Los protocolos y procedimientos empleados en esta investigacién contaron con la
aprobacién del Comité de Etica para la Experimentacién Animal de la Universidad Nacional de
Colombia, Sede Medellin (Acta No CEMED-226 del 14 de Octubre de 2010).

3.3.2 Tipo de estudio.

Estudio observacional descriptivo.

3.3.3 Toma de muestras de cerdos en plantas de beneficio.

Se tomaron 1000 muestras de suero y heces correspondientes a los mismos animales sacrificados
en las cinco principales plantas de beneficio de cerdos de Antioquia. De esta totalidad de
muestras, se eligieron 150 cerdos que fueran representativos de los municipios mas productores
de cerdo de Antioquia, los cuales presentaban edades entre los 5 y 6 meses de edad, y pesos
entre los 90 y 100 kg. Estos animales pasaron la inspeccidn sanitaria por el médico veterinario de
la respectiva planta de faenado antes de ingresar al lugar.

Para la toma de muestras, las plantas de beneficio cumplieron con los siguientes requisitos:

v" Tener sistemas de identificacion de los animales de acuerdo a su municipio de procedencia.
v" Plantas certificadas y con permisos de comercializacién.

La seleccion de los animales se realizd aleatoriamente utilizando un muestreo sistematico; a los
cerdos seleccionados para muestrear, se les asignd un cédigo Unico de identificaciéon que permitid
conocer el municipio de procedencia, la planta donde fue sacrificado y el sexo del animal para
caracterizar la poblacion.

Los cerdos se eligieron de manera aleatoria en intervalos de 10, esto con el fin de tener animales
de diferentes municipios productores de cerdo de Antioquia. Esta aleatorizacién se hizo en la linea
de ingreso para el faenado, cada animal se marcaba y se le tomaba aproximadamente 5 gramos de
materia fecal directamente del recto. La marcacién era con el fin de que las muestras de heces y
de sangre fueran del mismo cerdo. Las heces recolectadas se almacenaron en neveras a 4°C, y se
transportaron al laboratorio de Biotecnologia Animal de la Universidad Nacional de Colombia sede
Medellin para luego ser almacenadas a -70 °C hasta su analisis.
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3.3.4 Deteccion molecular de VHE a partir de muestras de heces porcinas.

3.3.4.1 Preparacion de las muestras

Aproximadamente un gramo de heces fue resuspendido en 10 ml de PBS (suspensién al 10%).
Después de homogenizar mediante vortex las heces se centrifugaron a 4.500 rpm durante 10
minutos (Forgach et al., 2010). A partir de este sobrenadante, se realizo la extraccién de RNA.

3.3.4.2 Extraccion de RNA

Para la extraccion del RNA total se utilizaron 280 ul del sobrenadante, mediante el estuche
comercial QlAamp® Viral RNA Mini kit (Qiagen Germany), siguiendo las recomendaciones dadas
por el fabricante y apoyados en el protocolo reportado por Forgdch et al., (2010). La calidad y
concentracién del RNA se evalué midiendo las densidades dpticas (DO260 y D0O280) en un
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) y se verificd por electroforesis horizontal en gel de agarosa al
0.8%.

3.3.4.3 Transcripcion reversa asociada a PCR (RT-PCR)

El RNA total obtenido de cada una de las muestras se sometid a una transcripcion reversa para la
obtencidn de cDNA, mediante la transcriptasa reversa (RevertAid™ Enzyme Mix) de Fermentas®
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se usé RevertAid Enzyme Mix (0.1U/ul) (Fermentas), 4ul
de RT buffer 5X, 2 ul de dNTPs 10mM, 1 ul de hexameros de primers 100 uM, RNA 5 pl y agua
desinonizada hasta completar un volumen final de 25 pl. Se utilizé el siguiente perfil de
temperaturas: un periodo inicial de 10 minutos a 25 °C, 60 minutos a 43.5 °C, y un periodo final de
5 minutos a 72 °C.

Al momento de la deteccion del genoma viral, ésta se realizd partir del cDNA usando una PCR
anidada, empleando primers capaces de amplificar una regidon del ORF-1 genotipo 3 del VHE
(Fogeda et al., 2009) (Tabla 3.1). Para la primera ronda de PCR, se empleé un volumen final de 25
ul, que contenia: 2.5 pl de Buffer 10X (Bioline), 2 ul de MgCl, 50mM, 1 ul de dNTPs (10uM) de cada
dNTP, 2 pl de cada uno de los primers (ORF-1 F ORF-1 R), 0,2 ul de Tag DNA polimerasa (5U/ul), 3
pl de cDNA y agua desionizada hasta completar los 25 pl. El perfil de temperatura para esta PCR
constd de una desnaturalizacion inicial a 94 °C por 4 minutos y para cada ciclo una
desnaturalizacion a 94 °C por 38 segundos, annealing 45 segundos a 51 °C, extensién de 60
segundos a 72 °C, con una repeticidn de 39 ciclos. Esta primera PCR amplificé un fragmento de 634
pares de bases.
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Tabla 3.1: Primers usados para la amplificacién de una regidn del ORF-1 del VHE.

Primer Sentido Secuencia (5°- 3") :ngi:irf):r::
ORF1F Forward primera ronda | CCAYCAGTTYATHAAGGCTCC 9-29
ORF1R Reverse primera ronda TACCAVCGCTGRACRTC 627 — 643
ORF1 FN Forward nested CTCCTGGCRTYACWACTGC 26-44
ORF1 RN Reverse nested GGRTGRTTCCAIARVACYTC | 178 -197

Tomado de Fogeda et al., (2009)

3.3.4.4 PCR anidada

La deteccidon del genoma viral se realizd a partir del producto de PCR obtenido de las muestras de
la primera ronda de PCR, usando una técnica de amplificacién anidada la cual emplea cebadores
degenerados capaces de amplificar el genotipo 3 del VHE (Fogeda et al., 2009)(Tabla 3.1). Esta PCR
anidada se realizé utilizando 3 pl de producto de la PCR 1, 2.5 ul de Buffer 10X (Bioline), 2 ul de
MgCl, 50mM, 1 pl de dNTPs (10uM) de cada dNTP, 2 ul de cada uno de los primers (ORF-1 FN y
ORF-1 RN), 0.2 ul de Tag DNA polimerasa (5U/ul) y agua destilada hasta completar un volumen
final de 25 ul. El perfil de temperatura para la segunda ronda de la PCR anidada fue:
desnaturalizacion inicial a 95 °C por 3 minutos y para cada ciclo una desnaturalizacién a 94 °C por
35 segundos, annealing 48 segundos a 48 °C, extension de 60 segundos a 72 °C, repitiéndose este
ciclo por 35 veces. Estos cebadores amplifican fragmentos presentes en el ORF1 del genoma viral
para obtener un producto final de amplificacion de 171 pares de bases. Los fragmentos
amplificados fueron verificados en gel de agarosa al 2.5% (70V por 40 min) usando EZ-Vision como
agente intercalante. Para los ensayos siempre se utilizé un control positivo (muestras amplificadas
previamente) y un control negativo (sin cDNA).

3.3.5 Analisis estadistico.

La seleccion de los animales se hizo de manera aleatoria utilizando un muestreo sistematico. El
tamafio de muestra se calculé a partir de una poblacién infinita con una confianza de 95%, error
del 5% y una prevalencia del 11%, utilizando el programa Epi-Info 2.000. La totalidad de la
informacidn recopilada se consigndé en una base de datos de Excel para su respectivo analisis
estadistico.

El andlisis estadistico se llevd a cabo con el software R, al momento de hacer el andlisis descriptivo
de las variables consideradas en el estudio, éstas se expresaron por medio de frecuencias y
porcentajes, y se discriminaron tanto por planta de beneficio como por subregion del
departamento evaluada.
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3.4 Resultados.

Se logrd observar la banda de 171 pares de bases (pb) (Figura 3.1) en las muestras positivas y
ausencia de ésta en las muestras de heces negativas.

Figura 3.1: Amplicdn de 171 pb de la regién OFR-1 de VHE en heces de plantas de beneficio.

C- C+ Marcador M1 M2 M3

300 pb

171 pb

En la tabla 3.2, se muestran los resultados obtenidos al realizar la técnica RT-PCR en las 150
muestras de heces de cerdo recolectadas en plantas de beneficio de Antioquia. Al analizar los
datos se encontré diferencia significativa (P<0.05) entre las muestras de heces positivas y
negativas de las 5 plantas de beneficio.

Tabla 3.2: Frecuencia y porcentaje de cerdo positivos y negativos a VHE por RT-PCR en heces.

RT-PCR en Heces de

cerdo Frecuencia Porcentaje
Negativo 109 72.7
Positivo 41 27.3

Al reunir los resultados obtenidos para RNA de VHE, y agruparlos por subregiones de Antioquia, se
obtuvieron muestras de cinco de éstas (tabla 3.3), siendo representativas de las zonas de mayor
produccién porcicola en el departamento.



Tabla 3.3: Resultados de RT-PCR discriminados por subregién de Antioquia.
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Norte Occidente Oriente Valle de Suroeste
Aburra
Positivos (%) 7 33.3 66.6 37.2 35
Negativos (%) 93 66.7 33.4 62.8 65

Al agrupar las muestras de heces evaluadas por subregiones del departamento, se hallaron
muestras positivas para la deteccion del genoma viral de VHE, indicando que el virus estd
circulando en los cerdos de Antioquia.

Correlacion entre excrecion de VHE en heces y la seropositividad de los

cerdos.

Al relacionar la excrecion del VHE en heces porcinas con la seropositividad hallada en las muestras
de suero, se pudo determinar que de 72 muestras que fueron positivas para anticuerpos IgG por
ELISA, solo 8 fueron positivas para la excrecion viral en heces (Tabla 3.4), lo cual podria suponer
algunos cerdos evaluados tuvieron contacto con el VHE en alguna etapa de su vida, generando
anticuerpos IgG anti-VHE, pero que al momento de evaluarlos no presentaban excrecién viral.

Tabla 3.4: comparacion de analisis de ELISA (IgG) y pruebas moleculares (RT-PCR).

RT-PCR ELISA (IgG)
Positivo | Negativo Porcentaje Positivo | Negativo Porcentaje
8 142 5.33% 72 78 48%




63

3.5 Discusion

Debido a que son pocas las investigaciones en las que se ha evaluado serolégicamente la presencia
de VHE, al igual que el genoma viral en muestras de sangre y heces de cerdos que llegan a plantas
de beneficio en Colombia, esta informacién podria ser considerada como una evidencia molecular
pionera del VHE en porcinos de este pais

Geng et al., (2011) hallaron un porcentaje de positividad de 47.9% (194 muestras) para VHE en
muestras de heces de cerdos, donde todos estos aislados fueron agrupados en el genotipo 4 de
VHE, el cual infecta tanto cerdos como humanos.

Leblanc et al., (2010) han informado de la deteccidon de RNA de VHE en heces y muestras de varios
organos de cerdos sacrificados en plantas de beneficio (ganglios linfaticos 25.5%, higados 20.9%,
bilis 18.6%, heces 13.9%). Ademas, en un estudio prospectivo realizado en Canada por Leblanc et
al,, (2007), el | RNA de VHE se detectd en el 11.8% de las muestras de suero y en el 41.2% de las
heces de animales en edad de sacrificio para su comercializacién, reforzando ademas, la
observacién de que las técnicas moleculares son precisas en la evaluacion de VHE (Leblanc et al,,
2007).

Se ha informado de la presencia de RNA de VHE en los tejidos, 6rganos y excretas de cerdos
infectados experimentalmente (Meng et al.,, 1998; Williams et al.,, 2001; Banks et al., 2004;
Kasorndorkbua et al., 2004) y en muestras procedentes de cerdos infectados de forma natural (de
Deus et al., 2007; Vasickova et al., 2009). Sin embargo, la mayor sensibilidad de la deteccién de
genoma viral se logra con muestras no accesibles cuando el animal esta vivo, tales como higado,
ganglios linfaticos mesentéricos y bilis (de Deus et al., 2007).

Es necesario aclarar que a pesar de que se detectd un fragmento de la regién ORF-1 del genoma
del VHE en las muestras de heces de cerdo, esto no indica que el virus sea viable en el momento
de la deteccién y pueda infectar a humanos u otros animales. Debido a lo anterior, se deben
realizar mas investigaciones que lleven a determinar la viabilidad de VHE en muestras de heces.

Como se observa en la tabla 3.2, el 27.3% de las muestras de heces evaluadas en esta
investigacion, fueron positivas para RNA de VHE. En 2012 Berto et al., hallaron un 32% de
positividad para VHE en heces de cerdos en etapa de engorde, momento en el cual se evaluaron
animales en esta investigacion. Por su parte en Espafia de Deus eta la., (2007), hallaron un 12.3%
de positividad para RNA de VHE en heces de 65 cerdos evaluados. En 2008 Forgach et al.,
determinaron que el 21% (de 248) de muestras de heces porcinas presentaban RNA de VHE. En
América Latina, Munné et al., (2006), hallaron 85.7% de heces de cerdo positivas para RNA de
VHE, lo cual difiere del porcentaje encontrado en esta investigacién. Sin embargo, los resultados
obtenidos en esta investigacion, son similares a los hallados en Bolivia por Dell’Amico et al.,
(2006), donde el porcentaje de muestras fecales porcinas positivas para VHE fue 31.8%.

Al agrupar las muestras por subregiones de Antioquia, se notd que se tenia representacion de las
zonas con mayor produccién porcicola en el departamento, y que curiosamente la zona Norte que
es en la que produce mayor volumen de cerdos en Antioquia y el pais, presenta el menor
porcentaje de animales positivos a la deteccidn de RNA del VHE en muestras de heces. Gutiérrez
et al., (2012, datos no publicados), demostraron la presencia de RNA de VHE en muestras de
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higados de cerdo en plantas de beneficio de Antioquia, y que en esta misma subregién se
presentaban los menores porcentajes de positividad para el RNA de VHE en higado, coincidiendo
esta informacidn con la hallada en nuestra investigacion.

Con este trabajo de investigacién, se pudo demostrar la presencia de RNA de VHE en heces de
cerdos que llegan a plantas de beneficio para la comercializacidon de las partes y productos de
éstos animales y posterior consumo por los humanos. Se ha informado que algunos sitios
extrahepaticos de replicacidon de VHE, incluidos el intestino delgado y el colon, también podrian
estar implicados en la exposicidon del virus a humanos, debido al consumo de salchichas o
embutidos hechos con estos intestinos (Williams et al.,, 2001). Situacién por la cual se hay alto
riesgo de contraer este virus por el personal que trabaja con estos animales tanto en las granjas
productoras, como en las plantas de beneficio, siempre y cuando las condiciones sanitarias de
estos lugares sean deficientes (Bouwknegt et al., 2008). La informacidn obtenida en este estudio,
puede sentar las bases, para desarrollar programas de prevencién y control de este virus tanto en
producciones porcicolas, como en plantas de beneficio de animales.

Segun Chang et al., (2009), alrededor de la semana 20 de edad, mas del 70% de los cerdos
presentan inmunidad contra VHE, sin tener historia de signos clinicos o anormalidades asociadas
con la infeccién producidas por este virus, resultados similares podrian asumirse en esta
investigacion. Aunque muchos animales ya son inmunes a la edad de beneficio, algunos estudios
han demostrado viremia o excrecidn en heces de VHE.

La positividad de las muestras de heces en cerdo sacrificados por regién de procedencia varid
entre 7% para el norte de Antioquia y 66.6% para el Oriente. Se debe resaltar que los municipios
del norte de Antioquia que son los mayores productores de cerdos en el departamento son los de
mas baja positividad para el genoma de VHE en los heces porcinas, al igual que lo reportado por
Gutiérrez et al., (2012), en higados de cerdos de Antioquia.

La dispersidon geografica de los animales evaluados, hace pensar que se puede hallar este tipo de
virus en gran parte de este departamento y posiblemente en sus zonas de influencia a nivel
nacional. Por lo anterior, es de suma importancia investigar a profundidad sobre esta hipdtesis,
para implementar las respectivas medidas de seguridad.

Se podria suponer que si la excrecion fecal de VHE comienza alrededor de una semana antes del
inicio de los sintomas (no hay una sintomatologia clara en cerdos) de la enfermedad y continda
durante 2 o 3 semanas, se esperaria que al momento del sacrificio de los cerdos, se detectara RNA
del VHE minimo una semana antes de llegar a la planta de beneficio (5-6 meses); siendo esta, una
fuente importante de contaminacidn para otros cerdos de la piara, fuentes de agua u operarios de
la granja.

Comparando la informacién obtenida en esta investigacion (27.3%), con los resultados hallados
por Leblanc et al., 2007 (41%), el porcentaje de positividad para VHE en heces es menor. Por lo
anterior, podria esperarse que cerdos con edades menores a las del sacrificio, presentarian mayor
excrecion viral (Fernandez-Barredo et al., 2006; McCreary et al., 2008). Se pudo determinar como
el porcentaje de positivos para VHE por ELISA (IgG) en 150 muestras fue 48%, y el de positivos en
excrecion viral en heces fue 5.33%. Estos resultados sugieren que alrededor de la mitad de los
cerdos evaluados han estado en exposicion al agente viral en alguna etapa de su vida, pero que
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solo una pequefia proporcion de éstos, excretaban VHE en heces a la hora del sacrificio, lo cual
sigue respaldando la hipdtesis antes expuesta.

3.6 Conclusiones

Con la informacién que se obtuvo en este estudio, se demostré que el VHE se encuentra
circulando en la poblacién de cerdos del departamento de Antioquia.

El hecho de determinar la presencia de una regién del genoma viral de VHE en las muestras de
heces evaluadas, no indica que el virus sea viable y pueda infectar a humanos u otros animales si
estas heces contaminan aguas de consumo. Es entonces necesario, realizar mas investigaciones
gue lleven a identificar la viabilidad de VHE en muestras de heces.

A la edad del sacrificio entre 5 y 6 meses de edad, los cerdos evaluados que llegan a plantas de
beneficio excretaban VHE en sus heces (27.3%), lo cual podria constituirse en un factor de riesgo
para contraer la infeccion por este virus por parte operarios de granjas o de plantas de faenado,
situacién que se debe estudiar a profundidad.

Es importante continuar desarrollando investigaciones sobre el VHE en Colombia, y su influencia
en la cadena porcicola, desarrollando herramientas para el control y erradicacion de VHE que
lleven a disminuir la incidencia del virus en cerdos, generando productos inocuos y de mejor
calidad, beneficiando a la poblacién humana en general.

Con los datos obtenidos en este trabajo se refuerza la hipdtesis de que el cerdo es un reservorio
para el VHE.



66

Bibliografia

Balayan MS, Usmanov RK, Zamyatina NA, Djumalieva DI, Karas FR. Brief report: experimental hepatitis E
infection in domestic pigs. J Med Virol. 1990;32:58-9.

Banks M, Heath GS, Grierson SS, King DP, Gresham A, Girones R, et al. Evidence for the presence of hepatitis
E virus in pigs in the United Kingdom. Veterinary Record. 2004; 154: 223-227.

Berto A, Mesquita J, Hakze-van der Honing R, Nascimento M and van der Poel W. Detection and
Characterization of Hepatitis E Virus in Domestic Pigs of Different Ages in Portugal. 2012 Blackwell Verlag
GmbH Zoonoses and Public Health, 2012, 59, 477-481

Bouwknegt M, Engel B3, Herremans M, Widdowson M, Worm H, Koopmans M, Frankena K, Husman A, De
Jong M And Van Der Poel W. Bayesian estimation of hepatitis E virus seroprevalence for populations with
different exposure levels to swine in The Netherlands. Epidemiol. Infect. (2008), 136, 567-576.

Chang Y, Wang L, Geng J, Zhu Y, Fu H, Ren F, et al. Zoonotic risk of hepatitis E virus (HEV): a study of HEV
infection in animals and humans in suburbs of Beijing. Hepatol Res. 2009; 39: 1153-1158.

de Deus N, Seminati C, Pina S, Mateu E, Martin M, Segales J. Detection of hepatitis E virus in liver,
mesenteric lymph node, serum, bile and faeces of naturally infected pigs affected by different pathological
conditions. Veterinary Microbiology. 2007; 119: 105-114.

Dell’Amico, M.C., Cavallo, A., Gonzales, J.L., Bonelli, S.I., Valda, Y., Pieri, A., Segund, H., Ibafiez, R., Mantella,
A., Bartalesi, F., Tolari, F., Bartolini, A., 2011. Hepatitis E Virus Genotype 3 in Humans and Swine, Bolivia.
Emerg. Infect. Dis. 17, 1488-1490.

Dos Santos D, Lamarca C, Salete de Paula V, Marchevsky R, Freitas J, Coimbra A, Michella T, De
Mesquitalunior M, Rezende F, Garcial, Lewis L, Dutra F, Alves P. Serological and molecular evidence of
hepatitis E virus in swine in Brazil. The Veterinary Journal. 2009

Emerson SU, Purcell RH. Hepatitis E virus. Rev Med Virol. 2003; 13: 145-54.

Fogeda M, Avello A, Cilla CG, Echevarria JM. Imported and Autochthonous Hepatitis E Virus Strains in Spain.
Journal of Medical Virology. 2009; 81:1743-1749.

Forgach P, Nowontny N, Erdélyi K, Boncz A, Zentai J, Szucs G, Reuter G, Bakonyi T. Detection of Hepatitis E
virus in samples of animal origin collected in Hungary. Veterinary Microbiology 2010; 143: 106-116

Geng J, Wang L, Wang X, Fu H, Bu Q, Liu P, Zhu Y, Wang M, Sui Y and Zhuang H. Potential risk of zoonotic
transmission from young swine to human: seroepidemiological and genetic characterization of hepatitis E
virus in human and various animals in Beijing, China. Journal of Viral Hepatitis, 2011. 18, 583-590

Kabrane-Lazizi Y, Meng XJ, Purcell RH, Emerson SU. Evidence that the genomic RNA of hepatitis E virus is
capped.) Virol. 1999;73:8848-50.

Kasorndorkbua C, Guenette DK, Huang FF, Thomas PJ, Meng XJ, Halbur PG. Routes of transmission of swine
hepatitis E virus in pigs. J.Clin.Microbiol. 2004; 42: 5047-52.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Dell%26%23x02019%3BAmico%2BMC%5bauth%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Cavallo%2BA%5bauth%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Gonzales%2BJL%5bauth%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Bonelli%2BSI%5bauth%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Valda%2BY%5bauth%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Pieri%2BA%5bauth%5d

67

Leblanc D, Ward P, Gagne MJ, Poitras E, Muller P, Trottier YL, et al. Presence of hepatitis E virus in a naturally
infected swine herd from nursery to slaughter. Int J Food Microbiol. 2007; 117: 160-166.

Leblanc D, Poitras E, Gagné MJ, Ward P, Houde A: Hepatitis E virus load in swine organs and tissues at
slaughterhouse determined by real-time RT-PCR. International Journal of Food Microbiology. 2010; 139:
206-209.

Meng XJ, Purcell RH, Halbur PG, Lehman JR, Webb DM, Tsareva TS, et al. A novel virus in swine is closely
related to the human hepatitis E virus. Proc Natl Acad Sci USA. 1997; 94:9860-5.

Meng XJ, Halbur PG, Haynes JS, Tsareva TS, Bruna JD, Royer RL, et al. Experimental infection of pigs with the
newly identified swine hepatitis E virus (swine HEV), but not with human strains of HEV. Arch Virol.
1998;143:1405-15.

Organizacion Mundial de la Salud. Consejo ejecutivo. 126.2 reunién - EB126.R16 - Punto 4.12 del orden del
dia 23 de enero de 2010. Hepatitis virales.

Renddn J, Navas M, Hoyos M, Cortés F, Correa G, Sepulveda M, Yepes N, Jaramillo S, Zuleta J, Almanza R.
Evidencia seroldgica y molecular de la circulacién del virus de la hepatitis E en Medellin. REVISTA INFECTIO.
2010; 14(S1):34

Schlauder G. Viral hepatitis: molecular biology, diagnosis, epidemiology and control. En: Mushahwar A,
editor. Perspective in medial virology. Amsterdam: Elsevier; 2004. p. 199-222.

Smith JL. A review of hepatitis E virus. J Food Prot. 2001;64: 572-86.

Tosoncin da Silva, Mendes de Oliveira J, Lamarca C, de Almeida K , Alves M, José Dutra F.J. Prevalence of
hepatitis e virus antibodies in individuals exposed to swine in Mato Grosso, Brazil. Mem Inst Oswaldo Cruz,
Rio de Janeiro, Vol. 107(3): 338-341, May 2012

Vasickova P, Psikal I, Widen F, Smitalova R, Bendova J, Pavlik |, et al. Detection and genetic characterisation
of Hepatitis E virus in Czech pig production herds. Research in Veterinary Science. 2009; 87: 143-148.

Williams TP, Kasorndorkbua C, Halbur PG, Hagshenas G, Guenette DK, Toth TE, Meng XJ. Evidence
ofextrahepatic sites of replication of the hepatitis E virus in a swine model. J.Clin.Microbiol. 2001; 39: 3040-
6.

Worm HC, Schlauder GG, Brandstatter G. Hepatitis E and its emergence in non-endemic areas. Wien
KlinWochenschr. 2002;114:663-70.



68

RECOMENDACIONES GENERALES

La aplicaciéon de medidas higiénicas y de control para la contaminacién con agentes zoonéticos,
generaran un valor agregado al producto final, que favorecen la comercializacidon de los mismos y
su apertura a nuevos mercados nacionales e internacionales



