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RESUMEN

El Virus de la Hepatitis E (VHE) es uno de los agentes causales de enfermedad hepética
aguda en humanos, aunque también puede inducir hepatitis crénica en pacientes in-
munocomprometidos. Existen cuatro genotipos que generan enfermedad en humanos:
los genotipos 1 y 2 asociados con brotes epidémicos por consumo de aguas contami-
nadas y los genotipos 3 y 4 de trasmisién zoonética, implicados en brotes esporddicos
en paises desarrollados donde el cerdo es el principal reservorio. En Colombia existe
evidencia seroldgica de la infeccién en humanos y cerdos: se ha detectado el genoma
viral en higados de cerdos en plantas de beneficio y expendios de carne; sin embargo
no se conoce lo suficiente sobre la infeccién en el pais. Con el fin de determinar si los
cerdos del departamento de Antioquia (Colombia) estdn excretando VHE en la edad del
beneficio, se obtuvieron 152 muestras de heces de cerdos en cinco plantas de beneficio
de distintas regiones del departamento en las que se determind la presencia del genoma
viral por medio RT-PCR. El porcentaje de positividad hallado fue del 26.9% (41/152);
se encontrd, ademds, que los cerdos que provenian de las subregiones Norte y Oriente
de Antioquia tuvieron el menor (11.6%) y mayor (58.3%) porcentaje de muestras
positivas, respectivamente. Estos resultados indican que los cerdos en el momento de
sacrificio estdn excretando el virus a través de sus heces y que el VHE estd circulando en
las diferentes subregiones del departamento.
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DETECTION OF HEPATITIS E VIRUS (HEV) GENOME FROM PIGS FECES
SAMPLES IN SLAUGHTERHOUSES IN ANTIOQUIA, COLOMBIA

ABSTRACT

The Hepatitis E Virus (HEV) is one of the causative agents of acute liver disease in hu-
mans, although it can also lead to chronic hepatitis in immunocompromised patients.
There are four genotypes that generate human disease: genotypes 1 and 2, associated
with outbreaks due to consumption of contaminated waters, and genotypes 3 and 4 by

zoonotic transmission, implicated in sporadic outbreaks in developed countries, where
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pigs are the main reservoir. In Colombia there is serological evidence of infection in

humans and pigs: the viral genome has been detected in livers of pigs at slaughterhouses

and butcher shops; however is not enough known about the infection in the country.

In order to find out whether pigs in Antioquia (Colombia) are excreting the virus, the

presence of the viral genome by RT-PCR was determined in 152 samples of pig feces

obtained at five slaughterhouses of Antioquia, which came from different regions of

the department. The percentage of positivity was 26.9% (41/152) and pigs that came

from the North and East subregions of Antioquia had the lowest (11.6%) and higher

(58.3%) percentage of positive samples, respectively. These results indicate that pigs at

slaughter age are excreting the virus in their feces and that HEV is circulating in different

subregions of the department.

Key words: Hepatitis E Virus, swine, zoonoses, RT-PCR.

INTRODUCCION
Las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas
del virus, tanto en zonas endémicas como
no endémicas, y el creciente rango de hos-
pederos donde se ha podido demostrar la
presencia de diferentes variantes del VHE
(Sato et al. 2011, Johne et al. 2014), han
mostrado la importancia que este virus tiene
para la salud ptblica mundial (Mirazo ez al.
2014). Particularmente en América Latina,
se ha reportado la circulacién del virus en
diferentes paises; por ejemplo, en Argentina
se ha detectado el genoma del virus en cerdos
de diferentes provincias, con un alto grado
de homologia de secuencia de nucleétidos
alas cepas de VHE de humanos de ese pais
(Munné ez al. 2006). Por otra parte, en una
comunidad rural boliviana se detecté la
presencia del genotipo 3 de VHE en cerdos
y en humanos con una homologia del 76%
en nucleétidos y del 92% en aminodacidos
(Dell’Amico et al. 2011). Asi mismo, en
Brasil (dos Santos ez al. 2009), Venezuela
(Garcia CG et al. 2012), Uruguay (Cruells
MR et al. 1997; Mirazo et al. 2013), Chile
(Ibarra ez al. 2007) y Pert (Vildosola ez al.
2000) se ha reportado la presencia del virus
en diferentes tipos de poblaciones humanas
y animales (Echevarria ez a/. 2013).

La elevada presencia de VHE en
cerdos en diferentes paises (Baechlein ez

al. 2010; Clayson ez al. 1995; de Deus et
al. 2008), las altas tasas de propagacion
del virus entre los cerdos (Bouwknegt ez
al. 2008), la trasmisién del virus hacia
los humanos (Tei ez al. 2003) y la alta
homologia entre genotipos que infectan
humanos y cerdos (Lu et a/. 2006; Tei
et al. 2003) demuestran que los cerdos
son uno de los reservorios mds impor-
tantes del VHE para la infeccién de los
humanos.

A pesar de que hay estudios en Co-
lombia que muestran que existe evi-
dencia seroldgica de la infeccién en
humanos (Betancurt ez 2/. 2013; Peldez
etal. 2014) y en cerdos (Ospina 2014),
y que ademds el genoma viral se puede
detectar en higados de esta especie en
plantas de beneficio y expendios de carne
(Gutiérrez et al. 2014), se desconoce si
los cerdos que llegan a beneficio estdn en
capacidad de excretar virus al ambien-
te, poniendo en riesgo a la carne para
consumo humano, a los trabajadores
de la cadena porcicola y a la poblacién
general de esta zona del pais. Por tanto,
el objetivo de este trabajo fue detectar el
genoma viral en heces de cerdos al mo-
mento del beneficio en el departamento
de Antioquia, el principal productor de
carne de cerdo del pais.
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MATERIALES Y METODOS
Toma de muestras

Las muestras de materia fecal de 152
cerdos (8% de error, 95% de confianza y
una prevalencia estimada del 50%), apa-
rentemente sanos y con edad aproximada
de 22 semanas, fueron tomadas al azar
en cinco plantas de faenado porcino de
Antioquia (nombradasdelaAalaEafin
de preservar la confidencialidad), durante
el periodo comprendido entre septiembre
de 2011 y mayo de 2012, teniendo en
cuenta el volumen de sacrificio diario de
cada planta y proporcionalmente al lugar
de procedencia de los animales. Estas
muestras se colectaron directamente del
esfinter anal de cada animal, se rotularon
debidamente y se almacenaron a —80°C
hasta su utilizacién.

Extraccion de ARN y
preparacion de cADN

Las muestras se resuspendieron en un
tamp6n de sales de fosfato (PBS) estéril
tratado con dietilpirocarbonato (DEPC)
a una concentracién de 10% p/v, la cual
se centrifugé por 10 minutos a 3000 rpm;
un volumen de 140 pl del sobrenadante
se sometié a extraccién de ARN median-
te el estuche comercial QlAamp Viral
RNA MiniKit (QraGen, Alemania), de
acuerdo con las instrucciones del fabri-
cante. El ARN obtenido fue guardado
en —80°C hasta su utilizacién. E1 cADN
(ADN complementario) fue preparado
a partir de 5 ul ARN utilizando el estu-
che comercial RevertAid Enzyme Mix
(FERMENTAS-THERMOS CIENTIFIC, EUA)
siguiendo las indicaciones del fabricante
y usando hexanucleétidos al azar Random
Hexamer Primer’ (FERMENTAS- THERMOS-
CIENTIFIC, EUA) como iniciadores de la
retrotranscripcion. La retrotrascripcion se
incubé por 10 min a 25°C, luego 60 min
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a43.5°Cy un periodo final de incubacién
de 5 minutos a 72°C.

PCR anidada del ORF1 del VHE

Un fragmento de 170 pares de bases
del ORF 1 (marco abierto de lectura
1, del inglés Open Reading Frame) se
amplific6 mediante una PCR anidada
seguin lo descrito por otros investigadores
(Fogeda et al. 2009) con ligeras modi-
ficaciones. Brevemente, 3 pl de cADN
se sometieron a una primera ronda de
amplificacién usando una mezcla maestra
que contenia: 2.5 pl de Buffer (10X), 2
ul de MgCl, (50 mM), 1 pl de dNTPs a
(20uM de cada ANTP), 2 pl (10uM) de
cada uno de los cebadores (ORF-1F 5°
CCAYCAGTTYATHAAGGCTCC’3;

OREF-1R 5" TACCAVCGCTGRACRTC
3’),0.2 ul de Tag DNA polimerasa (Bioline
5 U/ul), para un volumen final de 25 pl.
El perfil de amplificacion se desnaturalizé
inicialmente a 94°C por 4 min y luego
se amplificé por 39 ciclos a 94°C por 38
seg, 51°C por 45 seg 'y 72°C por 60 seg;
se realiz6 una extensién final a 72°C por
4 min. Para la segunda ronda se utiliza-
ron 3 pl del producto de amplificaciéon
de la primera ronda, con una solucién y
volumen final idéntico pero variando los
cebadores por ORF-1 FN 5 CTCCT-
GGCRTYACWACTGC 3’y ORF-1RN
GGRTGRTTCCAIARVACYTC. El perfil
de temperaturas de la PCR fue: desnatu-
ralizacién inicial a 95°C por 3 minutos
con 35 ciclos a 94°C por 35 segundos,
48°C por 30 seg y 60 seg a 72°C, con
una extension final a 72°C por 3 min.
Los fragmentos amplificados fueron veri-
ficados en gel de agarosa al 2.5% usando
EZ-Vision' (AMREsco, EUA) como agente
intercalante. Se uso como control positivo
un cDNA obtenido de una muestra de
heces positiva, gentilmente donado por la
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doctora Munné del Laboratorio Nacional
de Referencia Hepatitis Virales en el INEI
- Anlis Dr. Carlos G. Malbrdn en Buenos

Aires, Argentina.

Analisis estadistico
Para el anilisis de positividad de VHE en

heces de cerdos en las plantas de beneficio,
y segun la subregién de procedencia, se
calcularon las frecuencias de los datos,
los intervalos de confianza (con un nivel
de confianza del 95%) y las diferencias
entre proporciones (con base en la prueba
exacta de Fisher con un nivel de confianza
del 95%); se consideraron significativos
valores de P<0.05. Todos los anlisis fueron
realizados usando las herramientas del
programa GraphPadPrism 5 (GrRaPHPAD
Sorrwark INC., La Jolla, EUA).

RESULTADOS Y DISCUSION

La deteccién molecular del VHE en las
muestras de heces obtenidas en las cinco
plantas de beneficio mostré que el 26.9 %
de las muestras fueron positivas para el
ORF1 (Figura 1). En porcentaje realti-
vamente alto si lo comparamos con un
estudio similar realizado en Italia (en una
sola planta de beneficio) donde se encontrd
que de 150 muestras de heces analizadas
11(7.3%) fueron positivas por RT-PCR
(Di Martino et al. 2010). Sin embargo
otros trabajos realizados en cerdos entre
las 13 y 22 semanas de edad (en general
a las 22 semanas de vida es el tiempo
donde los cerdos se envian a beneficio)
recolectadas en diversas granjas del Rei-
no Unido, Portugal Italia y Holanda se
encontré porcentajes de deteccién del
virus en heces del 10%, 30%, 23% y 73%
respectivamente (Berto ezal. 2012); lo que
indica que los resultados en las plantas
de faenado de Antioquia son similares y

INvESTIGACION

aun menores que paises catalogados como
industrializados.

La proporcién de cerdos positivos
en cada planta de beneficio, fue de:
(43/9)20.9%, (22/7)31.8%, (29/9)31.0%,
(36/7)19.4% y (22/9)40.9% para las
plantas A, B, C, D y E, respectivamente
(Figura 1). Aunque los porcentajes son
variables no se encontré diferencia estadis-
ticamente significativa en las proporciones
de positividad entre cada una de las plantas
(prueba exacta de Fisher con un 0<0.05).
Lo anterior indica que no hay un efecto
en la positividad al HEV atribuible a las
plantas de beneficio analizadas, las cuales
tienen un nivel de tecnificacién apropiado
y practicas de manufactura similares y son
las que retnen la mayor proporcién de
sacrificio legal en Antioquia.
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FIGURA 1. Proporcion de cerdos positivos para el ORF1
del genoma del VHE en cinco plantas de beneficio
porcino de Antioquia (Colombia). No se encontraron
diferencias estadisticas significativas respecto de
la positividad entre las cinco plantas estudiadas.

Los cerdos analizados pasaron la inspec-
cién sanitaria de cada una de las plantas y
provenian de cinco de las nueve subregiones
en las que se divide el departamento. Las
subregiones Norte y Valle de Aburrd agru-
paron la mayor cantidad de muestras (69 y
43, respectivamente), lo que fue consistente
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con el volumen de produccién de cerdos
aportados para el consumo humano en la
regiéon (FNP 2012). La positividad por
subregién a VHE varié de 11.6% para la
regién Nortea 58.3% para la regién Oriente
(Figura 2). No se presentaron diferencias
estadisticas significativas respecto de la posi-
tividad al virus en los cerdos que provenian
de las subregiones Suroeste, Occidente,
Valle de Aburrd y Oriente; sin embargo en
la subregién Norte, la de mayor volumen
de produccién de cerdos para consumo
humano en Antioquia (FNP 2012), se
presenté la menor positividad a HEV al
compararse con las demds subregiones
(prueba de exacta de Fisher con valores de
p=0,0162, p=0,0019 y p= 0,0009 para las
Norte vs. Suroeste, Norte vs. Valle de Abu-
rrd y Norte vs. Oriente, respectivamente).
Se desconoce la razén de esta diferencia si
bien podria estar relacionado con el ma-
nejo de los protocolos de sanidad en cada
granja o también por la menor capacidad
de infeccién de las variantes del virus que
circulan en esa region por lo que se hace
necesario realizar estudios sobre la dindmica
de trasmision en las producciones porcinasy
su asociacién con las pricticas sanitarias en
granjas del departamento e incluso del pais.
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FIGURA 2. Proporcion de cerdos positivos para
el ORF1 del genoma del HEV segin la region
de procedencia de los cerdos. La region Norte
es significativamente diferente a las regiones
Suroeste, Occidente, Valle de Aburra y Oriente.
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Los resultados de esta investigacion
concuerdan con lo reportado por otros
investigadores, quienes encontraron que
el genoma viral del VHE es detectable en
heces de cerdos naturalmente infectados
hasta la semana 22 (de Deus ez al. 2008;
Leblanc ez al. 2007), que es la edad pro-
medio en la que, por lo general, los cerdos
son beneficiados para el consumo humano
en Antioquia (Diaz ez al. 2011).

Los porcentajes de positividad encon-
trados en las muestras analizadas sugieren
que, independientemente de la plantas de
beneficio, los cerdos en edad de sacrificio
en el departamento de Antioquia estdn
excretando virus al ambiente y, aunque
las técnicas de deteccién del genoma
viral empleadas no permiten establecer
si el virus es infeccioso o no, es claro que
el VHE se encuentra circulando en las
producciones porcinas de Antioquia. Esta
circunstancia pone en riesgo de infeccién
a los trabajadores de la cadena porcicola
puesto que la presencia del genoma del
VHE en las heces de cerdos en el mo-
mento del beneficio, aumenta el riesgo
de contaminacién de la carne de cerdo
para consumo humano.

Las investigaciones sobre la dindmica
del trasmisién del virus son escasas en
nuestro pais, por lo cual se hace nece-
sario llevar a cabo trabajos conjuntos
con las autoridades de salud con el fin
de generar la informacién necesaria
para tomar las medidas pertinentes que
permitan evitar la diseminacién del virus
hacia las fuentes de agua y disminuir el
riesgo de infeccién en trabajadores de
la cadena porcicola.
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