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RESUMEN GENERAL

El virus de la Hepatitis E (HEV) es un virus RNA de cadena sencilla y sentido
positivo, considerado como uno de los agentes etioldgicos mas importantes de
hepatitis aguda en humanos. Este virus esta clasificado como el tnico miembro de
la familia Hepeviridae, con cuatro genotipos principales de los cuales el genotipo 3
y 4 son zoonoticos y los cerdos son el reservorio mas importante. En Colombia se
ha encontrado evidencia serologica de exposicion al virus en humanos pero se
desconoce la situacién epidemiolégica y las caracteristicas de la infeccion en los

cerdos comercializados en al pais.

Con el animo de determinar las caracteristicas seroldgicas, histopatoldgicas
moleculares y filogenéticas de la infeccion por HEV en cerdos beneficiados en las
principales plantas de faenado de Antioquia, entre septiembre de 2011 y mayo de
2012 se recolectaron muestras de sangre, higado y heces de cerdos en 5 plantas
de faenado de Antioquia y se evalué la seropositividad para anticuerpos tipo 1gG e
IgM en suero, la deteccién del genoma viral en heces e higados, la presencia de
lesiones histopatégicas, la inmunolocalizacion del antigeno ORF3 en higado y la
relacion filogenética entre secuencias parciales y la del genoma completo de los

virus detectados.

Los resultados muestran que el 100% de los cerdos en evaluados presentaron
anticuerpos tipo IgG mientras que la seropositividad para anticuerpos IgM fue del
82.06%. La presencia del genoma viral en las muestras de heces fue del 37.5%
para el ORF1, mientras que la proporciéon de muestras positivas en higados fue de
37,28% para la deteccibn ORF1 y 23,69% para el ORF2. La deteccién por
Inmunohistoquimica mostré que el 41.41% de los tejidos de higado fueron
positivos para la inmunolocalizacion de la proteina viral derivada del ORF3. El
analisis histolégico mostré un alta frecuencia de lesiones de tipo crénico y hubo

asociacion estadisticamente significativa entre la presencia del genoma y las
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lesiones histopatologicas encontradas finalmente, la reconstruccion filogenética de
las secuencias genéticas parciales y de la secuencia completa del virus, reveld
que las variantes del HEV que circulan en las producciones porcinas Antioquia
pertenecen al Genotipo 3a.

Para nuestro conocimiento es la primera vez que se caracteriza la infeccion por
HEV en cerdos colombianos, lo que contribuye en gran medida al entendimiento
de la dinamica de infeccion del virus y constituye un punto de referencia para

adoptar medidas de vigilancia y control de la infeccion del HEV en el pais.

OVERVIEW

The Hepatitis E virus (HEV) is a single stranded RNA virus and positive sense,
considered one of the most important etiologic agents of acute hepatitis in humans.
This virus is classified as the only member of the family Hepeviridae with four
major genotypes,which genotype 3 and 4 are zoonotic and pigs are most important
reservoir. In Colombia, has been found serologic evidence of exposure to the virus
in humans but the epidemiological situation and the characteristics of the infection

in pigs sold in the country is unknown.

With the aim of determining the serological s, histopathological molecular
phylogenetic and characteristics of HEV infection in pigs slaughtered at
slaughterhouses of Antioquia, between September 2011 and May 2012 blood
samples, liver and pig feces were collected over 5 slaughterhouses of Antioquia
and seropositivity for IgG and IgM antibodies in serum, detection of viral genome in
feces and liver, presence of histological lesions, immunolocalization ORF3 antigen
in liver and phylogenetic relationship of the partial sequences and complete

genome of the virus were evaluated .

The results show that 100% of pigs tested, had IgG antibodies, while IgM

seropositivity was 82.06%. The presence of the viral genome in the samples of
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feces was 37.5% for ORF1, while the proportion of positive livers samples for
ORF1 and ORF2 was 37.28% and 23.69% respectively. In addition, detection by
immunohistochemistry showed that 41.41% of liver tissues were positive for
immunolocalization of viral protein derived from ORF3. Histological analysis
showed a high frequency of chronic injuries and statistically significant association
between the presence of viral genome and the histopathological lesions was found
Finally, the phylogenetic reconstruction of partial and complete sequences of the
virus revealed that HEV variants are circulating in Antioquia swine production and
belong to genotype 3a.

To our knowledge this is the first time that HEV infection in Colombian pigs is
characterized, contributing greatly to the understanding of the dynamics of virus
infection and is a benchmark for measures of surveillance and control of infection

HEV in the country.
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1. INTRODUCCION GENERAL

Existen cinco tipos de virus que provocan hepatitis en humanos de los cuales el
HEV es uno de los més importantes pues causa Hepatitis aguda de transmision
entérica en zonas endémicas y no endémicas. En el 1 al 4% de los casos de
infeccion pude llevar a falla hepatica fulminante, pero puede alcanzar el 20% en
mujeres embarazadas. Junto a lo anterior el creciente niUmero de reportes sobre
hepatitis crénica asociada a la infeccion por HEV en pacientes
inmunocompormetidos subrayan la importancia de este virus en la salud publica
mundial (Aggarwal, 2013; Kmush et al., 2013; Krain et al., 2014; Teshale & Hu,
2011).

Se reconoce un solo serotipo de HEV y cuatro genotipos principales (numerados
del 1 al 4). Los genotipos 1y 2 infectan principalmente a humanos por transmision
fecal-oral, y predominan en las regiones endémicas, mientras que los genotipos 3
y 4 pueden infectar humanos y diferentes especies animales principalmente
cerdos, por lo cual son considerados zoondéticos y aungque se han detectado estos
genotipos en zonas no endémicas también circulan en zonas de alta endemicidad
(Aggarwal, 2013; Meng, 2013).

Se estima que para el 2005 en Africa y Asia los genotipos 1 y 2 infectaron 20.1
millones de personas de las cuales 3.4 millones fueron asintomaticas, y que
produjo cerca de 70.000 muertes en esa poblacién, ademas de 3000 muertes de
neonatos (Rein et al., 2012). Aunque no existen datos certeros sobre el nimero de
afectados exclusivamente por los genotipos zoonéticos en el mundo, es claro que
el genotipo 3 se ha podido detectar en paises de los cinco continentes mientras
gue el genotipo 4 frecuente en Asia, se ha detectado en pocos paises de Europa
(Francia Grecia y Bélgica) y Africa (Surafrica), pero no se ha reportado su

presencia en paises de América ni Oceania (Kmush et al., 2013; Rein et al., 2012)
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En Colombia, se ha detectado la presencia del virus en el 8.7% de pacientes con
diagnostico de hepatitis viral provenientes de nueve regiones diferentes del pais
(Pelaez et al., 2014). Particularmente en Antioquia, la region de mayor produccion
y consumo de carne de cerdo del pais, dos estudios independientes revelaron que
la presencia de anticuerpos IgG en trabajadores manipuladores de cerdos oscila
entre 11,22% (Betacur et al., 2013) y 15.7% (Gutiérrez et al., 2015). Mientras que
en poblacion general se encontr6 una seroprevalencia 7.2% (Gutiérrez et al.,
2015).

La crianza de cerdos en Colombia constituye un renglén importante en la
economia agropecuaria, principalmente en Antioquia, por lo cual en los ultimos
afios los productores de cerdos han hecho un gran esfuerzo por mejorar la
produccion porcina elevando los estandares sanitarios en la produccion,
estandares que se podrian afectar por la falta de control derivada del

desconocimiento de la presencia de virus zoonéticos como el HEV.

En Colombia existen reportes sobre la frecuencia de anticuerpos contra el HEV en
humanos, pero en cerdos se desconoce su prevalencia, los genotipos que
circulan, asi como las relaciones filogenéticas que puedan existir entre ellos o con
los descritos en otros paises, ni cual es su capacidad de causar dafio en los
cerdos que se producen en el pais. Con el propésito de aportar al conocimiento de
la dindmica de infeccién en los cerdos del pais, el objetivo de este trabajo de
investigacion fue el de determinar las caracteristicas seroldgicas, histolégicas y
filogenéticas de la infeccion por el Virus de la Hepatitis E (HEV) en cerdos

faenados en las principales plantas de beneficio de Antioquia.

En este reporte, inicialmente se hace una revision de la enfermedad en humanos

para resaltar su importancia en la salud publica haciendo un paralelo con los datos

mas relevantes de la dinamica de infeccion en los cerdos. Luego, se reportan los

datos obtenidos sobre la seropositividad de anticuerpos tipo IgM e IgG en suero, la

excrecion del virus en heces y la presencia del virus en higados de cerdos en
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edad de beneficio obtenidos en las cinco plantas de faenado porcino con mayor
volumen en Antioquia en el periodo comprendido entre junio de 2011 y febrero de
2012.

Ademas se presenta el andlisis histopatologico de las lesiones encontradas en
tejido hepatico y su asociacion con la deteccion por inmunohistoquimica del
antigeno ORF3 en los cerdos evaluados. Finalmente se hace el andlisis
filogenético de las variantes encontradas y la caracterizacion molecular de de las

regiones codificantes de una secuencia HEV obtenidas en los cerdos del estudio.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar las caracteristicas seroldgicas, histopatolégicas moleculares, y
filogenéticas de la infeccion del Virus de la Hepatitis E (HEV) en cerdos
faenados en las principales plantas de beneficio de Antioquia

2.2. ESPECIFICOS

2.2.1. Determinar la seropositividad de anticuerpos tipo 1gG e IgM contra el HEV,
en cerdos faenados en las principales plantas de beneficio de Antioquia.

2.2.2. Evaluar la presencia del genoma viral del HEV, en heces e higados de

cerdos faenados en las principales plantas de beneficio de Antioquia.

2.2.3 .Establecer la asociacion entre los marcadores de infeccion y las lesiones

histopatolégicas presentes en higados de cerdos faenados en Antioquia
2.2.4. Describir las caracteristicas moleculares y filogenéticas de las secuencias

del genoma del HEV presentes en cerdos faenados en las principales plantas de

beneficio de Antioquia.
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3. HIPOTESIS
3.1. Existe circulacion del Virus de la Hepatitis E (HEV) en cerdos en edad de

beneficio en Antioquia.

3.2. La infeccién con HEV en cerdos estd asociada a la presencia de lesiones en
el higado.

3.3. El virus del HEV que circula en los cerdos en edad de beneficio pertenecen a

un unico linaje del genotipo 3.
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4. MARCO TEORICO

4.1. GENERALIDADES.

La Hepatitis E es una enfermedad causada por el virus de la Hepatitis E (HEV),
que es el unico miembro de la familia Hepeviridae, para el cual se han descrito
cuatro genotipos, pero solo un serotipo. Los genotipos 1 y 2 infectan
exclusivamente a humanos, mientras los genotipos 3 y 4 infectan cerdos y otras
especies de mamiferos incluido los humanos (Aggarwal, 2013a; Kumar et al.,
2013). Las presentaciones clinicas de la enfermedad en humanos pueden variar
dependiendo del grado de endemicidad de las regiones donde se encuentra. En
areas con deficientes condiciones sanitarias y baja calidad de agua para consumo
humano la infeccibn es comun y se presentan tanto brotes epidémicos como
casos esporadicos de hepatitis aguda autolimitada, principalmente en adultos
jovenes y en mujeres embarazadas en las cuales la infeccion puede ser

particularmente severa (Aggarwal, 2013a; Teshale & Hu, 2011).

Desde la descripcién del virus en los cerdos (Meng et al., 1997), ha habido un
ndamero creciente de reportes que vinculan a este animal como reservorio del
virus y su participacibn en la aparicion de casos esporadicos en paises
desarrollados donde la infeccibn no es endémica. Los analisis genéticos y
filogenéticos indican que las cepas que circulan entre humanos y cerdos tienen
estrecha relacion (Meng, 2010, 2012; Pavio et al., 2015) reforzando la importancia
que tienen los cerdos en la trasmision de la enfermedad. A continuacién se
describen aspectos generales de las caracteristicas del virus, del desarrollo de la
enfermedad en humanos y se revisaran las caracteristicas generales de la

infeccion en el cerdo.
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4.2. ORGANIZACION GENOMICA Y CARACTERISTICAS DEL VIRUS:

El HEV es un virus RNA, de cadena sencilla, de sentido positivo, de
aproximadamente 7,3 kilobases (kb); en el extremo 5' posee un "cap" seguido de
una region no traducida (Untranslated Regions: UTR) corta y tres marcos de
lectura abierta (Open Reading Frame: ORF) parcialmente superpuestos: ORF1,
ORF2 y ORF3. En el extremo 3" presenta otra UTR la cual finaliza en una cadena
de 200 a 300 adeninas (Poli A) (Koonin et al., 1992; Panda & Varma, 2013; Tsarev
et al., 1992). La cinética de expresion de las proteinas virales no es clara, pero su
expresion durante la infeccion ha sido confirmada por la presencia de anticuerpos
en humanos y animales infectados natural y experimentalmente (Holla et al., 2013;
Johne et al., 2014a; Khudyakov YUE et al., 1994).

Experimentos desarrollados en monos infectados detectaron la presencia de dos
RNAs subgenomicos de 2 y 3,7 Kb, que traducian las proteinas del ORF2 y ORF3
respectivamente (Tam et al., 1997), sin embargo, estudios posteriores en cultivos
celulares han encontrado que estas proteinas son traducidas a partir de un RNA
subgendémico bicistronico de 2,2 Kb (Graff et al., 2006) donde los codones de
iniciacion para cada proteina estan separados por algunos nucleotidos (Bouquet et
al., 2012; Graff et al., 2006).

4.3. VARIANTES GENETICAS (GENOTIPOS):

Existen cuatro genotipos principales que pueden infectar humanos. Los genotipos
1y 2 infectan anicamente a humanos, mientras que los genotipos 3 y 4 ademas de
humanos pueden infectar los cerdos y otros animales mamiferos (Johne et al.,
2014b) . Nuevas variantes genéticas del virus se han descrito en aves (Kwon et
al., 2012;Haqgshenas et al., 2001), murciélagos (Drexler et al., 2012), peces (Batts
et al., 2011) y ratas (Johne et al., 2010) que segun su grado de identidad genética

podrian dar lugar a nuevos géneros de la familia Hepeviridae.
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Aunque se acepta que el HEV se divide en cuatro genotipos, un estudio
filogenético (Lu et al., 2006) en el cual se analizaron 421 aislamientos a nivel
mundial, propuso que el genotipo 1 estaba dividido en 5 subtipos, el genotipo 2 en
dos subtipos y los genotipos 3 y 4 son los mas diversos, en diez y siete subtipos
respectivamente, lo cual demuestra la gran diversidad genética del virus (Lu et al.,
2006).

Analisis filogenéticos y de recombinacion sobre 134 genomas de HEV
secuenciados completamente han sefialado tres sitios potencialmente
significativos de recombinacién intra e intergenotipica (Wang et al., 2010)
sugiriendo que la recombinacion es rara pero posible entre virus humanos y de
cerdo. Ademas de lo anterior, las altas tasas de mutacion del los virus RNA,
pueden contribuir a explicar la diversidad genética del virus (Holla et al., 2013;
Shukla et al., 2012).

4.4. PROTEINAS DEL HEV:

El ORF1 de aproximadamente 5kb, codifica para las proteinas no estructurales
metiltransferasa (MT), proteasa (Pro), Helicasa (Hel) y RNA polimerasa
dependiente de RNA (RdRp), esta ultima responsable de la replicacion del virus;
ademas codifica para dos dominios Y y X cuyas funciones no estan claras todavia
(Holla et al., 2013; Koonin et al., 1992).

Las proteinas estructurales de la capside estan codificadas en el ORF2, el cual
produce una proteina que se caracteriza por tener una sefal de encapsidacion
seguida de una regidén rica en arginina y varios sitios de glicosilacién, que
aparentemente son esenciales en la formacion de particulas infecciosas (Li et al.,
2005b; Mori & Matsuura, 2011). Se ha encontrado también que varios epitopes de
esta proteina son importantes en la generacion de anticuerpos neutralizantes
(Sanford et al., 2012; Shrestha et al., 2007).
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El ORF3 codifica para una fosfoproteina de aproximadamente 115 aminoacidos
que estd involucrada en la morfogénesis del virion y en la patogénesis viral
(Koonin et al., 1992; Okamoto, 2007) Esta proteina interactia con proteinas del
citoesqueleto (Okamoto, 2007; Zafrullah et al., 1999) y con proteinas involucradas
en la activacion de la sefalizacion celular; participa también en la exportacion
nuclear de a 1-microgobulina y sus precursores en el hepatocito (Tyagi et al.,
2004). Se ha mostrado que esta proteina, esta presente en la superficie de los
virones recién formados y juega un papel importante en la salida del virién de la

célula infectada (Nagashima et al., 2011).

4.5. CICLO DE REPLICACION DEL HEV:

Se conoce poco acerca de los receptores celulares y ligandos virales implicados
en la adhesion del HEV a la célula. Se ha propuesto que las moléculas de
proteoglicanos de heparan sulfato (HSPG por sus siglas en inglés) como los
receptores putativos del virus, sin embargo los investigadores que propusieron que
el virus entra a las células hepaticas a través de endocitosis mediada por clatrina,
cuestionan su participacion en la entrada del virion (Kapur et al., 2012). Algunos
estudios muestran que un péptido del ORF2 entre los aminoacidos 368 y 606 (Li et
al., 2005a) con la capacidad de formar particulas parecidas a virus (Virus like
particle: VLP) de 23 nm, puede unirse a la membrana celular y penetrar en varios
tipos celulares susceptibles a la infeccion del HEV como HepG2, HuH-7,
PLC/PRF/5 y A549 (He et al., 2008). El tratamiento de células con estas VLP es
puede inhibir la infeccion con el virus (Zhang et al., 2012), lo que sugiere que este
péptido tiene un papel fundamental como ligando viral, sin embargo, los
receptores celulares que se unen a este péptido de la capside no se han

identificado aun.

Uno de los modelos méas aceptados para le replicacion del HEV y la expresion de
sus genes parte de las similitudes que tiene el virus con otros virus RNA de

sentido positivo. Después que el virus entra a la célula permisiva, el RNA
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genomico sale de la capside (desencapcidacion) y es directamente traducido en el
citoplasma de la célula infectada para producir una poliproteina donde estan las
proteinas no estructurales codificadas por el ORF1 (Ansari et al., 2000), después
gue esta poliproteina es procesada por proteasas celulares, la RdRp replica el
genoma viral de sentido positivo formando intermediarios de RNA de sentido
negativo que sirven tanto como molde para hacer copias sucesivas del RNA
genodmico, como para la sintesis de hebras de RNA subgendémico (Graff et al.,
2006). El RNA subgendmico es entonces traducido a las proteinas estructurales.
Las proteinas de capside empacan el genoma viral para ensamblar los nuevos
viriones, que salen de la célula mediante mecanismos que no estan bien definidos
(Figura 4.1) (Nagashima et al., 2011) y aunque falta confirmacion experimental
directa de este modelo de replicacion existen algunos hallazgos que soportan el
modelo (Chandra et al., 2008; Panda & Varma, 2013)
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Figura 4.1. Esquema del ciclo de replicacion del HEV
(Adaptado de Chandra et al., 2008)
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4.6. PATOGENESIS DE LA HEPATITIS E EN HUMANOS

4.6.1. Rutas de transmision y periodo de incubacién en humanos
Se han reportado cuatro rutas de transmision. (i) Trasmision fecal-oral debido a la

contaminacion de las fuentes de agua potable; (ii) trasmision a partir de alimentos
(carne/higado o vegetales contaminados); (iii) transfusion de productos
sanguineos infectados; (iv) transmisién vertical (materno-fetal). De estos la
primera es la mas comun, y en algunos casos, particularmente en areas no
endémicas y casos esporadicos en regiones endémicas, no es posible establecer
la ruta de adquisicion del virus (Aggarwal & Naik, 2009; Aggarwal, 2011; Maier,
1992)

El periodo de incubacién en humanos, después de la exposicién oral, oscila entre
4 a 5 semanas, aunque en brotes epidémicos se ha reportado la presentacién de
los sintomas en periodos de 2 a 10 semanas después de la ingestion de agua
contaminada (Khuroo, 2011; Twum-Barima Asante, 2003). En estudios de
trasmision experimental en primates no humanos se presenta una elevacion de las
enzimas hepéticas 42-46 dias después de la ingestién del virus y en hembras de
mono embarazadas puede variar de una a dos semanas hasta cuatro a cinco
(Krawczynski et al., 2011; Kumar et al., 2004; Tsarev et al., 1995)

4.6.2. Curso de lainfeccién y respuesta Inmune en humanos.
Los anticuerpos tipo inmunoglobulina M (IgM) e inmunoglobulina G (IgG) en

respuesta a la infecciobn aparecen de forma temprana, usualmente al mismo
tiempo de la presentacion de los sintomas de forma parecida a la infeccién por el
virus de la hepatitis A (HAV), asi el diagndstico usualmente se puede hacer en el
momento de la presentacién de la enfermedad. En los humanos con hepatitis E la
IgM comienza a producirse justo antes de la aparicién del los niveles mas altos de
ALT y alcanza su titulo maximo al mismo tiempo que la ALT tiene su maxima
actividad (Aggarwal & Jameel, 2011; Chandra et al.,, 2010, 2008). Los IgM
especificos desaparecen aproximadamente 4 a 5 meses dentro de la fase

convaleciente de la enfermedad.
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Los anticuerpos IgG se producen un poco después que los IgM y los titulos se
incrementan a través de la fase aguda de la enfermedad hasta la fase
convaleciente (Ver figura 2), permaneciendo en titulos altos de 1 a 5 afios después
de la resolucién de los sintomas: los IgM anti HEV parecen declinar a través del
tiempo mas rapidamente que los IgG anti HAV; en algunos casos los IgG pueden
ser detectados después de 14 afios de la presentacion de la enfermedad, sin
embargo, la posibilidad de una repetida exposicion no puede ser descartada
(Aggarwal & Jameel, 2011; Chandra et al., 2008; Holla et al., 2013).
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Figura 4.2. Curso de lainfeccién del HEV en Humanos.
(Adaptado de Kamar et al., 2012)

La respuesta de anticuerpos a antigenos virales individuales es muy variable,
debido principalmente a diferencias tanto especificas de cepa como a la respuesta
individual de cada paciente. Asi por ejemplo después de alcanzar altos niveles
durante la fase aguda los IgG especificos para las proteinas del ORF2,

disminuyen rapidamente sobre los 6 a 12 meses y podrian no persistir a niveles
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protectores (Schwartz et al., 1994; Srivastava et al., 2011) Por otro lado, en una
proporcion de pacientes, la respuesta a las proteinas del ORF3 no genera titulos
detectables contra los antigenos, mientras que otros presentan anticuerpos
reactivos contra estas proteinas durante muchos afos (Khudyakov & Kamili,
2011).

Poco se conoce acerca de la respuesta inmune mediada por células en humanos,
reciente evidencia suguiere que la respuesta inmune celular se da principalmente
en pacientes con infeccién aguda, pues linfocitos de estos pacientes son sensibles
a péptidos especificos de HEV. La respuesta de células T especificas disminuye a
lo largo de la fase convaleciente y pueden jugar un papel importante la
patogénesis de la infeccibn aguda y en la recuperacion de la enfermedad
(Suneetha et al., 2012).

Un estudio reciente evaluo la frecuencia y el estado de activacion de células NK y
NKT, asi como la actividad citotoxica de las células NK presentes en células
mononucleares de sangre periférica obtenidas de pacientes con hepatitis E y en
controles sanos. En 14 pacientes de 41, los estudios se repitieron durante el
periodo de convalecencia. Los resultados mostraron que los pacientes tienen
menos porcentaje que los controles: células NK (8,9% frente a 11,2%) y las
células NKT (8,7% frente a 13,6%). Los marcadores de activacion estaban
presentes en una gran proporcion de las células NK en los pacientes (43,5% frente
a 15,5%) y las células NKT (41,5% frente a 12,8%). La citotoxicidad de las células
NK fue similar en pacientes y controles. Durante la convalecencia, todos los
pardmetros se normalizaron. Las alteraciones en el nimero de células NK y NKT y
el estado de activacién durante la hepatitis E aguda sugieren un papel importante

de estas células en la patogénesis de la enfermedad (Srivastava et al., 2008).

Otros estudios, han mostrado una expansion de de CD4+ en pacientes comparado
con los controles (Srivastava et al., 2007). Sin embargo, las proporciones de
CD4+/CD69+ y CD8+/CD69+ productores de interferon gamma (INFy), factor de

necrosis tumoral alfa (TNFa) e interleuquina 4 (IL-4) permanecieron sin ningun
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cambio después del estimulo con proteinas del ORF2. La disminucién de INFy y
TNFa producidos por células T en pacientes con Hepatitis E, después de la
activacion policlonal con PMA e ionomicina sugieren un inherente defecto en la
activacion de células T en individuos infectados (Srivastava et al., 2007). La
limitada actividad inmune en el compartimiento periférico puede resultar de la
migracion y secuestro de las células inmunes en el higado (Srivastava et al.,
2011).

Aggarwal et al., (2007) caracterizaron la respuesta proliferativa de linfocitos en
pacientes y controles sanos usando péptidos del ORF2 y el ORF3, encontrando un
aumento en las células mononucleares en los pacientes comparados con los

controles principalmente con los péptidos del ORF2.

4.6.3. Manifestaciones Clinicas en humanos:
La presentacién habitual se caracteriza por ictericia, coluria, acolia, malestar

general, nauseas, vomitos y fiebre; suele durar entre 1 a 6 semanas, aunque
también puede cursar de forma asintomética. En zonas endémicas afecta sobre
todo a personas entre 14 y 40 afios, mientras que en paises desarrollados afecta
mas a personas de mediana edad, principalmente varones (Aggarwal & Jameel,
2011; Aggarwal, 2013b; Sarin & Kumar, 2012). En zonas endémicas tiene baja
mortalidad (0,07-0,6%), siendo mayor en los paises en desarrollo por la presencia
de otras enfermedades. En mujeres embarazadas afectadas el riesgo de fallo
hepatico fulminante y la mortalidad es mayor, situdndose entre el 15-25%
(Acharya, 2013; Khuroo et al.,, 1981; Kumar et al., 2004; Navaneethan et al.,
2008).

Hasta hace relativamente poco tempo se consideraba que el HEV solo producia
cuadros agudos que generalmente evolucionaban hacia la curacion espontanea,
sin precisar mas tratamiento que el sintomatico. Sin embargo, en los ultimos afios
se ha observado el desarrollo de hepatitis cronica por HEV. Los casos descritos en
los que esto sucede corresponden a pacientes inmunodeprimidos, ya sea por

haber sido sometidos a un trasplante de 6rgano solido, padecer un linfoma, haber
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recibido un trasplante de medula Osea, estar infectados por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) o ser pacientes tratados con glucocorticoides e
inmunodepresores por enfermedades autoinmunes, entre otros (Koenecke et al.,
2012; Kumar et al., 2013; Parvez, 2013).

4.6.4. Hallazgos histopatoldgicos de lainfeccion en humanos.
Los estudios sobre epidemias de HEV han generado importante informacion

acerca de la patologia de la enfermedad sobretodo en las presentaciones agudas.
Los hallazgos histopatolégicos en humanos son de dos tipos principales: (1)
hepatitis aguda tipica y (2) una variante colestésica. En este ultimo caso, las
caracteristicas importantes incluyen la éstasis en canaliculos biliares (coléstasis),
y una gran proliferacion de conductillos biliares. También hay coléstasis
prominente en la zona centroacinar (Mechnik et al., 2001; Peron et al., 2007),
cambios degenerativos en los hepatocitos y areas focales de necrosis, menos
comunes que en el tipo no colestésico. Las células de Kupffer que contienen
granulos de lipofucsina son prominentes. Los espacios portales se expanden; los
leucocitos polimorfonucleares son visibles en los infiltrados del tracto portal, pero
predominan los linfocitos, se puede ver ademas flebitis de venas porta y central,
infiltraciones en intralobulares de leucocitos polimorfonucleares y macréfagos
(Malcolm et al., 2007).

En el tipo de infeccion HEV no colestasico, se observa necrosis focal de
hepatocitos, degeneracién de los hepatocitos y la formacién de cuerpos acidofilos.
Una caracteristica morfolégica importante es areas focales de necrosis
intralobulares de los hepatocitos con acumulaciones importantes de macréfagos y
activacion de las células Kupffer en presencia de linfocitos (Mechnik et al., 2001).

La severidad histologica de la hepatitis en humanos es variable. En una epidemia
bien documentada (Gupta & Smetana, 1957; Sarin & Kumar, 2012) el 78%. las
biopsias, se establecieron distintas categorias que llegaron a clasificarse hasta
moderadamente grave. En los casos mortales de hepatitis aguda severa se

presenta histologicamente una necrosis de hepatocitos submasiva o masiva. No
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se han descrito manifestaciones histolégicas cronicas en  sujetos

inmunocompetentes (Gupta & Smetana, 1957; Sarin & Kumar, 2012).

En los casos agudos de infeccion por HEV en humanos, la microscopia electrénica
revela un considerable polimorfismo de los hepatocitos. Algunos hepatocitos
muestran degeneracion en forma de globo, vesiculacion de la envoltura
perinuclear y del reticulo endoplasmatico rugoso, mientras que otros hepatocitos
muestran disminucién y condensacion del citoplasma y de las organelas celulares
para formar un patron de telarafia. En los casos fulminantes de la infeccion, los
canaliculos biliares se dilatan y se observa un estasis biliar tanto intracanicular

como intracitoplasmatico (Agrawal et al., 2012; Malcolm et al., 2007)

4.6.5. Epidemiologia de la enfermedad
4.6.5.1. Presentacion en Regiones Endémicas

En estas regiones los brotes epidémicos suceden usualmente con algunos pocos
afos de diferencia. Tales brotes se han observado en India, China, en las regiones
sureste y central de Asia, el medio este, norte y algunas partes del oeste de Africa.
En Norte América, especificamente en México se dieron dos pequefios brotes
entre 1986 y 1987, pero desde entonces no se han vuelto a reportar brotes
epidémicos. Los brotes son frecuentemente grandes y afecta de cientos a miles de
personas, la mayoria de estos asociados al consumo de agua contaminada
(Chandra et al., 2008; Dalton et al., 2008; Miyamura, 2011; Sarin & Kumar, 2012).

Los brotes frecuentemente se presentan después de un periodo de lluvias fuertes
e inundaciones, las cuales favorecen la mezcla de excretas humanas con las
fuentes de agua potable (Sarin & Kumar, 2012). Algunos brotes pueden ocurrir en
meses de tiempo seco, posiblemente debido a que la corriente de los rios
disminuye, favoreciendo la concentracion de contaminantes fecales. En el sureste
de Asia, por ejemplo se presentan recurrentes epidemias asociadas con la
disposicion de excretas en las riveras de los rios y donde se usa ésta agua para el
beber, cocinar y para la higiene personal. Estas practicas proveen condiciones que

permiten la continua contaminacion fecal de las aguas (Nakano et al., 2012).
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Los brotes de hepatitis E se han asociados con altas tasas de presentacion y
mortalidad entre mujeres embarazadas en el tercer trimestre, en las cuales puede
llegar a una tasa del 25% de mortalidad, debido a la presentacion de fallo hepatico
fulminante (Aggarwal, 2013b; Pal et al., 2005; Wedemeyer et al., 2012; Sharapov
et al.,, 2009). La carga hormonal y el estado inmunoldgico de las mujeres
embarazadas han sido asociados con esta presentacion, pero los factores
especificos no estan bien establecidos (Kar, 2012; Khuroo et al., 1981;

Navaneethan et al., 2008).

4.6.5.2. Presentacion en regiones no endémicas.

En regiones no endémicas, donde no se han reportado grandes brotes de la
enfermedad en humanos, la infeccion explica Unicamente una minoria de los
casos de hepatitis aguda. Hasta hace pocos los casos reportados eran asociados
a viajes de los pacientes a zonas endémicas, sin embargo, algunos casos
recientes o pequefias serie de presentacion de la enfermedad en estos paises, se
han relacionado con la trasmisién de virus autéctonos en regiones como USA,
Europa y en paises desarrollados del Asia y del Pacifico (Aggarwal, 2013b; Amon
et al.,, 2006; Meng et al., 1999). En estas regiones se sospechdé que la
diseminacién era zoonGtica, pues algunos estudios mostraron que aislados de
HEV de humanos estaban relacionados genéticamente con los aislados
encontrados en cerdos de la regién (Aggarwal, 2013b; Amon et al., 2006; Meng,
2011, 2013; Meng et al., 1998; Ruggeri et al., 2013). Estos hallazgos fueron
corroborados por trabajos experimentales que demostraron infeccion en cerdos
con virus aislados de humanos e infecciébn de primates con cepas aisladas en
cerdos. En estas regiones la ruta de trasmision reportada es el consumo de carne
contaminada y cocida inadecuadamente principalmente de jabali y otros animales
silvestres (Dalton et al., 2013; Kumar et al.,, 2013; Meng, 2010; Ruggeri et al.,
2013).
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4.7 PATOGENESIS DEL HEPATITIS E EN CERDOS

4.7.1. Rutas de transmision y Periodo de incubacion.
Se asume que de forma natural, el cerdo se infecta por via oro-fecal. De hecho se

ha demostrado experimentalmente esta ruta de infeccion usando cerdos libres de
patégenos especificos (SPF). Una vez que los animales se infectan por la via oral,
el virus se replica en el tracto digestivo y llega al higado, presuntamente a través
de la vena porta, donde se replica en los hepatocitos y se excreta en bilis y heces
(Choi & Chae, 2003).

Los estudios epidemioldgicos iniciales indicaban que los cerdos de 2 a 4 meses de
edad eran los que basicamente estaban infectados por el HEV. No obstante,
trabajos recientes han detectado el virus en lechones de un mes de edad (de Deus
et al., 2007), lo que inicia el debate sobre la transmision del virus a edades muy
tempranas. Se sospecha que las cerdas podrian ser una causa significativa de
infeccion para los lechones, sea por transmisién vertical u horizontal (de Deus et
al., 2007). Sin embargo, hasta el momento no se han publicado evidencias de la

transmision del virus de la cerda a su descendencia.

La transmision horizontal del HEV ha sido experimentalmente demostrada. No
obstante, existe la duda sobre la eficacia de esta transmision. Aunque parece muy
efectiva en el campo, experimentalmente esta efectividad solamente se consigue
cuando los cerdos se infectan via intravenosa y consiguen excretar grandes
cantidades de virus (Bouwknegt et al., 2008; Satou & Nishiura, 2007). En cambio,
cuando los animales son desafiados via oro-nasal, la infeccion de cerdos por
contacto sucede de forma esporadica (Bouwknegt et al.,, 2008; Casas et al.,
2009a; Satou & Nishiura, 2007).

Por otro lado, hasta el momento no se ha evidenciado la existencia de transmision
vertical del HEV cuando se infectan cerdas gestantes experimentalmente, aunque

si son capaces de infectarse y seroconvertir (Kasorndorkbua et al., 2003). En este
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mismo experimento, tampoco se observo mortalidad en las hembras gestantes, tal

como se ha descrito en mujeres.

4.7.2. Curso de lainfeccion y respuestainmune en cerdos.

En una granja convencional, la dinAmica de infeccién por el HEV es muy similar a
la de otros agentes viricos (de Deus et al., 2008) (Figura 4.3). Una elevada
proporcion de animales adultos son seropositivos y los lechones lactantes
presentan anticuerpos IgG e IgA anti-HEV adquiridos de forma pasiva. Estos
anticuerpos tienen una duracion variable dependiendo de la cantidad de
anticuerpos maternales transferidos (Meng et al., 1997). Lechones nacidos de
madres con titulos de anticuerpos muy elevados pueden ser seropositivos hasta

las nueve semanas de edad (de Deus et al., 2008; Meng et al., 1997).

Una vez que los animales pierden los anticuerpos maternales, se infectan y la
seroconversion se da entre las 12 y 14 semanas de edad, aproximadamente
(Figura 4.3). La seroconversion se caracteriza por la aparicion primero de IgA e
IgM anti-HEV alrededor de las 12 semanas de edad y una semana después por la
aparicion de IgG anti-HEV. Los IgM se pueden detectar durante un periodo de 5 a
7 semanas, mientras que los IgG duran hasta la edad del sacrificio (de Deus et al.,
2008; Meng et al., 1997). Se desconoce, no obstante, la duracion de los IgG una
vez que el animal se ha infectado de forma natural. La deteccion de IgM
habitualmente esta relacionada con la presencia de virus en sangre (viremia), lo
qgue significa que este tipo de anticuerpo es indicativo de la fase aguda de la

infeccion.

El pico de infeccion se observa especialmente entre las 12 y las 15 semanas de
edad (Figura 3), momento en los que el HEV se puede detectar, ademas de en
sangre, en bilis, nodulos linfaticos mesentéricos, higado y heces en mas del 50%
de los animales infectados. A esa edad también es posible observar lesiones
hepaticas que varian de leves a moderadas; en ningln caso se observan lesiones
macroscopicas significativas y que sean causa de sintomatologia clinica en el
cerdo (de Deus et al., 2008).
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No obstante, estudios experimentales han demostrado que el HEV en el cerdo se
replica en otros 6rganos aparte del higado (Williams et al., 2001) como intestino
delgado, colon y nddulos linfaticos. El virus también puede detectarse en el epitelio
de los conductos biliares, asi como en el intestino delgado y en el grueso, en los
nodulos linfaticos, las tonsilas, el bazo y los rifiones de animales infectados de
forma natural (Choi & Chae, 2003).
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Figura 4.3. Curso de infeccion del HEV.
(adaptada de: Pavio et al. 2010).

4.7.3. Manifestaciones Clinicas en cerdos.
Salvo un unico reporte de infeccidn experimental en cerdos donde se observo

ictericia en los animales infectados (Balayan et al., 1990) la infeccion por el HEV,

sea natural o experimental, cursa sin signos clinicos aparentes (Hagiwara et al.,

36



2007; Halbur et al., 2001; Sanford et al., 2011). Sin embargo, se ha observado que
al infectar cerdos con cepas tanto humanas como porcinas del HEV puede inducir
a un ligero incremento en las enzimas hepaticas (Bouwknegt et al., 2009; Halbur et
al., 2001) acompafiado de un incremento también ligero, del tamafio de los
ndédulos linfaticos mesentéricos (Halbur et al., 2001).

4.7.4. Hepatitis E como zoonosis.
La identificacion y caracterizacion de el primer aislado de HEV en cerdos en

Estados Unidos (Meng et al., 1997) llevo a configurar el concepto de zoonosis,
desde el reporte inicial en 1997 muchos trabajos se han desarrollado para
establecer la presencia del virus en cerdos en diferentes paises, donde los
hallazgos han postulado a los cerdos como uno de los principales reservorios de la

infeccion en regiones no endémicas (Pavio et al., 2010).

Los virus identificados en cerdos son del genotipo 3 y 4 y han sido asociados
como causa de las presentaciones esporadicas en dichas regiones. Analisis
filogenéticos de las secuencias gendmicas de los virus aislados en cerdos han
sido relacionados con los genotipos 3 y 4 encontrado en humanos, estudios
seroepidemiolégicos han mostrado que en el medio este de los Estados Unidos
hay una amplia presencia del virus y que cerca del 80 al 100% de los cerdos en

granjas estan infectados (Feagins et al., 2008; Huang et al., 2002).

Varios reportes en paises en via de desarrollo y en paises desarrollados indican
qgue la infeccion en cerdos es comun en todo el mundo, estos hallazgos dan
cuenta de una fuente importante de virus para respaldar el concepto de infeccion
zoondtica (Feagins et al., 2008; Huang et al.,, 2002; Kantala et al., 2015;
Krumbholz et al., 2013; dos Santos et al., 2009).

Un estudio encontré la presencia del RNA viral del genotipo 3y 4 en 7 de 363
higados empacados y comercializados en carnicerias locales japonesas. Estos
aislados fueron genéticamente muy parecidos a aquellos encontrados en humanos
de la region (Meng et al., 1998). En Estados Unidos (USA) el RNA del genotipo 3

fue aislado en 11 de 127 empaques comerciales de higado de cerdo (Feagins et
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al., 2008). En Japd6n una gran proporcion de pacientes infectados con el virus
admitieron haber ingerido higado de cerdo crudo o de baja coccion (Mizuo et al.,
2005; Yazaki et al., 2003).

La hepatitis E es considerada como una enfermedad zoonética y los cerdos y
otras especies son considerados los reservorios (Meng, 2010). Se ha demostrado
que las personas que manipulan estos animales tales como trabajadores de
granjas porcinas y veterinarios tanto en paises en via de desarrollo como en
paises desarrollados tienen un incremento en el riesgo de padecer la infeccion
(Aggarwal, 2013a; Dalton et al., 2013; Kumar et al., 2013).

4.7.5. Hallazgos histopatol6gicos de la infeccion en cerdos
Histolégicamente se observa hepatitis multifocal linfoplasmocitica, de leve a

moderada (da Costa Lana et al., 2014; Martin et al., 2007; Meng et al., 1997). Las
lesiones hepéticas estan relacionadas con el pico de deteccion del virus en bilis y
en nodulo linfatico mesentérico (de Deus et al., 2007) y con altos valores de
densidad oOptica de IgG e IgM anti-HEV (de Deus et al., 2008).

4.7.6. Genotipos y distribucién de HEV en cerdos
Las secuencias del HEV porcino son muy heterogéneas y pertenecen a los

genotipos 3 0 4 (Holla et al., 2013; Okamoto, 2007). El genotipo 3 del HEV ha sido
identificado mayoritariamente en cerdos de paises industrializados, donde la
enfermedad es esporadica en el hombre, como Norteamérica, Europa y paises
desarrollados de Asia (Okamoto, 2007). El genotipo 4 ha sido identificado
principalmente en cerdos de paises asiaticos, en los que la enfermedad es
endémica en humanos, como India, Japén y Taiwan (Holla et al., 2013; Lu et al.,
2006; Okamoto, 2007). Las cepas de HEV humanas y porcinas del mismo pais
suelen estar relacionadas entre si, son habitualmente del mismo genotipo y
tienden a presentar una elevada identidad nucleotidica (Machnowska et al., 2014;
Meng, 2010; Meng et al., 1997; Mirazo et al., 2012).
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4.7.7. Epidemiologia de la Infeccidn en el Cerdo.
La seroprevalencia frente al HEV en el cerdo varia segun el pais, la granja y la

edad del animal, y puede llegar a ser muy elevada (>90%) en areas geograficas
donde la enfermedad no es endémica en la especie humana (Di Bartolo et al.,
2011; Berto et al., 2012; Krumbholz et al., 2013; Seminati et al., 2008; Steyer et al.,
2011).

Aungue el porcentaje de cerdos infectados con el HEV varia con la edad, se ha
visto que el virus puede ser detectado en animales de 1 a 22 semanas de edad
(Casas et al., 2009b; Clayson et al., 1995; de Deus et al., 2007, 2008), con mayor
prevalencia entre los tres y los cuatro meses de vida (Casas et al., 2011; de Deus
et al., 2008). La mayor prevalencia de infeccion observada en estas edades esta
relacionada con la disminucién de los anticuerpos maternales y con el incremento
de la probabilidad de que los animales se infecten debido a la contaminacion fecal

del ambiente, del alimento y del agua (de Deus et al., 2008).

Los estudios sobre HEV en cerdos de Europa, Asia, Oceania, Africa y América
han evidenciado porcentajes variables en las piaras alrededor del mundo,
alcanzando hasta el 100% de positividad para anticuerpos tipo IgG en diversas
granjas estudiadas (Di Bartolo et al., 2011; Conlan et al., 2012; Kaba et al., 2013;
Ruggeri et al., 2013). En cerdos Unicamente se ha detectado los genotipos 3y 4
siendo el genotipo 4 frecuente en Japdn y China pero se ha reportado en algunos
cerdos de Europa, mientras que el genotipo 3 del HEV se ha identificado en
cerdos naturalmente infectados en los cinco continentes (van der Honing, van
Coillie, Antonis, & van der Poel, 2011; Berto et al., 2012; Geng et al., 2013;
Urayama et al., 2010;).

Al igual que los estudios en cerdos de otros continentes, en América la
seroprevalencia de HEV es variable. En Canada se encontré anticuerpos en
59.4% de los cerdos estudiados con seroprevalecias que variaron entre 38.3-
88.85% en diferentes regiones del pais (Yoo et al., 2001). En Estados Unidos, dos

trabajos independientes reportaron positividad en 34.5% y 71.4% de los animales
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estudiados y del 100% de las granjas involucradas (considerando como positiva la
granja donde se detecto al menos un animal positivo) (Meng et al., 1997; Withers
et al., 2002). Otros trabajos en Latinoamérica han mostrado prevalencias de 80%
en México (Cooper et al., 2005), 22.7% en Argentina ( Munné et al., 2006), 81%
en Brasil (Guimaraes et al., 2005) y 5% en Chile (Reinhardt et al., 2003).

Todos estos estudios han demostrado que el HEV porcino es ubicuo, tanto en
paises en vias de desarrollo como en paises industrializados (Lu et al., 2006;
Okamoto, 2007).
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RESUMEN

El Virus de la hepatitis E es un virus zoondtico que esta tomando relevancia
mundial por su impacto creciente en la salud publica. En Colombia se desconoce
la prevalencia en el ganado porcino a pesar de que se ha reportado evidencia
serologica en humanos. El objetivo de esta investigacion fue determinar la
evidencia seroldgica de la infeccion por HEV en cerdos faenados en Antioquia,
departamento donde se produce y consume la mayor cantidad de carne de cerdo
en Colombia. Para esto, entre septiembre de 2011 y mayo de 2012, se obtuvieron
muestras de sangre de cerdos en cinco plantas de faenado, cuatro de ellas
ubicadas en el Valle de Aburrd y una en la subregién Norte del departamento de
Antioquia, las cuales fueron evaluadas mediante un estuche comercial de ELISA
para el diagnéstico de HEV en humanos vy fue adaptado para la detecciéon de
anticuerpos tipo 1gG e IgM en cerdos. Se encontrd una seropositividad de 100.0%
para anticuerpos tipo IgG en 1000 muestras evaluadas y de 82.06% para
anticuerpos tipo IgM en 740 muestras. Estos resultados indican que todos los
cerdos en edad de faenado en Antioquia, han estado expuestos al virus en algun
momento de su proceso productivo y que ademas una alta proporcién de estos
puede tener infeccion reciente. Es importante generar nuevas investigaciones que
conduzcan caracterizar la dindmica epidemiolégica de la infeccion por HEV en
humanos y porcinos, para implementar las medidas necesarias en salud animal y

salud publica que sirvan para mantener el control de la infeccion en el pais.

Palabras clave: Anticuerpos IgM e IgG ELISA, Hepevirus, cerdos, zoonosis.

ABSTRACT

The hepatitis E virus is a zoonotic virus is taking global relevance for its growing

impact on public health. In Colombia the prevalence is unknown in pigs although
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serological evidence has been reported in humans. The objective of this research
was to determine the serological evidence of HEV infection in pigs slaughtered in
Antioquia department with the largest production and consumption of pork in
Colombia. For this, between September 2011 and May 2012, blood samples from
pigs were obtained in five slaughterhouses, four of them located in the Aburra
Valley and one located in the northern subregion of the department of Antioquia,
which were evaluated by a commercial ELISA kit for the diagnosis of human HEV
and was adapted for the detection of IgG and IgM antibodies in pigs. 100.0%
seropositivity for 1gG antibody samples assessed in 1000 and 82.06% for IgM
antibodies were found in 740 samples. These results indicate that all age
slaughtered pigs in Antioquia, have been exposed to the virus at some point in the
production process and also a high proportion of these may have recent infection.
It is important to generate new research leading characterize the epidemiological
dynamics of HEV infection in humans and pigs, to implement the necessary
measures in animal and public health that serve to maintain control of infection in

the country.

Key words: IgG and IgM antibodies, ELISA, Hepevirus, pigs zoonosis.
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5.1 INTRODUCCION

La Hepatitis E es una enfermedad hepatica aguda en humanos causada por el
Virus de la Hepatitis E (HEV). Aunque este tipo de hepatitis presenta una
distribucion global, en algunos paises de Africa y Asia se presentan brotes
epidémicos asociados a contaminacion de fuentes de aguas para consumo,
mientras que en otras regiones como Europa y Estados Unidos se presentan
brotes esporadicos asociados al consumo de alimentos crudos o mal cocidos
(Aggarwal, 2013; Meng, 2013). Se estima que en el mundo cada afio hay 20
millones de infecciones en humanos, cerca de tres millones de casos de hepatitis
aguda y 57.000 muertes relacionadas a la Hepatitis E (Aggarwal, 2013; Kamar et
al., 2014; Meng, 2010; Rein et al., 2012). La mayoria de las veces la enfermedad
es auto limitada en el humano; sin embargo, puede llegar a ser extremadamente
grave en mujeres embarazadas, con una mortalidad para esta poblacién que
puede superar el 20% (Kumar et al., 2013; Pal et al., 2005).

Se reconocen cuatro principales genotipos de HEV en mamiferos. Los genotipos 1
y 2 estan restringidos a los humanos mientras que los genotipos 3 y 4 pueden
infectar, ademas de humanos otras especies, principalmente el cerdo (Johne et
al., 2014; Teshale & Hu, 2011). El genotipo 1 se ha encontrado principalmente en
India, mientras que el genotipo 2 se ha detectado en varios paises de Africa y
también en México. El genotipo 3 presenta una distribucion mundial, mientras que
el genotipo 4 se encuentra frecuentemente en paises asiaticos como China y
Japon (Aggarwal & Naik, 2009; Kumar et al., 2013)

En Latinoamérica, la primera evidencia serolégica del virus en humanos se
encontré en Venezuela en 1994 (Pujol et al., 1994); posteriormente en otras
investigaciones sobre seroprevalencia de HEV en paises de la region, se
encontraron porcentajes variables en las distintas poblaciones humanas

estudiadas, los cuales no superan el 20% (Echevarria et al., 2013).
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Adicionalmente, el genoma viral se ha detectado en humanos en Argentina, Brasil,
Bolivia y Uruguay (Dell’Amico et al., 2011; Mirazo et al., 2013; Munné et al., 2014;
dos Santos et al., 2009), donde se ha podido identificar el genotipo 3; no obstante,
en Venezuela y Argentina se ha encontrado el genotipo 1 (Gutiérrez et al., 2012;
Mirazo et al., 2014).

La alta identidad genética entre los genotipos detectados en cerdos y humanos
(Ma et al., 2013; Wang et al., 2012) y la infeccién experimental con los genotipos
de cerdos en primates no humanos han establecido al cerdo como un reservorio

para la trasmision zoonética del virus (Meng, 2013).

Los estudios serologicos en cerdos, muestran una amplia distribucién del virus en
las piaras del mundo. En USA las granjas positivas alcanzan el 41% (Dong et al.,
2011), el 90% en Nueva Zelanda (Garkavenko et al., 2001), el 100% en México
(Cooper et al., 2005) y el 98% en Espafia (Seminati et al., 2008). Los estudios
realizados en Latinoamérica han reportado la circulacion de HEV en cerdos de
Argentina (Meng, 2013; Munné et al., 2006, 2014), Brasil (Paiva et al., 2007), Chile
(Ibarra et al., 1997), Costa Rica (Kase et al., 2008) y México (Cooper et al., 2005).

La produccion porcina es parte importante del sector pecuario de Colombia, con
un impacto positivo sobre la economia, no solo por favorecer al sector pecuario,
sino por constituirse en una fuente de empleo en el Pais (Ministerio de Agricultura
y Desarrollo Ruraral et al., 2012). Antioquia es el departamento colombiano con
mayor produccién y consumo de carne de cerdo, pues aporta aproximadamente el
45% de la produccion total del Pais (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural et
al., 2012).

La Hepatitis E es una zoonosis considerada como un problema de salud publica
mundial; donde el cerdo es su principal reservorio sin embargo, en Colombia,
salvo algunos esfuerzos aislados por entender su epidemiologia en humanos, no
se han realizado trabajos para establecer el estatus seroldgico para HEV en los

cerdos que se crian en el pais, por esta razén el objetivo del presente trabajo fue
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determinar la presencia de anticuerpos IgG e IgM en cerdos beneficiados en

plantas de faenado del departamento de Antioquia.
5.2. MATERIALES Y METODOS

5.2.1. Aspectos éticos.
Este estudio fue realizado de acuerdo con los protocolos aprobados por el Comité

de Etica de la Universidad Nacional de Colombia, sede Medellin (Acta CEMED-
226, del 14 de octubre de 2011).

5.2.2. Muestreo y tamafio de muestra.
El muestreo se realiz6 en los cerdos beneficiados entre septiembre de 2011 y

mayo de 2012, en cinco plantas de faenado, cuatro de ellas ubicadas en el Valle
de Aburrd y una en la subregion Norte del departamento de Antioquia, las cuales
se identificaron en el presente estudio con letras de la A a la E, con el fin de
guardar confidencialidad. Las plantas seleccionadas reciben la mayor parte de la
produccion de cerdos de Antioquia. EI nimero promedio de animales beneficiados
por dia durante los seis meses previos al inicio del estudio fue de 450, 200, 400,

800 y 400 porcinos para las plantas A, B, C, D y E, respectivamente.

Tomando como base el tamafio muestral requerido para estimar la seropositividad
en las regiones de Antioquia que benefician cerdos en estas plantas, con un nivel
de confianza del 95% y un error maximo de 3%, se evaluaron en total 1000
muestras, con afijacion por planta proporcional al promedio diario de beneficio de
los ultimos seis meses. Dentro de cada planta, se emple6 un muestreo por cuotas,
donde cada cuota se calcul6 proporcionalmente al numero de animales
beneficiados por subregién de procedencia. En cada planta, los cerdos fueron

seleccionados de manera sistematica con inicio aleatorio.

Los animales incluidos en el muestreo fueron identificados por lugar de

procedencia, clasificados como sanos y aprobados para beneficio y posterior
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comercializacién, segun el proceso de inspeccion sanitaria pre y postmoértem

realizado por los médicos veterinarios responsables de cada planta de beneficio.

5.2.3. Muestras de suero.
Las muestras de sangre de los cerdos fueron obtenidas en la linea de faenado

posteriormente a la insensibilizacion del animal, en el momento de la
exanguinacion. Se tomaron aproximadamente 10 ml de sangre por animal en
tubos estériles de 15 ml. Las muestras se almacenaron a 4°C para su transporte al
laboratorio de Biotecnologia Animal de la Universidad Nacional de Colombia, sede
Medellin, donde fueron centrifugadas inmediatamente a 1500 r.p.m. durante 10
minutos, para la obtencion del suero, el cual fue almacenado a -20°C hasta su

analisis.

5.2.4. Andlisis inmunoenzimético (ELISA indirecto) para deteccion de
anticuerpos IgG e IgM especificos contra HEV.

Para la deteccion de anticuerpos tipo IgG contra HEV en cerdos, se empleé el kit
comercial de ELISA indirecto HEV-IgAB (Dia.Pro-DiagnosticBioprobes, ltalia) para
la deteccion dual de anticuerpos tipo IgG e IgM en suero humano, en el cual se
remplazé el conjugado anti-humano del estuche, por un anticuerpo conjugado de
cabra anti-lgG de cerdo (Thermo Fisher Scientificinc, USA) a la dilucién
recomendada por el fabricante (1:5000), acorde a la metodologia usada por otros
investigadores (Paiva et al., 2007).

Como control negativo porcino (CNP) se utilizé (por triplicado) un suero de lechén
recién nacido que no ingiri6 calostro para evitar la presencia de anticuerpos
maternales; y como control positivo porcino (CPP) se emple6 una muestra del
estudio que mostro6 altos valores de DO en la ELISA. En cada uno de los platos en
los que se evaluaron sueros porcinos y para efectos de control de calidad interno

de cada ensayo, se incluyeron los controles recomendados y proporcionados por
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el fabricante: un controle negativo (CN), un control positivo (CP) y dos calibradores

(C) evaluados con el conjugado anti-humano del estuche.

Para la deteccion de anticuerpos tipo IgM contra HEV en cerdos, se empled la
misma estrategia anterior, pero usando un estuche comercial de ELISA indirecto
HEV-IgM (Dia.Pro-DiagnosticBioprobes, Italia) remplazando el conjugado anti-lgM
humano por un anticuerpo conjugado de cabra anti-IgM de cerdo (Thermo Fisher
Scientific Inc, USA) en una dilucion 1:5000 recomendada por el fabricante. Se
utiliz6 como CNP una muestra de suero lechén recién nacido con las
caracteristicas antes mencionadas y como CPP una muestra de suero de un cerdo
al que previamente se le detecto excrecion en heces mediante RT PCR para la
region ORF1 de HEV. Para efectos de control de calidad interno de cada ensayo,
se incluyeron los controles recomendados y proporcionados por el fabricante: tres

CN y un CP evaluados con el conjugado anti-humano del estuche.

Las microplacas de los estuches utilizados en el presente estudio, estaban
recubiertas con antigenos sintéticos especificos de HEV derivados de las regiones
ORF2 y ORF3 de los 4 genotipos segun lo descrito por el fabricante. Las lecturas
de DO fueron obtenidas en un lector de ELISA (Biotek, USA) con un filtro a 450

nm.

5.2.5. Estandarizacién de la prueba de ELISA indirecta modificada para la
deteccion de anticuerpos tipo I1gG e IgM.

Para asegurar el funcionamiento adecuado de los inmunoensayos modificados
con los conjugados anti-cerdo, se evalud inicialmente una muestra de suero de
cerdo positivo para IgG anti-HEV caracterizada y evaluada en un estudio previo
(Munné et al., 2006), gentilmente donada por la Dra. Munné (Laboratorio Nacional
de Referencia para las hepatitis virales INElI ANLIS “Carlos Malbran” de
Argentina). Este suero fue positivo con el punto de corte seleccionado en este
proyecto, pero los ensayos preliminares indicaron que la lectura de Densidad
Optica a 450 nm (DOuso) para el suero positivo argentino fue dos veces menor

que las DOausp de algunas muestras colombianas (datos no mostrados), por esta
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razon, y debido a que el volumen del suero positivo donado era insuficiente para
ser usado como control positivo en todos los ensayos, se utilizaron los CPP y CNP

descritos anteriormente.

La repetitividad de los ensayos de ELISA modificada anti-IgG e IgM de cerdo, se
realizaron seis ensayos consecutivos en dias diferentes, con dos operarios
distintos y bajo las mismas condiciones de laboratorio, un Coeficiente de Variacion
(CV) menor del 20% en los valores brutos de absorbancia, se consideré adecuado

para aceptar la repetitividad de la prueba (Ver Datos Suplementarios).

5.2.6. Estimacion del valor de corte para la positividad de anticuerpos tipo
IgG e IgM.

La obtencion del punto de corte para la positividad de anticuerpos tipo IgG e IgM
se realizd con base en la desigualdad de Chebyshev (Chernick, 2011), la cual
establece que cualquiera que sea la distribucién probabilistica de una variable
aleatoria, no mas de (1/k?) % de los valores de dicha distribucién se encontraran a
mas de k desviaciones estandar de la media. Para controlar la probabilidad de
falsos positivos, se fijo6 en 0.0102 la probabilidad méaxima tolerable, lo cual
corresponde a punto de corte dado por el valor medio de las lecturas de los
controles negativos mas 7 desviaciones estandar. Usando este criterio los puntos

de corte fueron 0.220 y 0.545 para IgG e IgM respectivamente.

5.2.7. Métodos estadisticos.
Para el andlisis de seropositividad de HEV en cerdos en las plantas de beneficio y

segun la subregién geografica, se estimaron 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 consideran significativos valores de p< 0.05. Todos los analisis fueron
realizados usando las herramientas del programa GraphPadPrisma 5 (GraphPad
Software, Inc. La Jolla, USA).
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5.3. RESULTADOS

5.3.1. Distribucién de Frecuencia de anticuerpos especificos para HEV en
suero de cerdos de Antioquia.

En la figura 5.1 se muestra la distribucion de frecuencias para los anticuerpos IgG
e IgM de los cerdos muestreados en el estudio, con sus respectivos puntos de

corte que reflejan la positividad encontrada en las plantas de beneficio.
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Figura 5.1. Distribucién de frecuencias de las DOaso para la deteccién de
anticuerpos en cerdos muestreados.

A: Distribuciéon de 1000 muestras de suero de cerdos evaluados para IgG, con
punto de corte (PC) en 0,220. B. Distribucion de 775 muestras de suero de cerdos
evaluadas para IgM, con punto de corte (PC) en 0.545.

62



La frecuencia de positividad encontrada en los sueros de los porcinos
muestreados en las plantas de beneficio de Antioquia, con los puntos de corte
estimados en el estudio para la deteccion de anticuerpos IgG e IgM fue de 100% y

82.06%, respectivamente.

5.3.2. Seropositividad para anticuerpos IgM anti-HEV segun la Planta de
Beneficio

La positividad para IgM en cada planta de beneficio presentd valores que oscilaron
entre 74.49% y 87.98% (Tabla 5.1), cuando se comparo la positividad por pares de
plantas se present6 una diferencia estadisticamente significativa entre la planta A
con las plantas B y E (valores p=0.0067 y p=0.0042 respectivamente), y no hubo

diferencia de la planta A con las C y D.

Tabla 5.1. Seropositividad para anticuerpos IgM anti-HEV segun la Planta de
Beneficio.

Planta N(+) % Positividad IC
A 183(161) 87.98 92.31-82.37
B 98(73) 74.49 82.76-64.69
C 149(124) 83.22 88.84-76.24
D 188(159) 84.57 89.42-78.60
E 157(125) 75.78 82.27-68.32
Total 775(636) 82.06 84.70-79.18

N: Numero de animales muestreados. (+) NUmero de animales positivos. IC:
intervalos de confianza del 95% para la proporcion de animales positivos.

5.3.3. Seropositividad para anticuerpos IgM anti-HEV segun la regién de
procedencia.

Segun los datos obtenidos de la procedencia de los cerdos, se identifico que los
animales muestreados provenian de 6 de las 9 subregiones del departamento de
Antioquia (Figura 5.2). La frecuencia de cerdos positivos y los intervalos de
confianza para la deteccién de anticuerpos IgM anti HEV segun las subregiones se
muestran en la Tabla 5.2. El porcentaje de cerdos positivos para IgM fluctud entre
77.78% para la subregion Occidente y 88.89% para la subregion Nordeste (Figura

5.2, pero no se encontré diferencia estadisticamente significativa entre las
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regiones analizadas.

Tabla 5.2. Seropositividad para anticuerpos IgM anti-HEV segun la regién de
procedencia.

Subregién N(+) % IC
Valle de Aburra 165(132) 80.00 85.81-73.08
Norte 405(336) 82.96 86.50-78.94
Occidente 54(42) 77.78 87.96-64.40
Suroeste 84(71) 84.52 91.49-74.99
Oriente 49(39) 79.59 89.76-65.66
Nordeste 18(16) 88.89 98.62-65.29
Total 775(636) 82.06 84.70-79.18

N: Numero de animales muestreados. (+) Niamero de animales positivos. IC:
intervalos de confianza del 95% para la proporcién de animales positivos.

405(336)82,96 % Bajo Cauca

Norte 18(16) 68,88 %

Nordeste

Uraba

Magdalena
Medio

49(39) 79,59 %

54(42) 77.78 %

QOriente

Occidente

84(71) 84,52 % 165(132)80,00 %

Suroeste Valle de Aburra

Figura 5.2. Seroprevalencia para IgM en cerdos en edad de beneficio en
Antioquia (Colombia).
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Resaltados en gris se indican las subregiones de procedencia de los cerdos
muestreados. Sobre el nombre cada subregion se indicada el nimero de cerdos
obtenidos seguido, entre paréntesis, del numero de cerdos positivos y el
porcentaje de positividad para IgM.

5.4. DISCUSION

Los estudios de infeccidn natural en cerdos a nivel mundial muestran que estos se
infectan después que han disminuido los titulos de anticuerpos maternales tipo
IgG, entre las semana 8-10 de vida; luego seroconvierten aproximadamente entre
las semana 14 a 17 semanas (Meng et al., 1997; Seminati et al., 2008), sin
embargo, los anticuerpos propios tipo IgG pueden ser detectados en una
proporcion alta de los cerdos en la edad de beneficio (de Deus et al., 2008) que es
aproximadamente 22 semanas de vida en la porcicultura de Antioquia (Diaz et al.,
2011).

La deteccion de anticuerpos tipo 1gG en cerdos en edad de beneficio tomadas en
las plantas de faenado alrededor del mundo es variable, por ejemplo se han
reportado prevalencias del 31% (1069/6565) en Francia (Rose et al., 2011), 29.0%
(51/175) en Escocia (Crossan et al., 2014), 59.5% en Canada (Yoo et al., 2001),
71.2% (178/275), en Madagascar (Temmam et al., 2013), China 79.4% (127/162)
(Li et al., 2009) 87%(40/46) en ltalia (Di Bartolo et al., 2011).

Los resultados para la frecuencia de cerdos positivos a IgG anti-HEV en cerdos
faenados en Antioquia y muestreados en este estudio estan claramente por
encima de los reportados en otras partes del mundo e indican que todos los
animales que llegaron a las plantas de faenado de Antioquia en el periodo de
estudio estuvieron expuestos al HEV en algin momento en el proceso de

produccion.

Se desconoce la razén por la cual la proporcion de cerdos seropositivos para IgG
en edad de beneficio fue alta, sin embargo, podria estar relacionada a una alta

circulacién del virus entre los cerdos estudiados (Seminati et al.,, 2008), a las
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condiciones de cria como mezcla de edades en las granjas atendidas por el
mismo operario, la alta densidad de animales en los corrales que pueden
incrementar el riesgo de presentar anticuerpos a la edad de sacrificio,
(Walachowski et al., 2014), ademas el transporte y reagrupacion de animales de

diferentes granjas en corrales de ceba, entre otras.

Los anticuerpos IgM anti HEV, como en muchas enfermedades virales, sugieren
infeccion reciente y por lo general en los cerdos infectados naturalmente por el
HEV, aparecen dos semanas antes de la presentacion de anticuerpos propios tipo
IgG y disminuyen 4 a 7 semanas después de la infeccion, es decir, que entre las
semanas 15-17 de vida hay una gran proporcién de animales positivos para IgM
pero en la edad de sacrificio esta proporcion suele disminuir (de Deus et al., 2008).
A pesar de esto, es posible encontrar animales con anticuerpos tipo IgM anti-HEV
en la edad de beneficio que en cerdos de algunas piaras puede alcanzar hasta el
100% de positividad (Casas et al., 2011; Seminati et al., 2008).

En la literatura mundial solamente hay disponibles dos estudios donde reportan la
prevalencia de anticuerpos tipo IgM obtenidos al momento de beneficio en plantas
de faenado. En el primero realizado cuatro plantas de beneficio en Bavaria
(Alemania), se obtuvieron 516 muestras de suero de las cuales 36 (7%) fueron
positivas (Wacheck et al., 2012). En el segundo, de 176 muestras obtenidas un
programa de vigilancia e investigacion de la industria porcicola de Escocia, se
reportaron 65 positivas (29%) (Crossan et al., 2014). Mientras que para el

presente estudio se encontr6 82.2 % de positividad en los animales evaluados.

Al lgual que para IgG, la diferencia en estas prevalencias puede estar relacionada
con la relativa baja densidad de animales por corral con la que se suele criar los
cerdos en otros paises lo cual reduce la presiéon de infeccion dentro de la piara
(Bouwknegt et al., 2008; Rose et al., 2011). También se ha reportado que las
granjas dedicadas a la etapa de finalizacién tienen mas probabilidad de tener
animales positivos a IgG (Rose et al., 2011).
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En este estudio no fue posible obtener informacidn sobre los factores de manejo al
que los cerdos estudiados estuvieron sometidos y quiza la diferencia observada en
las plantas estudiadas podria estar relacionada con el flujo de animales
procedentes de las subregiones con mayor positividad, pues es improbable que
haya un aumento en el porcentaje de cerdos IgM positivos por la permanencia tan

corta de los cerdos en cada planta antes del beneficio.

No existe una prueba de oro para la deteccion del HEV ni en humanos ni en
cerdos, varios estudios han reportado que la variacion en las prevalencias puede
estar asociada al sistema de deteccion de anticuerpos en términos de los tipos
antigeno y anticuerpo utilizado (Baechlein et al., 2010; Chen et al., 2012; Pezzoni
et al., 2014), los cuales pueden influir en el resultado. Por esta razén los
resultados de los estudios de seroprevalencia hasta el presente, incluyendo este,

deben analizarse con precaucion.

La carne de cerdo y en particular los higados hacen parte importante de la dieta
en algunos sectores de la poblacién colombiana. El alto porcentaje de infeccion
reciente en los cerdos en las plantas de beneficio suguiere que los higados
comercializados en Antioquia podrian estar contaminados con el virus, por lo que
es recomendable tomar la precaucion de consumirlos luego de un buen proceso
de coccion, pues se ha demostrado que el virus se inactiva a temperaturas por

encima de 70°C durante 10 minutos (Feagins et al., 2008; Yunoki et al., 2008).

La alta seropositividad de anticuerpos tipo IgG e IgM encontrados en este estudio
indica que el virus esta circulando en las producciones porcinas del departamento
de Antioquia y que una proporcion considerable de los animales en edad de
sacrificio podrian estar excretando virus al ambiente, lo cual debe motivar la
atencion de la comunicad cientifica para realizar estudios sobre la dinamica de
dispersion del virus en el pais y alertar a las autoridades sanitarias para
implementar medidas de vigilancia y control que permitan evitar la trasmision del

HEV entre las producciones porcinas del pais.
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Esta es la primera evidencia serolégica de la presencia de HEV en cerdos en edad
de beneficio en Colombia, por lo que debe motivar a la comunidad cientifica del
pais a continuar los estudios para caracterizar la infeccion de este virus no solo en
producciones porcinas de otras regiones colombianas sino también en aspectos

relevantes en la dinamica de infeccién del HEV en el pais.
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DATOS SUPLEMENTARIOS

DS5.1. Repetitividad y consistencia de las pruebas de ELISA indirecta modificadas
para la deteccién de anticuerpos tipo IgG e IgM.

El analisis de repetitividad se baso en la evaluacion de las dispersiones de los
resultados de las DO obtenidas mediante el CV, la desviacion estandar (DE) y el
error estandar (EE). Las graficas de control de Levey Jennings fueron construidas

a partir de los datos de DO utilizando el programa de Excel (Microsoft office 2007).

Una vez determinada las diluciones Optimas de conjugado y de las muestras para
el ensayo, se procedi6 a evaluar la repetitividad de la prueba mediante la
evaluacion del CPP en 6 ensayos independientes con dos operarios distintos. Los
valores obtenidos del CV para el CPP fueron de 3.86% y 18.88% para IgG e IgM
respectivamente (Tabla DS5.1). ElI CV para los CNP no tiene relevancia para la
evaluacion de la repetividad de la prueba, puesto que el CV al ser un coeficiente
inversamente proporcional a la media aritmética, cuando esta toma valores
cercanos a cero, el coeficiente tendera a infinito.

Tabla DS5.1. Repetividad de los ensayos de ELISA indirecta con conjugado anti-IgG
Cerdo y anti-lgM Cerdo

DOassoConjugado anti IgG cerdo* DOassoConjugado anti IgM cerdo*

No CNP CPP CNP CPP

12 0.035 3.351 0.228 1.378

20 0.021 3.196 0.202 0.832

32 0.070 3.466 0.147 0.918

4o 0.036 3.170 0.144 1.050

5b 0.075 3.444 0.14 1.165

6° 0.078 3.421 0.151 1.265

X 0.051 3.346 0.1687 1.101

DE 0.023 0.118 0.037 0.2079

EE 0.009 0.045 0.0151 0.08489

CV 46.92% 3.86% 21.93% 18.88%
*Dilucion1:5000; a/alores TablaDS52 obtenidos por wuno de los
operarios. Ppruebas que fueron realizadas por el segundo

operario. Cada una de las 6 pruebas se realizé bajo las mismas condiciones pero
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en dias diferentes. CNP: Control Negativo Porcino; CPP: Control Positivo Porcino;
X: Pro[nedio; DE: Desviacion Estandar; EE: Error Estandar; CV Coeficiente de
variacion

Los valores de DOassode los CPP en cada uno de los montajes de las pruebas para
los dos anticuerpos, fueron controlados a lo largo del estudio mediante graficos de
Levey-Jennings como lo muestra la Figura DS5.1, los valores obtenidos en cada
una de las determinaciones no excedieron el valor promedio en mas de dos DE
tanto para IgG como IgM. De igual manera se observo que todos los controles del
kit funcionaron dentro de los parametros definidos por el fabricante en cada una de

las pruebas realizadas (datos no mostrados).
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Figura DS5. 1.Control de la Variacion de los valores de DOusspde Control Porcino
Positivo (CPP).

A: Gréfico de Levey-Jennings para 12 determinaciones en diferentes dias de CPP para
lgG. B;Grafico de Levey-Jennings para 10 determinaciones en diferentes dias de CPP
para IgM. DE: Desviacion estandar.
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RESUMEN

El Virus de la Hepatitis E (HEV) es uno de los agentes causales de enfermedad
hepética aguda en humanos, aunque también puede llevar a hepatitis crénica en
pacientes inmunocomprometidos. Existen cuatro genotipos que generan
enfermedad en humanos: los genotipos 1 y 2 asociados a brotes epidémicos por
consumo de aguas contaminadas y los genotipos 3 y 4 de trasmision zoondtica,
donde el cerdo es el principal reservorio viral, estan implicados en brotes
esporadicos en paises desarrollados. En Colombia existe evidencia serologica de
la infecciobn en humanos, sin embargo no se conoce lo suficiente sobre la
epidemiologia de la enfermedad en el pais. Con el fin de determinar si los cerdos
en edad de beneficio en Antioquia estan excretando virus al ambiente, 300
muestras de heces de cerdos procedentes de distintas regiones de Antioquia,
fueron obtenidas en cinco plantas de faenado del departamento y se determind la
presencia del genoma del HEV por medio NRT-PCR del ORF1. El porcentaje de
positividad encontrado en los cerdos estudiados fue del 37.5%. Se encontro
ademas que los cerdos que provenian de la subregion Noreste y Suroriente de
Antioquia presentaron el menor (14.3%) y mayor (70.0%) porcentaje de muestras
positivas respectivamente para el ORF1. Estos resultados indican que el HEV esta
circulando en las diferentes subregiones productoras de cerdos de Antioquia y que
ademas los cerdos faenados para consumo humano en Antioquia en la edad de
beneficio estan excretando el HEV en heces, lo que los convierte en una fuente

potencial de infeccidn tanto para otros cerdos como para humanos.

Palabras clave: Porcinos. Virus de la Hepatitis E. NNRT-PCR. Zoonosis.

ABSTRACT

The Hepatitis E virus (HEV) is one of the causative agents of acute liver disease in
humans. but can also lead to chronic hepatitis in immunocompromised patients.

There are four genotypes that generate disease in humans: genotypes 1 and 2
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associated with outbreaks due to consumption of contaminated water and
genotypes 3 and 4 of zoonotic transmission. where pigs are the main viral
reservoir. are involved in sporadic outbreaks in developed countries. In Colombia
there is serological evidence of infection in humans and pigs. but not enough is
known about the infection in colombian domestic pigs. In order to determine
whether pigs at slaughter age in Antioquia are excreting virus into the environment.
300 stool samples of pigs from different regions of Antioquia. were obtained at five
slaughterhouses and the presence of the HEV genome was assesed by nNRT-
PCR of ORFL1. The percentage of positivity found in pigs studied was 37.5%. It was
further found that pigs coming from the Northeast and Southeast of Antioquia sub-
region had the lowest (14.3%) and highest (70.0%) percentage of positive samples
respectively for ORF1. These results indicate that HEV is circulating in the different
pig producing subregions of Antioquia and also that pigs slaughtered for human
consumption in Antioquia are excreting HEV in feces. making them a potential
source of infection both other pigs to humans.

Keywords: Swine. Virus. Hepatitis E. NNRT-PCR. Zoonoses
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6.1. INTRODUCCION

Las caracteristicas clinicas y epidemiologicas del Virus de la Hepatitis E (HEV, por
su sigla del inglés) tanto en zonas endémicas como no endémicas y el creciente
rango de hospederos donde se ha podido demostrar la presencia de diferentes
variantes del HEV han mostrado la importancia que este virus tiene para la salud
publica mundial (Johne et al., 2012; Mirazo et al., 2014; Pavio et al., 2015).
Particularmente en América Latina, se ha reportado la circulacion del virus en
diferentes paises; en Argentina se ha detectado el genoma del virus en cerdos de
diferentes provincias, con un alto grado de homologia de secuencia de nucleétidos
a las cepas de HEV de humanos de ese pais (Munné et al., 2006). Por otra parte,
en una comunidad rural boliviana se detecto la presencia del genotipo 3 de HEV
en cerdos y en humanos con una homologia del 76% en nucle6tidos y el 92% en
aminoéacidos (DellAmico et al., 2011). Asi mismo, en Brasil (dos Santos et al.,
2011), Venezuela (Gutiérrez et al.,, 2012), Uruguay (Mirazo et al., 2013), Chile
(Ibarra et al., 2006; Reinhardt et al., 2003), Peru (Vildosola et al., 2000), han
reportado la presencia del virus en diferentes tipos de poblaciones humanas y

animales.

La elevada presencia de HEV en cerdos en diferentes paises (Casas et al., 2009;
Pavio et al., 2015; Rose et al., 2011), las altas tasas de propagacion del virus entre
los cerdos (Bouwknegt et al., 2008; Satou & Nishiura, 2007), la trasmision del virus
hacia los humanos (Meng et al., 1997; Tei et al., 2004) y la alta homologia entre
genotipos que infectan humanos y cerdos (Lu et al., 2006; Meng et al., 1997; Tei et
al., 2004) demuestran que los cerdos son uno de los reservorios mas importantes

de HEV para la infeccion de humanos.

A pesar de que hay estudios en Colombia que muestran evidencia serologica de la
infeccion en humanos (Betancur et al., 2013; Pelaez et al., 2014) y que ademas el
genoma viral se puede detectar en higados de esta especie en granjas de cerdo y

expendios de carne (Gutiérrez et al., 2014; Gutiérrez-Vergara et al., 2015), se
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desconoce si los cerdos que llegan a beneficio estan en capacidad de excretar
virus al ambiente, poniendo en riesgo la carne para consumo humano, los
trabajadores de la cadena porcicola y la poblacion general. El objetivo de este
trabajo fue detectar el genoma viral en heces de cerdos al momento del beneficio

en Antioquia, el principal productor de carne de cerdo del pais.

6.2. MATERIALES Y METODOS

6.2.1. Toma de muestras
Las muestras de heces de 300 cerdos (5.6 % de error. 95% de confianza y una

prevalencia estimada del 50%), que pasaron inspeccion veterinaria de los
respectivas plantas de faenado y con edad aproximada de 22 semanas, fueron
tomadas al azar en 5 plantas de faenado porcino de Antioquia (Nombradas de la
A-E para mantener su 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 municipio de procedencia de los
animales. Las muestras de heces se colectaron al inicio del faenado, directamente
del esfinter anal de cada animal, se rotularon debidamente, se llevaron

refrigeradas al laboratorio y se almacenaron a -80°C hasta su utilizacién.

6.2.2. Extraccion RNA y preparacion de cDNA
Las muestras de heces se resuspendieron en 10 ml de un tampon de sales de

fosfato (PBS) estéril tratado con DEPC a una concentracion de 10% (p/v) la
suspensién se centrifugd por 10 minutos a 3000 rpm. 140ul del sobrenadante se
sometieron a extraccion de RNA mediante el estuche comercial QlAamp Viral RNA
Mini Kit (QIAGEN. Alemania), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. El
RNA obtenido fue guardado en —80°C hasta su utilizacion. El cDNA fue preparado
a partir de 5ul de RNA, utilizando el estuche comercial RevertAid Enzyme Mix
(Fermentas. USA) siguiendo las indicaciones del fabricante y usando como

iniciador de la retrotranscripcion hexanucleétidos al azar (random hexamer)
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(Fermentas. USA). La retrotrascripcion se incubd a 25°C por 10 min. luego a

43.5°C por 60 min. y finalmente a 72°C por 5 min.

6.2.3. PCR Anidada del ORF1 HEV
Un fragmento de 170 pares de bases del ORF 1 se amplificO mediante una PCR

anidada segun lo descrito por otros investigadores (Fogeda et al., 2009) con
ligeras modificaciones. Brevemente, 3ul de cDNA se sometieron a una primera
ronda de amplificacion usando una mezcla maestra que contenia: 2.5ul de Buffer
(10X). 2ul de MgCl2 (50mM). 1pl de (20uM de cada ANTP). 2ul (10uM) de cada
uno de los cebadores (ORF-1F 5CCAYCAGTTYATHAAGGCTCC3’; ORF-1R5’
TACCAVCGCTGRACRTCZ3), 0.2ul de Tag DNA polimerasa 5U/ul (Bioline.USA), a
un volumen final de 25ul. ElI perfil de amplificacion fue el siguiente: se
desnaturalizé inicialmente a 94°C por 4 min. y luego se amplific6 por 39 ciclos a
94°C por 38 seg. 51 °C por 45 seg y 72°C por 60 seg, con una extension final a
72°C por 4min.

Para la segunda ronda de PCR se utilizaron 3ul del producto de amplificacion de la
primera ronda, con una solucién y volumen final idéntico a la de la primera ronda.
pero variando los cebadores por ORF1 FN 5CTCCTGGCRTYACWACTGC3;
ORF1 RN 5GGRTGRTTCCAI*ARVACY)TC3'.(*liinosina). ElI  perfil de
temperaturas de la PCR fue: desnaturalizacion inicial a 95°C por 3min, con 35
ciclos a 94°C por 35seg, 48°C por 30seg y a 72°C por 60seg., con una extension
final a 72°C por 3min.

Los fragmentos amplificados fueron verificados en gel de agarosa al 2.5% usando
EZ-Vision (Amresco. USA) como agente intercalante. Se uso como control positivo
un cDNA obtenido de una muestra de heces positiva, gentilmente donado por la
doctora Munné del Laboratorio Nacional de Referencia Hepatitis Virales at INEI -

Anlis "Dr. Carlos G. Malbran Buenos Aires Argentina.

6.2.4. Andlisis estadistico.
Para el analisis de positividad de HEV en heces de cerdos en las plantas de

beneficio y segun la subregién de procedencia, se calcularon las frecuencias de
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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 consideran significativos valores de p< 0.05. Todos
los analisis fueron realizados usando las herramientas del programa
GraphPadPrism 5 (GraphPad Software. Inc. USA).

6.3. RESULTADOS

6.3.1. Deteccion del HEV en Heces de cerdos en plantas de beneficio
La deteccion molecular del HEV en las muestras de heces obtenidas en las cinco

plantas de beneficio mostré que el 37.5 % de las muestras de heces estudiadas
fueron positivas para el ORF1 (Figura 6.1).

100

Porcentaje de positividad
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Figura 6.1. Porcentaje de positividad de para la deteccion del genoma del
HEV en heces segun plantas de beneficio.

Se muestran los porcentajes de positividad para el ORF1 para cada una de las
cinco plantas (A-E) y el total. Las diferencias estadisticas fueron evaluadas
mediante la prueba exacta de Fisher y son indicadas en letras minusculas: letras
diferentes significan diferencias estadisticas.
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La proporcion de cerdos positivos en cada planta de beneficio para el ORF1 vario
entre 19.0% y 86.0% (Figura 6.1), con una diferencia estadisticamente significativa
entre la planta B (86.0%) y los demas establecimientos (B vs A p>0.0001. B vs C
p>0.0001. B vs D p=0.0001. B vs E p= 0.0001).

6.3.2. Deteccion del HEV en heces de cerdos segun la procedencia.
Los cerdos muestreados provenian de 6 de las nueve subregiones en las que se

divide Antioquia. Las subregiones Norte y Valle de Aburra agruparon la mayor
cantidad de muestras captadas (140 y 95 respectivamente de los 300 cerdos
muestreados), lo que es consistente con el volumen de produccion de cerdos
aportados para el consumo humano por cada subregion. La positividad por
subregion para el ORF1 HEV en las heces vari6 de 14.3% para la subregion
Noreste a 70.0% para la region Suroeste, a 14.3%, para la region Noreste (Figura
6.2).
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Figura 6.2. Porcentaje de positividad de para la deteccion del genoma del
HEV en heces de cerdo segun laregién de procedencia.

Se muestran los porcentajes de positividad para el ORF1 en cada una de las
subregiones evaluadas y el total. Las diferencias estadisticas fueron evaluadas
mediante la prueba exacta de Fisher y son indicadas en letras mindsculas: letras
diferentes significan diferencias estadisticas.

Se presento diferencia estadistica para la positividad al ORF1 entre los cerdos que
provenian de la subregion Suroeste con respecto a todas las demas regiones
(Suroeste vs Norte p>0.0061. Suroeste Vs Occidente p=0.001. Suroeste Vs Valle
de Aburra p= 0.0138. Suroeste vs Noreste p=0.0237) excepto para la subregion de
oriente donde no se encontro diferencia estadistica segun la prueba exacta de

Fisher.
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6.4. DISCUSION

Las evidencias cientificas recogidas en los Uultimos afios en diferentes
producciones porcinas y en varias especies de animales silvestres alrededor del
mundo han vinculado al HEV (especialmente a los genotipos 3 y 4), como un
agente zoonético de importancia en salud publica, pues se ha asociado su
deteccion en animales con la presentacion de la enfermedad en paises
industrializados donde la Hepatitis E no es endémica (Clemente-Casares et al.,
2003; Meng et al., 1999; Ruggeri et al., 2013).

Con el animo de saber si los cerdos que se producen en el pais, estan excretando
virus al ambiente en la edad de beneficio, se captaron muestras de heces de
cerdos en las plantas de faenado que benefician un alta proporcién de animales
para el consumo humano en el departamento de Antioquia, considerado el
departamento con mayor producciéon de cerdos de Colombia y se sometieron a la

deteccion del ORF1 del genoma viral.

Los resultados revelaron que el 37.5% de los cerdos en edad de beneficio en
Antioquia estaban excretando el HEV en heces, con porcentajes de positividad
variables entre plantas de beneficio y entre subregiones cuando se considero la

procedencia de los animales.

Cuando se consideré la positividad en las plantas de se encontré una diferencia
estadisticamente significativa en las proporciones de cerdos positivos en la planta
B con las demas establecimientos evaluados. La razon de esta diferencia podria
ser atribuida particularmente al mayor numero de cerdos procedentes del
suroeste, subregion con la méas alta positividad para el ORF1 del HEV, captados
en la planta B, pues es poco probable que haya un efecto atribuible a las plantas
de beneficio analizadas, las cuales tienen practicas sanitarias similares, de
acuerdo a lo exigido por las autoridades. Ademas la adquisicion de la muestra
directamente del esfinter anal de los cerdos reduce la posibilidad que la diferencia

en la frecuencia de positivos en cada planta se deba a contaminacién cruzada.
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Se han realizado pocos estudios a nivel mundial que evallien la presencia del virus
en heces de cerdos tomadas en plantas de beneficio, por lo que es dificil
contrastar la informacion obtenida. Sin embargo, en un trabajo similar realizado en
Italia donde se evaluaron 150 muestras de heces de cerdo una en sola planta de
beneficio, se encontré que el 7.3% ellas eran positivas al HEV por NRT-PCR (Di
Martino et al., 2010), lo que sugiere que el porcentaje de deteccion del HEV en los

cerdos de Antioquia fue relativamente alto.

Adicionalmente, en otro estudio realizado por Berto et al., (2012) con muestras de
heces de cerdos en etapa de finalizacibn (entre 13-22 semanas edad),
recolectadas en granjas del Reino Unido, Portugal, Italia y Holanda, mostré
porcentajes variables en la deteccion del virus (10%, 30%, 23% y 73%
respectivamente) lo que seria comparable con las frecuencias en la positividad
encontrada si se considera que la edad de beneficio en Antioguia es de
aproximadamente 22 semanas (Diaz et al., 2011), indicando que la frecuencia de
heces positivas para HEV en los cerdos evaluados son similares a las encontrado
en granjas porcicola de paises catalogados como industrializados

Las subregiones de mayor volumen de producciéon de cerdos para consumo
humano en Antioquia, Norte y Valle de Aburra, presentaron porcentajes de
positividad similares para el ORF1 de HEV, con 35.7 y del 38.9% respectivamente,
mientras la region Suroeste, de menor volumen de produccién que las anteriores
subregiones presentd mayor positividad (70%). Se desconoce la razén exacta de
esta diferencia, pero podria estar relacionado con el manejo de los protocolos de
sanidad en cada granja., ligados a la tecnificacion de las producciones porcinas de
estas subregiones (Bouwknegt et al., 2009; Seminati et al., 2008; Walachowski et
al., 2014), sin embargo, dado que no fue posible obtener informacion sobre el nivel
de tecnificacion de las granjas de donde procedian los animales evaluados, no es

posible comprobar esta hipoétesis.

De otro lado, es posible especular que pueden existir variantes del virus con una

mayor capacidad de infeccidn que circulan diferencialmente en esas regiones, por
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lo que se hace necesario realizar estudios sobre la dinamica de trasmision en las
producciones porcinas y la asociacién con caracteristicas moleculares del HEV
presentes en cada region del estudio.

Los cebadores utilizados en este estudio son considerados universales para la
deteccion del HEV, dado que fueron disefiados mediante el alineamiento de las
secuencias completas reportadas a nivel mundial de los cuatro genotipos (Fogeda
et al.,, 2009) y aunque han sido usados para la deteccion del virus en humanos,
gracias a la similitud genética que hay entre los genotipos en el ORF1 del genoma
del virus (Panda & Varma, 2013), fueron de utilidad para detectar el HEV en los
cerdos de este estudio. Estudios comparativos entre varios sistemas de NRT-PCR
para la detecciébn del HEV, han mostrado que el sistema utilizado para la
amplificacion del ORF1 en la region de la metiltransferasa viral, tiene mayor
sensibilidad que otros sistemas dirigidos a otras secciones del genoma del HEV
(Idolo et al., 2013; La Rosa et al., 2014).

Los resultados reportados en este trabajo estan en concordancia con lo reportado
por otros investigadores, los cuales encontraron que el genoma viral de HEV es
detectable en heces de cerdos naturalmente infectados hasta la semana 22 (de
Deus et al., 2008; Leblanc et al., 2007) y sugieren que independientemente de la
plantas de faenado, los cerdos en edad de beneficio en el departamento de

Antioquia estan excretando virus al ambiente.

Aungue no es posible establecer si el virus es infeccioso o no, con la técnica de
deteccion del genoma viral empleada, es claro que el HEV est& circulando en las
producciones porcinas de Antioquia, lo que aumenta el riesgo de contaminacion
de la carne de cerdo para consumo humano y pone en riesgo de infeccion a los

trabajadores de la cadena porcicola.

Las investigaciones sobre la dinamica de trasmision del virus son escasas en

nuestro pais, por lo cual se hace necesario hacer trabajos conjuntos con las
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autoridades de salud con el fin de generar la informacion necesaria para tomar las
medidas pertinentes que permitan evitar la diseminacion del HEV hacia las fuentes
de agua de los sistemas de produccién o de las plantas de faenado y asi disminuir
el riesgo de infeccion tanto en trabajadores de la cadena porcicola como en la

poblacién general.

89



BIBLIOGRAFIA

Berto, A., Backer, J. a, Mesquita, J. R., Nascimento, M. S., Banks, M., Martelli,
F., Ostanello, F., Angeloni, G., Di Bartolo, I. & other authors. (2012).
Prevalence and transmission of hepatitis E virus in domestic swine
populations in different European countries. BMC Res Notes 190, 1-6.

Betancur, C. A., Mejia, M. V & Portillo, S. (2013). Seroprevalencia de hepatitis E
en trabajadores de fincas porcicolas del Valle de Aburra 2011-2012
Seroprevalence of hepatitis E in swine farms workers in Aburra Valley 2011-
2012. Acta Médica Colomb 38, 68-70.

Bouwknegt, M., Frankena, K., Rutjes, S. A., Wellenberg, G. J., Husman, A. M.
D. R., Poel, W. H. M. Van Der & Jong, M. C. M. De. (2008). Estimation of
hepatitis E virus transmission among pigs due to contact-exposure. Vet Res.

Bouwknegt, M., Rutjes, S. a, Reusken, C. B. E. M., Stockhofe-Zurwieden, N.,
Frankena, K., de Jong, M. C. M., de Roda Husman, A. M. & Poel, W. H. M.
Van Der. (2009). The course of hepatitis E virus infection in pigs after contact-
infection and intravenous inoculation. BMC Vet Res 5, 7.

Casas, M., Pujols, J., Rosell, R., de Deus, N., Peralta, B., Pina, S., Casal, J. &
Martin, M. (2009). Retrospective serological study on hepatitis E infection in
pigs from 1985 to 1997 in Spain. Vet Microbiol 135, 248-252.

Clemente-Casares, P., Pina, S., Buti, M., Jardi, R., Martin, M., Bofill-Mas, S.,
Girones, R., Martin, M., Bofill-Mas, S. & Girones, R. (2003). Hepatitis E
virus epidemiology in industrialized countries. Emerg Infect Dis 9, 448—-454.

Dell’Amico, M. C., Cavallo, A., Gonzales, J. L., Bonelli, S. |., Valda, Y., Pieri,
A., Segundo, H., Ibafiez, R., Mantella, A. & other authors. (2011). Hepatitis
E virus genotype 3 in humans and swine, Bolivia. Emerg Infect Dis 17, 1488—
1490.

De Deus, N., Casas, M., Peralta, B., Nofrarias, M., Pina, S., Martin, M. &
Segalés, J. (2008). Hepatitis E virus infection dynamics and organic
distribution in naturally infected pigs in a farrow-to-finish farm. Vet Microbiol
132, 19-28.

Diaz, C. A., Rodriguez, M. N., Vera, V. J., Ramirez, G., Casas, G. A. &

Mogollén, J. D. (2011). Characterization of pig farms in the main swine
producing regions of Colombia. Rev Colomb Ciencias Pecu 24, 131-144.

90



Fogeda, M., Avellon, A., Cilla, C. G. & Echevarria, J. M. (2009). Imported and
autochthonous hepatitis E virus strains in Spain. J Med Virol 81, 1743-1749.

Gutiérrez, C., Sanchez, D., Montalvo, M. C., Pujol, F. H., Rodriguez, L. A.,
Pinto, B., Chacon, E. P. & Guzman, M. G. (2012). Molecular characterization
of hepatitis E virus in patients with acute hepatitis in Venezuela. J Med Virol
84, 1025-1029.

Gutiérrez, C. C., Ospina, D., Forero, J. E., Rodriguez, B. D. J., Gutiérrez, L. A.,
Correa, G., L6pez Herrera, A. & Parra, J. E. (2014). Serological and
molecular detection of Hepatitis E virus in pig farms of. Rev CES Med Vet Y
Zootec 9, 158-168.

Gutiérrez-Vergara, C., Quintero, J., Duarte, J. F., Suescun, J. P. & Lépez-
Herrera, A. (2015). Detection of hepatitis E virus genome in pig livers in
Antioquia, Colombia. Genet Mol Res 14, 2890-2899.

Ibarra, H., Riedemann, S. & Toledo, C. (2006). [Hepatitis A and E virus
antibodies in Chilean children of low socioeconomic status. A one year follow-
up study]. Rev Med Chil 134, 139-144.

Idolo, A., Serio, F., Lugoli, F., Grassi, T., Bagordo, F., Guido, M., Privitera, G.,
Lobreglio, G. & De Donno, A. (2013). Identification of HEV in symptom-free
migrants and environmental samples in Italy. J Viral Hepat 20, 438-443.

Johne, R., Dremsek, P., Kindler, E., Schielke, A., Plenge-Bonig, A.,
Gregersen, H., Wessels, U., Schmidt, K., Rietschel, W. & other authors.
(2012). Rat hepatitis E virus: Geographical clustering within Germany and
serological detection in wild Norway rats (Rattus norvegicus). Infect Genet
Evol 12, 947-956.

Leblanc, D., Ward, P., Gagné, M.-J., Poitras, E., Muller, P., Trottier, Y.-L.,
Simard, C. & Houde, A. (2007). Presence of hepatitis E virus in a naturally
infected swine herd from nursery to slaughter. Int J Food Microbiol 117, 160—
166.

Lu, L., Li, C. & Hagedorn, C. H. (2006). Phylogenetic analysis of global hepatitis E
virus sequences: Genetic diversity, subtypes and zoonosis. Rev Med Virol 16,
5-36.

Di Martino, B., Di Profio, F., Martella, V., Di Felice, E., Francesco, C. E. D.,

Ceci, C. & Marsilio, F. (2010). Detection of hepatitis E virus in slaughtered
pigs in Italy. Arch Virol 155, 103-106.

91



Meng, X. J., Purcell, R. H., Halbur, P. G., Lehman, J. R., Webb, D. M., Tsareva,
T. S., Haynes, J. S., Thacker, B. J. & Emerson, S. U. (1997). A novel virus in
swine is closely related to the human hepatitis E virus. Proc Natl Acad Sci U S
A 94, 9860—-9865.

Meng, X. J., Dea, S., Engle, R. E., Friendship, R., Lyoo, Y. S., Sirinarumitr, T.,
Urairong, K., Wang, D., Wong, D. & other authors. (1999). Prevalence of
antibodies to the hepatitis E virus in pigs from countries where hepatitis E is
common or is rare in the human population. J Med Virol 59, 297-302.

Mirazo, S., Ramos, N., Russi, J. C. & Arbiza, J. (2013). Genetic heterogeneity
and subtyping of human Hepatitis E virus isolates from Uruguay. Virus Res
173, 364-370.

Mirazo, S., Ramos, N., Mainardi, V., Gerona, S. & Arbiza, J. (2014).
Transmission, diagnosis, and management of hepatitis E: an update. Hepat
Med 6, 45-59.

Munné, M. S., Vladimirsky, S., Otegui, L., Castro, R., Brajterman, L., Soto, S.,
Guarnera, E., Molina, V., Monfellano, M. & other authors. (2006).
Identification of the first strain of swine hepatitis E virus in South America and
prevalence of anti-HEV antibodies in swine in Argentina. J Med Virol 78,
1579-1583.

Panda, S. K. & Varma, S. P. K. (2013). Hepatitis E: Molecular Virology and
Pathogenesis. J Clin Exp Hepatol 3, 114-124.

Pavio, N., Meng, X.-J. & Doceul, V. (2015). Zoonotic origin of hepatitis E. Curr
Opin Virol 10, 34-41.

Peldez, D., Hoyos, M. C., Rendén, J. C., Mantilla, C., Ospina, M. C., Cortés-
Mancera, F., Pérez, O. L., Contreras, Lady, Estepa, Y. & other authors.
(2014). Hepatitis E virus infection in patients with clinical diagnosis of viral
hepatitis in Colombia. Biomédica 34, 354—365.

Reinhardt, G., Ibarra, H., Riedemann, S. & Vega, |. (2003). Estudio seroldgico
preliminar de hepatitis E en cerdos en Chile. Arch Med Vet 35, 233-236.

La Rosa, G., Fratini, M., Muscillo, M., laconelli, M., Taffon, S., Equestre, M.,
Chionne, P., Madonna, E., Pisani, G. & other authors. (2014). Molecular
characterisation of human hepatitis E virus from Italy: comparative analysis of
five reverse transcription-PCR assays. Virol J 11, 72-80.

92



Rose, N., Lunazzi, A., Dorenlor, V., Merbah, T., Eono, F., Eloit, M., Madec, F. &
Pavio, N. (2011). High prevalence of Hepatitis E virus in French domestic
pigs. Comp Immunol Microbiol Infect Dis 34, 419-427.

Ruggeri, F. M., Di Bartolo, I., Ponterio, E., Angeloni, G., Trevisani, M. &
Ostanello, F. (2013). Zoonotic transmission of hepatitis E virus in
industrialized countries. New Microbiol 36, 331-344.

Dos Santos, D. R. L., de Paula, V. S., de Oliveira, J. M., Marchevsky, R. S. &
Pinto, M. A. (2011). Hepatitis E virus in swine and effluent samples from
slaughterhouses in Brazil. Vet Microbiol 149, 236-241.

Satou, K. & Nishiura, H. (2007). Transmission dynamics of hepatitis E among
swine: potential impact upon human infection. BMC Vet Res 3, 9-18.

Seminati, C., Mateu, E., Peralta, B., de Deus, N. & Martin, M. (2008). Distribution
of hepatitis E virus infection and its prevalence in pigs on commercial farms in
Spain. Vet J 175, 130-132.

Tei, S., Kitajima, N., Ohara, S., Inoue, Y., Miki, M., Yamatani, T., Yamabe, H.,
Mishiro, S. & Kinoshita, Y. (2004). Consumption of uncooked deer meat as a
risk factor for hepatitis E virus infection: An age- and sex-matched case-
control study. J Med Virol 74, 67-70.

Vildosola, H., Colichon, A., Barreda, M., Piscoya, J. & Palacios, O. (2000).
Hepatitis E IgG Antibodies Seroprevalence in a Peruvian risk group. Rev
Gastroenterol del Peru 20, 111-116.

Walachowski, S., Dorenlor, V., Lefevre, J., Lunazzi, A., Eono, F., Merbah, T.,
Eveno, E., Pavio, N. & Rose, N. (2014). Risk factors associated with the
presence of hepatitis E virus in livers and seroprevalence in slaughter-age
pigs: a retrospective study of 90 swine farms in France. Epidemiol Infect 142,
1934-1944.

93



7. CAPITULO 3

Asociacién entre lesiones histopatoldgicas y biomarcadores serologicos y
moleculares de la infeccion por HEV

Association between histopathological lesions and serological and
molecular biomarkers of HEV infection

Jorge Forero D.* Ph.D. Cristian Camilo Gutiérrez. Ph.D(c) Jaime Eduardo Parra
S.! Ph.D. Guillermo Correa L. Ph.D. Berardo de JesUs Rodriguez.2 Ph.D. Lina
Andrea Gutiérrez B.2 Ph.D. Albeiro Lopez-Herrera.® Ph.D.

1. Universidad Nacional de Colombia. Facultad de Ciencias Agrarias.
Departamento de Produccion Animal. Grupo Biodiversidad y Genética Molecular
BIOGEM. Calle 59A No0.63-020. Autopista Norte. Blogue 50. Piso 3. Oficina 310.
Medellin. Colombia.

2. Universidad de Antioquia. Facultad de Ciencias Agrarias. Laboratorio de
Patologia Animal. Grupo de Investigacion en Patobiologia QUIRON. Carrera 75
No. 65-87. Bloque 47-134. Medellin. Colombia.

3. Universidad Pontificia Bolivariana. Facultad de Medicina. Escuela de Ciencias
de la Salud. Grupo Biologia de Sistemas. Calle 78B N°72A-109. Medellin.
Colombia.

*Correspondencia: j[foreroduarte@gmail.com

%94


mailto:jforeroduarte@gmail.com

RESUMEN

Los cerdos como reservorio del virus de la Hepatitis E juegan un papel importante
en la salud publica humana y animal. En estos animales la infeccién cursa sin
sintomas clinicos ni lesiones hepaticas detectables a simple vista. En
investigaciones previas, se encontrd evidencia de la infeccion por el HEV en suero
y la presencia del genoma viral en heces de cerdos en edad de beneficio en
Antioquia. Para contribuir al entendimiento de la dindmica de infeccién en los
cerdos colombianos, se caracterizaron las lesiones hepéticas y establecié su
relacion con marcadores serolégicos y moleculares de infeccion por el HEV. Los
resultados mostraron presencia de anticuerpos IgM en 86.06% de las muestras de
suero, presencia del ORF1 y el ORF2 del genoma viral del 37.28% y 23.69% en
higado respectivamente. La detecciéon por IHQ del antigeno ORF3 en tejido
hepatico fue de 41.46%. La frecuencia de de lesiones inflamatorias sugestivas de
dafio cronico fue alta. Se encontré asociacion entre las lesiones inflamatorias y la
presencia del genoma viral, pero no para la inmunolocalizacién del antigeno
ORF3. Los resultados confirman la circulacion del virus en los cerdos colombianos
y la asociacion entre lesiones inflamatorias hepéticas y presencia del virus
sugieren que el estatus en el curso de la infeccion en los cerdos al momento del

beneficio es variable.

ABSTRACT

Like a reservoir of Hepatitis E virus, pigs play an important role in human and
animal public health. Infection in these animals, course without clinical symptoms
or apparent liver damage to the naked eye. In previous studies, evidence of HEV
infection in serum and presence of viral genome in pig feces at slaughter age in
Antioquia were found. To contribute to the understanding of the dynamics of
infection in Colombian pig, liver lesions were characterized and established his
Association with serological and molecular markers of HEV infection. The results

showed IgM antibodies in 86.06% from serum samples, the presence in liver of
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ORF1 and ORF2 viral genome region in 37.28% and 23.69%, respectively. IHC
detection of ORF3 viral antigen in liver tissue was 41.46%. The frequency of
inflammatory lesions suggestive of chronic damage was high. Association between
inflammatory lesions and the presence of the viral genome, but not the ORF3
antigen was found. Results confirm the circulation of the virus in Colombian pigs,
showed that the characteristics of HEV infection in pigs at slaughter time is variable
and inflammatory lesions found in hepatic tissue are associated with the presence

of virus in the liver.
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7.1. INTRODUCCION

El Virus de la Hepatitis E (Hepatitis E Virus: HEV) es un reconocido agente causal
de hepatitis aguda en humanos. Desde su descubrimiento en los afios 80 (Balayan
et al.,, 1983) se ha generado un interés creciente por el estudio de sus
caracteristicas genéticas, clinicas y epidemiolégicas (Kaba et al., 2013; Kamar et
al., 2014; Pavio et al., 2015), lo que ha llevado a considerarlo como un agente
zoonotico, siendo el cerdo el principal reservorio de la infeccion para los humanos
(Pavio et al., 2010).

El HEV es un virus RNA de cadena positiva que posee tres marcos de lectura
abierta (Open Reading Frame: ORF); ORF1, que codifica para las proteinas no
estructurales, ORF2 para las proteinas de la capside y ORF3 para las proteinas
gue interactian con moléculas del sistema Inmune y estan Implicadas en la salida

del virus al medio extracelular (Holla et al., 2013; Panda & Varma, 2013).

Los estudios en cerdos muestran que tanto en condiciones naturales como
experimentales de infeccion el HEV no provoca enfermedad clinica aparente en
cerdos (Kasorndorkbua et al., 2003, 2004; Leblanc et al., 2007; Lee et al., 2009a),
sin embargo, hay estudios que muestran que en los cerdos este virus puede
causar dafio hepatico leve y moderado con infiltracién de linfocitos en los espacios
portales. También se ha descrito replicaciébn extra hepatica en vesicula biliar,
intestino y tonsilas (de Deus et al., 2008; Krawczynski et al., 2011; Lee et al., 2007,
2009a).

En una piara convencional de ciclo completo, los cerdos se infectan entre la
semana 8-10 de edad, después que han perdido los anticuerpos transferidos por
la cerda, luego seroconvierten entre la semana 14 y 17 concomitantemente con la
presencia del virus en sangre en la semana 15, cuando la viremia empieza a
declinar, aunque puede durar hasta la semana 22 (Casas et al., 2011; de Deus et
al., 2008; Meng, 2013). Los anticuerpos tipo IgM tienden a disminuir hacia las
semanas 22 a 24 de vida, mientras que los anticuerpos IgG son de larga duracion
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y suelen detectarse hasta el periodo de finalizacion (de Deus et al., 2008). La
excrecion del virus en heces comienza poco después de la aparicién de la viremia
y puede durar hasta el momento del faenado en una proporcion relativamente baja

de los cerdos (Pavio et al., 2010).

Existen reportes en diferentes paises que han descrito de manera individual la
presencia de biomarcadores de infeccion como anticuerpos tipo IgG e IgM,
genoma viral en suero, heces o higados en cerdos de plantas de faenado (Di
Bartolo et al., 2011; Gardinali et al., 2012b; Machnowska et al., 2014; Walachowski
et al., 2014), sin embargo, muy pocos estudios han caracterizado la presencia de
lesiones hepaticas asociadas a la infeccidbn en condiciones naturales, ni se ha
presentado la caracterizacion o analisis de estos marcadores en su conjunto en

cerdos en edad de beneficio.

En Colombia y especificamente en Antioquia, departamento con la mayor
produccién porcina del pais, existe evidencia seroldégica y molecular de la
presencia del HEV en cerdos en edad de beneficio pero no se han realizado
estudios sistematicos que determinen la frecuencia de lesiones inflamatorias
hepéticas y sus caracteristicas histopatologicas; por lo tanto se desconoce si el
HEV que circula en Colombia tiene la capacidad de inducir lesiones en los higados

de cerdos.

Con el animo de obtener informacidén til sobre la dindmica de infeccion natural del
virus en los cerdos destinados para consumo humano en Colombia, el objetivo de
este estudio fue caracterizar las lesiones hepaticas de los cerdos y establecer su
relacion con biomarcadores serolégicos y moleculares de infeccién por el HEV en

los cerdos beneficiados en Antioquia.
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7.2. MATERIALES Y METODOS

7.2.1. Disefio del estudio.
Este estudio fue realizado de acuerdo con los protocolos aprobados por el Comité

de Etica de la Universidad Nacional de Colombia, sede Medellin (Acta CEMED-
226. del 14 de octubre de 2011). Entre septiembre de 2011 y mayo de 2012 fueron
tomadas 287 muestras de higado y sangre de cerdo en cinco plantas de faenado
del departamento de Antioquia, que reciben la mayor parte de la produccion

porcina de Antioquia.

El tamafio de muestra se calculo teniendo como base un nivel de confianza del
95% y un error maximo de 6%. En cada planta se realizé un muestreo por cuotas
donde cada cuota se calculé proporcionalmente al numero de animales
beneficiados por subregién de procedencia. Los animales incluidos en el muestreo
fueron clasificados como sanos y aprobados para beneficio y posterior
comercializacién, segun el proceso de inspeccion sanitaria pre y postmoértem

realizado por los médicos veterinarios responsables de cada planta de beneficio.

7.2.2. Muestras de suero.
Las muestras de sangre fueron obtenidas en la linea de faenado posteriormente a

la insensibilizacion del animal, en el momento de la exanguinacién. Se colectaron
aproximadamente 10 ml de sangre por animal en tubos estériles de 15 ml. Las
muestras se mantuvieron a 4°C durante su transporte al laboratorio de
Biotecnologia Animal de la Universidad Nacional de Colombia, sede
Medellin, donde fueron centrifugadas inmediatamente a 1500 r.p.m. durante 10
minutos. El suero obtenido fue alicuotado en viales de 1.5 ml y almacenado a -

20°C hasta su analisis.

7.2.3. Muestras de Higado.
De cada cerdo se obtuvieron dos submuestras de higado de aproximadamente 5

cm?. Uno de los cortes fue depositado en frascos estériles que contenian formol

tamponado al 10% y enviados a laboratorio de Patologia Animal de la
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Universidad de Antioquia para realizar el estudio histopatologico, mientras que el
otro fue almacenado en viales de 1.5 ml y transportados a 4°C al laboratorio de
Biotecnologia Animal de la Universidad Nacional de Colombia para realizar
estudio molecular. Para evitar la contaminacion cruzada entre los higados, éstos
fueron identificados y almacenados individualmente en material estéril desechable

a -80 °C hasta su procesamiento.

7.2.4. Extraccion de RNA. Preparacion del cDNA
Las muestras de higado fueron maceradas en Nitrégeno liquido y re-suspendidas

en un tampon de sales de fosfato (PBS) estéril tratado con DEPC a una
concentracion de 10% p/v, la cual se centrifugé por 10 minutos a 3000 rpm. La
extraccion del RNA se realiz6 a partir de 140 ul del sobrenadante utilizando el
estuche comercial QlAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN. Alemania), de acuerdo a
las instrucciones del fabricante. El RNA obtenido fue guardado a —80°C hasta su

utilizacion.

El cDNA fue preparado a partir de 5 pyl de RNA, utilizando el estuche comercial
Revert-Aid EnzymeMix (Fermentas. USA) siguiendo las indicaciones del
fabricante, usando como iniciador de la retrotranscripcion hexanucleétidos al azar
‘randomhexamer” (Fermentas. USA). La retrotrascripcién fue incubada a 25°C por
10 minutos, luego a 43.5°C por 60 minutos con un periodo final de incubacion de

5 minutos a 72°C.

7.2.5. PCR Anidada del ORF1y ORF2 del HEV.
Un fragmento de 170 pares de bases del ORF1 se amplific6 mediante una PCR

anidada segun lo descrito por otros investigadores (Fogeda et al., 2009) con
ligeras modificaciones. Brevemente, 3ul de cDNA se sometieron a una primera
ronda de amplificacion usando una mezcla maestra que contenia: 2.5ul de Buffer
(10X), 2ul de MgCl2 (50mM), 1ul de dNTPs a (20uM de cada dNTP), 2ul (10uM) de
cada uno de los cebadores (ORF-1F
5’ CCA(C/T)CAGTT(C/T)AT(A/CIT)AAGGCTCC3’; ORF-1R5’
TACCA(A/C/IG)CGCTG(A/G)AC(A/G)TC3’), 0.2ul de Tag DNA polimerasa (Bioline
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5U/ul), a un volumen final de 25ul. El perfil de amplificacion fue: desnaturacion
inicial a 94°C por 4min y luego se amplificé por 39 ciclos a 94°C por 38seg, 51°C
por 45seg y 72°C por 60seg; con una extension final a 72°C por 4min.

Para la segunda ronda de PCR, se utilizaron 3ul del producto de amplificacion de
la primera reaccion y se utilizaron los reactivos de amplificacion similares en
concentracion y volumen a los utilizados en la primera ronda, pero variando los
cebadores por los siguientes: ORF1 FN
5CTCCTGGC(A/G)T(C/T)AC(A/IT)ACTGCZ’; ORF1 RN
5GG(A/G)TG(A/G)TTCCAI*A(A/G)(AIC/IG)AC(C/T)TC3.(*l:inosina).

El perfil de temperaturas de la PCR fue: desnaturalizacion inicial a 95°C por 3min,
con 35 ciclos a 94°C por 35seg, 48°C por 30seg y 60seg a 72°C, con una

extension final a 72°C por 3min.

Para la deteccion del ORF2, se amplific6 un fragmento de 384 pares de bases
utilizando el protocolo reportado por Huang et al.. (2002). Brevemente. 3ul de
cDNA fueron sometidos a una primera ronda de amplificacion usando una mezcla
maestra que contenia: 2.5ul de Buffer (10X), 2ul de MgCI2 (50mM), 1ul de dNTPs
a (20uM de cada dNTP), 2ul (10uM) de cada uno de los cebadores ORF-2F
5AATTATGC(C/T)CAGTA(C/T)CG(G/A)GTTG3I’; y ORF-2R
5CCCTT(A/G)TC(C/T)TGCTG(A/C)GCATTCTC3’, 0.2ul de Tag DNA polimerasa
(Bioline 5U/ul), a un volumen final de 25ul. Para la segunda ronda se utilizaron 3 pl
del producto de amplificacion de la primera ronda, con una solucion idéntica pero a
un volumen final de 30ul y variando los cebadores por ORF-2FN
5GT(T/A)ATGCTT(C)TGCAT(A/T)CATGGCT3’ y ORF-2RN5’
AGCCGACGAAATCAATTCTGTC3..

El perfil de amplificacion para las dos rondas de PCR fue: desnaturalizacion inicial
a 94°C por 4min y 39 ciclos a 94°C por 38 seg, 48°C por 30seg y 72°C por 60 seg;
con una extension final a 72 °C por 4 min. Los fragmentos amplificados fueron
verificados en gel de agarosa al 2.5% usando EZ-Vision (Amresco. USA) como

agente intercalante.
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7.2.6. Andlisis inmunoenzimatico ELISA indirecto para deteccién de
anticuerpos IgM especificos contra HEV.

Para la detecciéon de anticuerpos tipo IgM anti-HEV en cerdos, se empled el
estuche comercial de ELISA indirecto HEV-IgM (Dia.Pro-DiagnosticBioprobes.
Italia) para la deteccion de anticuerpos tipo IgM en suero humano, remplazando el
conjugado anti-humano del estuche, por un anticuerpo conjugado de cabra anti-
IgM de cerdo (Thermo Fisher Scientificinc. USA) a la dilucién recomendada por el
fabricante (1:5000). Como control negativo porcino (CNP) se utilizé (por triplicado)
un suero de lechon recién nacido que no ingirié calostro para evitar la presencia
de anticuerpos maternales; y como control positivo porcino (CPP) se empled una
muestra suero de cerdo de un animal del estudio positivo en higado para la
deteccién del genoma tanto del ORF1 como del ORF2 que mostré valores altos de
DO en la ELISA en pruebas preliminares. En cada uno de los platos, para efectos
de control de calidad del estuche de ELISA, se incluyeron los controles
recomendados y proporcionados por el fabricante: tres controles negativos (CN),
un control positivo (CP) y dos calibradores (C) evaluados con el conjugado anti-

humano del estuche.

7.2.7. Histopatologia
Los tejidos fueron deshidratados en concentraciones crecientes de alcohol,

aclarados con xilol antes de ser incluidos en parafina, luego fueron cortados a 3
um de espesor y cada corte fue montado sobre laminas de vidrio. Las laminas
fueron coloreadas con Hematoxilina Eosina y evaluadas con microscopio Optico
para caracterizar las lesiones hepaticas inflamatorias. Las lesiones encontradas se
clasificaron segun las siguientes categorias: 1. Hepatitis exudativas (hepatitis
aguda): se presentaron alteraciones vasculares como congestiébn vascular y
edema, exudacion de neutréfilos mezclados con linfocitos y macréfagos, no hubo
presencia de fibrosis. 2. Hepatitis de interface: se presentaron lesiones
inflamatorias con necrosis de hepatocitos en areas portales con extension
variable, acompafadas con alteraciones degenerativas vacuolares, apoptosis,

infiltracion inflamatoria mononuclear y fibrosis de extension variable. 3.
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Colangiohepatitis crénica: se observé reaccion confinada a areas portales, con
infiltracion predominantemente mononuclear, fibrosis e hiperplasia de conductos
biliares. 4. Sin inflamacidén (sin hepatitis): los higados que no presentaron

infiltracion inflamatoria significativa, ni cambios vasculares, ni fibrosis.

Para establecer el grado de lesién se considerod la severidad y la extension de la
lesion asi: Grado 0: Sin lesiones aparentes Grado 1: Escasa presencia de
lesiones hasta con un 15% de compromiso del tejido. Grado 2: Presencia leve de
lesiones, multifocales con una extension entre el 15 y 35% del tejido. Grado 3:
Presencia moderada de lesiones multifocales o en diferentes lobulos con una
extension del 35 al 50% del tejido. Grado 4: presencia entre moderada y severa
de las lesiones, localizadas en diferentes lI6bulos con una extension entre 50 al
65% del tejido. Grado 5: Con presencia severa de las lesiones, pérdida extensa y
difusa de la citoarquitectura comprometiendo todos los lobulillos en mas de 65%

del tejido.

7.2.8. Inmunohistoquimica:
Para la deteccion de la proteina ORF3 del HEV, los tejidos fueron fijados en formol

neutro al 10% pH=7.0, procesados e incluidos en parafina. Los cortes de tejidos se
realizaron a 3um de espesor y se recogieron en portaobjetos cargados
eléctricamente. Los cortes se desparafinaron en horno de laboratorio a 58°C
durante toda la noche. Se completd la desparafinizacion con tres bafios de xilol
fresco de 5 minutos cada uno y la hidratacion se realizé con etanol en gradientes
descendentes. La recuperacion antigénica se hizo en Buffer Citrato pH=6.0
(Thermo-Scientific. USA) en olla a presién, la Peroxidasa enddgena se bloqued
con el kit para tal fin. El anticuerpo primario anti-conejo policlonal contra ORF3
(Bioss inc. USA) se utilizé a una dilucion de 1/420 y se incubd a temperatura
ambiente en camara humeda durante una hora. Todos los lavados se realizaron
con TBS+ Tweeen 20 (TBST) (Thermo-Scientific. USA). Como sistema de
deteccién se utilizo el Ultravision Quanto Detection System (Polimero- Peroxidasa
Thermo-Scientific. USA) siguendo las instrucciones del fabricante. Para revelar la

reaccion antigeno-anticuerpo se empled el kit DAB Quanto (Thermo-Scientific.
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USA). Se deshidrato con etanol, se aclar6 con xilol y se realiz6 montaje con
laminilla utilizando medio de montaje insoluble en alcohol Consul-Mount (Shandon.
USA).

7.2.9. Andlisis Estadistico.
Para el andlisis de asociacidon entre los marcadores de infeccion se utilizd la

prueba exacta de Fisher, con un nivel de confianza del 95% vy la fuerza de
asociacion se estimé mediante OR: Razén de Posibilidades (Tapia & Nieto, 1993)
usando las herramientas del programa GraphPadPrism 5 (GraphPad Software.
Inc. La Jolla. USA).

Para el andlisis de concordancia entre las técnicas se usé el coeficiente kappa
mediante la herramienta QuickCalc de la pagina de soporte en linea de GraphPad

(http://graphpad.com/quickcalcs).

7.3. RESULTADOS

7.3.1. Frecuencias de Deteccién de IgM en Suero y del genoma ORF1/ORF2
en Higado y del antigeno ORF3 por Inmunohistoquimica.

La frecuencia de sueros de cerdos positivos para IgM fue de 86.06% y la
proporcion de higados en que se detectd el ORF1 y el ORF2 del genoma del HEV
fue de 37.28% y 23.69% respectivamente. Cuando se considerd las 178 muestras
coincidentes para la deteccién del ORF1 y el ORF2 del genoma viral se encontré
una frecuencia de 18.54% de higados positivos. El porcentaje de positividad
alcanza el 49.48% cuando se tienen en cuenta en forma combinada las muestras
positivas tanto para el ORF1 y para el ORF2 (Tabla 7.1).

Tabla 7.1. Frecuencias de los biomarcadores de infeccidn en los cerdos
muestreados en las plantas de beneficio.

IgM ORF1 ORF2 IHQ? ORF1y ORF2° ORF16 ORF2°

Pos 247 107 68 119 33 142
Neg 40 180 219 168 145 145
% Pos 86.06 37.28 23.69 41.46 18.54 49.48

Proporciéon de muestras positivas y negativas para la deteccion IgM en suero. la deteccién
del ORF1 y/o ORF2 del genoma en higados y deteccion de la proteina ORF3 por
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Inmunohistoquimica. a: IQH Inmunohistoquimica para la deteccién del ORF3. b: ORF1 y
ORF2 muestras coincidentes para la deteccion del ORF1 y ORF2 c: ORF1 6 ORF2
muestras positivas para ORF1 o ORF2.

La tincidon inmunohistoquimica de los higados revel6 una frecuencia del 41.46% de
las de los tejidos positivos para la deteccion del ORF3 del HEV (Tabla 7.1). En los
tejidos positivos se presentd una fuerte sefial de tincibn en un nimero variable de

hepatocitos, caracterizada por un precipitado marron en el citoplasma. (Figura 2).

Figura 7.1. Microfotografias de la marcacién Inmunohistoquimica en higados de
cerdos para la deteccion del ORF3.
A: Seccion de un higado de cerdo negativo para la presencia del antigeno ORF3 por IHQ.

B: Microfotografia de una placa de higado de cerdo de planta de beneficio seropositivo
para IgM, con presencia del ORF1 y ORF2 del genoma viral en tejido hepético y positivo
para la deteccion del antigeno ORF3 por IHQ; Las flechas indican la
inmunolocalizacién citoplasmatica del antigeno ORF3.

7.3.2. Frecuenciay grado de severidad de lesiones inflamatorias hepaticas
La evaluacién histopatologica mostré un porcentaje total de lesiones inflamatorias

del 90.24%, entre ellas, las lesiones mas frecuentes fueron Hepatitis de Interface
(HI) con un 59.93%, seguidas de Colangiohepatitis Cronica (CH) y de Hepatitis
Exudativa (HE) con el 17.77% y 12.54% respectivamente. No se encontraron

lesiones inflamatorias en 9.76% de los tejidos evaluados (Tabla 7.2. Figura 7.2)

Por otra parte, en el 43.21% de los tejidos evaluados se observé presencia de

lesiones leves y multifocales (Grado 2), siendo este el grado mas frecuente;
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mientras que solo en el 1.39% se observaron lesiones moderadas (Grado 4). Las

lesiones Grado 1 y Grado 3 se presentaron en el 29.97% y el 15.68% de los

higados respectivamente. No se observaron lesiones severas (Grado 5) en los

higados analizados (Tabla 7.2).

Tabla 7.2. Frecuencia de tipos de inflamacion hepéticay grado de las lesiones en
los cerdos en edad de beneficio en Antioquia

Tipo de Hepatitis

Grado de severidad 4

%

% Total

SL

28

0

28

9.76

HE

0

28

36

12.54

HI CH

0 0

40 18

91 25

37 8

4 0
172 51
59.93 17.77
90.24

28

86

124

45

287

100

%

9.76

29.97

43.21

15.68

1.39

100

SL: Sin Lesion CH: Colangiohepatitis Cronica: HI Hepatitis de interface: HE: Hepatitis
exudativas. n Nomero de muestras. % Total: Porcentaje total de lesiones inflamatorias
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Figura 7.2. Microfotografias de los higados de cerdo muestreados en las plantas de

beneficio teiiidas con H&E.

A: Tejido Hepatico Normal: Tejido hepéatico sin lesiones aparentes. B:
Colangiohepatitis Cronica se observa proliferacion de los canaliculos biliares con
infiltrado en la regién portal C: Colangiohepatitis Crénica: se observa el espacio portal
con un infiltrado de linfocitario mixto con predominio de linfocitos y macréfagos (Flecha
solida), ligera fibrosis (Flecha punteada) y proliferacion de conductos biliares. D: Necrosis
hepatica: se observan lesiones necroinflamatorias (Nec) en otro campo del corte
histologico C, alteraciones degenerativas vacuolares (Cabeza de flecha), fibrosis de
extension variable (Flecha punteada), también hemorragia y edema (Flecha sélida). E: Se
observa fibrosis (flecha punteada), fiboras de colageno que rodean la una isla de
hepatocitos (Flecha soélida). SR Nédulo regenerativo o seudoroseta Hepatitis cronica. F:
Hepatitis aguda incipiente: se observan linfocitos (cabeza de flecha), Edema (flecha
punteada), degeneracion vacuolar (flecha gruesa) neutréfilos (flecha solida), sin presencia
de fibrosis. VC: Vena central. LH: Lobulillo Hepatico. TP Triada portal CB: conducto biliar.
AH Arteriola Hepatica. VP: Vénula portal.
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7.3.3. Concordanciay asociacion entre las pruebas de laboratorio.
Los resultados en la comparacion entre biomarcadores muestran que hay una

asociacion estadisticamente significativa entre la proporcion de muestras de
higado de cerdos positivos para el ORF1 y los higados positivos para el ORF2
(prueba de Fisher. P=0.03). La fuerza de asociacién para estas dos pruebas fue la
mas alta (OR= 1.85) y aunque la fuerza de concordancia fue pobre, se obtuvo el
mayor valor de Kappa (0.120). No se encontré6 asociacion estadisticamente
significativa entre las proporciones de muestras positivas para IgM, antigeno
ORF3, y los sectores del genoma ORF1 y ORF2 del HEV entre si (p>0.05) vy la
concordancia entre las pruebas fue pobre o ausente (Tabla 7.3).

Tabla 7.3. Comparacion entre los biomarcadores de infeccién por el HEV y
concordancia entre las pruebas de infeccion.

Fuerza de Asociacion Concordancia

P2 OR IC K IC nO(%) FC
ORF1vs ORF2 0.03° 1.85 1.06-3.21  0.120 0.01-0.24  178(62.02)  Pobre
ORFlvsIgM 056 126 0.63-256  0.023 -0.04-0.08 121(42.16%) Pobre
ORF1vsIHQ 053 1.17 0.72-1.91  0.038 -0.08-0.15 155(54.01%) Pobre
ORF2vsIgM 032 068 0.33-1.43  -0.025 -0.08-0.03 84(29.27%) b
ORF2vsIHQ 0.12 156 0091273  0.089 -0.02-0.2 168(58.54%) Pobre
IgMvs IHQ 049 0.75 0.38-1.47  -0.03  -0.10-0.04 121 (42.16%) b

P: Prueba exacta de Fisher Nivel de confianza del 95%.*estadisticamente significativo.
OR: Razén de Posibilidades (Tapia & Nieto, 1993). IC? Intervalo de Confianza para OR:
K:coeficiente Kappa . IC" Intervalo de Confianza para Kappa. nO(%): Nimero de
concordancias observados y porcentaje. FC: fuerza de la concordancia. b: Sin
concordancia.

7.3.4. Distribucién de frecuencias de biomarcadores de infeccién en cerdos
en las plantas de Beneficio.

La Tabla 7.4, muestra los resultados en la caracterizacion de la distribucion de los
biomarcadores de infeccion: anticuerpos IgM en suero, el genoma viral en higado
y antigeno ORF3 en tejido hepatico. Para disminuir la probabilidad de incluir falsos
positivos para la deteccion del genoma en higados, en este andlisis solo se tuvo
en cuenta los cerdos que fueron positivos y negativos simultdneamente para la
deteccion del ORF1 y el ORF2.
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En un estudio anterior, se mostro que el 100% de los cerdos evaluados en plantas
de benéfico porcino en Antioquia, fueron seropositivos tipo IgG indicando que
estos cerdos estuvieron expuestos al virus en algin momento de su etapa
productiva (Capitulo 1). Asi, de los 178 cerdos incluidos en este analisis, el
75.28% fueron positivos para IgM y se detectd el genoma viral en el higado
12.92% de ellos. De estos cerdos positivos para el genoma del HEV 6.74% fueron
positivos para el antigeno ORF3 por IHQ. En los cerdos con presencia de IgM
pero negativos para el genoma (62.36%) se detectd el antigeno ORF3 en el

24.16%, mientras que el 38.20% fue negativo para este ultimo biomarcador.

Por otro lado, en los cerdos con ausencia de anticuerpos IgM (24.72%) se detecto
la presencia del genoma viral en el 5.61% de los higados estudiados; de estos
cerdos positivos para el genoma, el 3.37% y 2.24 fueron positivos y negativos para
la presencia del antigeno ORF3 del HEV en el tejido hepatico respectivamente. En
los cerdos con muestras negativas para IgM y para el genoma viral en higado
(19.10%), se encontré una positividad del 7.30% para la presencia del antigeno
ORF3y 11.79 fueron negativos (Tabla 7.4??7?).

Tabla 7.4. Distribucion de biomarcadores de infeccidn en los cerdos estudiados.

IgM n(Pos/Neg)% ORF1y ORF2 n(Pos/Neg)% IHQ n(Pos/Neg)%

53 (Pos) 6.74
23(Pos) 12.92
71 (Neg) 6.17
178(Pos)75.28

43 (Pos) 24.1
111(Neg)62.36 3 (Pos) 24.16

76 (Neg) 38.20

6 (Pos) 3.37
10(Pos)5.61
4 (Neg) 2.24
44(Neg) 24.72

9 (Pos) 7.30
34(Neg)19.10
21 (Neg) 11.79

La tabla muestra el nUmero de cerdos n. el estatus (Pos); Positivo o (Neg) Negativo y el
porcentaje de cerdos con respecto al nimero total de cerdos evaluados para la deteccion
de IgM. genoma (ORF1 y ORF2) e Inmunohistoquimica.
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7.3.5. Andlisis de asociacion entre la inflamacion hepatica con la deteccion
del Genoma y la deteccion de antigeno ORF3.

Se encontrd asociacion estadisticamente significativa entre la presencia del ORF1
(p<0.0001), del ORF2 (p=0.0003), y del ORF1 o el ORF2 (p=0.0336) (cerdos
positivos para ORF1 u ORF2) con las lesiones inflamatorias; la fuerza de
asociacion fue mayor cuando se consideraron los cerdos positivos para cualquiera
de los dos regiones del genoma (ORF1 u ORF2) (OR=9.96) que para el
ORF1(OR=8.86) y el ORF2 (OR=4.45) de forma individual; los intervalos de
confianza al 95% para la fuerza de asociacion entre los distintos se muestra en la
tabla 7.5

No se encontré asociacion estadisticamente significativa entre la proporcién de
muestras de higado positivas para el antigeno ORF3 por IHQ y la presencia de
lesiones hepéticas (Tabla 7.5). Cuando se analizo la relacion entre la presencia de
lesiones de tipo cronico (CH y HI) y los diferentes biomarcadores, no se encontro

asociacion estadisticamente significativa (datos no mostrados).

Tabla 7.5. Andlisis de asociacion entre la inflamacién hepética con la deteccién del
Genoma por nRT-PCR y la deteccion de antigeno ORF3 por IHQ.

ORF1 ORF2 i oRE IHQ®
Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg
Inflamacion 105 154 66 193 32 120 139 120 108 151
Sin Inflamacion 2 26 2 26 1 25 3 25 11 17
n 107 180 68 219 33 145 142 145 119 168
N 287 287 178 287 287
Valor P 0.0003* 0.0336* 0.05 < 0.0001* 0.843
Odds ratio 8.86 4.45 6.66 9.65 1.10
IC% 2.06-38.16 1.03-19.25 0.86-51.12  2.843-32.78 0.49-2.45

P: Valor de P en la Prueba exacta de Fisher. *: Estadisticamente significativo. n: subtotal
del numero de muestras. N: total de muestras analizadas. a: ORF1 y ORF2 muestras
coincidentes para la deteccion del ORF1 y el ORF2. b: ORF1 6 ORF2 muestras positivas
combinadas para el ORF1 o el ORF2 c: IQH Inmunohistoquimica para la deteccion del
ORF3 OR: Odds Ratio: Razén de Posibilidades (Tapia & Nieto, 1993).1C95%:
Intervalo de confianza para el OR.
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7.3.6. Andlisis de asociacion entre la severidad de las lesiones con la
deteccion del Genomay la deteccion de antigeno ORF3.

Cuando se analizo el grado de severidad de las lesiones, se encontré asociacion
estadisticamente significativa entre la presencia del ORF1 del genoma viral con
las lesiones moderadas (grado 3) (p=0.04), al igual que cuando se consideraron
las muestras positivas para cualquiera de los dos marcadores del genoma (ORF1
u ORF2) (p=0,034). No se encontro relacion estadistica entre el ORF2 (p=0.85), la
presencia del antigeno ORF3 (p=0.51) ni cuando se consideraron las muestras
positivas para ORF1 y ORF2 de manera simultanea (P=0.55) (Tabla 7.6).

Tabla 7.6. Analisis de asociacion entre el grado de severidad de las lesiones con la
deteccién del Genoma por nRT-PCR y la deteccion de antigeno ORF3 por IHQ

ORF1 ORF2 oY iy IHQ®
Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg
Grado 3 23 22 11 34 5 16 29 16 21 24
Otras Lesiones 84 158 57 185 28 129 113 129 98 144
n 107 180 68 219 33 145 142 145 119 168
N 287 287 178 287 287
Valor P 0.04* 0.85 0.55 0.034* 0.51
Odds ratio 1.96 1.05 1.44 2.69 1.28
IC% 1.03-3.73 0.5-2.2 0.48-4.25 1.06-4.00 0.67-2.43

P: Valor de P en la Prueba exacta de Fisher. *: Estadisticamente significativo. n: subtotal
del nimero de muestras. N: total de muestras analizadas. a: ORF1 y ORF2 muestras
coincidentes para la deteccién del ORF1 y el ORF2. b: ORF1 6 ORF2 muestras positivas
combinadas para el ORF1 o el ORF2 c: IQH Inmunohistoquimica para la deteccién del
ORF3 OR: Odds Ratio: Raz6on de Posibilidades (Tapia & Nieto, 1993)./C95%:
Intervalo de confianza para el OR.

7.4. DISCUSION

En estudios previos se evidenci6 la exposicion y circulacion del HEV en cerdos en
edad de beneficio en el departamento de Antioquia (Capitulo 1 y 2), sin embargo,
aspectos como las caracteristicas histopatologicas que pudiera inducir la infeccion

por el HEV, no han sido clarificadas en estos animales. Para alcanzar una mejor
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comprension sobre este aspecto, en este trabajo se caracterizaron las lesiones
presentes en tejido hepatico y su relacion con marcadores serolégicos y
moleculares de infeccién por el HEV en los cerdos en edad de beneficio en

Antioquia.

Los resultados mostraron que el porcentaje de sueros positivos para anticuerpos
tipo IgM en los animales estudiados es mas alto que los reportados en cerdos en
plantas de beneficio de otros paises (Crossan et al., 2014; Wacheck et al., 2012).
No se encontrd relacidon ni concordancia entre la proporcion de cerdos positivos
para IgM, la presencia del genoma viral en higado y la deteccion del antigeno
ORF3 en el tejido hepatico. Esto sugiere que el virus realiza replicacion en tejidos
extrahepaticos (Choi & Chae, 2003; Wiliams et al., 2001) y podria en
consecuencia inducir la presencia de IgM en suero antes que el virus alcance a

replicarse en el higado.

Ademas, algunos estudios en cerdos y en otros animales han encontrado el
genoma viral en higado en ausencia de anticuerpos especificos anti HEV (Di
Bartolo et al., 2011; Lin et al., 2015; Rose et al., 2011; Walachowski et al., 2014),
esto respalda la idea que la presencia de IgM en suero no garantiza la presencia

del virus en algun compartimiento del hospedero.

La deteccion del genoma viral en los higados de cerdos varié dependiendo de la
region del genoma que fue amplificada. Esto se puede explicar por la diferencia en
la sensibilidad analitica de las dos pruebas que segun La Rosa et al, (2014), es
mayor para el protocolo de deteccion del ORF1. La proporcion de animales que
fueron positivos para la deteccion concomitante del ORF1 y el ORF2 (18.54%),
podria ser la mas adecuada para estimar la frecuencia de higados positivos para
el genoma en los cerdos en edad de beneficio en Antioquia, pues disminuye la
probabilidad de tener falsos positivos que sobreestimen la frecuencia de este

biomarcador. Este resultado fue similar a las frecuencias reportadas en otras
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investigaciones (Gardinali et al., 2012a; Rose et al., 2011; Temmam et al., 2013,
Walachowski et al., 2014).

No se encuentran en la literatura cientifica estudios previos que evallen la
inmunolocalizacion de las proteinas virales en el higado de una cantidad de
porcinos tan grande, en condiciones naturales como la empleada en este trabajo;
sin embargo, un estudio en Brasil, reportd mediante el uso de un anticuerpo
policlonal, la presencia de antigenos del HEV por IHQ en el 28.0% en el tejido
hepatico de cerdos de 16 semanas de edad. Esos resultados se obtuvieron en
producciones porcinas de menos de 100 cerdos, con manejo zootécnico de baja
calidad e instalaciones técnicamente inadecuadas. En ese mismo estudio los
cerdos que provenian de granjas con mayor tecnificacion no fueron positivos para

los antigenos virales (da Costa Lana et al., 2014).

El uso de la IHQ para la deteccion de antigenos virales, puede presentar reaccion
cruzada con otros antigenos o alteracion de los sitios de unién al antigeno en el
momento del procesamiento disminuyendo la confiabilidad de esta técnica (Ha &
Chae, 2004; Haines & Chelack, 1991; Lee et al., 2009b), Esto podria explicar en
parte que la frecuencia de cerdos positivos a la inmunolocalizacion hepética de

proteinas del ORF3 no estuvo relacionada con la deteccion del genoma viral.

Costa Lana et al., (2014) observaron que un cerdo negativo para el genoma viral
en muestra de higado, fue positivo para la deteccién de antigenos del HEV en el
tejido hepatico por IHQ, de manera similar a lo encontrado en algunas muestras
analizadas en este trabajo, no hay claridad si esta situacion es habitual en los
higados de cerdos infectados con el HEV o en su lugar responde a mecanismos
desconocidos de la replicacion y la patogénesis del HEV que expliquen la
acumulacion de antigenos en el tejido hepatico en ausencia del genoma viral, por

esta razon es importante realizar nuevos estudios que aborden este tema.
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La caracterizacion de la distribucion de los marcadores de infeccion en este
estudio sugiere heterogeneidad en el estatus de infeccibn de los porcinos
evaluados; estos resultados son similares a los obtenidos por otros autores en
cerdos en etapa de finalizacion y al momento de beneficio (Casas et al., 2011; de
Deus et al., 2007; Martelli et al.,, 2010), en los que se muestran proporciones
variables de positividad para los diferentes marcadores de infeccion que
concuerdan con las diferencias encontradas en este estudio y que podrian ser
debidos a que los cerdos en el momento del beneficio estaban en diferentes
etapas de la infeccion. Los resultados previos realizados por este equipo de
investigacion indican que los cerdos analizados estuvieron expuestos al HEV en
algin momento de su vida (100% de cerdos IgG positivos, Capitulo 1), esto
sugiere que los 18.46% cerdos positivos a las tres técnicas de diagndstico
evaluadas (IgM, genoma viral y antigeno ORF3) pudieron estar pasando por una
infeccion activa; mientras que aquellos negativos para los tres marcadores
(4.52%) ya habrian resuelto la infeccién y el resto de animales podrian estar
cursando la infeccién en distintos momentos del ciclo de replicacion. No hay
trabajos similares que respalden o refuten estas hipotesis interpretativas, por lo
gue es necesario realizar nuevas investigaciones que permitan esclarecer estas

conjeturas.

De otro lado, el analisis histopatolégico del tejido hepatico en los porcinos reveld
que una proporcion alta de los cerdos presentd lesiones inflamatorias crénicas
(CH y HI), con una baja proporcién de cerdos con lesiones de tipo agudo
exudativo (HE) y solamente algunos cerdos no presentaron lesiones. La
frecuencia de lesiones inflamatorias de tipo crénico halladas en los cerdos en edad
de beneficio en el contexto de la infeccion por HEV en este estudio, no tiene
precedentes en la literatura cientifica, ni existen estudios que indaguen por la
prevalencia de lesiones microscopicas en la poblacion porcina de cerdos lo que

dificulta el contraste de resultados.
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No obstante, se encontr6 una asociacion estadisticamente significativa entre la
presencia del genoma viral y las lesiones hepaticas inflamatorias, con amplios
intervalos de confianza en OR que generan incertidumbre sobre la fuerza de
asociacion. Esto sugiere, que si bien el genoma del HEV esta presente en el tejido
hepatico de los tejidos evaluados, la presencia de lesiones inflamatorias puede
estar influida por otros factores que pueden potenciar el desarrollo de lesiones
inflamatorias en el higado; tales como la coinfeccién con otros patégenos (Rosell
et al., 2000) o con la presencia concomitante de micotoxinas (Casteel et al., 1993).

Aungue no se encontré asociacion estadisticamente significativa entre las lesiones
hepéticas exclusivamente de tipo crénico con la presencia del genoma viral, si se
encontré asociacion estadistica entre el grado de severidad tipo 3 y la presencia
del genoma; particularmente todas las lesiones de grado 3 fueron HE e HI. Estos
resultados sugieren que puede ser posible que el HEV que circula en Antioquia
induzca lesiones de tipo crénico de una severidad moderada. El nUmero creciente
de publicaciones que vinculan al HEV con la induccién de hepatitis cronica en
humanos inmunocompormetidos (Abravanel et al., 2013; Kamar et al., 2013;
Wedemeyer et al.,, 2012); y evidencia reciente que indica que la infeccion
experimental por HEV pude causar infeccidn crénica en conejos (Han et al., 2014),

respaldan estos resultados.

La mayoria de estudios que han utilizado la histopatologia como biomarcador de
infeccion se han realizado en animales expuestos experimentalmente al virus, con
un tiempo corto de seguimiento que probablemente no es suficiente para que se
desarrollen lesiones crénicas como las aqui reportadas o como las comunicadas
en conejos; sin embargo, los datos obtenidos en este estudio no permiten
descartar que el HEV que circula en Antioquia posea factores propios de virulencia
gue puedan inducir lesiones de tipo cronico, como las observadas en los cerdos
evaluados; o que las practicas de manejo zootécnico y sanitario regiones generen
estados de estrés e inmunodepresion en los animales que induzcan lesiones

crénicas como las comunicadas en los humanos.
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La infeccion por el HEV es compleja, factores como los sistemas y practicas en la
produccion porcina (Casas et al., 2011; La Rosa et al.,, 2014), la fuerza de
infeccion (Bouwknegt et al., 2008; Satou & Nishiura, 2007), el estado inmune de
los cerdos (Martin et al., 2007), la replicacion extra-hepéatica (Choi & Chae, 2003) y
factores genéticos tanto del hospedero como del virus entre otros factores, podrian
influenciar en la variabilidad del estatus y en la patogénesis de la infeccion en los

cerdos que llegan a las plantas de beneficio en Antioquia.

En conclusién, para nuestro conocimiento, este es el primer estudio donde se
caracteriza la infeccion por HEV en los cerdos que llegan a las plantas de
beneficio para consumo humano, usando en conjunto de biomarcadores
serolégicos, moleculares e histopatoldégicos de la infeccion con HEV. Los
resultados muestran que los cerdos infectados con el HEV que llegan a las plantas
de beneficio presentan patrones variables seroldgicos y moleculares de infeccién
y, que las lesiones asociadas a la infeccion son similares a las descritas por otros

autores con un desarrollo predominantemente cronico.
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RESUMEN

Virus de la hepatitis E (VHE) es un agente zoonético que se puede transmitir
atreves del consumo de higados de cerdo con insuficiente coccion. Estudios
previos han detectado el genoma viral en las heces e higados de cerdos que
llegan a las plantas de faenado de Antioquia (Colombia) y en higados de cerdo
comercializados en expendios de carne de Medellin (capital de Antioquia), pero no
se ha establecido ni el genotipo ni las relaciones filogenéticas de los cepas.
Muestras de heces, higado y de efluentes de agua fueron obtenidas al azar en
plantas de beneficio porcino, carnicerias y granjas en Antioquia Colombia. Luego
de la extraccion del RNA viral, una segmento 130 pares de base del ORF1 y dos
segmentos de 348 y 948 pares de bases en el ORF2 fueron amplificados y
secuenciados. El analisis filogenético revelé que los fragmentos amplificados se
agrupaban en tres clados dentro del genotipo 3a y tenian una alta similitud con las
secuencia de nucledtidos de cepas del HEV identificadas en Japon y los Estados
Unidos. La heterogeneidad genética entre cepas del HEV identificados en cerdos
de Antioquia descrita en este estudio proporciona informacién importante para
entender la circulacién del HEV en las piaras de Colombia.

Palabras clave: Filogenética. Hepatitis E de cerdos. genotipo 3. plantas de

beneficio zoonosis

ABSTRACT

The hepatitis E virus (HEV) is a zoonotic agent that can be transmitted through the
consumption of pork livers contaminated with the virus and insufficient cooking.
Previous studies detected the viral genome in faeces and livers of pigs at
slaughterhouses and pig livers sold in butcher shops in Medellin (Antioquia
capital). but has not been established the genotype and phylogenetic relationships
of the strains. Stool samples. liver and effluent water were obtained randomly in

slaughterhouses. butchers in Medellin and farms in Antioquia Colombia. After
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extraction of viral RNA a 130 base pair segment from viral ORF1 and two
segments 348 and 948 bp from viral ORF2 were amplified and sequenced.
Independent phylogenetic analysis of each of three amplified segments revealed
that were grouped into at least three different clades within genotype 3a and had
high similarity to the nucleotide sequence of HEV strains identified in Japan and
the United States. The genetic heterogeneity of strains of HEV identified in pigs in
Antioquia described in this study provides important information for understanding

the circulation of HEV in herds of Colombia information.

Keywords: Genotype 3. phylogenetic. swine hepatitis. slaughterhouses. zoonoses
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8.1. INTRODUCCION

El virus de la hepatitis E (HEV) es el agente etioldgico de la hepatitis E conocida
previamente como hepatitis no A y no B. una enfermedad de distribucion mundial
(Dalton et al., 2014a; Kamar et al., 2014) que puede causar inflamacion aguda del
higado. El HEV se considera una zoonosis que puede adquirirse por el consumo

de carne o derivados del cerdo contaminados con el virus (Meng, 2013).

El genoma del HEV es de aproximadamente 7.2 Kb y consiste en tres arcos de
lectura abierta (Open Reading Frames: ORFs) (Koonin et al., 1992; Tsarev et al.,
1992). ElI ORF1 codifica para las proteinas virales no estructurales que incluyen la
metiltransferasa (Met), la proteasa (Pro), la helicasa (Hel) y la RNA polimerasa
dependiente de RNA de RNA (RdRp). El ORF2 codifica la proteina de capside y el
ORF3 que codifica para una fosfoproteina que participa en la regulacién de la
respuesta inmune en el hospedero y ademas tiene un papel importante en la

salida del virion al espacio extracelular (Kannan et al., 2009).

Actualmente, el HEV se clasifica como el Unico miembro de la familia Hepeviridae
divididos en 4 genotipos que pueden infectar humanos y subdividido en
numerosos subtipos (Lu et al., 2006). Con la descripcion de nuevas variantes
genéticas distantes entre virus con la misma organizacion genémica del HEV
encontrados en diversas especies animales (Drexler et al., 2012; Johne et al.,
2012, 2014; Woo et al.,, 2014) la clasificacién de la familia Hepeviridae podria
cambiar. Algunos autores han propuesto una clasificacion mas comprensiva que la
actual para incluir de manera adecuada las nuevas variantes descritas. Quiza una
de las mas acertadas para una nueva clasificacion racional del virus, propone
clasificar a la familia en dos géneros (Orthohepevirus y Psicihepevirus) que se
subdividen a su vez en especies donde se incluyen los genotipos descritos

actualmente y los nuevos aislados encontrados en diversos hospederos. Esta
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distribucion jerarquica podria facilitar la clasificacion de nuevos virus por descubrir
(Smith et al., 2014).

Los estudios virologicos y epidemioldgicos desarrollados en los Ultimos afios
claramente muestran que HEV debe ser considerado como una zoonosis
emergente (Machnowska et al., 2014; Pavio et al., 2010; Ruggeri et al., 2013) por
lo tanto es necesario aclarar el papel de diferentes especies animales en la
trasmision (Dalton et al., 2014b; Wedemeyer et al., 2012). El cerdo tiene gran
participacion en la produccién de carne para consumo humano y es el principal
reservorio animal para el HEV, razén por la cual este virus tiene un impacto
importante para la salud publica humana y también en el aseguramiento de la

inocuidad alimentaria de la cadena de produccién porcicola a nivel local y global.

A pesar de la importancia que tiene este virus en la salud publica, Colombia
carece de informacion relevante y confiable acerca de la circulacién del virus en
las producciones porcinas del pais. Trabajos recientes realizados en la region
muestran que el virus esta presente en los cerdos en edad de beneficio (Capitulo 2
y Capitulo 3), pero no se conoce cuales son los genotipos que estan circulando y
propagandose en las piaras locales.

En el presente estudio se analizaron filogenéticamente secuencias parciales del
ORF1 y el ORF2 (una para el ORF1 y dos para el ORF2) del genoma del HEV
amplificadas a partir de muestras de higado y heces de cerdos obtenidas en
plantas de faenado de Antioquia. Adicionalmente se incluyeron en el analisis
secuencias detectadas en higados de expendios de carne y en efluentes de dos
granjas ubicadas en la subregion del Valle de Aburra, con el propdsito de definir la

cepa viral circulante en Antioquia.
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8.2. MATERIALES Y METODOS

El disefio del estudio se realiz6 en conforme a los protocolos y procedimientos
aprobados por el comité de ética para la experimentacién animal de la Universidad
Nacional de Colombia sede Medellin segun el acta No CEMED-226 de Octubre 14
de 2010.

8.2.1. Cerdos y muestras
Entre septiembre de 2011 y mayo de 2012 muestras de higados y heces de

cerdos fueron colectadas al azar en cinco plantas de benéfico porcino de
Antioquia, Colombia, las cuales recogen la mayor parte de la produccion porcina
de las principales regiones productoras de Antioquia. Los animales tenian
aproximadamente 22 semanas de edad y el peso varié entre 90-100 kg. Todos los
animales pasaron la inspeccion veterinaria reglamentaria implementada por cada

planta de beneficio.

Las muestras de heces e higados en las plantas de beneficio fueron tomadas en
recipientes estériles debidamente identificados, directamente del esfinter anal y en
el momento de la evisceracion de cada animal respectivamente. Las muestras de
higados de expendios de carne fueron obtenidas en diferentes lugares de la
ciudad de Medellin segun lo descrito por Gutiérrez-Vergara et al.. (2015). Todas
las muestras obtenidas fueron transportadas a 4°C hasta al laboratorio y fueron

guardadas a -80°C hasta su procesamiento

Las muestras de efluentes de agua fueron adquiridas en dos granjas cercanas a la
ciudad de Medellin, segun lo descrito por Gutiérrez-Vergara. (datos sin publicar)
Brevemente, 250ml del agua de desecho de las granjas fueron tomados en
recipiente esteriles y enviadas a 4°C al laboratorio para su procesamiento. Las
muestras fueron ultracentrifugadas a 20.000 rpm a 10°C por una hora, el
precipitado resuspendido en 1 ml tampdn de Glicina/NaOH pH 9 e incubado por 30

min a 4°C. El sobrenadante fue guardado a -80°C para la extracién de RNA.
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8.2.2. Extraccion del RNA y PCR anidada.
Las Muestras de higado (0.250g aprox) y de heces (1.0 gr aprox) fueron

maceradas y resuspendidas respectivamente, en 1.0ml de PBS 1X con Dietil
pirocarbonato DEPC (Sigma. USA) y fueron centrifugadas a por 13.000 rpm

durante 3 minutos.

La extraccion de RNA se hizo a partir de 140 pl del sobrenadante de cada una de
las muestras de higados heces y Aguas usando el kit QlAamp Viral RNA Mini Kit
(Qiagen. Germany) siguiendo las instrucciones del fabricante. La calidad y
concentracion de las muestras fue asegurada midiendo las densidad O6ptica
(OD260y OD280 nm) en Nanodrop 2000 (Thermo Scientific. USA) y ademas
fueron verificadas por electroforesis horizontal en gel de agarosa al 0.8%. Para
obtener el cDNA, 5 uL de cada extracto fueron sometidos a transcripcion reversa
mediante el kit RevertAid Enzyme Mix (Thermo Scientific. USA), segun las
instrucciones del fabricante. Como iniciadores de la polimerizacion se usaron
cebadores hexdmeros al azar (random hexamer primers) (Thermo Scientific.
USA).

Para la deteccion del RNA del HEV un segmento del ORF1 y otro del ORF2 fueron
amplificados mediante nRT-PCR anidada como lo describieron Fogeda et al.,
(2009) y Huang et al., (2002) respectivamente. Adicionalmente otro protocolo para
la amplificacion de un segmento mas amplio del ORF2 denominado ORF2.1
también fue amplificado como lo describi6 Mirazo et al., (2013). La tabla 8.1
muestra la secuencia de los cebadores usados en este estudio y la figura 8.1 el
esquema de la ubicacién de los segmentos amplificados.

Tabla 8.1. Secuencias de los cebadores usados para la deteccion del genoma del
HEV.

Sentido
Test Nombre /ronda?2 Secuencia 5 -3 Posicion® pb  Ref
ORF1F S/lra CCAYCAGTTYATHAAGGCTCC 9-29 . q
oge
ORE 1 ORF1R AS/ 1ra TACCAVCGCTGRACRTC 627-643 171 aetal.,
ORF1FN S/2da CTCCTGGCRTYACWACTGC 26-44 2009
ORF1RN AS/2da GGRTGRTTCCAIARVACYTC 178-197
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3156N S/lra AATTATGCYCAGTAYCGRGTTG 5713-5735

Huang
ORF 2 3157N  AS/1ra CCCTTRTCYTGCTGASCATTCTC 6444-6421 348 etal.,
3158N S/i2da GTWATGCTYTGCATWCATGGCT 5992-6014 2002
3150N  AS/2da AGCCGACGAAATCAATTCTGTC 6332-6354
CAGCCCTTCGCMCTCCCCTATATTCA
CNSFe S/lra TC 5331-5358 _
ORF CNSRe AS/1ra CMGTCGGCTCGCCATTGGCYGARAC 6354-6335 o gﬂt'rjzo
21 CcNSFib  S/2da  CTGGAGCTCGCCCTCGRCAGCC 5346-5367 2013
CCRGCCGACGAAATYAATTCTGTCG
CNSRib AS/2da GS 6306—-6281

a: Sentido (S) Antisentido (AS) b: Posicion relativa en el genoma de acuerdo a la
cepa de US1.Numero de acceso Genbank :AF060668.

ORF 1 i

O—IMeTl YI Pro I P I x [Hel l RdRp —[ ORF2 — AT
gy L L 3' NCR

b4 - -

5109 5147 | 7129

26 197 | |

5346 5281
Fogeda171 pb | Mirazo 958 pb |

6354

5992
Huang 380 pb

Figura 8.1. Representacién esquematica de la ubicacién de los segmentos del ORF1
y ORF2 del HEV amplificados.
La figura muestra la representacion esquematica de la ubicacién de los segmentos

amplificados. La posicion dentro del genoma del HEV, el autor y la extension en pb de
cada segmento son indicados

8.2.3. Secuenciacién y andlisis filogenético
Los productos positivos obtenidos por los protocolos de las PCR anidadas de cada

uno de las regiones del genoma fueron purificados y secuenciados directamente
por el servicio de secuenciacion de Macrogen USA (Maryland. USA). Las
secuencias obtenidas fueron editadas manualmente y comparadas con aquellas
disponibles en NCBI GenBank (http://www.ncbi.nIm.nih.gov). Los alineamientos la
seleccion del modelo de sustitucion nucleotidica y los analisis filogenéticos fueron

realizados con el software MEGA v6.0 (Tamura et al., 2013).

Los valores de boostrap fueron determinados con 1000 repeticiones valores

mayores de 60% fueron considerados significativos para la agrupacion
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filogenética. Las secuencias colombianas fueron comparadas con secuencias
completas o parciales reportadas en el GenBank, los niumeros de acceso y el pais
de procedencia son indicados en las figuras. Una cepa aviar (Numero de acceso

EF206691.1) fue incluida como outgroup para analizar los arboles filogenéticos.

Para la codificacion de las secuencias utilizadas se tuvo en cuenta lo siguiente:
dos letras iniciales para identificar los sitios de obtencion de la muestra, ya sean
las 5 plantas de Beneficio: nombradas de la A a la E para mantener la
confidencialidad (SA-SE) o los expendios de carne (GR) o efluentes de Agua (AE);
un nimero consecutivo; el tipo de muestra segun si fueron higados (LS) o heces
(SS) de planta o higados de expendios (LG); la subregidén de procedencia. Valle
de Aburra (VA), Norte (NO), Noreste (NE), Oriente (OR), Suroeste (SO) y
Occidente (OCC), seguido de un numero para diferenciarlo de los municipios
especificos de la subregion. Por ejemplo GR46 LG VA7 se refiere a una muestra
de higado (LG) tomada en un expendio de carne (GR) ubicado en el Valle de

Aburra en el municipio 7 (VA7) y su consecutivo fue el 46

8.3. RESULTADOS.

8.3.1. Deteccién del HEV ORF1. ORF2 y ORF2.1
Se logré la secuenciacion satisfactoria de 129 productos de NRT-PCR, de los

cuales 47 correspondieron a un fragmento de 171 pb del gen de la
metiltransferasa dentro del ORF1, 69 a un fragmento de 348 pb del gen de la
proteina de capside dentro del ORF2 y 13 secuencias a un segundo sector del
ORF2 (ORF2.1) de 958 pb que corresponde también a la capside viral. Las
secuencias fueron amplificadas a partir de higados y heces de plantas de
beneficio, higados de expendios de carne y efluentes de granjas porcicolas. En la
tabla 8.2 se muestran el nUumero de secuencias utilizadas para cada sector del
genoma segun el tipo de muestra (higados, heces o aguas) y la region de

procedencia de los cerdos.
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No se obtuvo informacidn de la regidbn de procedencia de los higados
comercializados en expendios de carne, por lo tanto su clasificacion dentro de la
region del Valle de Aburré solo indica que fueron comercializados en la ciudad de
Medellin. Adn asi, la mayor proporcion de las secuencias estudiadas fueron
obtenidas de diferentes municipios de la region del Valle de Aburra y de la region
Norte de Antioquia (Tabla 8.2).

Tabla 8.2. NUmero de secuencias obtenidas rn el estudio.

ORF1 ORF2 ORF2.1
Regién

LS SS GR AE LS SS GR AE SS
Valle de Aburra (VA) 12 12 4 2 14 8 6 2 8
Norte (NO) 10 3 16 5 1
Nordeste (NE) 1 0 3 1 2
Suroeste (SO) 1 1 4 1 1
Occidente (OCC) 1 0 4 1 1
Oriente(OR) 0 0 3 1 0
Subtotal 25 16 4 2 44 17 6 2 13
Total 47 69 13

En latabla se observa el tipo de muestra, la subregion de procedencia y el sector del
genoma amplificado en las muestras de cerdos obtenidas.

SS: Heces de plantas de beneficio. LS: Higados de plantas de beneficio. GR: Higados de
expendios. AE: Agua de efluentes de granja.

8.3.2. Secuenciay analisis filogenético of HEV ORF1

La comparacion de las distancias genéticas entre 47 secuencias obtenidas para el
ORF1 revel6 15 variantes o haplotipos, las cuales fueron usadas para la
construccion del arbol filogenético (Figura 8.2) Las secuencias SD777_SS_VAG,
SA718 SS NE1, SC268 LS _SO5, GR46_LG_VA7 y GR21_LG_VAZ7 representan
18, 7, 5 1 y 1 secuencias adicionales idénticas, respectivamente. El codigo de las
secuencias representadas por estos cinco haplotipos y de las restantes 10
variantes (secuencias individuales no idénticas) se muestran en los datos
suplementarios (Tabla DS8.1) al igual que la relacion entre variantes (Figura
DS8.1)
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Las secuencias obtenidas de las muestras de higados de los cerdos 785, 773y 26
tomadas en plantas de beneficio, fueron idénticas a las detectadas en las heces
de los cerdos correspondientes; al contrario, las secuencias SC37_LS NO3 y
SC37_SS_NO3 detectadas en higado y heces respectivamente, que provenian de

muestras del mismo animal no fueron idénticas.

La reconstruccion filogenética del ORF1 de HEV, muestra los genotipos 1, 2, 3y 4
agrupandose monofiléticamente aunque sin un adecuado soporte de rama. Los 15
haplotipos detectados en el estudio formaron un grupo polifilético dentro del
genotipo 3, sin estructura geogréfica definida de acuerdo a las subregiones de
procedencia de los cerdos (Figura 1). Asi, la secuencia del gel Met del HEV
(130pb) aunque sugiere que todas las variantes de HEV de Antioquia pertenecen
al genotipo 3 no proveyo valores estadisticamente significativos en los soportes de
rama que permita agrupar confiablemente a las secuencias colombianas con las

secuencias europeas asiaticas o americanas en particular.
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@ sB204 LS VA7
JQ953664.1 Swine 3c France 2006
@ SA718 SS NE1
@ SE365 SS VA1
@ AE3VA7
JF490047.1 Human 3b Argentina 2009
AB189070.1 Wild Boar 3b Japan 2004
[AB591733.1 Mangoose 3b Japon 2008
AY115488.1 Swine 3j Canada 2002
FJ426403.1 Swine 3a South Korea 2007
@ sC37 LS NO3
[AB291951.1 Human 3bJapan 1997
@ sB809 SS VA7
‘{.SD777 SS VA6
@ sC72 LS VA7
AB630970.1 Human 3a Japan 2007
@ sSC68 SS VA7
FJ527832.2 Swine 3a China 2008
o5 [F1705359.1 Wild Board 3i Germany 2006
—{KC618402.1 Human 3i Germany 2011

©

AFO060669.1 Human 3a USA 1997
EVABOSQSZ‘LI Human 3a Japan 1993

@ GR46 LG VA7
AB591734.1 Mangoose 3a Japan 2008
HQ389543.1 Human 3a UK 2009
@ sC3 ss NO3
EU495148.1 Human 3fFrance 2009
EU723512.2 Swine 3fSpain 2009
AB290313.1 Swine 3c Mongolia 2006
EU360977.1 Swine 3f Sweden 2007
F1956757.1 Human 3fGermany 2005
EU375463.1 Swine 3fThailand 2006
AF455784.1 Swine 3g Kyrgystan 1987
AB369687.1 Human 3fJapan 1998
HMO55578.1 Swine 3e Hungary 2005
AB248521.1 Swine 3e Japan 2000
FJ998015.1 Swine 3e Germany 2007
@ sB200 LS NO8
AY258006.1 Swine 3i Argentina 2002
@ GR21 LG VA7
@ SC268 LS SO5
@ sSC265 LS VA7
AB290312.1 Swine 3h Mongolia 2006
JQO013793.1 Human 3 Rabit France 2008
JX121233.1 Rabbit 3 China 2011
Ls |- AB740222.1 Rabbit 3 Mongolia 2011
JX565469.1 Rabbit 3 USA2010
L _1Q013791.1 Rabbits 3 France 2009
L KJ496143.1 Camel (7) UAEmirates 2013
AB573435.2 Wild Booar (5) Japan 2009
'r—A5602441.1 Wild Boar (6) Japan 2006

AJ272108.1 Human 4d China 1998
‘ﬁGUllSQGO.Z Swine 4a China 2009

AB698654.1 Human 4 Japan 2011
AB091395.1 Human 4c Japan 2002
AY230202.1 Human 1d Morocco 1994
AY204877.1 Human le Chad 1983
DQ459342.1 Human 1 India 2000
X98292.1 Human 1c India 1992
M73218.1 Human 1a Myanmar 1982
X99441.1 Human 1a India 1993
L25595.1 Human 1b 1987

86/M94177.1 Human 1b China 1987
M74506.1 Human 2a Mexico 1986 G2
[ GU345042.1 Rat C2 Germany 2009
55 L-JN998606.1 Ferret C1 Netherlands 2010
JQO01749.1 Bat Germany 2009

96

G1

86

EF206691.1 Chikens HEV-C1 Avian USA 2003

0.1

Figura 8.2. Arbol filogenético para el ORF1.

El arbol filogenético basado en las secuencias parciales de 119 nucle6tidos de la
metiltransfersa dentro del ORF1 del HEV fue construido por el método de Maxima
Verosimilitud usando Hasegawa-Kishino-Yano + G como modelo de sustitucién. (La
longitud de la Barra representa una tasa de 0.1 sustituciones por sitio) Los valores de
boostrap de 1000 replicas Mayores a 60% son indicados. Las secuencias colombianas
son indicadas con un punto rojo y fueron comparadas con secuencias de referencia de
diferentes genotipos. Los numeros de acceso, el hospedero, el genotipo, el pais de
procedencia y el afio de coleccién son indicados. (SA-SE): Plantas de beneficio. (GR):
Expendios de carne (AE): Efluentes de granja.(LS): Higados plantas de beneficio. (SS):
Heces plantas de beneficio. (LG): Higados de tienda. Valle de Aburrd (VA). Norte (NO).
Noreste (NE). Oriente (OR). Suroeste (SO). Occidente (OCC)
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8.3.3. Secuencias y analisis filogenético del HEV ORF2

El analisis de identidad de las 69 secuencias del ORF2 obtenidas en el estudio
reveld la presencia de 20 haplotipos y fueron usadas para la reconstruccion
evolutiva del ORF2. Las muestras con secuencias idénticas dentro de cada
haplotipo y su relacidén entre las variantes antioquefias son mostradas en los datos

suplementarios ( tabla S8.2 y la figura S8.2).

Las secuencias de los higados de los cerdos 786. 735 y 718 obtenidas en plantas
de beneficio fueron idénticas a las detectadas en las heces del cerdo
correspondiente. De manera similar a lo encontrado para el ORF1, las secuencias
SC266 LS SO7 y SC266_SS SO7 no fueron idénticas a pesar de que fueron

obtenidas del mismo cerdo.

En el &rbol filogenético obtenido para el ORF2 se observa que todos los haplotipos
antioquefios detectados forman un grupo monofilético no muy bien soportado con
las secuencias del genotipo 3 subgenotipo 3a, el cual incluye secuencias
detectadas en cerdos y humanos de Estados Unidos de América (USA), Corea del
Sur y el Reino Unido (UK). Dentro de este subgenotipo, las secuencias del estudio
se agrupan en tres subclados bien soportados con valores de boostrap mayores
de 85% (Figura 8.3).

El primer subclado lo forman 8 secuencias detectadas en efluentes de granjas,
higados y heces de cerdos que provenian de 5 diferentes subregiones de
Antioquia y estan relacionados evolutivamente con la secuencia recuperada de un
cerdo de Corea del Sur en 2007. El segundo subclado, donde se ubican una
secuencia detectada en higado de expendio de carne y otra detectada en higado
de planta de beneficio, estan relacionadas con una secuencia obtenidas en
humanos de USA en 1996 y a una secuencia de cerdo obtenida en 2008.
Finalmente, el tercer subclado estd conformado por secuencias de heces e

higados de obtenidos plantas de beneficio de las subregiones Norte, Valle de
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Aburra y Occidente y dos secuencias que provenian de higados de expendio, que

no se agrupan con secuencias de otros paises.

@ 5C266 55505

@5C135SNO3

@5C216 SSOR3

@ 5B204 LSVA7

@5D773 LS VA6

@ 5B174 SSVAL

FJ426404.1 Swine 3a South Korea 2007
99, @ GR69 LG VA7

@5C54LSNO8

ABA81228.1 Swine 3a Japan 2008
AF060668.1 Human 3a USA 1996
AB089824.1 Human 3a Japan 1993
AB630970.1 Human 3a Japan 2007
AF082843.1 Swine 3a USA1996

@ 5A735 55 NO6

&

94

@5C77LSVA7
@5C31LSNO3
@ sEs8LSOCC1
@ 5B201 LS VA7

o

@5C72 LSVA7

JN837481.1 Human 3 USA 2008
KJ507955.1 Swine 3 Canada 2003
AB591734.1 Mangoose 3a Japan 2008
HQ389543.1 Human 3a United Kindom 2009
10q!/N564006.1 Human 3 USA 2010

97, AB369689.1 Human 3 Japan 2004
AB740232.1 Swine 3 Japan 2011
AB291955.1 Human 3b Japan 2006

9 AB236320.1 Wild Mongoose 3b Japan 2002
AB591733.1 Mangoose 3b Japon 2008
AY115488.1 Swine 3] Canada 2002
F1527832.2 Swine 3a China 2008
AB073912.1 Swine 3b Japon 2001
AB091394.1 Human 3bJapan 1998
AB222182.1 Wild Boar 3b Japan 2003
AB189071.1 Wild Deer 3b Japan 2003
100! AB189072.1 Human 3b Japan 2003
AB290312.1 Swine 3h Mongolia 2006
F1998008.1 Swine 3i Germany 2007
1Q953664.1 Swine 3c France 2006
FJ705359.1 Wild Board 3i Germany 2006
10p|KC618402.1 Human 3 Germany 2011
AF455784.1 Swine 3gKirgistan 1987
AB248520.1 Human 3e Japan 2004
AB780453.1 Wild Boar 3e Japan 2010
AB248522.1 Swine 3e Japan 2000
F1998015.1 Swine 3e Germany 2007
HMO55578.1 Swine 3e Hungary 2005
AB290313.1 Swine 3¢ Mongolia 2006
EU360977.1 Swine 3fSweden 2007
EU723512.2 Swine 3fSpain 2009
AB291961.1 Human 3fJapan 2004
AB369687.1 Human 3fJapan 1998
FJ653660.1 Human 3fThailand 2008
FJ956757.1 Human 3f Germany 2005
EU375463.1 Swine 3fThailand 2006
EU495148.1 Human 3fFrance 2009
EU723514.2 Swine 3fSpain 2009
JQ013791.1 Rabbit 3 France 2009
1X121233.1 Rabbit 3 China 2011
AB740222.1 Rabbit 3 Mongolia 2011
6 1X565469.1 Rabbit 3 USA2010

| ABs73435.2 Wild Booar (5) Japan 2009
AB602441.1 Wild Boar (6) Japan 2006
DQ459342.1 Human 1 India 2000
M73218.1 Human 1a Myanmar 1982
{x99441.1 Human 1a india 1993

5 LM94177.1 Human 1b China 1987

©

5

Gl

X98292.1 Human 1c India 1992
M74506.1 Human 2 Mexico 1986 ]
KJ496143.1 Camel (7) United Arab Emirates 2013
AY723745.1 Swine 4e India 2000 7
98 EU366959.1 4 China 2007
GU119960.2 Swine 4a China 2009
AB091395.1 Human 4c Japan 2002 G4
AB220974.1 Human 4fJapan 2004
AJ272108.1 Human 4d China 1998
EF570133.1 Swine 4 China

ﬁGGS45042.1 Rat HEV-C1 Germany 2009
97 .—JN998606.1 Ferret HEV-C2 Netherlands 2010
AY535004.1 Chiken HEV-B USA 2003

100 |EF206691.1 Chiken HEV-B USA 2003
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@ 5C266 55505
@ AE2VA7

@ 5C13SSNO3

@ 5A718 SSNE1

@ 5C216 SSOR3

@ 5B204 LSVA7

@ sD773 LSVA6

@ 5sB174SSVAL
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Figura 8.3. Arbol filogenético para el ORF2.
A: Arbol filogenético basado en las secuencias parciales de 288 nucleétidos del ORF2 y

construido por el método de Maxima verosimilitud usando Tamura Nei +G+I como modelo
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de sustitucion. Este arbol fue enraizado utilizando secuencias de HEV de aves como
outgroup. Los valores de boostrap son indicados para 1000 replicas (la longitud de la
Barra representa una tasa de 5 sustituciones por sitio). Las secuencias colombianas son
indicadas con un punto rojo y fueron comparadas con secuencias de referencia de
diferentes genotipos. Los nimeros de Acceso, el hospedero, el genotipo, el pais de
procedencia y el afio de coleccion estan indicados. (SA-SE): Plantas de beneficio. (GR):
Expendios de carne (AE): Efluentes de granja.(LS): Higados plantas de beneficio. (SS):
Heces plantas de beneficio. (LG): Higados de tienda. Valle de Aburrd (VA). Norte (NO).
Noreste (NE). Oriente (OR). Suroeste (SO). Occidente (OCC) B: subéarbol que muestra la
relacion evolutiva con los Secuencias del genotipo 3. (La longitud de la Barra representa
una tasa de 0.05 sustituciones por sitio)

8.3.4. Secuencias y andlisis filogenético of HEV ORF2.1

Con el objetivo de mejorar los soportes estadisticos y las inferencias evolutivas
obtenidas a partir de los arboles filogenéticos, en este estudio se utilizd6 un
protocolo de amplificaciébn para la obtencion de un fragmento de 958 pares de
bases dentro del ORF2 del HEV (Mirazo et al.,, 2013). Se logré obtener 13
secuencias de heces de cerdos en plantas de beneficio, pero no se logro obtener
secuencias de este marcador en otras muestras. Cuatro de estas secuencias eran
idénticas entre si lo que reduce a 9 el nimero de variantes o haplotipos (Datos
suplementarios. Tabla S8.3 y Figura S8.3), sin embargo, las 13 secuencias fueron
usadas para la construcciéon de los arboles filogenéticos para poder evidenciar el
lugar de procedencia. Las secuencias se editaron hasta una longitud de 813 pb

para incluir secuencias parciales reportadas en Uruguay y Brasil.

La reconstruccion filogenética confirma que los aislados colombianos no son
monofileticos: ellos forman tres subclados (SC1. SC2 y SC 3) estadisticamente
bien soportados dentro del subgenotipo 3a. Ademas los subclados formados por
las cepas antioquefias no muestran una estructuracion relativa a la subregion de

procedencia de los cerdos.

En el SC1 las secuencias SB_174 VAl y SC_266_SO7 estan relacionadas con
las cepas de cerdo descritas en Japdn y USA en 2008 y 1996 respectivamente. La
variante SA 718 SS NE1 forma el SC2 junto con las secuencias detectadas en

humanos de Japon en 1993 y en 2007, el resto de haplotipos antioquefios se
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agrupan en el subclado SC3 sin mostrar relacion monofilética con otras
secuencias (Figura 8.3.B). La comparacion de las secuencias colombianas con las
subgenotipos 3a, 3b, 3c, 3f, 3g, 3j y 3i del HEV revelo porcentaje de Identidad del
91.80-92.41%, 82.17-89.16%, 85.66-86.03%, 82.77-85.18%, 83.98-84.82%.
88.07-90.36% y 87.11-87.47% respectivamente.
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Figura 8.4. Arbol filogenético para el ORF2.1

A: Arbol filogenético basado en las secuencias parciales de 813 nucleétidos del ORF2 y
construido por el método de Maxima verosimilitud usando el modelo general reversible
(GTR)+G+l como modelo de sustitucién. Los valores de boostrap son indicados para 1000
replicas (La barra representa 5 sustituciones por sitio). Las secuencias colombianas son
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indicadas con un punto rojo y fueron comparadas con secuencias de referencia de
diferentes genotipos. Los nimeros de acceso. el hospedero, el genotipo, el pais de
procedencia y el afio de coleccién son indicados. (SA-SE): Plantas de beneficio. (GR):
Expendios de carne (AE): Efluentes de granja.(LS): Higados plantas de beneficio. (SS):
Heces plantas de beneficio. (LG): Higados de tienda. Valle de Aburrd (VA). Norte (NO).
Noreste (NE). Oriente (OR). Suroeste (SO). Occidente (OCC). B: sub-arbol del genotipo 3
para mostrar la topologia de las secuencias colombianas y su relacibn con los
subgenotipos (La barra representa 0.05 sustituciones por sitio).

8.4. DISCUSION

Estudios recientes han sugerido la circulacion del HEV en Colombia: en un estudio
en pacientes con diagndstico clinico de hepatitis viral, la seropositividad del HEV
fue del 8.7%, de los cuales 1.7% fueron positivos para anticuerpos IgM (Pelaez et
al., 2014). También se ha encontrado que personas que trabajaron durante mas
de un afio como manipuladores de cerdo a los municipios vecinos valle de Aburra
presentaron una seropositividad 11.22% (Betancur et al., 2013). Como se muestra
en los capitulos previos, el 100% y el 87% de los cerdos a la edad de sacrificio en
Antioquia presentan anticuerpos tipo IgG e IgM, respectivamente, mientras que la
excrecion del virus en animales provenientes de diferentes subregiones oscila
entre el 14% y el 70%. Estos datos muestran que el virus estd circulando en

Antioquia, que es la regidon con mayor produccién de cerdos en Colombia.

Contrario a la aplicacion satisfactoria de los analisis genGmicos de secuencias
parciales para la genotipificacién de los virus de la Hepatitis C y Virus de Hepatitis
B, para el HEV no hay una propuesta comunmente aceptada sobre cual de las
regiones dentro del genoma tiene mayor utilidad para identificar el genotipo.
(Smith et al., 2013, 2014). Sin embargo, un estudio reciente (Wang et al., 2014)
mostré que hay una region dentro del dominio de la proteasa que tiene una

correlacion filogenética alta con el genoma completo.

En este estudio se utilizaron tres segmentos correspondientes a sitios separados
en el genoma y que han sido previamente utilizados con propdésitos de diagndstico

y de tipificacion (Fogeda et al., 2009; Huang et al., 2002; Mirazo et al., 2013).
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La comparacion de las secuencias obtenidas en plantas de beneficio, expendios
de carne o efluentes de granja revelo la presencia de 15, 20 y 9 haplotipos para el
ORF1. ORF2 y ORF2.1, respectivamente. Todas estas secuencias se agruparon
filogenéticamente con las secuencias del genotipo 3, subgenotipo 3a descritas
previamente y de forma independientemente del segmento analizado, lo cual

sugiere una baja diversidad del virus en nuestro medio.

Aungue los soportes de rama en la reconstruccion filogenética del ORF1 y son
menores que para el ORF2 y ORF2.1, los arboles generados tienen topologia
similar, sugiriendo que no hay presencia de linajes recombinantes o que estos son
infrecuentes. En todos estos arboles las secuencias de Antioquia se agruparon
polifiléticamente en por lo menos tres clados, todos ellos dentro del subgenotipo
3a, intercalados con cepas de paises lejanos como Japon o Estados Unidos. Las
otras secuencias suramericanas disponibles, de Uruguay y Brasil, se agruparon en
otro subgenotipo. Esto sugiere que el HEV ha sido introducido varias veces en
Antioquia quizas desde regiones diferentes a las latinoamericanas, aunque esto no
se puede afirmar categéricamente mientras no se disponga de secuencias HEV de

igual extension nucleotidica de los paises vecinos.

Los haplotipos detectados y analizados no presentaron estructuracion relativa a la
subregion de procedencia; esto Indica que las variantes del HEV presente en los
cerdos en edad de beneficio en Antioquia no tienen una restriccion geogréfica y
circulan liboremente por las diferentes zonas de produccion porcina del

departamento.

Las topologias de los tres arboles fueron similares pero la ubicacion de secuencias
relativas a los subgenotipos se relacionaron de manera diferente en el arbol del
ORF1 que para los del ORF2. Esto puede estar relacionado con la longitud de las
secuencias utilizadas, pero también apoya la idea que la region metiltransferasa
no es un sector que se correlacione fuertemente con el genoma completo para la

determinacion del genotipo (Wang et al., 2014).
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Existe un debate sobre la utilidad de la subgenotipificacion como herramienta
taxonomica formal, principalmente con la utilizacion de regiones parciales del
genoma. Varios autores han mostrado que dada la variabilidad del genoma del
HEV, en la clasificacion propuesta por Lu et al., 2006, no es posible definir limites
que permitan distinguir a los subgenotipos con consistencia (Okamoto, 2007;
Oliveira-Filho et al., 2013; Smith et al., 2013) por lo tanto si bien los subgenotipos
pueden oscurecer la clasificacion taxondmica, esta puede ser util en estudios

epidemioldgicos (Smith et al., 2014).

La topologia del arbol para el ORF2.1 muestra que las secuencias colombianas
forman tres grupos bien soportados dentro del subgenotipo 32, junto a las cepas
procedentes de Japon, Estados Unidos y Corea del Sur. El subgenotipo 3a se ha
detectado también en paises de la region como Brasil Argentina y Uruguay pero
dada la relacion distante con estos subgenotipos es probable que las variantes de
los virus descritos en este estudio hayan sido introducidas a partir de cerdos

importados de los Estados Unidos.

En tres cerdos captados en plantas de beneficio, se detectaron secuencias
idénticas para el ORF1, tanto en las muestras de higado como en las muestras de
heces. Sin embargo, para otro de los cerdos la secuencia obtenida en el higado no
fue idéntica a la obtenida en las heces. Igual situacion se presentd para el ORF2
en cerdos diferentes. Esta disparidad podria explicarse por la existencia de
coinfeccién con dos variantes de las que circulan en las producciones porcinas de

la regién, como lo han sugerido otros autores (De Souza et al., 2012).

Factores tales como el flujo de animales entre granjas, planes de control
especificos de microorganismos prevalentes, co-infecciones virales / bacterianas,
la existencia de subpoblaciones susceptibles no inmunes y las medidas de
bioseguridad pueden influir en la dindmica de la infeccion en los cerdos (Casas et
al., 2011; Seminati et al., 2008; Walachowski et al., 2014), por estas razones, no
es posible saber con exactitud cual de estos factores tiene mayor peso en la

dindmica de la difusion del HEV en el region.
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En Colombia hay evidencia seroldgica de la circulacion HEV en humanos pero
hasta la fecha no se han reportado secuencias obtenidas en pacientes con signos
clinicos de hepatitis, en consecuencia, ninguna asociacion puede hacerse entre
humanos y cerdos en este pais, pero las cepas identificadas en este estudio
podrian aportar informacion valiosa para el monitoreo del HEV en la poblacién

colombiana.

La presencia de las variantes del virus en higados de cerdo de plantas de
beneficio y en higados comercializados en expendios de carne constituyen un
potencial riesgo de infeccidn para los consumidores de esta proteina animal y para
los trabajadores de la cadena porcicola, especialmente aquellos que laboran en
plantas de faenado (Galiana et al., 2010; Gardinali et al., 2012; Temmam et al.,
2013). Por otro lado, la presencia del virus en efluentes de granjas y en heces
indica la posible contaminacion de fuentes de agua si las aguas de desecho de las

granjas entran en contacto con ellas.

En conclusion, este estudio proporciona la primera evidencia de la circulacion de
HEV subgenotipo 3a cuyas variantes circulan sin restriccion geogréafica por las
producciones porcinas en Antioquia, potencialmente contaminado fuentes de agua
e higados comercializados expendios de carne de la ciudad de Medellin. La
heterogeneidad gendmica entre cepas del HEV porcino colombiano descrita en
este estudio, proporciona informacion importante acerca de la diversidad de las
cepas circulantes de HEV que podria ser util en el futuro, para planificar medidas

adecuadas para la prevencién y control de la infeccién en el pais.
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Tabla DS8.1. Secuencias del ORF1 obtenidas en el estudio con sus haplotipos

DATOS SUPLEMENTARIOS

representativos.

Haplotipol

Haplotipo 2

Haplotipo 3

Haplotipo 4 Haplotipo 5

Secuencis
Individuales

SD777_SS_VA6

SC268_LS_S05

SA718_SS_NE1

GR46 LG VA7 GR21 LG VA7

SD785_LS_VA4
SD785_SS_VA4
SD787_SS_VA4
SD783_SS_VA4
SD781_SS_VA4
SD778_SS_VA6
SD774_SS_VA6
SD773_LS_VA6
SD773_SS_VA6
SC67_LS_VA7
SC56_LS_NO8
GR48_LG_VA7
GR47_LG_VA7
SC40_LS_VA7
SC37_SS_NO3
SC30_LS_NO3
SC26_LS_NO4
SC26_SS_NO4

SA707_LS_VA6
SE151_LS_NO4
SE149 LS NO8
SC47_LS_ VA1

SC32_LS_NO3
SC12_LS VAl

SC10_LS_NO7

SA714_LS _NE1
SC266_SS_SO7
SE126_LS_NO3

SE88 LS_OCCL1.

AE_2VAT.

SB201_LS VA7 SC245 LS_VA2

SC72_LS_VA7
SB809_SS_VA7
SC37_LS_NO3
SC3_SS_NO3
SC68_SS_VA7
SB204_LS_VA7
AE_3VA7
SE365_SS_VA1
SB200_LS_NO8
SC265 LS VA7

Los cddigos de las secuencias representativas de cada haplotipo o variantes
genéticas son Indicadas en Negrilla y fueron utilizadas en los arboles. Debajo de
cada secuencia representativa se indican las secuencias idénticas detectadas en

el estudio..
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Figura DS8.1.Relacién filogenética entre las secuencias colombianas para el ORF1.

El arbol filogenético basado en 47 secuencias parciales de 119 nucleétidos de la
metiltransfersa dentro del ORF1 del HEV. construido por el método de Maxima
Verosimilitud usando Kimura dos parametros +| como modelo de sustitucion. (La longitud
de la Barra representa una tasa de 0.02 sustituciones por sitio). Los valores de boostrap
de 1000 replicas son indicados. (SA-SE): Plantas de beneficio. (GR): Expendios de carne
(AE): Efluentes de granja.(LS): Higados plantas de beneficio. (SS): Heces plantas de
beneficio. (LG): Higados de tienda. Valle de Aburra (VA). Norte (NO). Noreste (NE).
Oriente (OR). Suroeste (SO). Occidente (OCC).Los haplotipos 1 (®). 2(m). 3(V). 4(A)
5(#) son indicados. Los representantes de cada haplotipo y las secuencias individuales

usadas para la comparacion entre los genotipos del HEV en los arboles del texto principal
son indicadas (@).
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Tabla DS8.2. Secuencias del ORF2 obtenidas en el estudio con sus haplotipos

representativos

Haplotipol

Haplotipo 2

Haplotipo 3

Haplotipo 4

Haplotipo 5

Haplotipo 6 Haplotip

SA777_SS VA6

SC72 LS VA7 SA735 SS_NO6 SC266 SS SO7 AE_2VA7

SC13 SS_NO3 SA718 SS

SD795_LS_ORS5
SD787_SS_VA4
SD786_SS_VA4
SD786_LS_VA4
SD785_LS_VA4
SD781_SS_VA4
SA778_SS_VA6
SA743_SS_VA5
SA740_SS_VA5
SA736_LS_NO6

SA712_SS_OCC5
SA707_LS_OCC5

SD422_LS_NO7
SD417_SS_NO7
SD415_LS_NO7
SD403_LS_NOS8
SD381_LS_SO6
SC268_LS_SO5
SB207_LS_NO3
SB193_LS_NO3
SE142_LS_NOS8
SE120 LS_VA1l
GR92_LG_VA7
SE89 LS_OCCl1
SC82_LS_OCC1
SC67_LS_VA7
SC56_LS_NO8
SC52_LS_NO7
SC45_LS_OR1
SC42_LS VA7
SC40_LS VA7
SC39 LS VA7
SC38_LS VA7
SC30_LS_NO3
SC3_LS_NO3
GR3_LG_VA7

SA733_LS_NO6

GR45_LG_VA7 SA735_LS_NO6 SC266_LS_SO7 AE_3VA7

SC15_SS_NO3 SA725 LS
SA718_LS,
SA715 LS,
SA714_LS,
SD401_LS,
SD379_LS
SE116_LS

Los codigos de las secuencias representativas de cada haplotipo o variantes
genéticas son Indicadas en Negrilla y fueron utilizadas en los arboles. Debajo de
cada secuencia representativa se indican las secuencias idénticas detectadas en

el estudio..
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Figura DS8.2. Relacion filogenética entre las secuencias colombianas para el ORF2
Arbol filogenético basado 69 secuencias parciales de 288 nucleétidos de la capside dentro

ORF2 del HEV. construido por el método de Maxima verosimilitud usando Kimura dos
parametros +I como modelo de sustitucién. (La longitud de la Barra representa una tasa
de 0.01 sustituciones por sitio). Los valores de boostrap obtenidos de 1000 replicas son
indicados. (SA-SE): Plantas de beneficio. (GR): Expendios de carne (AE): Efluentes de
granja.(LS): Higados plantas de beneficio. (SS): Heces plantas de beneficio. (LG):
Higados de tienda. Valle de Aburra (VA). Norte (NO). Noreste (NE). Oriente (OR).
Suroeste (SO). Occidente (OCC).Los haplotipos 1 (®). 2(m). 3(V). 4(A) 5(®) 6(O) y 7(0)
son indicados. Los representantes de cada haplotipo y las secuencias individuales usadas
para la comparacién entre los genotipos del HEV en los arboles del texto principal son

indicadas (@ ).
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Tabla DS8.3 Secuencias del ORF2.1 obtenidas en el estudio con sus haplotipos
representativos
Secuencias
Haplotipo 1 Individuales
SD787_SS_VA4 SB174_SS VA1l
SD786_SS_VA4 SC266_SS_SO7
SD781_SS VA4 SD417_SS_NO7
SD778_SS_VA5 SA712_SS_OCC5
SA740_SS VA5 SA718_SS NE1
SA735_SS_NE6
SA743_SS_ VA5
SD777_SS VA5

Los cdodigos de las secuencias representativas de cada haplotipo o variantes
genéticas son Indicadas en Negrilla y fueron utilizadas en los arboles. Debajo de
cada secuencia representativa se indican las secuencias idénticas detectadas en
el estudio
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Figura DS8 3. Relacién filogenética entre las secuencias colombianas para el
ORF2.1.
Arbol filogenético basado 13 secuencias parciales de 814 nucleétidos de la capside dentro

ORF2 del HEV. construido por el método de Maxima verosimilitud usando Tamura Nei +G
como modelo de sustitucion como modelo de sustitucién. (La longitud de la Barra
representa una tasa de 0.01 sustituciones por sitio). Los valores de boostrap obtenidos de
1000 replicas son indicados. (SA-SE): Plantas de beneficio. (GR): Expendios de carne
(AE): Efluentes de granja.(LS): Higados plantas de beneficio. (SS): Heces plantas de
beneficio. (LG): Higados de tienda. Valle de Aburrd (VA). Norte (NO). Noreste (NE).
Oriente (OR). Suroeste (SO). Occidente (OCC). El haplotipo 1 (®). es indicado. Los
representantes del haplotipo y las secuencias individuales usadas para la comparacion
entre los genotipos del HEV en los arboles del texto principal son indicadas @

154



9. CAPITULO 5

El andlisis de las secuencias del genoma completo de cepas de virus de la

hepatitis E (HEV) encontradas en cerdos en Antioquia, Colombia

Analysis of the complete genome sequences of swine HEV strains detected
in Antioquia, Colombia
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RESUMEN

En estudios epidemiol6gicos, es muy comun usar la deteccion de regiones
parciales del genoma del HEV; sin embargo, la gran variabilidad del genoma de
este virus puede conducir a errores en su deteccién. Ademas, los analisis de
secuencias parciales tienen menor resolucion y soporte estadistico, no permiten
apreciar la variacion del genoma en toda su dimension, ni detectar fenomenos de
recombinacién entre diferentes linajes. Analisis filogenéticos previos de regiones
parciales del ORF1 y el ORF2 del HEV en muestras de cerdo en edad de
beneficio en Antioquia (Colombia) mostraron que las cepas que circulan en la
region pertenecen al genotipo 3 subgenotipo 3a. Con el objetivo de ampliar la
caracterizacion molecular de los virus presentes en Colombia, muestras de heces
de cerdo positivas para el virus fueron sometida a secuenciacion completa de las
regiones codificantes del HEV usando un conjunto de cebadores para la
amplificacion en bloques solapantes. Mediante esta estrategia se obtuvo la
secuenciacion completa de las regiones codificantes para una de las muestras
evaluadas. Para otras tres muestras se logro obtener informacion del 99.3%,
99.0% y 94.5% de la secuencias esperadas. El analisis filogenético confirmo6 que
las cepas que circulan en los cerdos de Antioquia pertenecen al genotipo 3a y
sugiere que han presentando divergencia evolutiva a partir de dos introducciénes.
Para nuestro conocimiento esta es la primera cepa de HEV para la que se tiene
informacion de la secuencia completa de las regiones codificantes del virus y
constituye una base importante para la caracterizacion epidemiologia de los virus

que circulan en e Colombia.
ABSTRACT

The use of partial sequences of HEV genome is common In epidemiological
studies, however the genome variability of virus can lead to errors in the
classification of new isolated. Previous phylogenetic analysis of ORF1 and ORF2
in pigs at slaughter age in Antioquia (Colombia) showed that strains circulating in
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the region belong to genotype 3 subgenotype 3a. With the aim to expanding the
molecular characterization of the virus present in Colombia, pig fecal samples were
subjected to complete sequencing of the coding regions of the HEV using a set of
primers for amplification of the virus into overlapping blocks. Using this strategy
complete sequence of the coding regions was obtained in a feacal sample. In other
Three samples was sequencing in a 99.3%, 99.0% and 94.5% of the expected
secuenciencias. Phylogenetic analysis confirmed that the circulating strains in
Colombian pigs belonging to genotype 3a.. To our knowledge this is the first strain
of HEV of the complete sequence in coding regions of the virus and constitutes a

starting point to epidemiology characterization of the circulating virus in Colombia.
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9.1. INTRODUCCION

El virus de la hepatitis E (HEV) es un virus de transmision fecal-oral ampliamente
distribuido en el mundo, puede causar enfermedad hepatica en humanos y tiene al
cerdo doméstico como su principal reservorio (Meng, 2013; Pavio et al., 2015;
Yugo & Meng, 2013).

El genoma del HEV es tipo RNA, de cadena sencilla y de sentido positivo que se
extiende aproximadamente por 7.2 kb. En el extremo 5’ tiene un residuo de 7
metilguanina seguido de una region no codificante (Non-Coding Region: NCR)
corta de 59 nucleétidos seguida de tres marcos de lectura abierta (Open Reading
Frames: ORFs), otra NCR de 65 nucleétidos hacia el extremo 3’ y finaliza con una
cola de poli A. El ORF1 codifica las proteinas no estructurales metiltransferasa
(Met), cistein-proteasa (Pro), helicasa, (Hel) y la RNA polimerasa dependiente de
RNA (RpRd). EI ORF2 codifica para las proteinas de la capside. El ORF3, el cual
se sobrelapa en el ORF2, codifica para una fosfoproteina que interactia con el
citoesqueleto y también disminuye la expresion de genes inducidos por el
interferon (Dong et al., 2012; Graff et al., 2006; Panda & Varma, 2013).

Aungque se reconoce un solo serotipo, el HEV presenta una gran variabilidad
genética que se deduce de los andlisis de genoma completo de cepas obtenidas
en diversos hospederos (Johne et al., 2014; Smith et al., 2013), lo que ha derivado
en propuestas de clasificacién taxonémica mas amplia que la actual (Oliveira-Filho
et al., 2013; Smith et al., 2013, 2014), la cual solo considera la existencia de cuatro

genotipos (HEV-1 al HEV-4) que infectan principalmente a humanos y cerdos.

Una genotipificacion confiable del virus es importante para entender la
epidemiologia y la dinamica de infeccion (Lam et al., 2010; Zehender et al., 2014).
La clasificacién por subgenotipos propuesta por Lu et al., afio ha sido ampliamente

usada para entender las relaciones evolutivas de los virus que circulan en las
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diferentes regiones del mundo; sin embargo, el constante aumento del nimero de
secuencias reportadas ha forzado la definicion de nuevas variantes que no se
acomodan a los pardmetros delineados para la definicibn de subgenotipos
(Oliveira-Filho et al.,, 2013; Smith et al., 2013); por otra parte los reportes de
genomas completos han generando discrepancias en la clasificacion (Okamoto et
al., 2001; Oliveira-Filho et al., 2013).

Aunque para la genotipificacion del virus algunas regiones gendmicas muestran
buenas correlaciones con el genoma completo, no existe un consenso en la
extension ni en la region del genoma que adecuadamente permita establecer
relaciones evolutivas entre las cepas que circulan en el mundo (Bobek et al., 2010;
Wang et al., 2014; Zhai et al., 2006). Ademas, si bien la utilizacion de secuencias
parciales del genoma en los estudios epidemioldgicos son una herramienta rapida
y efectiva para establecer la presencia del virus en diferentes nichos ecoldgicos,
pueden llevar a la pérdida de informacion genética necesaria para la
caracterizacion de los factores de virulencia (Lam et al., 2010; Wang et al., 2014;
Zhai et al., 2006).

En Colombia recientes estudios en proceso de publicacion han demostrado la
presencia del genoma viral en muestras de heces e higados de cerdos en etapa
de finalizacién. Igualmente se ha reportado la presencia de este en higados de
expendios de carne y de efluentes de granjas porcicola (Forero et al., 2014;
Gutiérrez-Vergara et al., 2015). Andlisis filogenéticos previos mostraron que la
cepa circulante en los cerdos antioguefios pertenece al genotipo 3 subgenotipo 3a,
los cuales forman 3 subclados que parecen corresponder a distintas
introducciones del virus al pais (Capitulo 5). Con el objetivo de obtener informacion
mas detallada que permita determinar el origen de las cepas circulantes en el los
cerdos del departamento de Antioquia (Colombia), en este estudio se presenta la
caracterizacion y andlisis filogenético de las regiones codificantes del genoma
completo del HEV obtenidas a partir de muestras de heces de cerdos en edad de

beneficio.
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9.2. MATERIALES Y METODOS

9.2.1. Muestras de heces.
Para la amplificacion del genoma completo del HEV siete muestras de materia

fecal de cerdos beneficiados en Antioquia fueron escogidas por su positividad para
deteccion del genoma del HEV siguiendo el protocolo reportado por Mirazo
(Mirazo et al., 2013). Para mantener la confidencialidad de las plantas de beneficio
y de los municipios de procedencia, las muestras estan codificada asi: las dos
letras iniciales identifican las 5 plantas de beneficio (SA, SB, SC, SD y SE), un
namero consecutivo; el tipo de muestra heces (SS); la subregion de procedencia,
Valle de Aburra (VA), Noreste (NE), Suroeste (SO), seguido de un numero para
diferenciar los municipios especificos de la subregion. Las muestras usadas
fueron: SC266_SS SO7, SD718 SS_NE1, SD777_SS VA6, SD781_SS VA4,
SD778 SS VA6, SD786_SS VA6y SD787_SS-VA4.

Las caracteristicas de los cerdos y los valores para los marcadores seroldgicos,
moleculares e histolégicos de los cerdos de donde se obtuvieron las siete

muestras son presentadas en los datos complementarios. Tabla DS9.1.

9.2.2. Extraccion RNA y preparacion de cDNA.
Un gramo de heces se resuspendiéo en 10ml de un tampon de sales de fosfato

(PBS) estéril tratado con DEPC a una concentracion de 10% pl/v, la cual se
centrifugé por 10 minutos a 3000 rpm; 140 pl del sobrenadante se sometieron a
extraccion de RNA mediante el estuche comercial QlAamp Viral RNA Mini Kit
(QIAGEN, Alemania), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. EI RNA
obtenido fue guardado en —80°C hasta su utilizacion. EI cDNA fue preparado a
partir de 5 pl RNA utlizando el estuche comercial RevertAid Enzyme Mix
(Fermentas, USA), siguiendo las indicaciones del fabricante y usando como
iniciador de la retrotranscripcion hexanucleétidos al azar “random hexamer”

(Fermentas, USA). La retrotrascripcion se incubd por 10 min a 25°C, luego 60 min

160



a 43,5 °C y un periodo final de incubacién de 5 minutos a 72 °C. Un volumen final

de 50 pl fue preparado para realizar los ensayos de secuenciaciéon completa.

9.2.3. Disefio de los cebadores para la amplificacion por bloques del genoma
Para la amplificacion de las regiones codificantes del genoma del HEV se utiliz6 la
estrategia de “primer walking”, mediante el disefio de cebadores que amplificaron
12 regiones del genoma del HEV usando protocolos de RT-PCR anidada
sobrelapantes. El disefio de cebadores de cada bloque de amplificacion se realizé
con base en 70 de secuencias del genoma completo del VHE genotipo 3,
reportadas en el GenBank (NCBI National Center of Biotechnology Information,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Para a elecciéon de los cebadores se consideraron
pardmetros como extension de los cebadores (de aproximadamente 20

nucledtidos), alineamiento en regiones conservadas principalmente en los
extremos 3" de los cebadores, ajuste de las temperatura tedricas de hibridacion
entre 50-60°C, no complementariedad entre bases y contenido de G+C menor o
igual al 50%. Los cebadores escogidos y las temperaturas de hibridacion son
presentados en la tabla 9.1

Tabla 9.1. Cebadores empleados para la amplificacion del genoma completo del
HEV

Primera Reaccion Reaccién Anidada

Blogue Cebadores S Cebador A oC pb Cebadores S Cebador A T°C pb

5L| ACGYATGTGGT AARAGCATRAG .. o TCGAWGCCATG GTCATCCCRTGI o)  coq
1 CGAWGCCATG  CCGRTCCCA GAGGCCCA CGRGCCAT

5Ly ATGGCCCGICA AAIGGRTTIGCI o ;o0 ATYTGGGAYCG CCRTGRACIGC o oo
: YGGGATGAC  GAYTCCCA GCTYATGCT ~ RTARGTCCC
CGR CAY TGI

TCGAWGCCAT  CCRTGRACIGC GCTGTGGTGGT

BLII Geaseccca  RrTAarRgTcece 99 1962 “yeggeeetr GCR TT%RAAC 57 1194
GGCYTAYGARG GGGCGRTGRTT GGCYTAYGARG AAIGGRTTIGCIG

BLIVS “GircicaraT  RceyTccca 27 198 TgircicarGT AYTCCCA 54 564
GGCYTAYGARG GGGCGRTGRTT TRTGGYTRCAY GTYTCICGRTAY

BLIVN “GircicareT  RcayTccca 27 1498 ceveacee ccyeeeTe >4 8%
TRTGGYTRCAY CTRGCRTCRGC AGGRTYGARCA CGRTGIGTIACR

BLVS  "ceveacee  YGTRGCTAT 27 1749 GaavccimAGAG  TeecAcca 24 469
TRTGGYTRCAY CTRGCRTCRGC GAGCTYCGIAAY CTRGCRTCRGC

BLVN  “ccveacee  veTraeTaT 7 1749 T acyTeacs YGTRGCTAT 24 667

5.7 CTYGGYGAYCC ACATCRACACA . .. GAYGTITGYGAR TCCTGRCCCTT .o o
: IAAYCAGAT  RACCTGCGC CTYATACG YTCIACCAT
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CTYGGYGAYCC ACATCRACACA ATAGTYCAYTG CARACCTGCGC
BL8 " \aAvCAGAT  RACCTGeoe 27 1761 " cgiateae IACRTTCGT 20 1035
GGGTTGGTTGG TTGGTTGGATG
ATGGARGARTG GGAAYACYGTY
BLo ATSORRCARTC ATGAATATAGG 57 838 SoAMYACYOTY  AaTATAGGGGA 57 697
GG GGG
TGCCTATGYTG ACWGYYGGCT TGCCTATGYTG GGCYGARACRA
BLI0O "“cccecee  caccatteee °f 12 “cecaeae ciceecees 0 1076
CCGACAGAATT TCMGGRCARAA
GCIGCYACRCGI TTYTAAGRCGC
L1 GGCCYACRCGI TIVIAMGRCEC 57 87 RATTTC(::GTCGG ATCATE:I_RAAAG 57 715

Cebador S: cebador sentido, Cebador A: cebador antisentido. Se presentan las
secuencias de los cebadores, la temperatura de hibridacion y el tamafio predicho de los
amplicones en la primera reacciona y la reaccién anidada de cada en cada uno de los
bloques.

Los detalles del disefio de los 12 bloques de amplificacion que cubren las
posiciones nucleotidicas 22 a 7302, las cuales comprenden los tres ORFs del HEV
se detallan en otra parte (Mufioz et al. Manuscrito en preparacion) datos sin
publicar). Los blogues de amplificacion y su ubicacién relativa se muestran en la
Figura 9.1.
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Figura 9.1. Representacion Esquematica de los bloques de amplificacion del HEV.
En la parte superior se esquematiza la extensién del ORF1 y el ORF2 del genoma del
HEV. Debajo de la regla azul y blanca, en barras de color, se indica la posicion relativa de
cada bloque de amplificacion y el tamafio del amplicon esperado. Las flechas sefialan la
posicion relativa de los cebadores de acuerdo a la secuencia del genotipo 3 .NUmero de
acceso GenBank : AB630970.1. Los Bloques grises en el ORF2 indican el tamafio y
posicion de las regiones de amplificacion que se obtienen al usar los protocolos de
Mirazo et al., 2013 y Huang et al., 2002.
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Los productos obtenidos para cada uno de los bloques mediante los protocolos de
las PCR anidadas se verificaron por electroforesis en gel de agarosa al 2% y
fueron purificados usando el estuche QIAquick® PCR Purification kit (QIAGEN.
USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los productos purificados fueron
enviados para su secuenciacion al servicio de secuenciacion de Centro Nacional
de Microbiologia del Instituto Nacional de Salud Carlos lll. Las secuencias
obtenidas fueron editadas y ensambladas usando el programa Segman
(DNASTAR, Lasergene Inc.).

9.2.5. Andlisis filogenético
Las secuencias obtenidas fueron analizadas con secuencias completas de los

cuatro genotipos reportadas en GenBank. El numero de acceso, especie
hospedera, pais de procedencia, afio de muestreo y genotipo reportado se
incluyen en la denominacién de las secuencias. El algoritmo Muscle y el criterio de
informacion de Akaike corregido (AICc) implementados en el paquete MEGA v6.0
(Tamura et al., 2013) fueron utilizados para el alineamiento de las secuencias y
para la seleccion del modelo de substitucion que mejor se ajustaba a los datos,
respectivamente. El andlisis filogenético fue ejecutado por el método de inferencia
bayesiana implementado en el paquete MrBayes v3.2.2 (Huelsenbeck, 2001). Dos
busquedas independientes cada una de cuatro cadenas markovianas (MCMC)
fueron ejecutadas simultdneamente muestreando una de cada 1000 generaciones.
Los analisis fueron corridos hasta que ambas busquedas alcanzaron una buena
convergencia y un tamafio de muestra efectivo (ESS) adecuado para todos los
pardmetros estimados, de acuerdo a la medicién realizada con el programa Tracer
v1.6.0 (Rambaut A, Suchard MA, 2014). El arbol filogenético resultante fue
estimado con un descarte (burnin) del 25% de las generaciones iniciales y fue

dibujado con el programa FigTree v1.4.0 (Rambaut, 2015).
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9.3. RESULTADOS

9.3.1. Verificacion de la amplificacion de las muestras en cada uno de los

bloques.

Las muestras SC266_SS SO7, SD718 SS NE1, SD777_SS VA6, vy
SD781_SS VA4, fueron positivas para la amplificacion de los doce bloques
disefiados para la secuenciacion del virus, mientras que la muestra
SD778 _SS_VAG, fue positiva para nueve de ellos. Las muestras SD786_SS_ VA6
y SD787_SS-VAA4 fueron positivas para 5y 4 de los bloques respectivamente. Los
protocolos de amplificaciéon correspondientes a BL.I, BL.lIIl y BL.9, lograron
amplificar todas las muestras analizadas mientras que para los Bloques BL.IVN y
BL.VS fallaron en la amplificacion de 3 de las muestras (Tabla 9.2).

Tabla 9.2 Verificacién de la amplificacion de las muestras para cada uno de los
blogues

SC266_S SD718_S SD777_S SD781_S SD778_S SD786_S SD787

BLO P Gel Q Gel Q Gel Q Gel Q Gel Q Gel Q Ge Q
BL.I 593 Pos :ASS Pos g Pos ISI Pos E Pos E Pos g PSO g
BLII 600 Pos ﬁ Pos 2 Pos X Pos ﬁ '\é;E ~ Neg PSo m
BL.III 3411 Pos S Pos 2 Pos m Pos 2 Pos 2 Pos Ef PsO 2
?/Igl 546 Pos ﬁ Pos '\él Pos Q Pos X Pos ﬁ Neg I\ée
BIé.V 456 Pos Q Pos 2 Pos Q PSO Q '\(IBE . Neg I\ée
BLN'V 676 Pos I\A/] Pos g Pos g Pos X Pos Q Neg I\ée
BL.7 729 Pos m Pos g Pos 2 Pos X Pos 2 Neg I\ée ;
BL.8 ;g Pos S Pos g Pos 2 Pos g Pos ,\E; Neg I\ée ]
BL.9 679 Pos I\A/] Pos g Pos I\E/)I Pos g Pos g Pos E Pso 2
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BL.1 10 M A M A A A Ne
0 76 Pos A Pos A Pos B Pos A Pos M Pos A g

BL.1 71 B B A B B A Ne
1 5 Pos B Pos B Pos B Pos A Pos B Pos B g

La tabla indica las muestras positivas en los geles de agarosa para la amplificacion de
cada uno de los blogues. Los tamafios moleculares en pares de bases (PB) para cada
bloque son indicados. Q: Calidad de la amplificacion segun los electroferogramas son
indicados donde M: Malo A: Aceptable B: Bueno segun la inspeccion subjetiva e intuitiva
de el tamafio y extension de los picos y la presencia de ruido en los elecetroferogramas,
tanto para la secuencia sentido (S) como para la muestra antisentido (AS).

9.3.2. Ensamblaje de las bloques para determinacion de las regiones
codificantes del virus.

Las secuencias obtenidas en cada bloque para cada una de las muestras fueron
ensambladas usando como referencia la secuencia AB630970.1 correspondiente
a una cepa del genotipo 3a obtenida en humanos del Japén en 2007. Cuatro de
las siete muestras evaluadas fueron positivas para la amplificacion de los 12
blogues de secuenciacion disefiados; sin embargo, la calidad de los
elecroferogramas solamente fue adecuada para deducir la secuencia completa de
las regiones codificantes para la cepa SD718 SS NE1. Para la cepa
SC266_SS SO7, no se obtuvo informacion de 47 nucleétidos del gen de la
capside, mientras que para las cepas SD777_SS VA6, y SD781_SS VA4 no se
logré obtener la secuencia de tres pequefios sectores del ORF1 correspondientes
a los dominios Prolina (P), Macrodominio (X) y Helicasa (Hel), perdiéndose la
informacion del 1% y 5.5% respectivamente, de la secuencias nucleotidicas
esperadas. Para las muestras SD778_SS_ VA6, SD786_SS VA6 y SD787_SS-
VA4 no se obtuvo informacién en el 29.2%, 49,2% y 64.3% de la secuencia

esperada y no fueron tenidas en cuenta para posteriores analisis. Figura 9.2.
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Figura 9.2. Ensamblaje del genoma completo para las secuencias obtenidas

En A se observa la representacion esquematica de los dominios funcionales del ORF1
Metil transferasa (MeT), Dominio Y (Y), Cistein Proteasa (Pro) Dominio de prolina (P),
Dominio X (X) Helicasa (Hel) y RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp), de las
proteinas estructurales (ORF2) y la fosfoproteina (ORF3). En B se esquematiza por medio
de barras verdes el resultado del ensamblaje de las secuencias obtenidas de las siete
cepas analizadas. La delimitacién de los sectores satisfactoriamente ensamblados son
indicados. Las lineas negras representan las regiones cuya secuencia no pudo ser
obtenida. Encerradas en lineas discontinuas estan sefialadas las cepas que no se usaron
para posteriores analisis.

9.3.3. Caracterizacion genética de la secuencia de los asilados colombianos
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Para obtener informacion especifica de las caracteristicas de las cepas
colombianas las cuatro secuencias con mayor informacion se compararon con las
secuencias completas disponibles den la base de datos del Genbank para el
genotipo 3a. Excluyendo las regiones no codificantes y las regiones para las que
no se obtuvo informacion nucleotidica en las muestras evaluadas, se encontro que
los porcentajes de identidad oscilaron entre el 91.86%-87.45%. La secuencias con
mayor y menor porcentaje de homologia nucleotidica a las cepas colombianas son
la cepa AF060668.1, obtenida en humanos del Japon en 1996, y la cepa
AB369689.1, también descrita en humanos del Japén pero en 2004,

respectivamente (Datos complementarios Tabla DS 9.2).

La posicién y extension de los dominios funcionales y estructurales del HEV para
cepa SD718 SS NE1 fueron ubicadas de acuerdo a lo reportado en la Base de
Datos para Dominios Conservados (Conserved Domain Database: CDD) del
Centro Nacional para la Informacion en Biotecnologia del Instituto Nacional de
Salud de los Estados Unidos (NCBI; NIH: National Center for Biotechnology
Information; National Library of Medicine, National Institutes of Health) (Marchler-
Bauer et al., 2014) (Figura 9.3).

Figura 9.3. Representacion esquemética de los dominios conservados en la cepa
SD718_SS_NE1.

La figura muestra la ubicacion de los dominios funcionales del ORF1 : Metil transferasa
(MeT), Dominio Y (Y), Cistein Proteasa(Pro) Dominio de prolina (P), Dominio X (X)
Helicasa (Hel) y RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp) proteinas estructurales
(ORF2) y la fosfoproteina (ORF3). La barra azul con rayas negras representa el sector
del genoma para el que no se obtuvo informacion nucleotidica (no secuenciado). Los
nameros indican la posicion de los aminoacidos (negro) y en (rojo) la posiciéon de los
nucleétidos segun la secuencia de referencia AB630970.1. Las lineas negras delgadas
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representan las regiones no traducidas NCR. Cap “Motivo de 7 Metil guanina. A(n). Cola
de poli-Adenina.

9.3.4. Andlisis filogenético de las secuencias de las cepas colombianas

Las cuatro secuencias colombianas completas o casi completas fueron analizadas
junto con 63 secuencias completas de los genotipos 1 al 4 con subtipificacion
conocida segun el sistema propuesto por (Lu et al., 2006). Aunque un primer
analisis (73 secuencias) incluia los nuevos genotipos propuestos para las
secuencias de aves, ratas y hurones, este analisis no se seleccioné finalmente por
requerir un arbol con ramas muy largas para la conexion de dichas cepas, lo cual
reducia la resolucién de las ramas terminales. Por tal razén se opt6 por un analisis

gue incluia anicamente los cuatro genotipos tradicionales (1-4).
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Figura 9.4. Resultado del analisis filogenético de genomas completos de VHE.
Se presenta el arbol consenso por mayoria obtenido tras 900.000 generaciones de

cadenas markovianas (MCMC) realizadas en MrBayes v3.2.2 utilizando el modelo GTR +
G + |. La probabilidad posterior de cada clado inferido se indican al frente del nodo
correspondiente. Los nombres de las cuatro secuencias colombianas obtenidas en este
estudio se resaltan en color rojo. El arbol esta enraizado en el punto medio y fue dibujado
con FigTree v1.4.0 Valle de Aburra (VA), Noreste (NE), Suroeste (SO).
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El analisis filogenético bayesiano fue realizado hasta completar 900.000
generaciones de las cadenas MCMC, cuando el promedio de las desviaciones
estandar de las frecuencias de los “splits” tenia un valor de 0,004 y las cadenas
habian alcanzado una distribucion estacionaria con tamafios de muestra efectivos
(ESS) fueron superiores a 300 para todos los parametros estimados. En este
momento se realizé el cdmputo del arbol consenso por mayoria el cual se muestra

en la figura 9.4.

En el arbol se observan los cuatro genotipos previamente descritos formando
grupos monofiléticos fuertemente soportados (probabilidad posterior = 1.0),
excepto el genotipo 2, para el cual sélo hay una secuencia completa disponible.
Igualmente, las secuencias del genotipo 3, con pocas excepciones, se agrupan de
acuerdo a los subgenotipos reportados. Algunas secuencias obtenidas de
animales diferentes al cerdo, y no clasificadas previamente, aparecen por fuera de
estos clados como ocurre con dos secuencias de “wild boars” (Japon, 2006 vy

2009) y una de camello (Emiratos Arabes Unidos, 2013).

Las cuatro secuencias colombianas obtenidas en este estudio forman dos
subclados separados y fuertemente soportados dentro del subgenotipo 3a; uno de
ellos incluye las dos secuencias obtenidas de muestras del Valle de Aburra
(SD777 y SD781) y el otro las secuencias SA718 y SC266 obtenidas de muestras
de las regiones nordeste y suroeste del Departamento de Antioquia. Aparte de las
secuencias colombianas, el subgenotipo 3a estd compuesto por secuencias de
obtenidas de humanos y porcinos de Japén, Corea, Estados Unidos, Canada y

Reino Unido, asi como de una mangosta del Japén.

9.3.5. Polimorfismos en las secuencias de aminoéacidos de las cepas

colombianas.

En general las secuencias de aminoacidos de las cepas colombianas estan
conservadas entre las cepas de genotipo 3a de otros paises, sin embargo, se

identificaron 7, 17, 13 y 9 residuos Unicos de aminoacidos en las cepas
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SD718 SS NE1, SC266_SS_SO7, SD777_SS VA6, y SD781_SS_VA4,
respectivamente.  Particularmente en las cepas SD777_SS VA6 vy
SC266_SS SO7 se observan un cambio de cuatro aminoacidos seguidos, al inicio
y al final de la Metiltransferasa respectivamente. En el ORF2 se identificaron
cambios de en las posiciones 83 y 84 en la cepa SD718 SS NE1 y en las
posiciones 522-524 para la cepa SD781_SS VA4. En el ORF3 se identificd un
cambio en la posicibn 79 para SD781_SS VA4 y en la posicion 89 para
SD718 SS_NEL1. Figura 9.4.
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Figura 9.5. Polimorfismos en las secuencias de aminoacidos de las cepas
colombianas.

La figura muestra la posicion de cada polimorfismo encontrados en las cepas colombianas
para el ORF1; ORF2 Y ORF3 cando se comparan con las cepas del genotipo 3a. La
posicion de los residuos de aminoacidos en los sitios polimérficos cada ORF son
indicados. Resaltado en negrilla se muestran los polimorfismos en residuos consecutivos.
?: Sitio para el cual no se obtuvo la informacion.
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9.4. DISCUSION

Basado en las relaciones filogenéticas de secuencias parciales y completas del
HEV la subtipificacion propuesta por Lu et al., 2006, esta siendo controvertida,
desde que la variabilidad del genoma HEV aumenta con la constante descripcion
de nuevos aislados en diversos hospederos generando ambigiedades en la
subtipificacién (Oliveira-Filho et al., 2013). Se han realizado pocos estudios
filogenéticos y estadisticos que indiquen cual regién del genoma del HEV es la
mas informativa para la subtipificacion del virus, por lo cual no existe todavia un
consenso de la region del genoma de mayor utilidad en estudios epidemioldgicos,
haciendo dificil la comparacion entre aislados (Oliveira-Filho et al., 2013; Smith et
al., 2014; Yang et al., 2013).

La subtipificacion usando genomas parciales de los aislado podria cambiar al
utilizar la secuenciacion completa del mismo (Fu et al., 2011), ademas el estudio y
caracterizacion de genomas completos, asegura la identidad genética de los
aislados al proporcionar una mayor informacion acerca de los dominios
funcionales y estructurales del virus, sus mutaciones y su papel en la dinamica de
infeccion en diferentes hospederos (Fu et al., 2011; Okamoto et al., 2001; Zhai et
al., 2006).

En este estudio siete diferentes muestras obtenidas de heces de cerdos
previamente positivos para el ORF2 fueron utilizados para la secuenciacion
completa aplicando una estrategia de “primer walking” mediante el disefio de
blogues solapantes dentro de las secuencias consenso del genotipo 3. Con la
aplicacion de este sistema de bloques se obtuvo la secuencia completa de las
regiones codificantes de uno de los aislados y 3 secuencias informativas de mas

del 95% del genoma.

Los bloques de amplificacibn menos eficientes para la amplificacion fueron los

bloques BL.IVN y BL.VS. La razon de esta mayor eficiencia se desconoce, pero
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puede estar relacionada con la variabilidad del genoma en los sitios de hibridacion
de los cebadores que coincide con la region hipervariable del virus (Panda &
Varma, 2013). Pruebas adicionales deben ser realizadas para mejorar la calidad
de la secuencia de estos bloques. A pesar de esto, el sistema utilizado en este
estudio podria ser empleado para secuenciacion de cepas del genotipo 3
provenientes de diferentes hospederos pues fue disefiado a partir de un buen
namero de secuencias de genoma completo de este genotipo disponibles en las

bases de datos.

Segun la topologia del arbol filogenético realizada en este estudio, se confirma
que las cepas que circulan en Colombia pertenecen al genotipo 3a, junto con
aislados del Japdn, Corea, Estados Unidos, Reino Unido y Canada. Esto indica
que este subgenotipo se ha encontrado en al menos cuatro continentes, lo que
corresponde a un linaje cosmopolita, probablemente diseminado a través del

trafico de cerdos o de sus partes, realizado con propdésitos comerciales.

El agrupamiento de las secuencias colombianas en dos clados separados
confirma que el VHE ha sido introducido a Antioquia en, al menos, dos ocasiones.
En el capitulo anterior se observaron tres clados sugiriendo multiples
introducciones. La diferencia con este estudio se podria explicar por el menor
namero de secuencias analizadas aqui, la cual no permite estudiar la diversidad

del virus en Antioquia en toda su extension.

La reconstruccion evolutiva del genotipo 3 realizada por (Zehender et al., 2014)
ubican su origen en Europa en la primera década de 1800, donde divergié en dos
clados a finales del siglo XIX; uno dio origen en la primera mitad del siglo XX a los
genotipos 3e y 3f que circulan en Europa vy el otro que dio lugar al genotipo 3cy a
las cepas asiaticas alrededor de los afios 20. A mediados de los afios 50, a partir
de las cepas asiaticas se habria originado el subgenotipo 3a que incluye las cepas
de Norteameérica, las cuales no forma un grupo monofilético dentro del
subgenotipo 3a sino que estan entremezcladas con aislados de Asia, sugiriendo

gue el subgenotipo 3a fue introducido en Estados Unidos en varias ocasiones
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entre 1970 y 2000 (Nakano et al., 2012; Zehender et al., 2014). Teniendo en
cuenta lo anterior y la frecuente importacion de cerdos reproductores desde los
Estados Unidos a Colombia, es posible que el genotipo 3a haya sido introducido a
territorio antioquefio por esta via en varias ocasiones desde ese pais; sin
embargo, la carencia de secuencias virales de otros paises de Centro y

Suramérica hacen dificil probar esta hipotesis.

La comparacion de residuos de amino&cidos entre las secuencias completas del
subgenotipo 3a reveld la presencia del motivo RSEV en el asilado
SD777_SS VA6 y del motivo VPDV SC266_SS SO7 en la Metiltransferasa del
ORF1, motivos Unicos para las cepas colombianas. Para el ORF2 en el asilado
SD718 SS NEL1 y en el aislado SD781_SS VA4 se observo la presencia de los
residuos VV en los aminoéacidos 83 y 84 y GCP en los aminoécidos 522-523-524
respectivamente, los cuales también fueron Unicos en las secuencias colombianas
en las secuencias del subgenotipo 3a. El posible papel que cumpla la presencia de
estos residuos en la patogénesis de las cepas que circulan en Colombia deberia

ser considerado en futuros estudios.

La proteina del ORF3 es multifuncional y tiene un papel importante en la
patogénesis del HEV. Se destacan entre otras funciones la promocién de la
superviviencia celular mediante la activacion de MAPK (Panda & Varma, 2013),
modula la respuesta de genes activados por interferén reduciendo el transporte de
STAT 3 (Dong et al., 2012; Panda & Varma, 2013), y participa en la salida del
virion al medio extracelular (Nagashima et al., 2011). Para esta ultima funcién se
ha descrito que la proteina presenta motivos PSAP esenciales para esa funcion
(Nagashima et al., 2011; Okamoto, 2013; Panda & Varma, 2013). El genotipo 3
presenta dos de estos motivos entre los residuos 82 y 102 de la proteina la
introduccion de mutaciones en estos motivos significativamente disminuyen la
detecciébn de particulas virales en el sobrenadante de células en cultivo
(Nagashima et al., 2011). El asilado SD718_SS_NE1 presenta el cambio P89Q en

el primer motivo PSAP lo que podria afectar la salida del virion pero no la
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replicacion del virus. El efecto que pueda generar esta mutacion debe ser

estudiado experimentalmente.

En resumen, los resultados de este estudio indican que las cepas que circulan en
Antioquia, aunque pertenecientes a un mismo subgenotipo, no se originaron a
partir de un evento migratorio Unico si no, probablemente, han sido el producto de
varias introducciones del virus al pais. Las mismas poseen cambios Unicos en su
secuencia de aminoacidos que podrian jugar eventual papel en la patogénesis de
la infeccidn en los cerdos en edad de beneficio en Antioquia, que deben tratarse
en futuros trabajos. En este estudio se describe por primera vez las caracteristicas
moleculares de la secuencia completa de las regiones codificantes del virus de la
HEV obtenidos de cerdos en edad de beneficio en Colombia lo que constituye un
punto de referencia para nuevos estudios que contribuyan a aclarar la
epidemiologia y, quizas, algunos aspectos de la patogenia de la hepatitis en el

pais.
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DATOS SUPLEMENTARIOS

Tabla DS9.1. Marcadores Seroldgicos, moleculares e histolégicos de los cerdos de
donde se obtuvieron las muestras para secuenciacion completa

Cédigo Sexo IgG IgM Higados Dx GL IHQ Heces
ORF1* ORF2° ORF1®* ORF2°
SC266_SS_SO7 M 3,71 2,53 Pos Pos HI 2 Pos Pos Pos
SD718_SS_NE1 M 3,94 1,74 Pos Pos HI 2 Neg Pos Pos
SD777_SS_VA6 H 3,92 4,00 ND ND HI 2 ND Pos Pos
SD781_SS_VA4 H 3,82 4,00 ND ND HI 2 Pos pos Pos
SD778_SS_VAG6 H 3,83 3,67 ND ND HI 3 Pos Pos Pos
SD786_SS_VA6 H 155 0,53 Neg Pos HI 3 Pos Neg Pos
SD787_SS-VA4 H 3,70 1,07 Neg Neg HI 2 Pos Neg pos

a: ORF1 detectado segun el protocolo de RT PCR reportado por Fogeda et al.,
2009. b: ORF2 detectado segun el protocolo de RT PCR reportado por Huang et
al., 2002. Cédigo: las dos letras iniciales identifican las plantas las 5 plantas de
Beneficio (SA-SE), un nimero consecutivo; el tipo de muestra heces (SS); la
subregion de procedencia, Valle de Aburra (VA), Noreste (NE), Suroeste (SO),
seguido de un namero para diferenciar los municipios especificos de la subregion.
DX: Diagnostico histopatolégico. HI: hepatitis de Interface, lesidn necroinflamatoria con
destruccion hepatocitos en areas periportales acompafada de alteraciones
degenerativas vacuolares, apoptosis, infiltraciéon inflamatoria mononuclear y
predominante de fibrosis. GL: Grado de lesién, presencia leve de lesiones,
focalizadas con una extension entre el 15 y 35% en la superficie del tejido. IHQ
Inmunohistoquimica para la deteccion del antigeno ORF3. ND: No determinado.
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Tabla DS9. 2. Porcentajes de identidad entre las cepas colombianas y las cepas del

genotipo 3a
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10. DISCUSION GENERAL

En los ultimos afios se ha visto un incremento significativo en la literatura cientifica
mundial sobre el HEV, lo que ha contribuido a mejorar el entendimiento de las
caracteristicas genéticas, epidemiolégicas y clinicas de este virus. Hoy es
considerado como uno de los virus hepatotropicos mas importantes en salud
publica mundial, por su ubicuidad en una gran cantidad de regiones alrededor del
mundo, por su caracter zoonoético emergente y por el papel que tiene en la
presentacion de enfermedad cronica en pacientes Inmunocomprometidos y en
mujeres en embarazo (Aggarwal, 2011; Kamar et al., 2013; Navaneethan et al.,
2008; Scobie & Dalton, 2013).

Con la descripcion del HEV en cerdos en 1997 se abrié una intensa busqueda de
sus caracteristicas patoldgicas y moleculares en estos animales que actlian como
reservorio principalmente del genotipo 3, genotipo encontrado en casi todos los
paises donde la crianza de cerdo es una de las actividades econémicas
fundamentales para el desarrollo (Meng, 2010; Meng et al., 1998; Pavio et al.,
2015; Purdy & Khudyakov, 2010).

Con excepcion de Ecuador y las Guayanas, en todos los paises suramericanos se
ha encontrado evidencia serolégica y/o molecular de la circulacion del virus tanto
en humanos como en cerdos (Echevarria et al., 2013; Gutiérrez et al., 2012,
2014b; Ibarra et al., 2007; Mirazo et al., 2012; Munné et al., 2006, 2014; dos
Santos et al., 2009). En Colombia solo desde hace corto tiempo se han venido
realizando trabajos para entender la dinAmica de infeccion en el pais (Betancur et
al., 2013; Gutiérrez et al., 2014a, b; Pelaez et al., 2014).

Esta investigacion fue disefiada para entender la frecuencia de la infeccion, las
alteraciones histopatologicas asociadas y la diversidad genética del HEV en la

poblacién porcina en edad de beneficio el Departamento de Antioquia.
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Con respecto a la frecuencia de infeccion se observo que todos los cerdos
estuvieron expuestos al virus en algin momento de su etapa productiva como lo
indica la frecuencia del 100% de anticuerpos tipo IgG, la cual esta por encima de
la reportada en otros paises, como Francia (Rose et al., 2011), Canada (Yoo et al.,
2001), China (Li et al., 2009) e Italia (Di Bartolo et al., 2011). Al igual que para IgG,
la prevalencia de anticuerpos tipo IgM en suero y la presencia del genoma viral en
heces, son altas comparadas a las reportadas por otras investigaciones similares
(Berto et al., 2012; Crossan et al., 2014; Di Martino et al., 2010; Wacheck et al.,
2012); la diferencia en estas prevalencias puede estar relacionada con la relativa
baja densidad de animales por corral con la que se suele criar los cerdos en otros
paises, lo cual reduce la exposicion dentro de la piara (Bouwknegt et al., 2008;
Rose et al., 2011). También se ha reportado que las granjas dedicadas a la etapa
de finalizacion tienen mas probabilidad de tener animales seropositivos (Rose et
al., 2011)

Excepto por la subregién Suroeste, que presenté las mayores frecuencias de
cerdos positivos para IgM, con una diferencia estadisticamente significativa en la
deteccién del genoma sobre las demas subregiones, en general, la prevalencia
IgM y del genoma viral se presento6 sin diferencias estadisticamente significativas
entre las subregiones de procedencia de los animales estudiados, lo que sugiere
que o hay factores diferenciadores particulares para la infeccion entre esta region
y las distintas subregiones estudiadas en Antioquia.

Las razones de esta diferencia podria estar relacionado con el manejo de los
protocolos de sanidad en cada granja ligados a la tecnificacion de las
producciones porcinas de estas subregiones (Bouwknegt et al., 2009; Seminati et
al., 2008; Walachowski et al., 2014). Este tipo de informacién sobre el nivel de
tecnificacion de las granjas de donde procedian los animales evaluados estaba
por fuera de los objetivos de este estudio, por lo que seria necesario hacer nuevos
estudios para investigar la influencia de estos factores en el momento en que se
produce la infeccion por el HEV en cerdos de diferentes regiones o diferentes

granjas.
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La diferencias estadisticamente significativas en la frecuencia de deteccion del
HEV en heces entre las plantas de beneficio, podrian estar relacionadas con un
efecto del azar relacionado al momento en que se captaron las muestras pues
debido al corto tiempo de permanencia de los cerdos en estos establecimientos,
es improbable que en las plantas de beneficio estudiadas se presentaran un factor
que haya influido en la excrecién del virus; sin embargo, seria interesante
investigar si las practicas sanitarias implementadas en la linea de faenado tienen
un efecto en la contaminacion de los higados que se comercializan para el

consumo humano.

Los cerdos que llegaron a las plantas de beneficio en Antioquia presentaron
diferentes patrones de infeccion, es decir que a pesar de que todos los cerdos
estuvieron expuestos al virus (IgG+), hubo algunos que pudieron tener infeccion
activa productiva (IgM+, RNA-HEV+, Ag+), otros infeccién activa no productiva
(IgM+, RNA-HEV+, Ag-), y otros que podrian haber resuelto la infeccién (IgM-,
RNA-HEV-, Ag-) como lo sugiere la evaluacion de los diferentes marcadores de
infeccion. Ademas de los factores antes mencionados, la susceptibilidad del
hospedero y la patogenicidad pueden afectar el curso de la infeccién en cerdos y
explicar la distribucion heterogena de los diferentes biomorcadores en los cerdos

evaluado.

Tradicionalmente se ha asociado la presencia HEV en humanos a la presentacion
de hepatitis aguda (Aggarwal, 2013); sin embargo, reportes recientes que vinculan
el genotipo 3 del HEV con hepatitis crénica en pacientes inmunocomprometidos
(Aggarwal, 2011; Niet et al., 2012; Parvez, 2013). Y la demostracion de que la
infeccion experimental con el HEV puede inducir lesiones de tipo crénico en
conejos (Han et al., 2014), refuerzan la idea de que el HEV puede generar una
infeccion crénica en los cerdos, lo que ayudaria a explicar la alta frecuencia de

hallazgos de lesiones crénicas en los cerdos incluidos en este estudio.

Aunque se encontr6 una asociacién estadisticamente significativa entre la

presencia del genoma viral y las lesiones hepéaticas inflamatorias, la fuerza de
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estas asociaciones no fueron altas, lo que sugiere, que si bien el genoma del HEV
estd presente en el tejido hepatico de los tejidos evaluados la presencia de
lesiones inflamatorias puede estar influida por otros factores tales como la
confeccion con otros patdogenos (Rosell et al., 2000) o la presencia de micotoxinas
(Casteel et al., 1993).

Los analisis filogenéticos de segmentos del ORF1 y del ORF2 del genoma del
HEV indican que las cepas que han circulado recientemente en Antioquia
corresponden a virus del genotipo 3a, relacionadas con las cepas encontradas en
cerdos y humanos descritas en Japon, Corea, Canada y USA entre 1993 y 2010.
Las secuencias encontradas no forman un unico grupo monofilético, lo que indica
que el virus fue introducido en varias ocasiones al pais. Ademas se encontré que
las variantes que circulan en las producciones porcinas no tienen una
estructuracion geografica; es decir que no hay evidencia de que algun linaje
particular se encuentre restringido a alguna de las diferentes subregiones de

Antioquia.

En conclusion, todos los cerdos en edad de beneficio que se muestrearon en las
plantas de faenado de Antioquia en el periodo de estudio, estuvieron en contacto
con el virus en algin momento durante su vida productiva, presentaron patrones
variables en los marcadores de la infeccién, con lesiones en el tejido hepatico
compatibles con procesos de dafio cronico y asociadas a la presencia del HEV

genotipo 3a.

Es la primera vez en Colombia, que se realiza un estudio sobre la infeccion por
este virus en cerdos para el consumo humano y se caracterizan la secuencia
completa de una cepa colombiana del HEV, ademas no se conocen trabajos a
nivel mundial sobre la infeccion natural por el HEV que como este, involucre el
analisis de marcadores serologicos, moleculares e histopatologicos
simultaneamente en cerdos en edad de beneficio. Por lo anterior, los datos
recogidos en este trabajo aportan informacion valiosa para las autoridades

colombianas encargadas de la vigilancia y control de infecciones importantes para
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la salud humana y también para las involucradas en la produccion y mejoramiento

en la calidad e inocuidad de los productos derivados de la cadena porcicola.
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