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Resumen

La infeccién por el virus de la Hepatitis E (VHE) es una de las causas mas
comunes de enfermedad hepatica aguda en el mundo en humanos. ElI VHE es un
virus zoonoético, siendo el cerdo su principal reservorio. En paises industrializados
la infeccién por el VHE es relacionada con viajes al extranjero y consumo de
productos animales contaminados. México es considerado un pais endémico del
virus; sin embargo la distribucion del virus en el pais en cerdos no ha sido
investigada a profundidad. El proposito de este trabajo fue establecer la
seroprevalencia del virus en el pais, asi como realizar un analisis molecular de los
virus circulantes. La prevalencia de anticuerpos contra el VHE en producciones
porcinas fue evaluada con una muestra representativa de 954 sueros de cerdo de
diferentes regiones de México. Un ensayo de ELISA comercial para el VHE fue
usado para obtener la seroprevalencia. La prevalencia de anticuerpos global fue
de 59.4%, la prevalencia regional mas alta se establecid en la region norte
(86.6%), significativamente mas alta que en las regiones central (42.7%) y sur
(51.5%) (p < 0.001). El andlisis molecular se llevo a cabo por RT-PCR dirigido a

una region que codifica para la proteina de capside.

Anticuerpos contra el VHE fueron detectados en sueros porcinos provenientes de
México. Los resultados mostraron una alta seroprevalencia en la regién norte del

pais.

HEV; México; Seroprevalencia; cerdos; hepatitis
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Abstract

Hepatitis E virus (HEV) infection is one of the most common causes of acute liver
diseases worldwide. In developing countries, HEV is commonly associated with
waterborne outbreaks. Conversely, in industrialized countries, HEV infection is
often associated to travel to endemic regions or ingestion of contaminated animal
products. Mexico is considered an endemic country for HEV; however, the
distribution of the virus in the country is largely unknown. Here, we assessed the
seroprevalence and molecular detection of HEV among pigs in different

geographical regions in Mexico

Findings: The prevalence of anti-HEV antibodies in swine herds in Mexico was
evaluated in a representative sample including 954 pig serum specimens from
different regions in Mexico. A commercial ELISA assay for HEV was used for
calculating the seroprevalence. The global prevalence of anti-HEV IgG was 59.4%.
According to the region, the highest prevalence was found in the northern region
(86.6%), compared to 42.7% and 51.5% in the central and southern regions,

respectively (p < 0.001)

Conclusions: Anti HEV antibodies were detected in swine sera in Mexico. The
results showed that swine that HEV seroprevalence in the northern states (86.6%)

is significantly higher than in other regions in the country.

Keywords: HEV; Mexico; seroprevalence; pigs
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Introduccidén

El virus de la Hepatitis E (VHE) es un virus hepatotropico que provoca hepatitis
aguda, que en el caso de humanos puede ser subclinica hasta fulminante
(Purcell & Emerson 2008). Es reconocido como una enfermedad emergente de
distribucion mundial debido al creciente nimero de casos en paises antes
considerados no endémicos. El descubrimiento de otros signos clinicos ha sido
discutido por algunos investigadores ya que la vigilancia epidemiolégica e
investigacion ha aumentado provocando que el reporte de casos positivos sea
mayor que en décadas previas. El estimado actual de infecciones iniciales de
acuerdo a la Organizacion Internacional de la Salud (OIE), es de alrededor de 20

millones, con 57,000 muertes aproximadamente. (WHO 2015)

Una caracteristica particular de VHE entre otros virus hepatotropicos es que,
aungue los humanos son los hospederos naturales, también puede comportarse
como un virus zoonético con un amplio rango de reservorios incluyendo cerdos,
marmotas, ratas, conejos, ciervos y hurones (World Health Organization. 2010;
Nakamura et al. 2006; Kabrane-Lazizi et al. 1999; Cossaboom et al. 2011; Tei
et al. 2003). El amplio numero de posibles hospederos del virus ha aumentado el
interés de estudio por la distribucion y posibles vias de transmisién de la

enfermedad.



México ha sido considerado un pais endémico desde el descubrimiento de VHE
Genotipo 2 en humanos, sin embargo la investigacion de la situacion
epidemiolégica de la enfermedad en el pais ha sido escasa: no existe vigilancia
epidemiolégica de rutina y como resultado, la enfermedad con frecuencia no es
reportada. Existen escasos estudios epidemiolégicos realizados en poblaciones
pequefias de comunidades cerradas en humanos (Alvarado-Esquivel et al.
2015); aunque recientemente se publicO6 un estudio que calcula Ia
seroprevalencia en un numero considerable de muestras porcinas ubicadas en
el centro del pais, el monitoreo en cerdos no es obligatorio, resultando en que la
prevalencia real de VHE en cerdos en México debe incrementarse para tener un

panorama real de la situacion.

Algunos grupos de estudio han reportado la identificacion de VHE porcino en
suero, heces e higados en puntos de venta al publico (Cooper etal. 2005;
Cantu-Martinez et al. 2013), lo que genera preguntas sobre la distribucion y
prevalencia del virus en producciones en Meéxico. Este estudio tuvo como
objetivo establecer la prevalencia y distribucién de esta enfermedad en cerdos
de producciones ubicadas en diferentes regiones del territorio mexicano con el

uso de técnicas moleculares y serolégicas.

Antecedentes

Los primeros reportes histéricos de brotes ictéricos en humanos que pueden ser

asociados a VHE datan del s. XVII (Dalton 2014), sin embargo el primer caso



documentado de una enfermedad provocada por este virus ocurrié en Kashmir,
India en 1978 cuando un brote de hepatitis viral afecté alrededor de 52,000
pacientes y cerca de 1700 muertes, este brote estuvo limitado a la poblacion que
consumia agua de una misma fuente, la cual revel6 tener contaminacion fecal
(Khuroo 1980). Pruebas seroldgicas para Hepatitis A y B resultaron negativas, lo
que indicaba un virus de hepatitis no reportado previamente. Afios después, la
transmision experimental de la enfermedad fue realizada en un voluntario,
ingiriendo muestras de pacientes de un caso previo de hepatitis, confirmando la
transmision fecal-oral del virus (Balayan et al. 1983). En 1986, en México un
virus relacionado con VHE de India fue el responsable de 223 casos de hepatitis
y tres muertes, este virus fue clasificado como VHE Genotipo 2 (Velazquez et al.

1990).

En 1995 y 1997 se identific6 por primera vez un virus en cerdos infectados
naturalmente en Nepal y EUA, él cual estaba relacionado con VHE en humanos.
Andlisis filogenéticos de VHE porcino mostraron una relacién cercana con cepas
obtenidas en humanos de la misma region geografica, lo que sugiere la
posibilidad de infecciones interespecies y transmisidén zoonética del virus (Huang
et al. 2002), este virus se clasifico como VHE genotipo 3. En 1998 el cuarto
genotipo de VHE fue identificado en muestras de casos en humanos y cerdos en

China (Hsieh et al. 1998).

Mas evidencia de la naturaleza zoonoética del virus se obtuvo en 2003 cuando

VHE fue encontrado en higados de cerdos en tiendas de venta al publico, las



secuencias obtenidas de estas cepas tenian un similitud cercana a las obtenidas
de pacientes en la misma regidon que reportaron haber consumido higado de
cerdos, estos resultados demostraron que la infeccion de Hepatitis E puede ser

causada por ingestién de productos animales contaminados (Yazaki et al. 2003).

Con estos descubrimientos se comenzo la investigacion del VHE como virus de
importancia zoondtica. Asi mismo, se ha encontrado también positividad
serologica al virus fue encontrada en otras especias animales como son:
marmotas, ciervos, ratas perros, gatos, vacas, ovinos y gallinas (Zhang et al.
2008; Wang et al. 2002; Nakamura et al. 2006) esto sugirié la posibilidad que no
solamente los cerdos, sino también otras especies animales pudieran funcionar

como reservorios para el virus y representar una posible fuente de infeccién.

Hasta la fecha ARN viral ha sido confirmado en ratas, marmotas, ciervos,
gallinas, conejos y camellos (Cossaboom et al. 2012; Woo et al. 2014; Kabrane-
Lazizi et al. 1999; Nakamura et al. 2006; Tei et al. 2003; Huang et al. 2002), lo
cual provocd una clasificacion el virus y sus 4 genotipos establecida en 2014

dentro del Género Hepevirus de acuerdo con la especie hospedera.

Virus

Estructura

Los viriones de Hepatitis E son particulas esféricas, no envueltas con simetria
icosahedrica. Las particulas virales son de aproximadamente 32 a 34 nm de

diametro y compuestas principalmente por la proteina de capside (pORF2) (Xing



et al. 1999). La proteina pORF2 se autoensambla para formar la capside que
contiene el genoma viral la cual esta conformada por 180 capsémeros, formando
una particula muy similar para los cuatro genotipos, la capside se asocian con
lipidos y la proteina ORF 3 (pORF3) en la superficie viral. (Johne et al. 2014;

Okamoto 2013)

Genoma

El genoma viral consiste en ARN de cadena sencilla y sentido positivo de
aproximadamente 7.2 kilobases de longitud. Consiste en un extremo terminal 5°
con cap, el cual es esencial para la infectividad, seguida por una region no
codificante de 27 a 35 nucledtidos, y tres marcos abiertos de lectura (ORF) que
codifican para las proteinas estructurales y de replicacion, finalmente otra region
no codificante de 65 a 74 nt seguida por una cola de poli-A (Emerson & Purcell

2003) (Figura 1).
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Figura 1. Esquema del genoma del VHE, se muestra la informacién de genoma en
marcos abiertos de lectura (ORF por sus siglas en inglés) y analisis mostrando la
variabilidad nucleotidica a lo largo del genoma de los Genotipos 1, 3 y 4 de
Orthohepevirus El andlisis se realiz6 usando DNAsp software y secuencias reportadas
en NCBI.

El primer ORF (ORF1) consiste en 5109 nt (27-5135) codificando una proteina
larga no estructural de 1702 aa involucrada en la replicacion viral. Los dominios
para las funciones de esta proteina estan basadas en secuencias conocidas de
otros virus y aun no estan completamente comprobadas, estos dominios son:
una metiltransferasa, proteasa cisteina, ARNhelicasa y una polimerasa
dependiente de ARN (RdRp) (Koonin et al. 1992). Cuando es expresada en un
sistema de baculovirus, la proteina ORF1 es procesada en proteinas mas
pequefias que corresponden a los dominios funcionales propuestos (Sehgal

et al. 2006).



La actividad de RdRp carece de un mecanismo de correccidon de errores
resultando una tasa de mutacién de 1.40-1.72 x 10E° sustituciones de base por
sitio, por afo, responsables de una variabilidad genética significativa del virus
(Takahashi etal. 2004). Dentro del ORF1, la region que comprende los
nucledtidos 80 al 450 ha demostrado ser atil en analisis filogenéticos
considerando que obtiene un arbol filogenético consistente con secuencias del
genoma completo (Schlauder & Mushahwar 2001). El grado de variabilidad en
secuencias entre los aislados de diferentes regiones del mundo ha sido
calculado en 12% dentro del mismo genotipo y 19% entre genotipos (Lara et al.

2014).

El ORF2 consiste en 1983 nt que codifican para la proteina estructural de la
capside viral, contiene una regién rica en arginina que puede estar involucrada
en la encapsidacion del ARN. La proteina es sintetizada como un precursor el
cual es modificado por glicosidacion en tres sitios para producir una proteina
madura (P Vasickova et al. 2007), que contiene 3 dominios lineales: el dominio S
(aa:119-319) y los dominios M (aa:320-454) y P (aa:320-606) que quedan en la
superficie externa del virion, el dominio P es el posible sitio de reconocimiento de

anticuerpos neutralizantes.

ORF3, tiene 345 nt de longitud y codifica para una fosfoproteina de 114
aminoacidos que se encuentra entre las regiones ORF 1 y 2, se sobrelapa con
ORF1 en su terminal 5° y con ORF2 en su extremo 3’ por 328 nt, pPORF3 es

necesario para la salida del virus de la célula infectada (Wang et al. 2000). Esta



proteina es necesaria para la infeccion in vivo (Graff et al. 2005), parece regular
el medio ambiente de la célula huésped a través de su interaccion con diversas
vias intracelulares, favoreciendo la replicacion viral y evitando la muerte de las

células infectadas.

Clasificacion

Definida al inicio como Hepatitis no-A, no-B, VHE fue originalmente clasificado
dentro la de familia Pircornaviridae (Balayan etal. 1983). Sin embargo, fue
posteriormente clasificado en la familia Caliciviridae debido a la morfologia y
organizacion gendmica, esto fue modificado en 1997 luego de un analisis
filogenético hecho por Reyes et al. (Reyes et al. 1990) fue clasificado como el

anico miembro del género Hepevirus.

El virus de la Hepatitis E esta actualmente clasificado dentro de un género que
comprende las cepas que afectan a aves y mamiferos denominado
Orthohepevirus. Este a su vez se divide en especies: Orthohepevirus A que
incluye las variantes que afectan humanos (Genotipos 1 - 4), asi como aislados
de camello, jabali y otros mamiferos. Orthohepevirus B, incluye las variantes
encontradas en aves. Orthohepevirus C corresponde a las variantes que afectan
ratas y hurones. Orthohepevirus D incluye las cepas que infectan murciélagos.

(Johne et al. 2010; Lack et al. 2012)



Actualmente existen cuatro genotipos principales de VHE dentro de la especie
Orthohepevirus A, con un rango del 12% de divergencia de nucledtidos en el

genoma completo dentro de cada grupo.

Los genotipos 1 y 2 estan limitados a humanos y se transmiten principalmente
por via de ingestion de agua y alimentos contaminados. En paises en desarrollo
de Asia y Africa, donde se han reportado brotes epidémicos con alta morbilidad y
mortalidad en mujeres embarazadas, las infecciones por estos genotipos en
paises desarrollados casi siempre estan relacionados con viajes al extranjero.

(World Health Organization. Dept. of Immunization 2010)

Los genotipos 3 y 4 son zoonadticos y son responsables de casos esporadicos de
la enfermedad, mayormente en paises industrializados, previamente se creia
gue estos casos estaban relacionados con viajes a areas endémicas, sin
embargo en los ultimos afios se han demostrado casos sin historial previo de
viajes. Aislados autéctonos de genotipo 3 han sido reportados en paises que
antes se creian no endémicos (Han et al. 2014). Los genotipos zoonético afectan
un amplio rango de animales, los cerdos se consideran el reservorio principal.

(Figura 2).
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Figura 2. Genotipos y subgenotipos de Orthohepevirus de cepas reportadas con su
genoma completo obtenidas en NCBI. Dendograma realizado con el método de union

de vecinos (MEGAG).

Transmision

La ruta primaria de transmision del virus es por medio de la via oro-fecal, esto
ocurre por la contaminacion de agua potable con aguas negras en cerdos y
humanos, sin embargo infecciones en cerdos usando inoculaciones orales
requieren altas dosis del virus y son menos efectivas que las infecciones

parenterales (Bouwknegt et al. 2011).

Otras formas de transmisién en humanos incluyen la ingestién de productos de

carne contaminada u obtenida de animales infectados. Brotes provocados por el

11



consumo de productos carnicos contaminados derivados de higados de cerdo
han sido confirmados por analisis de secuencias en Japén (Li et al. 2005; Tei
et al. 2003), donde 9 de 10 pacientes diagnosticados con sintomas clinicos
notificaron haber consumido higado de cerdo. EI ARN viral fue encontrado
paquetes de higado vendidos en tiendas de la zona y las secuencias obtenidas
de estos paquetes y de los pacientes tuvieron una identidad de 98.5-100%.
Estudios indican que el virus es inactivado por 60 °C por 20 minutos, sugiriendo
el riesgo del consumo de carne cruda o poco cocinada (Barnaud et al. 2012).
Otro factor de riesgo es la ingestiébn de mariscos contaminados ya que han sido
identificados como fuente de infeccion; genoma viral ha sido encontrado en
mejillones, con secuencias que se agrupaban con aquellas recuperadas en
humanos. (Crossan et al. 2012) Se ha concluido que la mayoria de casos de
infeccién por genotipo 3 son causados por consumo de comida contaminada o

por origen zoondético.

Vias de transmision menos comunes en humanos son transfusiones de sangre
de donadores infectados con cuadros subclinicos, esto representa un punto de
preocupacion para la seguridad de transfusiones debido a la gravedad de la

enfermedad en pacientes inmunosuprimidos (Tamura et al. 2007).

Epidemiologia
El VHE tiene una distribucion mundial, estudios de seroprevalencia en paises
desarrollados son diversos y de porcentajes variables en humanos y cerdos, una

razon para esto es el uso de ensayos seroldgicos de distinta sensibilidad. Es
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importante mencionar que los genotipos no pueden ser distinguidos
antigénicamente sin embargo tienen una distribucion distinta tanto en cerdos

como en humanos.

Las seroprevalencias reportadas en cerdos varian segun el pais: En Japon
muestras de suero porcino revelaron que la presencia de anticuerpos anti-VHE
fue de 57% (Tei et al. 2003), en China se determino en 78% (Wang et al. 2002),
en Paises Bajos fue de 70% (Rutjes et al. 2014) y en Reino Unido se establecié
una seroplevalencia de 85% (Banks et al. 2004), en Italia la seroplevalencia fue
de 87%(Di Bartolo et al. 2011), 59.4% en Canada (Yoo et al. 2001), 64.8% fue
establecido en Alemania (Baechlein etal. 2010), recientemente la
seroprevalencia en México fue establecida en 30.7% (Merino-Ramos et al.

2016).

Es posible que el tipo de produccion pueda influenciar el nivel de
seroprevalencia. En un estudio hecho por Rutjes et al. 2014 (Rutjes et al. 2014)
mostrd que la seroprevalencia de los cerdos criados en granjas convencionales
fue menor que en granjas organicas, la razon de esto puede ser el consumo de
residuos de cocina en lugar del uso de concentrados (Xiao et al. 2012a). Un
estudio comparativo entre cerdos alimentados con residuos de cocina y
concentrados mostré que el porcentaje de anticuerpos anti-VHE fue de 87.1% y
53.06% respectivamente y que la positividad a presencia de ARN viral fue de
61.5% en cerdos alimentados con residuos, pero negativos en cerdos

alimentados con concentrados (Xiao et al. 2012a).
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Paises previamente considerados no endémicos para VHE, como Francia
(Mansuy et al. 2004), Reino Unido (Dalton et al. 2007), EUA (Kwo et al. 1997),
Australia (Cowie etal. 2005), y Espafia (Fogeda etal. 2009) han reportado
infecciones autéctonas en humanos por genotipo 3. La identificacion y
caracterizacion del VHE porcino y su cercana relacion con el VHE obtenido en
humanos en areas cercanas sugiere una posible transmision zoonoética de VHE
genotipo 3 en paises industrializados, indicando la importancia de VHE como un

agente zoonotico de importancia.

Estudios seroepidemiolégicos en humanos han mostrado que la prevalencia de
anticuerpos anti-VHE es muy diversa, por ejemplo en Francia la seroprevalencia
en donadores de sangre era inicialmente alrededor de un 16% (Mansuy et al.
2008), pero resulté ser 3.1 veces mayor en un estudio posterior cuando otro kit
comercial, mas sensible fue utilizado (Mansuy et al. 2011). En México se han
reportado diferentes seroprevalencias en humanos de poblaciones distintas:
5.7% en mujeres embarazadas, 6.7% en menonitas y 36.6 - 61% en poblacién
general en el estado de Durango (Alvarado-Esquivel, Sanchez-Anguiano, et al.
2014; Alvarado-Esquivel et al. 2015; Alvarado-Esquivel, Sanchez-Anguiano, et
al. 2014) . Los datos sugieren un numero elevado de casos subclinicos, debido a

los pocos reportes de casos con una enfermedad clinica grave.

En paises en desarrollo, han ocurrido brotes en Pakistdn, Somalia, Sudan,
Nepal, China, Etiopia Ghana Uganda y México entre otros paises (Burans et al.

1994; Guthmann et al. 2006; Shrestha 2006; Zhuang et al. 1991; Tsega et al.
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1991; Adjei etal. 2009; Teshale et al. 2010; Veldzquez et al. 1990; Rab et al.
1997). Estos brotes fueron causados por contaminacion de fuentes de agua por
genotipos 1 y 2, los cuales no son zoonoticos, y afectaron principalmente a
hombres de entre 15-35 afios. La seroprevalencia en nifilos menores a 10 afios
es muy baja (Purcell & Emerson 2008). En México, ademas del genotipo 2, se
ha reportado la presencia de VHE genotipo 3 en muestras porcinas (Cooper

et al. 2005).

La prevalencia de VHE puede variar también dependiendo de la regién y de la
poblacién; en China las comunidades rurales del sur del pais presentaron mayor
prevalencia que al norte; en Japon se descubrié una diferencia significativa en la
positividad entre géneros, siendo mayor en hombres (7.8%) que en mujeres

(3.4%) (Mushahwar 2008).

Patogenia

La mayoria de infecciones por VHE en cerdos tienen un curso silencioso. El
VHE ingresa en el hospedero principalmente por via oral. Un estudio realizado
en cerdos infectados experimentalmente con el virus reporté una duracion de la
viremia de 11 (8-13) dias, detectada a partir del dia 19 PI, el ARN viral fue
detectado en el dia 7 PI durante un promedio de 23 (18 -27) dias (Bouwknegt
et al. 2008). Estos animales no presentaron elevaciones inmediatas de ALT o
AST. Microscopicamente se encuentra necrosis focal con acumulacion de
macrofagos mononucleares. EI ARN viral ha sido detectado en higado, tonsilas,

nodulos linfaticos, bazo, rifiones e intestino delgado y grueso (Choi & Chae
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2003).

En cerdos, bajo condiciones naturales, luego de la adquisicion de inmunidad
pasiva a través de calostro de la madre, los anticuerpos maternos disminuyen a
las 8-10 semanas de edad, posteriormente ocurre una seroconversion entre las
14-17 semanas de edad; VHE puede ser detectado en heces, bilis, higado y
nodulos linfaticos desde las 9 semanas de edad con pico a las 15 semanas, esto

coincide con los titulos mas altos de IgG y IgM (de Deus et al. 2008).

La presencia del genoma viral en suero y heces son muy elevados al comienzo
de la infeccion pero disminuyen al final de esta, coincidiendo con la elevacion de
anticuerpos anti-VHE y la presentacion de signos, esto sugiere que el
mecanismo patogénico de la enfermedad puede estar asociado a la respuesta
inmune, y no relacionado directamente con la replicacion viral y al efecto

citopatico del VHE (Rodriguez-Frias et al. 2012).

En humanos el tiempo de incubacion puede variar de 2 a 8 semanas seguidas a
la exposicién, la viremia llega a su pico durante la incubaciéon y disminuye al
inicio de los signos clinicos. EI ARN-VHE se detecta en el suero de casi todos
los pacientes humanos en las dos semanas tras el inicio de la enfermedad (P
Vasickova et al. 2007) y puede ser positivo por 4-16 semanas. Se encuentra
excrecion fecal del virus en promedio cinco dias antes y hasta dos semanas

después del inicio de la enfermedad clinica (World Health Organization. Dept. of
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Immunization 2010). A nivel hepatico, antigenos del VHE, pueden visualizarse a
los 7 dias PI, y en el 70 al 90% de los hepatocitos en el pico de la replicacion
viral, simultdneamente con la aparicion del VHE en bilis y heces, dias antes del

inicio de la elevacion de la alanina-aminotransferasa (ALT).

En mujeres embarazadas infectadas por el VHE se observa una alta tasa de
mortalidad en comparacién con mujeres no gestantes, se ha sugerido que la
mortalidad esté relacionada con un cambio hacia linfocitos Th2 en el equilibrio
Th1/Th2 . Los cuadros clinicos graves frecuentemente se asocian a una alta
frecuencia de coagulacion intravascular diseminada, relacionada con los
cambios inmunologicos y hormonales durante el embarazo (Navaneethan et al.
2008), sin embargo, esta situacion no ocurre en cerdas prefiadas

(Kasorndorkbua et al. 2003).

Signologia

En cerdos

El reservorio principal para el genotipo 3 y 4 son los cerdos domésticos y
jabalies. En un estudio realizado por Halbur et al, 2001 (Halbur et al. 2001) los
cerdos inoculados mostraron lesiones en higado y hepatitis ligera,
significativamente menos severa en cerdos inoculados con cepas de VHE
humanas, que con cepas de VHE obtenidas en cerdos.

Se ha demostrado que el VHE, en la mayoria de los casos, solo provoca

infecciones subclinicas en cerdos (Halbur etal. 2001), sin embargo, se han
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reportado lesiones patolégicas severas observadas en las necropsias de
lechones coinfectados con VHE y Circovirus Porcino 2 (PCV2) en China (Yang
et al. 2015). La coinfeccion experimental de VHE y Sindrome Respiratorio y
Reproductivo Porcino (PRRS) resulté en un aumento del tiempo de excrecion
viral de VHE (48.6 dias) comparado con el tiempo de excrecion en infecciones
de VHE (9.7 dias), esta diferencia probablemente es provocada por una

respuesta humoral retardada en los cerdos coinfectados (Salines et al. 2015).

El impacto econdmico en la produccion porcina aun es desconocido, sin
embargo el riesgo para las personas que trabajan en granjas porcinas o en
produccion animal, al igual que en procesamiento de carne y subproductos y su

desperdicio, debe ser considerado.

En humanos, desde un punto de vista clinico, Hepatitis E es muy similar a
Hepatitis A, son auto-limitantes y los sintomas agudos varian en severidad de
subclinica hasta fulminante (Emerson & Purcell 2003). Los signos clinicos
incluyen: ictericia, hepatomegalia, dolor abdominal, nausea y vomito. Elevacion
en las enzimas hepaticas como alanina, aminotrasferasa y transaminasa
aspartato también son comunes (WHO 2015).

La infeccién por genotipo 1 en mujeres embarazadas durante el segundo y
tercer trimestre de la gestacion lleva el mayor riesgo de hepatitis fulminante, con
una tasa de mortalidad de hasta un 20%; sin embargo la infeccién por genotipo 3

no parece elevar el riesgo de enfermedad severa en mujeres embarazadas
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(Khuroo & Kamili 2003).

Aunque muchas infecciones por VHE son subclinicas y no muestran signos,
infecciones  cronicas han sido  documentadas en hospederos
inmunocomprometidos, incluidos recipientes de trasplantes y aquellos positivos

a VIH (Kamar et al. 2008).

Replicacién

La replicacion de VHE toma lugar en el citoplasma de los hepatocitos. El
receptor especifico de entrada aun se desconoce, pero un estudio hecho por
Zheng en 2010 sugiere que la region C-terminal de la proteina de cépside se
une con la proteina HSC70 en la superficie celular (Zheng et al. 2010). Se ha
demostrado que el virus se une a receptores de Heparan Sulfato (HSPG) y entra
por endocitosis mediada por clatrina (Kapur et al. 2012). El trafico intracelular del
virus es posible por la interaccion con la proteina HSP90, luego la particula
pierde su cubierta en el citoplasma y el ARN viral es liberado dentro de la célula

(Figura 3).

La traduccion de ORF1 es iniciada por el cap (Zhang etal. 2001) en una
poliproteina no estructural que probablemente es dividida posteriormente con
funciones de metiltransferasa, proteasa, helicasa y polimerasa. La polimerasa
sintetiza una cadena completa en sentido negativo a partir de la cadena positiva

de ARN gendmico, esta cadena se detecta en el nivel mas alto a las ocho horas
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post-infeccion (Varma et al. 2011). EI ARN negativo sirve como un molde para la
replicacion del genoma viral y la transcripcion de las regiones subgendémicas de
sentido positivo que codifican las proteinas estructurales pORF2 y pORF3
(Varma et al. 2011); pORF2 es la proteina que encapsida el ARN gendmico para
formar nuevos viriones. Las particulas de VHE son secretadas a través de la
membrana apical del hepatocito y desde ahi, en la bilis al intestino delgado

(Arends et al. 2014).
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Figura 3. Ciclo de replicacion viral de VHE. (Kapur etal. 2012; Varma etal. 2011;
Perttila et al. 2013)
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Diagndstico

El diagndstico por deteccion de ARN viral por medio de reaccion en cadena de la
polimerasa con transcripcion reversa (RT-PCR) en suero o heces se enfoca en
la deteccion de regiones conservadas del genoma como es la region inicial de

ORF2 (Inoue et al. 2006; Huang et al. 2002).

Hepatitis E aguda es confirmada por la deteccion de IgM anti-VHE por ensayo
Inmuno-enzimético indirecto (ELISA) basado en la proteina de capside del virus:
Aunque la especie de VHE Ortohepevirus A esta dividida en 4 Genotipos, solo
existe un serotipo, por lo que las pruebas comerciales son capaces de detectar
los cuatro genotipos virales. Luego de una infeccién en humanos, la respuesta
IgM suele ser detectada durante un corto periodo de tiempo, detectdndose en
altos niveles por 8 semanas, dejando de detectarse 32 semanas luego del
comienzo del cuadro clinico (Huang et al. 2010) y es seguido por una elevacién
de anticuerpos IgG en la cuarta semana después de la infeccidn, posteriormente
una disminucion, siendo indetectable en 28-67% de los pacientes de 1-2 afios

luego de la presentacién de signos clinicos (Goldsmith et al. 1992).

En humanos el diagndstico de la infeccién por VHE depende en gran medida de

los signos clinicos y la eliminacion de otras causas de hepatitis aguda que son

indistinguibles basadas solo en signologia, especialmente con Hepatitis A.

21



Prevencion y Control

El control de VHE en granjas porcinas esta centrado en medidas sanitarias
preventivas, el uso de agua potable en la produccion asi como el manejo y
origen adecuado del alimento que consumen los animales es indispensable para
prevenir la propagacion del virus, ya que se ha sugerido que el uso de desechos
humanos como alimento para los cerdos aumenta la prevalencia del virus (Xiao
etal. 2012b). El tratamiento adecuado de agua y de desechos también es
necesario para evitar la propagacién. Las personas en contacto directo con
cerdos, asi como trabajadores de la industria porcina y médicos veterinarios

deben tomar precauciones en el manejo de animales y sus subproductos.

La prevencion de la enfermedad causada por Hepatitis E se ha centrado en la
sanitacion y mejoramiento del tratamiento de aguas, asi como de medidas
preventivas que deben ser tomadas con poblaciones en riesgo particular de
hepatitis  fulminante, incluyendo  aquellos  pacientes que  estén
inmunocomprometidos. En paises desarrollados, donde la transmision zoondética
es considerada la principal via de contagio, los consumidores de carne poco
cocida o cruda asi como personas con relacion cercana de posibles reservorios

deben ser informados del riesgo y de las medidas preventivas.

Dos vacunas anti VHE han sido desarrolladas para su uso en humanos, la

primera, desarrollada por la comparfia GlaxoSmithKline y el Water Reed Army

Institute of Research (WRAIR), ha sido probada en voluntarios estadounidenses
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para pruebas en fase |, mostré ser inocua a varias dosis, en la evaluacion fase Il,
la eficacia llegd a ser de 95.5% después de tres dosis, esta prueba fue realizada

en 2000 adultos en Nepal (Shrestha et al. 2007; Arends et al. 2014).

La segunda vacuna es conocida como Hecelon y fue probada en mas de
112,000 voluntarios chinos y demostré una eficiencia de alrededor de 94-100%
(95% CI: 72.1-100). Esta vacuna ya tiene licencia en China desde Diciembre de
2011 (Zhu etal. 2010). Esta vacuna fue probada en conejos, los cuales
indujeron titulos de anticuerpos anti-VHE y no mostraron signos de la

enfermedad, al contrario del grupo control (Liu et al. 2014).

Justificacion

Diversos reportes a nivel mundial han sefialado a los cerdos como un reservorio
natural del HEV con potencial riesgo zoonético. El virus esta presente en las
granjas de cerdos en todo el mundo; en México se ha reportado la identificacion
del genoma viral en granjas de produccion y en puntos de venta de carne de
cerdo para consumo humano. Esto representa un probable riesgo de transmision
zoonotica, por lo que es importante conocer el estatus de epidemiolégico de esta

infeccién en las producciones porcinas en México.

Hipotesis
Al examinar sueros porcinos provenientes de diferentes estados de México

mediante RT-PCR y ELISA, se podra confirmar la presencia de ARN viral y
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anticuerpos anti-VHE, asi como su relacion con las diferentes etapas de

produccion a las que pertenecen y su distribucion geografica.

Objetivo General

Confirmar la presencia de VHE en sueros porcinos usando la técnica de RT-

PCR, asi como la prevalencia de anticuerpos contra la pORF2 de VHE en

sueros de cerdos de diferentes producciones y etapas productivas en México.

Objetivos Particulares

Demostrar la presencia de VHE en cerdos provenientes de producciones
porcinas en el territorio mexicano mediante la identificacion molecular de
un fragmento de pORF2 VHE en sueros.

Realizar la caracterizacion completa del genoma del VHE por medio del
uso de una plataforma de siguiente generacion 454 de Roche.

Confirmar la presencia de anticuerpos contra pORF2 en cerdos en México
obtenidas en 2014 y 2015 mediante el uso del kit comercial WANTAI
VHE-IgG ELISA.

Establecer la prevalencia de anticuerpos contra VHE en cerdos de
diferentes etapas de produccién de una granja porcina, asi como la

seroprevalencia en diferentes regiones y global del territorio mexicano
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MATERIAL Y METODOS

Analisis molecular por latécnica de RT-PCR

Muestras clinicas para analisis molecular
Para llevar a cabo el analisis molecular de muestras de cerdos se realizé un
muestreo en cerdos de traspatio provenientes de la delegaciones Xochimilco y
Azcapotzalco en la Ciudad de México donde se obtuvieron 50 muestras de suero
y 20 fecales. Se utilizaron 20 sueros del banco de sueros del laboratorio de
Virologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, provenientes del
Estado de México. Se examinaron también, 113 sueros de humanos del estado
de Yucatan que presentaban ictericia al momento del muestreo con la intencién
de establecer una asociacién entre los posibles aislados a obtener en estas
muestras con las obtenidas en 100 sueros porcinos provenientes de la misma
region, los cuales fueron proporcionados por el Dr. Carlos Marchain-Williams de

la Universidad Autébnoma de Yucatan*.

Extraccion de ARN
Para la extraccion de ARN se utilizé la técnica de purificacién por columnas de
centrifugado, donde se uso6 el Kit QiAamp Viral ARN mini spin (QIAGEN),
usando 200 pl de suero, el procedimiento se realiz6 de acuerdo a las
especificaciones técnicas del kit, con siguiente protocolo:
1. - Se agregaron 0.20 uL de Buffer AVL en un microtubo de 1.5m|

2. — Se agregaron 200 uL de muestra
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3. — Se afadieron 200 uL de Buffer AL a la muestra y mezclaron por Vortex
por 15

segundos.

4. - Se incubaron por 10 min a 56°C.

5. — Se precipitd el material genético afiadiendo 200 uL de etanol al 100% y
mezclar por inversion 3-6 veces

6. — Se transfirio el sobrenadante a una columna Mini Spin contenida en un

tubo colector.

7. — Centrifugacion a 6 000 g, 1 min.

8. — Se retir0 el tubo colector con su contenido y puso la columna en un

nuevo tubo colector.

9. - Se afadié 500 uL a la columna de Buffer AW1 y se centrifugd 6 000 g
por 1

minuto.

10.- Se retir6 el tubo colector con su contenido y colocé la columna en un

nuevo tubo colector.

11.- Adadié 500 uL a la columna de Buffer AW2 centrifugd 20 000 g por 3

minutos.

12.- Se coloco la columna en un micro-tubo de 1.5 ml. Afadio 30 uL de
agua

inyectable a la columna

13.- Centrifugacion a 8 000 rpm para obtener el material genético.
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Posteriormente el ARN fue analizado con el equipo NanoDrop 2000
Spectrophotometer, utilizando una longitud de onda de 260 nm para la
cuantificacion de ARN, vy la relacion OD,0/OD2go para verificar la calidad de la
extraccion. EI ARN obtenido se conservé a -70°C hasta su posterior

procesamiento.

Deteccién del genoma viral por RT-PCR
Un PCR de tamizado se realizdé en todas las muestras colectadas. Para la
deteccidén del genoma viral en las muestras se realiz6 el siguiente protocolo de
RT-PCR con los oligonucleotidos disefiados por Yousr Ben-Ayed del Instituto
Pasteur en Tunez (datos no publicados), especificos para el genotipo 3 de VHE,

usando una sonda artificial como control positivo. Figura 4.

ORF1

Figura 4. Alineamiento de los iniciadores utilizados a una secuencia de referencia.

Este ensayo de PCR fue disefiado en los laboratorios del CDC para la
identificacion rapida, sensible y sencilla de muestras positivas al genoma viral,
empleando oligonucleétidos especificos para regiones altamente conservadas
de la regibn ORF2 del genoma viral. El producto de amplificacion esperado para

este protocolo es de 98pb. (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Protocolo de RT-PCR 1

RT 30 min 50° C
Activacion 15 min 95° C
Desnaturalizacion 2 min 94° C
35 Ciclos
Desnaturalizacion 30 seg 94°C
Alineacion 30 seg 64°C
Extension 30 seg 72°C
Extensioén Final | 10 min | 72° C

Este protocolo se llevo a cabo usando el kit OneStep de Qiagen con la siguiente
mezcla de reaccion en un volumen final de 50 pl: 10ul del Buffer OneStep 5X,
2ul de dNTP (400 uM de cada dNTP), 2ul de mezcla de enzima RT-PCR

OneStep, 1.5l de cada iniciador (10 uM), 5 ul de ARN y agua grado molecular.

Para confirmar el resultado de los oligonucleétidos usados, también se utilizo el
protocolo reportado por Huang, 2002 (Huang et al. 2002) los cuales han sido
ampliamente usados para deteccion del virus en diferentes hospederos y

consiste en una RT-PCR anidada con los siguientes oligonucleétidos:

Oligonucledtidos externos:
3156N [forward, 5-AATTATGCC(T)CAGTAC(T)CGG(A)GTTG-3]
3157N [reverse, 5-CCCTTA(G)TCC(T)TGCTGA(C)GCATTCTC-31
Oligonucledétidos internos:
3158N [forward, 5-GTT(A)ATGCTT(C)TGCATA(T)CATGGCT-3]

3159N [reverse, 5-AGCCGACGAAATCAATTCTGTC-31.
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Cuadro 2. Protocolo de RT-PCR anidada. El producto esperado para esta RT-

PCR anidada es de 348 bp

RT 30 min 50° C
Activacion 15 min 95° C
Desnaturalizacion 5 min 94° C
40 Ciclos
Desnaturalizacion 30 seg 94°C
Alineacion 30 seg 42 °C
Extension 30 seg 72°C
Extension Final 7 min 72° C
Protocolo Interno
Desnaturalizacion | 2 min 94° C
35 Ciclos
Desnaturalizacion 30 seg 94°C
Alineacion 30 seg 42 °C
Extension 30 seg 72°C
Extension Final 10 min 72° C

Este protocolo anidado se llevo a cabo usando el kit OneStep de Qiagen con la
siguiente mezcla de reaccion: 10ul del Buffer OneStep 5X, 2ul de dNTP (400 uM
de cada dNTP), 2ul de mezcla de enzima RT-PCR OneStep, 1.5 pl de cada
iniciador externo (10 uM), 5 ul de ARN y agua grado molecular para obtener un
volumen final de 50ul. Utilizando un termociclador (MasterCycler Gradient,
Eppendorf). Posteriormente se tomo6 1 ul de esta reaccion como templado para
la reaccion de amplificacion con los iniciadores internos usando Platinum Taq
DNA Polymerase (Invitrogen) con la siguiente mezcla de reaccion: 5 pl delOx
PCR Buffer, 1 pl de dNTP mix (10mM), 2 ul MgCL2 (50 mM), 1 ul de ambos
iniciadores internos (10 uM), 0.2 pl de Platinum Taq Polymerase y agua grado

molecular.
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Es importante mencionar que la mayoria de las muestras fueron agrupadas en
pools de 10 sueros para su analisis, excepto las muestras provenientes de la

Ciudad de México.

Secuenciacion de genoma completo de VHE.

Para la realizacion de la secuenciaciéon del genoma completo de VHE, se
disefiaron pares de oligonucleétidos especificos basados en el genotipo 3 de

VHE usando el software DNAstar Primerselect.

Considerando la longitud de los oligonucleétidos dentro del rango de lectura de
la quimica usada (menor a 800pb) y tomando en cuenta los requerimientos de la
plataforma 454 de Roche con el protocolo GS FLX Titanium para secuenciacion

de amplicones.

Los oligonucleotidos de fusion consisten en 20-25bp secuencia especifica a la
secuencia de interés y una seccion fija en el extremo 5’. Segun la quimica GS
FLX Titanium Sequencing Kit XL, para la preparacion de la biblioteca segun los

métodos del sistema GS FLX.
Sentido (Primer A-Key):

5-CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG-BEEQEERN o SldlierY - 3’

Anti-sentido (Primer B-Key):
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5-CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG-{SEMIE (oY= ofTolfilof= ) - 3’

Analisis seroldgico por ELISA para deteccion de anticuerpos contra VHE

Célculo de tamafio minimo de muestra para andalisis seroldgico

La seleccion de las muestras se realizd con el banco de sueros del
Departamento de Medicina y Zootecnia de Cerdos de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia, de la Universidad Nacional Autonoma de México, que
cuenta con un total de 17850 sueros colectados en diferentes estados de la

Republica Mexicana.

El tamafio minimo de muestra fue calculado considerando el censo de 2013 del
SIAP, con base a la ecuacidon propuesta por Daniels para la determinacion de
namero de muestras, ya que se estimo una seroprevalencia del 80% y un error

estimado del 5%, basado en lo reportado por Cooper et al. 2005 .

La seleccion de las muestras se realizé a través de un muestreo aleatorio simple
de dos etapas, en la primera se determind el nimero de muestras necesarias
por entidad federativa, para ello se obtuvieron numeros aleatorios del 1 al 17,850
y mediante una lista con las frecuencias acumuladas de los sueros se definio el

numero a tomar de cada entidad federativa.

31



Ensayo Inmunoenzimético

Los sueros fueron analizados para IgG anti-VHE por medio del kit comercial
WANTAI VHE-IgG ELISA (Wantai Biopharmaceutical, Inc. Beijing, China), segun
las instrucciones del fabricante usando proteina A-HRP (peroxidasa de rabano

picante) (Bio-Rad, CA, USA) como conjugado secundario.

EL procedimiento se llevé a cabo segun las instrucciones del fabricante,
diluyendo las muestras 1/100 e incubandolas durante 30 minutos en una placa
cubierta con la proteina viral. Luego de lavar la placa, se realiz6 otra incubacion
con la proteina A conjugada la cual se unio a los anticuerpos aun contenidos en
la placa. La solucion cromogena conteniendo tetramethylbenzidina (TMB) vy
peréxido de urea fueron afladidos a los pozos y en presencia de HRP generan
color. La solucion de paro (acido sulfarico) detiene la reaccién generando color
amarillo. La intensidad del color fue medida por su densidad 6ptica (DO) usando

un espectofotometro a 450nm (Thermo Fisher, Waltham, MA).

El punto de corte se calculé segun lo recomendado por el fabricante tomando en

cuenta la DO promedio de los controles negativos con la siguiente formula:

Punto de corte= C(-) + 0.16
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Resultados

Analisis Molecular

Deteccion de genoma viral por RT-PCR
Se analizaron un total de 278 muestras de heces y suero de las cuales ninguna
resulté positiva con los oligonucledétidos disefiados en CDC; para confirmar este
resultado las muestras volvieron a analizarse con el protocolo de Huang, 2002
previamente descrito. En ninguno de los dos protocolos de RT-PCR utilizados se

tuvieron muestras positivas ademas de la sonda usada para control positivo.

Disefio de oligonucledtidos para secuenciacion de genoma completo

Se disefiaron y sintetizaron 14 pares de oligonucledtidos especificos para VHE
genotipo 3 con una diferencia menor a 0.5 °C en Tm para poder ser usados en el
mismo protocolo, sin embargo la dificultad para conseguir una muestra positiva a
ARN VHE ha sido un obstaculo para realizar la prueba de esta plataforma y por
lo tanto estos oligonucledtidos no han sido probados con virus de campo.

(Cuadro 3)

Cuadro 3. Oligonucleétidos disefiados para la secuenciacion completa del
genoma viral de VHE.

Sentido Reverso

5--3 5--3

CGATGCCATGGAGGCCCA GATGGAGTGCAGCATATAGACGTGTCAT
CTTTACTCTCTGCATGACCTCTGGCC GGCATCCTCAGAGGCGTTCCA
CATATCTGGGACCGGCTCATGC TCCAAGAAGCAGGTGCACTCCTG
CTGCCGCTGTAGGACTTTCCTAAAGA AAGTCACTAGAAAAACCAGATGTGGACCA
CTCCCCTGGGCATATTTGGGA GGCGGTGGTTACGCTCCCA
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CAGAACCCAAAGAGGCTTGAGGC AGCGGTGTGTAACATGCCACCA
CGCACCTGCTGCTGTTACACATGC CGGCCATACGGCAGTGGACTAT
GCAGGGCCTGCTCTACATGCC AACCTGATTAGCCACTGGGGCAT
TGGCCTTGAGTGTGTGGTTATGGA GTCTGCAGCATGCCAATAAGGTTATG
GGGTTAACGAATGTTGCGCAGG GCTGGGACTGGTCACGCCAA
CCCTATATTCATCCAACCAACCCCTT CGTGGTCTCAACAGAGCGCCA
ACAACAACTACCCCTACTTCTGTTGATATGAA CCCTTATCCTGCTGCGCATTCTC
TTGTCTCAGCCAATGGCGAGC GGCACTCCGGGCAGAAATCAT
CCGTGGTAAGCTGTCTTTCTGGGA TTTTTTTTTCCAGGGAGCGCG

Analisis Serolégico

Fueron analizadas un total de 945 muestras, de estas 292 (30.8%) fueron
colectadas de estados ubicados en la regidon norte del pais, 321 sueros (33.9%)
pertenecian a las partes central y 332 a estados ubicados al sur de México

(35.1%). Figura 5

Figura 5. Distribucidén y tamafio de muestra por estado

La prevalencia global de IgG anti-VHE fue de 59.4%. De acuerdo con la region,
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la prevalencia mas alta fue encontrada en la regién norte (86.6%), comparada al
42.7% y 51.5% de la region central y sur respectivamente (p < 0.001) como se
indica en cuadro 4. Se encontré una diferencia significativa en la positividad de
la regidn norte con la region central usada como grupo referencia (p< 0.001)
(Cuadro 5). Los analisis estadisticos realizados fueron una prueba de Chi
cuadrada y razon de momios, usando el paquete Statistical Package for the

Social Sciences (IBM SPSS Statistics v22.0, USA).

Al analizar los datos segun la etapa de produccion y estratificado por ubicacion
de granja de origen, no se observaron diferencias significativas en las regiones
norte y central, sin embargo en la regiébn sur se encontr0 una diferencia
significativa entre las etapas de destete y reproductores (p=0.012). Esta

diferencia entre etapas productivas no se observa a nivel global.

Cuadro 4. Muestras analizadas con la prueba ELISA, divididas segun su

distribucion estatal.
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Cuadro 5. Muestras positivas a la prueba ELISA, divididas segun su distribucion
geografica y etapa de produccion. Datos mostrados como n(%). Analisis de Chi-
cuadrada. *p< 0.001
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Discusion y conclusiones.

En este estudio fue posible hacer un estudio serolégico que abarca la mayoria
del territorio nacional y establecer prevalencias global y regionales, sin embargo,
el genoma viral no fue encontrado en los sueros analizados, esto puede deberse

a principalmente a dos factores:

1) El bajo titulo viral encontrado comunmente en este tipo de muestras en
cerdos, a diferencia de muestras hepéticas o fecales, lo cual dificulta la
deteccion de ARN viral en RT-PCR por punto final (Leblanc etal. 2010;

Kasorndorkbua et al. 2004).

Es importante mencionar que a pesar de que el protocolo de CDC ha sido
probado exitosamente en muestras porcinas y humanas, este ha sido usado solo
en muestras fecales y hepaticas, y no en sueros, debido a esto y para confirmar
los resultados negativos obtenidos, se usaron los oligonucleétidos anidados
reportados por Huang, 2002 los cuales se han utilizaron en diversos tipos de

muestras de cerdos y humanos.

2) La prueba molecular podria detectar el genoma viral en suero solo durante el
corto periodo de viremia; la viremia en una infeccion por VHE en cerdos tiene
una corta duracion y ha sido detectada durante un promedio de 10.5 (8.1 — 13.0)

dias (Bouwknegt et al. 2008), esto da una pequefia ventana de tiempo en la cual
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se puede detectar el VHE por RT-PCR en muestras serologicas después de una

infeccion natural.

Aunque la presencia de ARN viral no pudo ser detectada en las muestras de
sueros probados, se ha demostrado la alta prevalencia regional de anticuerpos
contra VHE en cerdos domésticos en diferentes regiones de México. Los
resultados mostraron que los animales estan en contacto con el agente
etiologico desde una etapa temprana de la produccién, lo cual coincide con

estudios realizados en otros paises.

Los estudios sobre VHE en México han sido escasos. Recientemente, en un
estudio realizado por Merino y colaboradores (Merino-Ramos et al. 2016), se
determiné una prevalencia de 30.7% para la infeccion por Hepatitis E en un
amplio nimero de muestras de cerdos de estados que integran el Bajio
mexicano. Previamente la seroprevalencia en producciones porcinas habia sido
establecida en 81%, en granjas ubicadas en el norte del pais (Cooper et al.
2005), cercano al porcentaje obtenido en la misma region en este estudio
(86.6%). Seroprevalencias similares a las obtenidas han sido reportadas en
Canada, por Yoo et al. (2001) en 59% con una prevalencia aun mas alta en
algunas regiones (88.8%) y por Meng (1997) en Estados Unidos (73%). Estas
diferencias regionales también fueron observadas en los resultados obtenidos en

este trabajo.

El nimero de sueros positivos en la prueba de ELISA demuestra variaciones
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significativas entre regiones, siendo la region norte la mas prevalente. Las
razones para esta diferencia en seropositividad pueden estar relacionadas con
practicas comunes en producciones altamente tecnificadas, que se han
reportado como factores de riesgo incluyendo una alta densidad poblacional,
camadas cambios de camada mayores a 25% y ciclos de produccion mas cortos

(Walachowski et al. 2014).

La alta seropositividad observada en las 3 regiones de México, en conjunto con
los reportes previos que muestran la circulacion de VHE genotipos 2 y 3 en el
pais, sugieren una amplia distribucion de VHE y resalta la importancia de
infecciones no reportadas en humanos. El riesgo potencial de una infeccion de
VHE transmitida de cerdos a humanos es un factor a ser considerado al manejar
y consumir carne de cerdo y sus derivados que ha sido confirmado por diversos
reportes de infeccién provocada por consumo de carne contaminada en otros
paises y el aumento en la seroprevalencia en trabajadores de industria porcina

en comparacién a la poblacion general (Yazaki et al. 2003; Tei et al. 2003).

En México se han realizado escasos estudios sobre la epidemiologia de VHE en
poblaciones humanas. La seropositividad contra el VHE ha sido reportada en
mujeres menonitas en el estado de Durango, sin embargo otras poblaciones en
riesgo como trabajadores de producciones porcinas y pacientes
inmunocomprometidos, no han sido estudiadas en el pais. VHE no es
considerada una enfermedad de reporte obligatorio, por lo tanto el andlisis para
su diagndstico usualmente no se realiza y no siempre esta disponible en los

centros de salud, dificultando la determinacion de gravedad de la enfermedad en
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el pais; en México, el 11.7% de los casos de hepatitis virales no tienen un
agente etioldgico descrito (Panduro et al. 2011), por lo que es posible que gran
parte de las enfermedades hepéticas no diagnosticadas en el pais estén

relacionadas con infecciones agudas de VHE.
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