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RESUMEN

El virus de Hepatitis E (VHE), es un virus hepatotrdpico que se transmite por via fecal-oral a
través de agua y alimentos contaminados. El objetivo de este trabajo es determinar la
presencia y circulacion del VHE en higados de cerdos destinados para consumo humano en el
Estado de Nuevo Ledn, México, mediante técnicas moleculares de diagndstico. Para ello se
muestrearon cerdos en sus diferentes etapas de desarrollo de 13 municipios, se tomaron 87
higados de cerdos sacrificados en rastros TIF y 50 higados de carnicerias, ademas se
recolectaron 233 muestras fecales de 26 granjas. Para la deteccion del VHE se utiliz6 RT-PCR
y PCR-semi-anidado; Se amplifico un fragmento de 212 pb del gen ORF2 del VHE. De las 87
muestras de rastros y de los 50 higados de carnicerias solamente fueron positivos 17(19.54%)
y 9(18%) respectivamente, ademas de 233 muestras fecales solo 41(17.53%) dieron positivas,
estas corresponden a 9 granjas de distintas partes del Estado. Se obtuvo la secuencia de 172-
174 nuclettidos a partir de 5 muestras positivas al RT-PCR y PCR-semianidado. Las
secuencias fueron denominadas sw4NL-Mx-1, sSwSNL-Mx-1, sw7NL-Mx-1, sw8NL-Mx-1 y
sWINL-Mx-1; conforme fueron realizdndose los analisis de secuenciacion. Las relaciones
evolutivas de las secuencias con secuencias de referencia de la familia Hepeviridae fueron
calculadas mediante analisis filogenéticos usando el método de Neighbor-Joining y aplicando
1,000 repeticiones en los andlisis de Bootstrap. No obstante, y acorde a la topologia del arbol
filogenético obtenido, estas secuencias conforman dos grupos de virus evolutivamente
relacionados pero segregados en dos subgrupos distintos, el genotipo 3 del VHE y un nuevo
genotipo. Este es el primer estudio que aporta evidencia de la presencia del genotipo 3 del
VHE en granjas y cerdos sacrificados en el Estado de Nuevo Leon, concluyendo que el

consumo de higados puede constituir un importante factor de riesgo para la salud humana.

Palabras clave: Hepatitis E, Virus de hepatitis E (VHE), genotipo 3 VHE, Cerdos, Nuevo

Ledn, México.
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ABSTRACT

Hepatitis E virus (HEV) is a hepatotropic virus transmitted by the fecal-oral route via
contaminated water and food. The aim of this study is to determine the presence and
circulation of HEV in pig livers intended for human consumption in the state of Nuevo Leon,
Mexico, using molecular diagnostic techniques. To do this pigs were sampled at different
stages of development of 13 municipalities, 87 livers of pigs slaughtered in TIF
slaughterhouses and 50 livers from butchers were taken, plus 233 fecal samples collected from
26 farms. RT-PCR and semi-nested-PCR was used to detect HEV; A fragment of 212 bp of
HEV ORF2 gene was amplified. Of the 87 samples of trails and 50 livers frombutchers only
17 (19.54%) and 9 (18%) were positive respectively, and of 233 fecal samples only 41
(17.53%) were positive, corresponding to 9 different farms from different parts of the state.
The sequences of nucleotides 172-174 from 5 positive samples RT-PCR and PCR-seminested
were obtained. Sequences were called swANL-Mx-1 sw5NL-Mx-1 sw7NL-Mx-1 sw8NL-Mx-
1 and swONL-Mx-1; They were carried out under the sequencing analysis. The evolutionary
relationships of the sequences with reference sequences of Hepeviridae family were calculated
by phylogenetic analysis using the method of Neighbor-Joining and applying 1,000 repetitions
in the analysis Bootstrap. Nevertheless, according to the topology of the phylogenetic tree
obtained, these sequences form two groups of evolutionarily related viruses but segregated
into two distinct subgroups, genotype 3 HEV and a new genotype. This is the first study that
provides evidence of the presence of HEV genotype 3 in pigs slaughtered from farms in the
State of Nuevo Leon, concluding livers consumption may be an important risk factor for

human health.

Keywords: Hepatitis E, hepatitis E virus (HEV) HEV genotype 3, Pigs, Nuevo Ledn, México.
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ABSTRACT

El virus d'Hepatitis E (VHE), és un virus hepatotropic que es transmet per via fecal-oral a
través d'aigua i aliments contaminats. L'objectiu d'aquest treball és determinar la preséncia i
circulacié del VHE en fetges de porcs destinats per a consum huma en I'Estat de Nuevo Ledn,
Mexic, mitjancant tecniques moleculars de diagnostic. Per a aix0 es van mostrejar porcs en les
seves diferents etapes de desenvolupament de 13 municipis, es van prendre 87 fetges de porcs
sacrificats en escorxadors TIF i 50 fetges de carnisseries, a més es van recol-lectar 233
mostres fecals de 26 granges. Per a la deteccid del VHE es va utilitzar RT-PCR i PCR-semi-
niuat; Es va amplificar un fragment de 212 pb del gen ORF2 del VHE. De les 87 mostres de
rastres i dels 50 fetges de carnisseries solament van ser positius 17 (19.54%) i 9 (18%)
respectivament, a més de 233 mostres fecal només 41 (17.53%) van donar positives, aquestes
corresponen a 9 granges de diferents parts de I'Estat. Es va obtenir la sequéncia de 172-174
nucledtids a partir de 5 mostres positives a RT-PCR i PCR-seminiuat. Les seqliencies van ser
denominades sw4NL-Mx-1, swSNL-Mx-1, sw7NL-Mx-1, sw8NL-Mx-1 i swONL-Mx-1;
conforme van ser realitzades les analisis de seqiienciacié. Les relacions evolutives de les
seqliencies amb sequéncies de referéncia de la familia Hepeviridae van ser calculades
mitjancant analisis filogenetiques utilitzant el metode de Neighbor-joining i aplicant 1,000
repeticions en les analisis de Bootstrap. No obstant aix0, i d'acord amb la topologia de I'arbre
filogenétic obtingut, aquestes sequéncies conformen dos grups de virus evolutivament
relacionats pero segregats en dos subgrups diferents, el genotip 3 del VHE i un nou genotip.
Aquest és el primer estudi que aporta evidencia de la preséncia del genotip 3 del VHE en
granges i porcs sacrificats a I'Estat de Nuevo Leon, concloent que el consum de fetges pot

constituir un important factor de risc per a la salut humana.

Paraules clau: Hepatitis E, Virus d'hepatitis E (VHE), genotip 3 VHE, Porcs, Nou Lled,

Mexic.
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INTRODUCCION.

La hepatitis virica, ya sea aguda o cronica, es una enfermedad transmisible que alcanza
especial importancia en todo el mundo. Su morbilidad y mortalidad causa un problema
trascendente en la salud pablica. Existen siete tipos diferentes de virus hepatotrdpicos, capaces
de producir hepatitis, los cuales tienen diferencias en su etiologia y en sus caracteristicas
epidemiologicas, asi como en sus mecanismos de transmision, ademas de los aspectos
inmunoldgicos, clinicos y hepatoldgicos. Se les conoce como Hepatitis A, B, C, D, E, F, G,
aungue hay evidencias de la existencia de mas virus que pueden causar inflamacion y necrosis

del higado (Halabe y Angulo, 2000).

La hepatitis E ha sido considerada desde su primera descripcién como una enfermedad con un
patron epidemioldgico vinculado al consumo de aguas y alimentos contaminados, de modo
similar a la hepatitis A y con una prevalencia superior en zonas geograficas con condiciones
sociosanitarias deficientes. La utilizacion de técnicas moleculares han aportado los datos
necesarios para demostrar que en los paises sub-desarrollados y desarrollados la infeccion por
el virus de la hepatitis E es frecuente, y tiene un patron epidemiolégico diferente, asocidndose

al contacto de animales domésticos, especialmente el cerdo.

Desde mediados de los afios 50 se han descrito numerosas epidemias de hepatitis viricas,
principalmente en Asia, que inicialmente se atribuyeron al Virus de la Hepatitis A (VHA), ya
que la enfermedad cursaba como una hepatitis aguda y era clinicamente indistinguible de la
causada por el virus de la Hepatitis E (Emerson y Purcell, 2003). La diferenciacion de esta
enfermedad se realizé mediante estudios seroldgicos en el afio de 1980, cuando se demostrd
que 2 brotes de hepatitis aguda ocurridos en Nueva Delhi (India) estaban causadas por un
agente etioldgico diferente al VHA (Wong y col., 1980), denomindndola como hepatitis no-A,
no-B epidémica, y estableciendo que se transmitia por via fecal-oral, por lo que
posteriormente pasé a ser denominada hepatitis no-A (HNA), no-B (NB) de transmision

entérica.

DETECCION MOLECULAR DEL VIRUS DE LA HEPATITIS E EN HIGADOS DESTINADOS PARA CONSUMO HUMANO Y HECES DE CERDOS EN EL ESTADO DE NUEVO LEON, MEXICO 1



Tesis de Doctorado en Ciencias de los Alimentos

Esta nueva hepatitis virica presentaba algunos rasgos diferentes respecto a la causada por el
VHA, como eran una mayor tasa de individuos adultos afectados y una elevada tasa de

mortalidad en mujeres embarazadas (Khuroo, 1980).

Khuroo, en 1980, demostré por primera vez que una epidemia de hepatitis viral ocurrida en el
valle de Cachemira no era causada por el VHA sino por un agente de HNA y HNB. Ese fue un
hito en la historia de la hepatitis E y comenzo una busqueda activa para la caracterizacion del
agente etioldgico. Casi simultaneamente, se demostrd que ninguna de las muestras de suero
analizadas procedentes de los pacientes de las epidemias de Delhi ocurridas en los afios 1955 y
1956, y de Ahmedabad en India en los afios 1975 y 1976 fueron positivas para el VHA o el
virus de la hepatitis B (VHB) (Wong y col., 1980, Arankalle y col., 1988).

Balayan y col. (1983) identificaron al virus de la hepatitis E, al reproducir la Hepatitis aguda
tipica en un voluntario humano inmune al VHA tras la administracion oral de extractos de
heces obtenidos de presuntos casos de hepatitis no-A no-B, generando anticuerpos que
reaccionaron con las particulas viricas excretadas por los enfermos durante la fase aguda de su
enfermedad. Los mismos autores lograron infectar a monos con el virus, observando que

también eran capaces de excretar el virus en sus heces.

Meng y col. (1998) demostraron experimentalmente que el virus de la hepatitis E cruza la
barrera de las especies, principalmente el genotipos 3, al ser capaz de infectar a porcinos y a
primates, y a la inversa, se ha descrito que el genotipo 3 humano (cepa los-2) ha infectado a
cerdos (Meng, 1998; Halbur, 2001).

Por otra parte, se han presentado brotes de hepatitis E tanto en paises en desarrollo con una
amplia area geografica y con una inadecuada sanitizacion, en los que el reservorio del VHE no
se ha detectado, como en los Estados Unidos y algunos paises de Europa con areas no
endémicas, en donde se han documentado brotes con una prevalencia baja de anti-VHE (<2%)
en las poblaciones sanas, y en las que tampoco no se ha determinado la fuente de infeccion

para las personas.
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Segun el National Center for Disease Control and Prevention (CDC 2011), practicamente
todos los casos de hepatitis E aguda reportados en los Estados Unidos habian ocurrido en
viajeros que regresaban de paises en los que la hepatitis E es endémica, como India. Sin
embargo, las pruebas de donantes de sangre saludables en los Estados Unidos mostraban que
entre el 1y el 5% de las muestras de sangre analizadas tenian anticuerpos del VHE, y que la

mayoria de las personas con esos anticuerpos pertenecian a areas urbanas.

El VHE fue clasificado dentro de la familia Caliciviridae, ya que compartia con sus miembros
caracteristicas morfologicas, fisico-quimicas y estructurales (Bradley y Balagan, 1988). En
1990 fue clonado y caracterizado a partir de bilis de Macacos Cynomolgus infectados
experimentalmente con heces de pacientes enfermos de un brote epidémico ocurrido en
Birmania (Reyes y col., 1990). Tam y col. (1991) secuenciaron el genoma completo de esta
cepa birmana, y junto a una segunda cepa aislada durante un brote ocurrido en México (Huang
y col., 1992), con la que presentaba una similitud de un 76 %, fueron los 2 primeros genotipos
descritos del VHE. Durante los afios siguientes, se identificaron un gran nimero de
aislamientos realizados en Pakistan, China, India y Nepal que estaban altamente relacionadas
con la cepa Birmana, con méas de un 93% de los nucle6tidos en comun (Clayson, y col 1995,

Schlauder y Mushahwar, 2001).

En los seres humanos, el VHE es responsable de grandes brotes de hepatitis viral aguda en los
paises en desarrollo, y generalmente estan asociados con unas malas condiciones sanitarias.
Esta enfermedad aparece a menudo como una hepatitis aguda con una tasa de letalidad baja;
sin embargo, en las mujeres embarazadas puede causar hasta un 25% de mortalidad debido al
desarrollo de una hepatitis aguda fulminante (Kumar y col., 2004, Inoue y col 2009). En
cambio, en los paises industrializados algunos brotes no son denunciados y los casos son
diagnosticados en la mayoria de los individuos sin antecedentes de viajes a paises endémicos

(Emerson y Purcell, 2003).

Por otro lado, en el afio 1997 se detectd en cerdos un virus que esté estrechamente relacionado
con el virus VHE aislado de los humanos (Meng y col., 1997). Asi mismo, en diferentes

estudios serologicos se informd que la infeccion por el VHE es generalizada en los cerdos,
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independientemente de si el VHE es endémico en las poblaciones humanas o no (Meng y
Halbur, 2005). Un grupo de investigadores infectaron experimentalmente especies porcinas
con el VHE de primates infectados y observaron también que los cerdos podian ser infectados
con la cepa humana US-2, demostrando que la infeccidn atravesaba la barrera inter-especies
(Meng y col., 1998; Halbur y col., 2001; Tei y col., 2003; Li y col., 2005). Al realizar pruebas
de laboratorio a pacientes enfermos de hepatitis confirmaron que eran positivos al VHE y
asociaron la enfermedad al consumo de productos de jabali y venados poco cocidos o sin
cocinar (Li y col., 2005). En Espafia se ha detectado ARN del VHE en algunos casos de
hepatitis humana, y también se ha detectado el VHE en aguas residuales urbanas y en muestras
porcinas (Pina y col., 2000; Clemente y col., 2003). Seminati y col. (2008) sugirieron que al
menos el 97% de las explotaciones porcinas espafolas tenian anticuerpos contra VHE en el

afio de 1998.

Otros estudios seroldgicos realizados en Somalia, Tajikistan y Turkmenistan (region
endémica) revelaron la presencia de anticuerpos contra el VHE entre el 29% vy el 62% de las
vacas, y entre el 42% y el 67% de los ovinos y caprinos, respectivamente. También se ha
descrito su presencia en alrededor del 12% de las vacas de un area geografica no endémica en
Ucrania (Favorov y col., 1998), asi como en 6,3% de muestras de suero de ternera procedentes
de diversas regiones de China (Wang y col., 2002). Por otro lado, en Brasil, Vitral y col.

(2005) detectaron anticuerpos contra el VHE en un 1,4% de las vacas estudiadas.

La prevalencia de anti-VHE en paises donde el diagndstico de hepatitis E es raro, se considera
que es diez veces mayor que la prevalencia de anticuerpos contra el VHC, considerando que
en estos mismos paises el VHC produce el 20% o mas de las hepatitis clinicas. Este hallazgo
de anticuerpos anti-VHE en poblaciones donde la hepatitis clinica del tipo E no parece existir,
sugiere que la infeccidn subclinica ocurre en estas regiones, o que las pruebas actualmente

disponibles producen resultados no especificos en algunos casos.

En México la Secretaria de Salud informa un total de 192,588 casos de hepatitis virales entre
2000 y 2007. De estos, 79% corresponden aVHA, 3.3% aVHB, 6% a VHC y 11.7% a casos

sin agente etioldgico descrito. (Panduro y col., 2011) No obstante no existen reportes de la
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enfermedad de hepatitis tipo E en humanos. Sin embargo, en una bdsqueda de informacion
retrospectiva a nivel Nacional de todas las enfermedades hepéticas ocurridas en la Republica
Mexicana en el periodo de 1999 a 2011 se encontré un nimero considerable de casos de
hepatitis en humanos debidas a causas desconocidas (Tabla 1). Suponemos que no se cuenta
con pruebas suficientes de diagndstico seroldgico para saber si dentro de las hepatitis por

causas desconocidas se encuentra casos de hepatitis tipo E.

Tabla 1.- Casos de Hepatitis viricas reportados a nivel Nacional en México en el periodo 1999-2011

FUENTE: Anuarios de informacién 2012, (Sistema Unico de Informacién para la Vigilancia Epidemiolégica/Direccion

General Adjunta de Epidemiologia/SSA)

1999 = 2000 = 2001 ‘ 2002 ‘ 2003 ‘ 2004 ‘ 2005 ‘ 2006 ‘ 2007 ‘ 2008 ‘ 2010 ‘ 2011

HVA 19199 | 21231 | 20251 | 16807 | 14967 | 16913 | 21386 | 19199 | 22954 | 1541 1545 1265 1345

HVB 902 835 853 776 836 687 626 902 855 444 975 657 678

HVC - 1012 1223 1345 1382 1361 1558 1211 1779 879 976 786 759

H causa - 3564 | 2558 | 2376 | 2781 3028 | 3012 | 2234 | 2819 | 2330 | 2690 | 2113 | 2334
Desconocida

Por otro lado, en el estado de Nuevo Ledn (México), al analizar la incidencia de la enfermedad
entre los afios del 2000 al 2011, se observé que los casos de hepatitis viral por causa
desconocida suponian entre el 31.81% y el 50% respecto a los casos de hepatitis tipo A

diagnosticados (Tabla 2).

Tabla 2.- Casos de Hepatitis viricas en el Estado de Nuevo Ledn en el periodo 2000-2011

FUENTE: Elaboraciéon propia en base a anuarios de informaciéon 2012, (Sistema Unico de Informacién para la

Vigilancia Epidemiolégica/Direccion General Adjunta de Epidemiologia/SSA)

Enfermedad 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011

Hepatitis viral 182 164 254 215 123 92 125 117 254 124 103 152

desconocida

Hepatitis tipo A 572 637 960 564 275 326 441 234 425 231 326 247

%o 3181 | 25.75 | 2645 | 38.12 | 44.72 | 2822 | 28.34 50 59.75 | 53.67 | 31.59 | 61.53

En definitiva, la introduccion de técnicas moleculares en el diagnostico de las hepatitis

deberian aportar los datos necesarios para demostrar que en los paises desarrollados la
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infeccion por el virus de la hepatitis E es mas frecuente de lo que se cree, y esté asociada al
contacto con animales domeésticos, especialmente el cerdo. Al considerar que la hepatitis E es
una zoonosis en los paises desarrollados, se hace necesario revisar esta entidad clinica desde
una perspectiva distinta a la que se venia utilizando. EIl objetivo de este trabajo es detectar,
mediante la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa semianidado unida a la accion
previa de la transcriptasa reversa (RT-PCR), la presencia del VHE en muestras de higados de
cerdos destinados al consumo humano en el estado de Nuevo Leon, México, y determinar su
prevalencia y el riesgo potencial para la poblacién. Es probable que una gran proporcion de los
casos de hepatitis de causa desconocida ocurridos en México puedan atribuirse al VHE, con lo
que las cifras anteriormente descritas pueden reflejar la falta de procedimientos de diagnostico
especificos y epidemioldgicos para esta virosis, ademas de que no se conoce si el VHE circula
en granjas de Nuevo Leon, y su eventual presencia en las distintas fuentes de contaminacion
para la poblacién humana. Igualmente, no se conoce cual es el genotipo del VHE que

predomina en la entidad.
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JUSTIFICACION
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JUSTIFICACION:

Los estudios sobre la presencia y circulacion del Virus de la Hepatitis E en granjas porcinas de
Estado de Nuevo Leon en el Noreste de México no existen. Dada la capacidad del virus para
infectar a los humano y a distintas especies animales, en especial las de consumo humano y en
particular el cerdo, es necesario contar con procedimientos de diagnostico especificos rapidos

y confiables, que permitan la deteccion en las distintas fuentes.
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HIPOTESIS
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HIPOTESIS

El virus de la hepatitis E esta presente y circula en granjas porcinas y la poblacion de cerdos
faenados en rastro, esto conlleva a la probabilidad de transmision hacia el humano a través del
consumo de carne de cerdo contaminada durante el proceso de aprovechamiento. El uso de la
Técnica molecular de RT-PCR, nos permitira la deteccion e identificacion temprana del VHE
en diversas fuentes de contaminacion y posibilitara el establecimiento de medidas necesarias

para evitar su diseminacion.
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OBJETIVOS
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EL OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia y circulacion del Virus de la Hepatitis E (VHE) en Cerdos y sus
derivados cérnicos destinados para consumo humano en el estado de Nuevo Le6n, México,

mediante la técnica de diagndstico molecular.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.- Poner a punto la técnica de Reaccidn en Cadena de la Polimerasa en Transcripcion Reversa
(RT-PCR) para amplificar una secuencia del gen ORF2 del VHE a partir de higado y excretas

fecales porcinas.

2.- Determinar la presencia del VHE en higados de cerdos sacrificados en el rastro de

Monterrey, Nuevo Leon, mediante la técnica de RT-PCR.

3.- Determinar la presencia y circulaciéon del VHE en granjas de cerdos del Estado de Nuevo

Ledn a partir del analisis de muestras de heces mediante la técnica de RT-PCR.

4.- Establecer la presencia VHE en higados frescos de cerdo ofrecidos para consumo humano
en puntos de venta en el area metropolitana de Monterrey, Nuevo Ledn, mediante la técnica de

RT-PCR.

5.- Obtencién de la secuencia de nucleétidos de una parte del genoma ORF2 de las cepas de
VHE que circulan en el Estado de Nuevo Le6n, México. y su caracterizacion genética y

filogenética con cepas de referencias
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2.1. El Agente causal de la Hepatitis E

El virus de la hepatitis E (VHE) se describi6 originalmente como una particula no envuelta,
esférica de 27 a 30 nm., similar en aspecto a los Calicivirus (Tam y col., 1991). Estudios
realizados por diferentes investigadores demostraron diferentes dimensiones del tamafio del
virion, fluctdando de 27 a 30 nm., de 27 a 34 nm. y de 32 a 34 nm., (Ticehurst 1991, Li y col.,
1995, Zanetti y col., 1999). Asi mismo se reportd un tamafio promedio de 30 nm. En un
estudio acerca del tamafo del virion, a partir de muestras de tres cepas geograficamente

diferentes del VHE procedentes de México, Nepal y Pakistan (Ticehurst y col., 1992).

En otros estudios similares de particulas del VHE procedentes de Birmania, México, Somalia
y Asia Central, el didmetro promedio de las particulas se establecié en 32 nm, comparado con
el diametro de 28 nm del VHA (Bradely y col., 1987). Se ha expresado que la inconsistencia
del didametro de las particulas del virus, se debe a la digestion proteolitica o desnaturalizacién
parcial del virus durante el paso por el intestino (Bradley 1988). Sobre esta base de la
morfologia, el VHE no puede ser distinguido confiablemente de otros virus pequefios
redondos que se encuentran en las heces (Purcell 1996). El analisis de la microfotografia
electronica de las particulas del VHE por analisis rotacional de Markham (Markham y col.,
1963), proporciond imagenes que sugieren una simetria icosaédrica para los viriones del VHE

(Ticehurst 1991).

Este virus hepatotrdpico tenia algunas similitudes y diferencias con otras cepas de virus
hepatotropicos, tales como, el virus de la hepatitis A y el virus de la hepatitis C, que tienen una
sola cadena de ARN como el virus de la hepatitis E. Sin embargo, el virus de la hepatitis B

difiere porque contiene una cadena doble de ADN.

Basandose en la similitud superficial de la morfologia y organizacién del genoma de los
Calicivirus, el VHE se clasificd originalmente en la familia de los Caliciviridae (Tam y col.,
1991). Ademas, la secuencia del VHE no tiene una relacién cercana con ninguno de los
Calicivirus conocidos (Koonin y col., 1992). En un principio, y basandose en la similitud

morfoldgica con el agente de Norwalk, se incluyé en la familia Caliciviridae como un género
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separado. Sin embargo, los genomas de ambos virus son diferentes. El analisis de las regiones
de la ARN helicasa (Hel), de la ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp) y de otros virus
ARN de polaridad positiva, muestra que el VHE forma un grupo distinto filogenéticamente, y
es mas parecido al virus de la rubéola de la familia Togaviridae que a los miembros de la
familia Caliciviridae (Berke y Matson., 2000; Green y col., 2000). Segun las ultimas
recomendaciones del Comité Internacional de Taxonomia Viral, el virus de la hepatitis E
(VHE) se clasifica en una familia Hepeviridae, dentro del género Hepevirus, Unico miembro

de la familia (Emerson y col., 2004a).

Se han propuesto varias clasificaciones en tipos y subtipos de los aislamientos del VHE
(Schlauder y Mushahwar 2001). Se han realizado comparaciones filogenéticas y analisis de las
secuencias nucleotidicas de las regiones estructurales y no estructurales que definen al menos
9 grupos diferentes a partir de cepas que se utilizan como referencia, al haber sido parcial o
totalmente secuenciadas. El grupo 1 esta representado por el prototipo aislado en Burma y las
cepas relacionadas de Asia y Africa. EIl grupo 2 incluye el prototipo Mexicano y varias cepas
aisladas en Nigeria. En el grupo 3 se engloban cepas aisladas en EE.UU. a partir de humanos
que se relacionan con aislamientos porcinos. El grupo 4 estd formado por cepas aisladas en
Italia, similares a cepas porcinas obtenidas en Nueva Zelanda. El grupo 5 lo forman cepas
aisladas en Grecia y Espafia, estas Ultimas a partir de humanos y de aguas fecales de
mataderos, presumiblemente de origen porcino. El grupo 6 contiene otras cepas aisladas en
Grecia, mientras que el grupo 7 lo constituyen cepas procedentes de Argentina y Austria. Los
aislamientos de China, Ct-1 y Cs-15, representan los grupos 8 y 9, respectivamente (Wang y
col., 2002).

2.2. Caracteristicas moleculares

2.2.1 Genoma

El genoma del Virus de la Hepatitis E tiene una Unica cadena de ARN con 7200 pares de bases

de sentido positivo, es decir, que codifica para el ARN mensajero y proteina, de una longitud
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que varia entre 7,2 y 7,5 Kb. La molécula de ARN estd poliadenilada en el extremo 3'
carboxiterminal y presenta hacia el extremo 5' un aminoterminal, con una 7-metilguanosina
(Kabrane y col., 1999). Ademas, el VHE tiene 3 genes diferentes expresados Ilamados marcos
de lectura abiertos (ORF, por sus siglas en inglés de Open Reading Frame), denominados

ORF1, ORF2, y ORF3 (Engle y col., 2002).
ARN

ORF1: tiene 1693 codones, y codifica proteinas no estructurales necesarias para la replicacion

viral.
ORF2: tiene 660 codones, y codifica proteinas estructurales.
ORF3: tiene 123 codones, y codifica una proteina de funcién desconocida.

Los tres ORF se expresan durante la infeccion viral, ya que se han encontrado anticuerpos

tanto en humanos y en animales infectados.

El marco de lectura 1 (ORF1) comienza en el extremo 5' del genoma viral, que ocupa dos
tercios del mismo. Este gen se compone de 5,079 nucleétidos y codifica para una proteina no
estructural (poliproteina) con una longitud de 1,693 aminoacidos. Esta poliproteinas participa
en la replicacion de las particulas viricas y en la transformacion de la proteina estructural

(Wormy col, 2002, Emerson y Purcell, 2003).

De acuerdo con Koonin y col. (1992) al realizar un analisis del ORF1 se reveld que tiene unos
pocos aminodcidos funcionales llamados dominios putativa, involucrados en la replicacion y
procesamiento de particulas viricas, como la metiltransferasa que participa en la disposicion
del Cap en el extremo 5’del genoma viral, asi como el dominio Y que es la cisteina-proteasa
analoga de la papaina (PCP), y el dominio X conocida como la helicasa y que es esencial para
desarrollar la replicacion del genoma y la transcripcion de la ARN polimerasa (RDRP),
ademas de ser esencial para la infectividad. Es posible que la RNA-polimerasa viral sintetice
toda la longitud de las cadenas del ARN de cadena positiva asi como por o menos dos ARNm
subgendmicos. Se sabe muy poco acerca del ensamblaje y el transporte del virus fuera de la

célula (Kabrane y col, 1999, Zhang y col., 2001). El limite de la actividad de la enzima podria

DETECCION MOLECULAR DEL VIRUS DE LA HEPATITIS E EN HIGADOS DESTINADOS PARA CONSUMO HUMANO Y HECES DE CERDOS EN EL ESTADO DE NUEVO LEON, MEXICO 1 6



Tesis de Doctorado en Ciencias de los Alimentos

estar presente en los sitios de la proteasa putativa, confirmado por la expresion de 979
aminoéacidos en el ORF1 (Magden y col., 2001). La abundante hipervariabilidad de la prolina
se observa en el dominio de bisagra que se encuentra entre el dominio X e Y asi como el
dominio de la papain-proteasa. Por otro lado Worm y col. (2002) mencionan que existe una
similitud muy baja de nucleétidos y de aminoacidos entre cepas de diferentes regiones

geograficas.

2.2.2. El marco de lectura ORF2

El marco de lectura ORF2 del genoma del VHE, que alcanza 1,980 nucle6tidos, comienza en
los nucleotidos (nt) 5,147, y se extiende hasta los nucle6tidos 7,127. ORF2 esta formado por
30 proteinas (de entre 112 a 660 aminoacidos) que codifica la proteina de la capside en forma
de homodimeros icosaedros (Xing y col., 1999). Esta separado del ORF1 por 38 pb en sentido
3'. Este gen codifica la principal estructura proteica de la capside del virién y una glicoproteina
de 71-88 kDa de 660 aminoacidos, con una regién gque contiene una alta concentraciones de
arginina y de lisina para el reticulo endoplasmico y se expresa tanto a nivel intracelular como
en la membrana celular, esta proteina se sintetiza como un precursor de la secuencia de sefial,
y esté glicosilada en tres posibles sitios: el dominio S que forma la capside, el dominio M un
pequefio dominio hidrofébico formado por 20-27 aminoacidos que atraviesa la capa lipidica y
ancla la glicoproteina a la membrana, y el P que se relacionan con la interaccién virus-célula
huésped (Zafrullah y col., 1999 Xing y col. 2010). Algunos autores resaltan que el tamafio de
las particulas y la modificacion de las proteinas virales infecciosas no se han determinado
todavia. Existe una afinidad filogenética del VHE con el virus de la rubéola (género
Alfavirus), en el que es caracteristica la protuberancia de la glicoproteina (Emerson y col.,
2001

2.2.3. El marco de lectura ORF3
El ORF3 es el altimo marco de lectura abierta y el mas pequefio. Se encuentra entre ORF1y

ORF2. El ORF3 se superpone el segmento del ORF1 en un nucledtido cerca de su extremo 5'

y en el extremo 3'de ORF2 se superpone por 328 nuclettidos (Wang y col., 2000). En el
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genotipo 1V esta formado por una proteina de 114 aminoacidos, mientras que el tamafio de la
proteina en otros genotipos del VHE es de 123 aminoéacidos. El genotipo del grupo IV carece
de los primeros 9 a 32 aminoacidos, estos codifican para el dominio hidréfobo asociado con la
unién del citoesqueleto. La funcion de esta proteina ain no se sabe con exactitud y se
mantiene oscura (Emerson y Purcell, 2003). No se sabe si la proteina del ORF3 es una parte de
un virion, o si se trata de una proteina no estructural, pero algunos estudios han postulado su
papel como un elemento de anclaje de las particulas viricas con el citoesqueleto de las células
hepaticas, actuando como elemento importante en el proceso de ensamblaje de las particulas

viricas (Zafrullah y col., 1997) (Ver figural).

Genoma VHE

5'-NTR E 3"-NTR

Cap Poly A
y-domino Helicasa Fosfoproteina ‘

v v

Metiltransferasa ‘ Proteas RNA-dependiente Capside
RNA-polimerasa

)| Poly A
) | Poly A
| Poly A

Figura 1 Organizacion del genoma del Virus de la hepatitis E. Tomado y modificado de Mirazo, (2014)

Por lo tanto, ORF2 y ORF3 se traduce en una sola bicistronico de RNAmM y se superponen

entre si, pero no se superpone con el ORF1. Por otra parte el ARN genomico viral es
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contagiosa en algunas células cultivadas y en los primates, la transfeccion con grandes
cantidades de genomas recombinantes pueden generar viriones infecciosos (Emerson y col.,
2004b). Ahora se sabe que los cerdos y los pollos son reservorios del VHE y son causantes de
una zoonosis (Meng 2010). Otros estudio revelan el papel de la region hipervariable del ORF1

en la replicacion y la patogénesis del VHE en el pollo y cerdos (Pudupakam y col., 2009).

La secuencia del genoma del VHE es relativamente estable. La identidad nucleotidica entre
aislados de un mismo brote es alta y al realizar pasos seriados en monos cynomolgus no
existieron en los resultados una deriva genética (Arankalle y col., 1999). La mayoria de las
sustituciones nucleotidicas son silenciosas, especialmente en las regiones del ORF2 y ORF3 'y
unicamente la secuencia hipervariable del ORF1 presenta una considerable diversidad de

aminoéacidos (Yarbough y col., 1991, Worm y col., 2002).

2.2.4. Capside

El VHE posee una capside icosaédrica sin envoltura de unos 27 a 34 nm. de diametro. El VHE
tiene propiedades similares a muchos otros virus, por lo que es complejo clasificarlo. Durante
un tiempo el VHE se clasifico en la familia Caliciviridae, debido a que compartia
caracteristicas fisico-quimicas con los miembros de esta familia. Estos se caracterizaron por
presentar 32 depresiones con forma de copa en su superficie. Al compararlo con los miembros
de esta familia, la particula viral del VHE era ligeramente mas pequefia asi como las
caracteristicas de su superficie ademas de que las espiculas y las depresiones eran mas suaves

(Wormy col., 2002).

2.3. Descripcion general

2.3.1. Caracteristicas fisico-quimicas y estabilidad

El virion del VHE presenta un coeficiente de sedimentacion de aproximadamente 183s. Asi
mismo se han detectado particulas del virus que sedimentan en 165s, pero se cree que son
defectuosos. La densidad en gradiente del tartrato de potasio y glicerol es 1,29 g / ml (Purcell,

1996). En condiciones de laboratorio el VHE es bastante labil. Se observa la desintegracion
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del virus durante la centrifugacion para la obtencion de los gradientes con cloruro de cesio
(CsCl), ya que es extremadamente sensible a las altas concentraciones salinas utilizadas (Tam
y col., 1997). Es necesario el mantenimiento a temperaturas tan bajas como sea posible,
aunque se degrada facilmente durante la congelacion y descongelacion (Balayan 1997,
Yarbough 1999). También es sensible a los enzimas proteoliticos (Bradley 1992, Bradley
1994, Ticehurst 1999). Los desinfectantes yodados y el autoclave destruyen el virus (Ticehurst
1999). Por otra parte, se ha observado que los viriones se mantienen inalterables después de la
exposicion a trifluoro-tricloroetano (Purcell y Emerson 2001). Su via de transmision (fecal-
oral) hace pensar que también es relativamente estable a pH acidos y medios basicos (Harrison
1999, Purcell 1996) y la deteccion del virus en agua residual sugiere que el virus sobrevive
relativamente bien al ambiente (Harrison 1999). En un estudio realizado por Pina y col. (1998)
para establecer la supervivencia de una cepa del VHE con una concentracion conocida y a una
temperatura de 20° C en aguas residuales observaron una T 90 (tiempo requerido para el
decaimiento del 90% del virus) a los 20 dias y una T99 a los 39 dias, que en estas condiciones

era inferior a las encontradas en los estudios realizados en poliovirus tipo-1.

2.4. Diversidad genética

Exceptuando la Regién hipervariable contenida dentro del ORF1, ElI genoma del VHE es
relativamente estable (Arankalle y col., 1999). La mayoria de la variacion que se observa a
este nivel, son sustituciones del ARN que no provocan cambios en la secuencia de los
aminoéacidos. Mientras que en el ORF2 y ORF3 son especialmente conservadoras (Yarbough y
col, 1991). Se ha observado que existe una elevada similitud nucleotidica de las secuencias
aisladas de los brotes durante las epidemias, a pesar que las mutaciones que se han encontrado
son exactas entre las cepas del VHE obtenidas de diferentes pacientes en los brotes de algunos
paises. Esto sugiere la existencia de numerosas cepas relacionadas, cada una con cambios
propios, que circulan simultdneamente en el mismo brote. En general, estas cepas presentan
caracteristicas genéticas propias que las distinguen de las cepas causantes de otros brotes
(Aggarwal y col., 1999). También se han observado diferencias de las secuencias en diferentes

zonas geograficas presentando mas variaciones entre ellas que las secuencias de cepas de una
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misma zona. Estas diferencias representan sustituciones silenciosas y son Unicamente
Secuenciasshipervariables del ORF1 donde se presentan diversidades importantes de

aminoéacidos (Worm y col., 2002).

Durante muchos afos, el VHE ha sido considerado un virus limitado a zonas tropicales y
subtropicales calificadas como endémicas. Se describieron cepas causantes de epidemias y de
casos esporadicos en India, Birmania, China, y Pakistan, donde la mayoria de los aislados
presentaban secuencias similares a la secuencia de la cepa prototipo birmana, conformando el

genotipo 1.

El Unico aislado genéticamente diferente identificado inicialmente fue el proveniente de un
brote de hepatitis E en México (Huang y col., 1992). Era el Unico miembro del genotipo 2. La
aparicion de nuevas secuencias aisladas a partir de muestras de pacientes con hepatitis agudas
en regiones industrializadas consideradas no endémicas por el VHE (E.U., ltalia, Grecia,
Espafia) (Kwo y col., 1997; Zanetti y col., 1999; Schlauder y col., 1999; Pina y col., 2000),
aportaron nuevos datos gque indicaban una mayor diversidad genética de la que se creia. Estas
cepas presentaban secuencias significativamente diferentes de las encontradas en regiones
endémicas y eran bastante similares entre ellas. La secuenciacién del genoma completo de las
cepas de los EE.UU. mostraron la existencia de un tercer genotipo, el 3. Las secuencias
estudiadas de las cepas europeas corresponden a fragmentos muy pequefios del genoma
imposibilitando una clasificacion genotipica definitiva. Estos datos disponibles indican que
forman parte del genotipo 3, junto con las cepas de EE.UU. y Japdn (Schlauder y col., 1999).
Durante los ultimos afios se han descrito cepas procedentes principalmente de China y Japén,
que son distinguibles de todas las anteriores, y que forman parte de un cuarto genotipo, el 4
(Hsieh y col., 1998, Wang y col., 1999, Wang y col., 2000. Worm y col (2002) definen un
genotipo como un conjunto de virus con una divergencia nucleotidica inferior al 20% en la
region ORF2. Segun este criterio, las distintas cepas se clasifican en los 4 grandes genotipos
descritos anteriormente. El genotipo 1 cepas Africanas y Asiaticas presentando una diversidad
muy baja. El genotipo 2, formado por la cepa Mexicana y algunos aislados de Nigeria. El

genotipo 3, formado por las cepas Estadounidenses, Europeas, Japonesas y Argentinas. El
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genotipo 4, formado por aislados chinos y Japoneses detectados recientemente. Se ha
observado que las secuencias de las cepas de origen porcino aisladas en una determinada
region son mas similares a las secuencias de las cepas aisladas a partir de muestras clinicas de
pacientes humanos con hepatitis agudas en esta misma region que en las cepas porcinas de
otras regiones (Hsieh y col., 1999, Pina y col., 2000, Meng y col., 1997, Okamoto y col.,
2001). Hasta el momento, unicamente se han identificado cepas del VHE de origen porcino

pertenecientes a los genotipos 3y 4.

2.5. Diversidad serotipica

Las diferencias entre cepas del VHE se limitan a la secuencia de nucle6tidos. Las secuencias
aminoacidicas de las cepas de diferentes genotipos estan altamente conservadas, apoyando la
teoria mas generalizada de la existencia de un Unico serotipo (Tsarevo y col., 1999).
Unicamente se observan ciertas diferencias seroldgicas expresando antigenos del ORF3
(Yarbough y col., 1991, Khudyakov y col., 1993, Khudyakov y col., 1994). Durante un
tiempo, se considerd que la cepa mexicana era el Unico miembro de un segundo serotipo
minoritario (Bradley y col., 1991), pero las particulas viricas de un genotipo determinado
reaccionan con los anticuerpos generados durante la infeccion producida por cualquiera de los
otros genotipos descritos (Yarbough, 1999). Experimentos cruzados con varias cepas del VHE
en primates han mostrado proteccion cruzada a la infeccién (Bradley y col., 1988, Tsarevo y
col., 1993, Worm y Wirnsberger, 2004). Sélo se ha descrito un agente similar al VHE causante
de una epidemia de hepatitis no-A, no-B en Siberia que no reaccionaba con sueros de
pacientes con hepatitis E de otras regiones. Este agente, indistinguible del VHE cuando es
observado por inmunomicroscopia electrénica, podria corresponder a un nuevo serotipo o bien

a otro agente totalmente diferente (Purcell, 1996).

2.6. Replicacion del Virus de la Hepatitis E

El virus de la hepatitis E entra al hospedador por via oral. El sitio primario de replicacion es el

tracto digestivo, alcanzando al higado por la vena porta, y finalmente se replica en el
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citoplasma de los hepatocitos. No se conocen ni los receptores celulares para este virus ni el

motivo de la capside que reconoce estos receptores.

Los hepatocitos son las células diana por excelencia del VHE, pero estudios en ratas
inoculadas experimentalmente con una cepa del VHE de origen humano han permitido
identificar otros posibles centros de replicacion, como los monocitos de sangre periférica, el
bazo, los nddulos linfaticos y las células del intestino delgado (Maneerat y col., 1996). Reyes
y col., (1993) propusieron un modelo para el ciclo replicativo basado en motivos conservados
de dominios no estructurales y analogias entre el VHE y otros virus con genomas formados
por ARN de cadena positiva. El modelo de replicacion del VHE esté representado en la Figura

2:

a) El viridn se une a un receptor de la superficie de la célula permisiva y es internalizado al

citoplasma y, por mecanismos desconocidos, pierde la capside proteica.

b) La molécula de ARN gendmico es traducida a una primera poliproteina no estructural
(NSP) codificada por el ORF1 y que es procesada para generar las proteinas no estructurales

con las diferentes funciones de metiltransferasa, proteasa, helicasa y replicasa.

c) La replicasa gque se ha formado puede utilizar el genoma virico como molde para sintetizar

las moléculas de ARN negativas que actuaran como intermediarios de replicacion.

d) Debido a la homologia de secuencia con Alfavirus, se ha propuesto que a partir de estas
moléculas de ARN negativas se forman dos clases de moléculas de ARN de sentido positivo:

gendémico y subgenomico.

e) Las moléculas de ARN subgendémico se traducen para dar las proteinas estructurales

codificadas por el ORF2, y posiblemente también la proteina codificada por el ORF3.

f) Una vez generadas las proteinas estructurales, estas se ensamblan formando la capside e
incluyendo una molécula de ARN positivo genomica. La capside viral empaqueta el genoma
viral, en cuya superficie se unira el proORF3 junto a una capa lipidica (eliminada en los
viriones circulantes por un mecanismo desconocido). Finalmente, los nuevos viriones saldran

de la célula a través de un camino no bien definido, con la posible intervencion del proORF3.
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Esto da lugar a la progenie viral. Estos nuevos viriones pueden infectar otras células o ser
liberados en la bilis y la sangre como particulas viricas infecciosas, pudiendo estar presentes
en la bilis y las heces de la persona infectada desde el principio de la infeccion hasta 2 0 3

semanas tras la incubacion de la enfermedad (Nanda col. 1995). ARN
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Figura 2 Replicacion del Virus de la Hepatitis E dentro de la célula hepatica; Tomado y modificada de Mirazo (2014)

2.7. Epidemiologia de la Hepatitis E

2.7.1. Zonas endémicas y no endémicas

El virus de la Hepatitis E causa grandes epidemias principalmente en regiones tropicales y
subtropicales de Asia, Africa y América Central (Mast y Alter, 1993). Asi como en otros
paises. La seroprevalencia en Estados Unidos y Europa varia entre 1 al 5%, en pacientes de las

areas urbanas (Hillis y col. 1973).

La infeccidn por el virus de la hepatitis E ha sido implicada en alrededor del 50% de los casos

esporadicos de hepatitis viral aguda en paises en desarrollo (Yarbough 1999, Clemente y col.,
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2003). Estudios basados en el analisis del virus excretado en los desagiies de zonas urbanas de
Espafia, asi como en otros paises como Estados Unidos, Grecia, Francia y Suecia, sugieren que
las cepas de hepatitis E estdn mas difundidas de lo esperado en los paises industrializados
(Buisson y col. 1994), regiones que son consideradas tradicionalmente como regiones no
endémicas y donde el VHE causa Unicamente casos esporadicos. Hasta hace poco estos casos
se atribuian a cepas importadas de regiones endémicas (Balayan 1997, Aggarwal y
Krawczynski 2000, Tagle 2007). Con la deteccion en los paises industrializados de cepas del
VHE en muestras clinicas de pacientes sin historial de viajes a zonas de riesgo, se ha planteado
la posibilidad de la existencia de cepas autoctonas propias de estas regiones en donde la
prevalencia de infecciones por el VHE podria ser superior a la considerada tradicionalmente
(Jameel 1999). Algunos de los paises europeos donde se han descrito casos de este tipo son:
Austria (Worm y col., 2000), Holanda (Widdowson y col., 2003), Italia y Grecia (Zanneti y
col., 1999; Schlauder y col., 1999), Francia (Mansuy y col., 2011), Reino Unido (Wang y col.,
2001). En Espafia también se han identificado cepas del VHE causantes de hepatitis agudas

(Pinay col., 2000).

En América Latina, la hepatitis E fue detectada por primera vez en dos pueblos rurales
ubicados en el sur de Ciudad de México en 1986 (Velazquez y col., 1990). En América del Sur,
se reportaron casos esporadicos, siendo los tres primeros encontrados en Brasil (en Salvador de
Bahia), pais de la region con el mayor registro de infecciéon por VHE (Parana y col., 1997,
Trinta y col., 2001, Lyra y col., 2005). En otro estudio se sugiere que la hepatitis E es endémica
en el sur de Chile, especificamente en grupos étnicos de bajo nivel sociocultural (Hurtado y
col., 2005). En Venezuela, se evidenciaron anticuerpos anti-VHE en el 1,6% de mujeres
embarazadas provenientes de Caracas, en el 3,9% en poblaciones rurales y en el 5,4% en
amerindios. Los autores del estudio sugirieron que Venezuela no parece ser un pais altamente
endémico para hepatitis E (Pujol y col., 1994). De igual manera, en 3 comunidades de la
poblacion indigena Yukpa, en el estado Zulia, se registro una prevalencia del 4,1 al 7,8 % de

hepatitis E (Blitz-Dorfman y col., 1996).
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En otra investigacion se encontraron IgM anti-VHE en 2 muestras de 317 (0,63%) sueros de
individuos con sintomatologia de entre 15 y 16 afios de edad y 1gG anti-VHE en 20 muestras de
317 (6,3%) sueros de los individuos evaluados, de los cuales 9 correspondian a 20 pacientes
con serologia positiva para el VHA (45%), evidenciando la existencia de coinfeccion hepatitis
AJE (Gutiérrez y col., 1999). En Uruguay, se detectd una prevalencia de anticuerpos anti-VHE
del 1,2%, mientras que en Nicaragua ésta variaba entre el 4,6% y el 8% (Pérez y col. 1996,
Cruells y col. 1997). En Cuba se ha reportado una prevalencia de 5,3% de hepatitis E en la
Habana (Quintana y col. 2005) y en Bolivia se han reportado prevalencias de anticuerpos anti-
VHE mas altas que en otros paises latinoamericanos (2-15%) y mas significativas en zonas
urbanas (48,7% en Cochabamba) que en areas rurales del altiplano y la Amazonia (19-20%)
(Ledn y col, 1999). En estas regiones aparecen casos esporadicos de hepatitis y brotes
epidémicos que se asocian mayoritariamente al consumo de agua contaminada con heces
(Schlauder y Mushahwar 2001, Van del Poel y col., 2001). La mayoria de estos brotes aparecen
en zonas rurales y se limitan a pocos individuos afectados (Worm y Wirnsberger, 2004), siendo
responsable de mas del 50% de las hepatitis agudas virales en muchos paises subdesarrollados

(Yarbough 1999).

Sin embargo, la enfermedad también puede aparecer en forma de brotes epidémicos,
principalmente en regiones o situaciones donde la contaminacion fecal de las fuentes de
suministro de agua para el consumo es frecuente, o después de desastres naturales u
operaciones militares, cuando grupos de refugiados se ven obligados a consumir el agua de

fuentes incontroladas (Jameel 1999, Worm y Wirnsberger, 2004).

2.7.2. Seroprevalencia en la poblacion

En todas partes se encuentran anticuerpos contra el virus de la hepatitis E pero las regiones de
Asia y Africa son consideradas areas endémicas, siendo la seroprevalencia entre individuos
sanos mas alta que en los individuos sanos de las regiones industrializadas. No obstante se
observa que los valores de seroprevalencia en estas zonas endémicas son mas bajos de lo que

se podria esperar, situandose entre un 3% y un 26% (Purcell, 1996). En menores de 10 afios la
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presencia de la inmunoglobulinas IgG anti-VHE es rara, mientras que los niveles aumentan
hasta un 10-40% entre adultos mayores de 25 afios (Arankalle y col., 1995). Pero, en Egipto y
en ciertas areas de la India se ha descrito que los niveles de 1gG anti-VHE en nifios menores
de 5 afios eran superiores al 60% (Aggarwal y col., 1997). En paises industrializados como
EEUU y algunos de Europa los valores de IgG anti-VHE oscilan entre 1 y 5% (Paul y col.,
1994), estos valores son altos si se acepta que los casos de hepatitis E son todos importados.
En Espafia, en un estudio de seroprevalencia donde se estudiaron 76 individuos sanos, fue del
5,5% (Buti y col., 1995), mientras que en individuos donadores de sangre fue de un 2,8%
(Mateos y col., 1999). En Carolina del Norte, en los Estados Unidos de América, la
seroprevalencia entre donantes de sangre oscilaba entre el 1,2 y el 1,4% (Mast y col., 1998),
mientras que en la ciudad de Baltimore los valores llegaban al 21% (Thomas y col., 1997). En
Japon se han encontrado niveles que varian entre un 1,9% y un 14,1% dependiendo de la
localizacion geografica (Li y col., 2000). Estos niveles podrian reflejar infecciones subclinicas
para el virus, o bien tratarse de reacciones cruzada con otros agentes (Aggarwal y

Krawczynski, 2000).

2.7.3. Vias de infeccion

La ruta fecal-oral es la via de transmision predominante del VHE (Mast y Krawczynski 1996,
Khuroo 2003). Esto se ha demostrado en experimentos con voluntarios humanos que
desarrollaron hepatitis tras ingerir filtrados procedentes de heces de pacientes con hepatitis E

(Balayan y col., 1983, Chauhan y col., 1993).

2.7.4. El agua como vehiculo de transmision

La via principal de transmision del VHE es el agua contaminada con heces. Muchas epidemias
se han presentado durante inundaciones, monzones o temporadas de lluvias, en donde el agua
residual se ha mezclado con las reservas de aguas potables (Smith 2001). Estas epidemias
también se ven favorecidas por circunstancias que impliquen acumulacion de una gran
cantidad de personas (campos de refugiados, barrios pobres de grandes ciudades) y una

inadecuada disposicion de las aguas fecales (Balayan 1997). En Vietnam e Indonesia algunos
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brotes de hepatitis E se han dado en comunidades que viven junto a rios, donde no existen
infraestructuras sanitarias o estas son inadecuadas. Corwin y col. (1999) relacionaron los altos
niveles de seropositividad del VHE en algunas de estas comunidades observando que usaban
el agua del rio para beber, cocinar y para la higiene personal; ademas la eliminacion de los

excrementos humanos se hacia en el rio.

Ademas algunos brotes epidémicos se han dado en los meses mas calurosos, cuando la
reduccion del caudal de los rios incrementa el riesgo de infeccion por el VHE. Asi mismo, se
observo una disminucion de la prevalencia de 1gG anti-VHE en aquellas areas donde el agua

de rio era hervida antes de usarla para beber o cocinar (Worm y col., 2002).

Algunos estudios han descrito la presencia de particulas virales o ARN del virus en aguas
residuales de ciudades y de mataderos de ganado porcino de paises industrializados, incluida
Espafia (Pina y col. 1998., Clemente y col. 2003). Sin embargo, estudios posteriores no han
confirmado que haya un riesgo de infeccidn a través de este tipo de aguas contaminadas por
este virus en paises industrializados. En un estudio realizado en los Estados Unidos, no se
detecto el VHE en aguas de consumo ni en aguas superficiales recogidas de granjas de cerdos
que estaban afectados por el VHE (Kasorndorkbua y col., 2005). Esta discrepancia de
resultados puede reflejar la dificultad que entrafia la deteccion de patdgenos en muestras de
aguas, donde normalmente se encuentran muy diluidos, y pone de manifiesto la necesidad de
llevar a cabo estudios sistematicos que permitan determinar con claridad el riesgo que pueden

representar estas aguas contaminadas en los paises no endémicos.

2.7.5. Transmision por alimentos

Los alimentos mal lavados o la preparacién de la comida con agua contaminada o manipulada
por individuos infectados con el virus de la hepatitis E, pueden convertirse en una via de
transmision de la infeccion, llevando a la aparicion de brotes de hepatitis E, especialmente si
la comida se consume sin cocinar y si ademas no se guardan las medidas higiénicas
apropiadas. De cualquier modo, los casos de hepatitis E agudas asociados al consumo de

alimentos son escasos. Algunos autores (Cacopardo y col., 1997, Tei y col., 2003) describen
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casos de infeccién por VHE causados por el consumo de alimentos contaminados, como
moluscos o carne cruda de posibles reservorios animales. También se ha descrito un caso de
hepatitis E posiblemente asociado a la ingestion de una hierba medicinal de origen chino

(Ishikawa y col., 1995).

Otro brote ocurrido en Sicilia (Italia), se atribuyé al consumo de marisco contaminado
(Cacopardo y col., 1997). Mas recientemente, algunos casos de hepatitis esporadica aguda o
fulminante, ocurridos en Japon han sido relacionados con el consumo de higado de cerdo y

carne de jabali crudas (Yazaki y col., 2003, Li y col., 2005).

La demostracion definitiva del riesgo de infeccion que puede representar la comida fue
aportado por el estudio realizado por Tei y col. (2003), donde se describen varios casos de
hepatitis E aguda tras el consumo de carne cruda de ciervo infectado por el VHE. En este
estudio, 4 de los 5 individuos que consumieron la carne infectada presentaron hepatitis,
mientras que los 3 miembros restantes de la familia, que no la habian consumido, no se
Ilegaron a infectar. Ademas, el Unico nifio que no se infectd a pesar de haber comido carne de
ciervo declaré haber ingerido una porcion muy pequefia, lo que apoya la teoria de que la
infeccion por el VHE es dependiente de la dosis. Los analisis de la secuencia del VHE
obtenidas de los pacientes y de la carne de ciervo que sobré y que se guardd congelada

mostraron, en la mayoria de los casos, un 100% de homologia genémica.

2.7.6. Transmision de persona a persona

La incidencia de transmision horizontal de persona a persona es baja (Aggarwal y Naik 1994.,
Bile y col., 1994). Los casos documentados de pacientes con VHE entre miembros de una

misma familia suponen entre el 1 y el 2% del total de casos descritos (Aggarwal y Naik 1994).

En casos epidémicos por contaminacion de agua el papel de la via persona-persona no es muy
relevante, ya que la exposicion de la poblacién al patdgeno es generalizada (Rab y col., 1997;
Khuroo y col., 2004), pero en infecciones esporadicas esta via de transmision si es importante.
Khuroo y Dar (1992) observaron que el indice de afectados por el contacto doméstico con un

enfermo de hepatitis E era de un 29%. En cuanto a la transmision de persona a persona en
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hospitales, los datos disponibles son contradictorios, tanto sobre la incidencia de la infeccion
por el VHE en pacientes hospitalizados como en la poblacion con riesgo de infeccion a través
de sangre contaminada (Smith 2001). En Sudéafrica, 3 miembros del personal sanitario de un
hospital desarrollaron hepatitis E tras atender a un paciente con fallo hepéatico fulminante por
el VHE (Robson y col., 1992). En Espafia, los datos obtenidos en varios estudios no han
encontrado diferencias significativas entre los pacientes sanos y los pacientes con riesgo de

adquisicion de infecciones por via sanguinea (Buti y col., 1995, Mateos y col., 1999).

2.7.7. Transmision por otras vias

La transmisién del VHE por via parenteral no esta clara. Psichogiou y col. (1996) describieron
una mayor seroprevalencia por el VHE en enfermos que necesitan hemodialisis respecto a los
donantes, aunque otros estudios no encuentran ninguna diferencia entre los dos grupos.
Mientras que Arankalle y Chobe (1999) detectaron el genoma del VHE mediante RT-PCR en
el suero de donantes sin evidencias de que los receptores desarrollaran la enfermedad. Khuroo
y col. (2004), en un estudio retrospectivo en la India, encontraron marcadores de infeccién
aguda por el VHE (IgM y ARN) en un 43,3% de los pacientes que habian recibido
transfusiones sanguineas 3 meses antes del analisis, en comparacion con el 2% encontrado en
individuos sanos que nunca habian recibido transfusiones de sangre. Hay evidencias de la
transmision vertical del VHE. Los datos de la tasa de transmision del VHE de madre a hijo,
aunque variables, son en general elevados (del 30- 100%) (Aggarwal y Naik, 1994, Kumar y
col., 2004), y se ha descrito que hasta dos tercios de las mujeres embarazadas infectadas
podrian sufrir partos prematuros, con una elevada mortalidad neonatal (Previsani y Lavanchy.,
2001). Khuroo y col. (1995). La detectaron ARN del VHE en muestras de sangre de recién
nacidos una vez que la viremia materna habia resuelto. Kumar y col. (2001) observaron que el
100% de los neonatos de madres a las que se les habia detectado ARN del VHE presentaban

infeccion y sintomas clinicos.

Montella y col. (1994) Observaron que los hombres homosexuales con el virus de la

inmunodeficiencia humana presentaban una mayor probabilidad de ser también positivos a las
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infecciones por VHE que los hombres homosexuales sin el Virus de Inmunodeficiencia
Humana. Otros estudios no encontraron ningln incremento del riesgo de padecer la infeccion

por el VHE en grupos de pacientes afectados por el VIH (Bissuel y col., 1996).

2.7 8. Caracteristicas epidemioldgicas de la hepatitis E

Existen dos rasgos de la epidemiologia de la hepatitis E Gnicos: la alta incidencia de la
infeccion en adultos y la elevada incidencia de hepatitis fulminante con muerte subsecuente en
las mujeres gestantes afectadas. La enfermedad puede variar de un rango de severidad
subclinica a fulminante en el 0,5-3%. Estos antecedentes se emplearon como instrumento para

el reconocimiento de la hepatitis E como una enfermedad nueva (Nanda y col., 1994).

El resumen de las caracteristicas epidemiologicas basicas de la infeccion por VHE es (Worm y
col., 2002, Mast y Krawczynski, 1996):

e Transmision fecal-oral.

o Brotes epidémicos asociados a agua contaminada en areas con condiciones sanitarias
deficientes.

e Mayor tasa de afectados entre jovenes y adultos, de entre 15 y 40 afios.

e Mayor tasa de mortalidad en mujeres embarazadas (especialmente durante el 3er
trimestre).

e Baja seroprevalencia (IgG anti-VHE) en zonas con brotes y casos esporadicos de
hepatitis E.

e Baja tasa de transmision por contacto persona-persona, falta de secuelas o cronicidad.

El virus es cominmente detectado en personas entre 15 y 40 afios de edad y en los nifios, la
infeccion por VHE es poco frecuente y a menudo no presenta sintomas (Moraes y Dutra 2002.,

Acharya y Panda., 2006).

La severidad de las infecciones por el VHE es moderada y se considera mayor que la de las
infecciones por VHA. La mortalidad de la hepatitis E varia ampliamente, en una proporcion de
0,4 a 4%, considerablemente alta en comparacion con el 0,2% de la hepatitis A (Yayli y col.,
2002).
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El virus de la hepatitis E causa grandes brotes de hepatitis viral (Nanda y col., 1994), los cuales
son mas comunes en aquellas partes del mundo con climas calientes y escasos en regiones con
climas templados (Berke y Matson 2000), como en el caso de México (Tavera y Richheimer
2008), donde el agua contaminada es la via de transmision, infectando principalmente a adultos

jévenes.

Por lo general, las epidemias de hepatitis E ocurren cuando se espera que la contaminacion sea

maxima, es decir, durante los meses de invierno y los periodos de fuertes lluvias.

El VHE produce una infeccidn de amplia distribucién mundial, especialmente en paises en vias
de desarrollo, presentandose en cualquiera de sus tres formas: epidémica, brotes aislados 0

infecciones esporadicas (Tanno y Hay 2005).

Aproximadamente, un 20% de la poblacion mundial proveniente de areas endémicas se ha
infectado con el virus de la hepatitis E (VHE) (CDC, 2011). Entre estas regiones se encuentran:
el sudeste Asiatico, Asia Central, Africa del Norte, Este y Occidental, América del Norte
(México) y algunas regiones de Centroamérica. Las epidemias de la mayoria de estas regiones
han sido confirmadas seroldgicamente como hepatitis E. La primera epidemia de esta infeccion,
ocurrio en la India (Nueva Delhi) en 1955, cuando 29.000 casos de hepatitis se identificaron
después de la contaminacion fecal, diseminada ampliamente en el agua de consumo de la
ciudad. Entre 1955 y 1956, se observaron presuntas epidemias de hepatitis E en la Union
Soviética y el sudeste Asiatico incluyendo Birmania y Nepal (Myint y col., 1985; Hillis y col.,
1973).

2.7.8. Diagnostico Tradicional para la deteccion del Virus de la
Hepatitis E
El diagnéstico de la infeccion se realiza normalmente mediante la determinacion de
anticuerpos especificos anti-VHE (isotipos IgM e IgG) en el suero del paciente.

Las pruebas serologicos de inmunoensayo enzimatico (ELISA) son las técnicas mas

desarrolladas que actualmente se utilizan. Estas pruebas utilizan proteinas estructurales del
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ORF2 y ORF3 de las cepas virales recombinantes del VHE de los prototipos birmano y
mexicano. Ghabrah y col. (1998), en un estudio comparativo de pruebas diagndsticas,
observaron que aquellas que utilizaban antigenos recombinantes derivados de la ORF2 eran
mas sensibles para detectar inmunoglobulinas 1gG e IgM anti-VHE que los que utilizaban
proteinas derivadas de la ORF3. Ademas, cuanto mas larga era la proteina, tanto del ORF2

como del ORF3, mas sensible era la prueba.

La presencia de anticuerpos anti-VHE isotipo IgM evidencia una infeccion aguda por el VHE,
mientras que los anticuerpos anti-VHE isotipo IgG son un marcador de infeccion presente o

pasada por el VHE.

Se ha sugerido que debido a que la fase aguda de la hepatitis E es de corta duracion, se
investigue solo los anticuerpos IgG anti-VHE a nivel diagnostico por ser este marcador de

aparicién precoz y mantenido en el tiempo (Ke y col., 1996).

En otros estudios comparativos de los diferentes tests ELISA y Western Blot utilizados
habitualmente por los laboratorios en muestras de suero, mostraron que la sensibilidad variaba
entre un 17% y un 100%, y que la concordancia entre las pruebas variaba entre el 0 y el 89%
(Mast y col., 1998). Este estudio sugiere que las diferentes pruebas disponibles actualmente
para la deteccién de anticuerpos contra el VHE son utiles cuando se aplican en pacientes con
hepatitis agudas, sobre todo en las zonas consideradas endémicas, pero la interpretacion de los
resultados obtenidos en estudios de seroprevalencia es cuestionable (Aggarwal y Krawczynski
2000).

El diagnostico en las infecciones por el Virus de la Hepatitis E se ha realizado también por
visualizacion de las particulas viricas, presentes en el suero o en las heces de pacientes
infectados, por medio de la microscopia inmunoelectronica. Este es un método muy
especifico, pero caro y poco sensible, que requiere de un operador altamente entrenado
ademas de utilizar mucho tiempo y cantidades considerables de antigeno y anticuerpo, por lo

que actualmente ya no se utiliza para el diagndstico (Quintana y Gonzalez 2003).
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El desarrollo de las técnicas de deteccion molecular permitio la aparicion de una nueva técnica
de diagndstico, la amplificacion por RT-PCR del genoma del VHE, que permite determinar su
presencia 0 ausencia en muestras de suero, alimentos, agua o heces. Esta es una técnica cara,
pero muy sensible, que se puede utilizar como prueba confirmativa, aunque requiere especial
atencion en el transporte, manipulacion y conservacién de las muestras. (Aggarwal y

Krawczynski 2000).
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METODOLOGIA:

3.1. Ambito territorial del estudio y caracteristicas de la poblacién porcina.

Todas las muestras incluidas en el estudio fueron obtenidas dentro del Estado de Nuevo Leon,

México.

El Estado de Nuevo Ledn, se localiza en la region Noreste de México, cuya capital es la
ciudad de Monterrey, N.L., esta situado en el extremo Noreste de la Republica Mexicana. Se
localiza entre los paralelos 23°10'00" y 27°47'30" de latitud Norte y entre los 0°42'16" al
Oriente y 2°5'5" al poniente del meridiano los 98°24'38" y 101°12'9" de longitud Oeste del
meridiano de Greenwich. Limita al Norte con la parte Noreste del estado de Coahuila, la parte
Sur del Estado de Texas de los Estados Unidos de Ameérica, en la zona fronteriza del
municipio de Anahuac en la congregacion Colombia y con el Estado de Tamaulipas; hacia el
Oeste limita con Coahuila, San Luis Potosi y con Zacatecas; al Sur comparte todo su limite
oriental con San Luis Potosi y Tamaulipas. La superficie de Nuevo Leén es de 64,555 km?;
mide 509 km en su parte mas larga de Norte a Sur y 269 km en su parte mas ancha de Este a

Oeste.

Tiene la forma de un poligono irregular y alargado y su extension ocupa el décimo tercer lugar
en México. En Nuevo Ledn se tienen registradas un total de 86 granjas de cerdos, con
alrededor de 231,407 cerdos en total y distribuidos en entre las diferentes fases de desarrollo
(iniciacidn, crecimiento, finalizacion, vientres, lactancia y verracos). Las granjas porcicolas
del Estado se caracterizan por la mediana tecnificacion de sus procesos productivos y se
distribuyen en total en 20 municipios del estado (Tabla 3 y figura 3). Cerca de 30 granjas se
encuentran en municipios ubicados dentro o alrededor del area metropolitana de Monterrey,
N.L. y la mayoria de la faenizacion se realiza en rastros Tipo Inspeccion Federal (TIF)

localizados dentro de la zona metropolitana.
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Tabla 3 Niimero de cabezas de ganado de las granjas de cerdos del Estado de Nuevo Leon, México, y su localizacién
geografica

Municipio ’ Numero de Total de
Granjas animales
Texas
Allende 7 19177 Coahuila Estados Unidos
Apodaca 2 5800 de América
Cadereyta 16 71092
Cerralvo 2 717
Ciénega de Flores 1 4506
Dr. Coss 1 2710
Dr. Gonzalez 8 34711
El Carmen 1 1128
Garcia 1 4320
General Teran 2 2804
General. Zuazua 10 24899
Juarez 3 3697
Los Ramones 4 4043 Tamalipas
Marin 3 1573 .
Mina 1 773 & 7
Montemorelos 7 14114 SiGat SRS
Pesqueria 5 12693
Sabinas Hidalgo 4 6595
Salinas Victoria 7 13074
Santa Catarina 1 2573
Total de Granjas 86
Total de animales cerdos 231,407

Figura 3. Posicién geogrifica relativa del Estado de Nuevo Leén, México y ubicaciéon de los municipios muestreados y
con mayor proporcién de granjas de cerdos. Fuente: Corporacion para el Desarrollo Agropecuario con datos de la
Direccién Pecuaria de la CDANL y de la Unién Regional de Porcicultores de Nuevo Ledn

http://www.camponl.gob.mx/oeidrus/direcgranjasporni.htm

En el estado de Nuevo Ledn también ocurre una poblacion no cuantificada de jabali (Sus
scrofa scrofa) y cerdo (Sus scrofa domesticus) silvestre o feral ya sea deambulando libremente
0 ubicados en ranchos cinegéticos. En las zonas rurales de Nuevo Ledn y zona Noreste del
pais es comun la presencia de cerdos de traspatio, que son alimentados en la mayoria de los

casos con desperdicios de cocina y criados con baja tecnificacion.

3.2. Plan de trabajo.

El desarrollo del presente estudio fue llevado a cabo en cinco fases.

e La Primera fase consistié en desarrollar los experimentos necesarios para poner a punto la

técnica RT-PCR para la deciétecn del VHE. Esta fase fue realizada en el Laboratorio de
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Virologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
Autonoma de Nuevo Leon.

e La Segunda fase fue llevada a cabo para determinar la presencia del VHE en el rastro
municipal de Monterrey, N.L. mediante la deteccién molecular a través de la técnica de
RT-PCR semi-anidado a partir de muestras de higado y excretas de cerdos faenados.

e La Tercera fase consistio en el analisis de excretas fecales porcinas obtenidas a partir de
granjas de cerdos de Nuevo Ledn que resultaron positivas en la segunda fase del estudio,
para determinar la presencia del HEV mediante la técnica de RT-PCR semi-anidado.

e La Cuarta fase consistidé en un muestreo aleatorio y analisis posterior de tejido de higados
frescos comercializados en carnicerias y centros de venta de diferentes municipios para
determinar la dispersion del HEV en estos productos en el Estado de Nuevo Ledn.

e La Quinta fase consistio en la caracterizacion de las cepas aisladas/detectadas selectas del
virus mediante el anélisis de su secuencia genética y su filogenia para determinar los

genotipos circulantes del VHE en el Estado de Nuevo Ledn, México.

3.3. Toma de muestras y envio al laboratorio

En la segunda fase del estudio se recolectaron un total de 87 muestras tomadas al azar, de
cerdos de entre 5 y 6 meses de edad procedentes de las diferentes granjas porcinas y faenados
en el rastro municipal de Monterrey, N. L., especializado en cerdos con la categoria de “Tipo
Inspeccion Federal” (TIF). Estas muestras procedieron de 25 granjas porcicolas de 12
municipios del Estado de Nuevo Leon (Tabla y Figura 4). Las muestras se tomaron
aleatoriamente siguiendo el sistema de numeros aleatorios indicado en la Norma Oficial

Mexicana NOM-004-Z00-1994 (www.senasica.gob.mx). De los animales seleccionados se

tomaron los siguientes tipos de muestras: higado y heces. Una vez que se obtuvieron las
muestras, estas se colocaron en bolsas de polietileno que fueron selladas y depositadas en
hieleras comunes de poliestireno, conteniendo gel refrigerante, para ser transportadas al

laboratorio de Virologia Veterinaria de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia.
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Tabla 4. Relacion de las granjas de origen de los higados muestreados en el rastro TIF del Municipio de Monterey,

N.L.
Municipio Granja No. de Total
Animales
1 Allende Perseverancia 80
La Esperanza 46
Santa Ménica 60
2 Cadereyta Ericka 180 556
La Prieta 240
Granja ABC 30
3 Ciénega de Flores El Puente 40 40
3 El Tropezo6n 240
4 Dr. Gonzalez Las TrZs c 432 672
La Paz 11
> Escobedo Gran (S/Nombre 11 22
6 Juarez Carmen 20 20
El Arco 17
7 Montemorelos Los 3 Cochinitos 20 37
Grupo 83 920
8 Pesqueria, Cochinitos 20 175
El Aguacate 65
9 Salinas Victoria 2;?;20.;“ ;(5) 95 Tamaulipas
10 Santa Catarina El Palmar, 47 47
11 Los Ramones Terca 40 40
E(! Machaco 39
1" de Marzo 70
12 Zuazua Santa Teresita 50 199
Los Caballos 40
Total 1983

Figura 4. Ubicacién geografica en los Municipios en el Estado de Nuevo Leén, México de las granjas donde procedian
los cerdos para el rastro.

En la tercera fase del estudio se muestreo la poblacion de cerdos reconocida como la fuente
primaria de contaminacion. En esta etapa se recolectaron 233 muestras de materia fecal de
cerdos de distintas etapas de desarrollo (iniciacion, crecimiento, finalizacion, gestaciéon y
lactancia). Las muestras fueron obtenidas de 26 granjas porcinas localizadas en 13 municipios
del estado de Nuevo Ledn, México (Tabla y Figura 5). Las muestras se tomaron azar a partir
de 5-10 animales de un corral de la granja siguiendo el sistema de nimeros aleatorios indicado

en la Norma Oficial Mexicana NOM-004-Z0O0-1994 (www.senasica.gob.mx) como fue
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sefialado previamente. Las muestras obtenidas se enviaron en condiciones de refrigeracion al
laboratorio en un plazo no mayor de 12 horas posteriores a la colecta.

Una vez obtenidas las muestras, se colocaron individualmente en una bolsa de polietileno
transparente (plastico). Cada bolsa fue identificada con los siguientes datos: Tipo de producto,
Numero de lote, Fecha de colecta, nombre de la granja, ubicacion e iniciales de quien obtuvo
la muestra. Una vez realizado lo anterior, todas las bolsas se colocaron en otra bolsa de
plastico transparente, de la que se extrajo el aire residual sellandola con cinta adhesiva. La
bolsa se depositdé en una caja de unicel acompafiadas de refrigerantes o hielo seco
manteniendo las muestras a temperatura de congelacion (£-20° C). La caja, se sell6 con cinta
adhesiva en la superficie de la caja y se adhirié una etiqueta con los datos del remitente:
Granja y Direccion con cddigo postal. Las muestras después de colectarse y empacarse, se

enviaron al laboratorio de Virologia Veterinaria de la FMVZ UANL para su analisis.

Tabla 5. Relacion de las granjas de los diferentes Municipios del Estado de Nuevo Leén de donde se recolectaron
muestras de excretas porcina

Allende

Cadereyta Jiménez

Ciénega de Flores

Garcia

General Teran

Judrez

Linares

Mina

o R | | | B W N -

Montemorelos

[
=

Los Ramones .
Tamaulipas

[y
[

Salinas Victorias
Hidalgo
Vallecillo

o
[\°]

p—
w

Figura 5 Localizacién geografica de las granjas en el Estado de Nuevo Leén, México donde se recolectaron las
muestras de Heces.

En la cuarta fase del trabajo se obtuvieron un total de 50 higados de cerdo obtenidos de 20

carnicerias distintas localizadas en 10 municipios cercanos al area metropolitana de Monterrey
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(Tabla y Figura 6). Cada una de estas muestras consistio en £ 500 gr de higado de cerdo
proporcionado directamente por el carnicero en cada establecimiento. Las muestras se

enviaron en condiciones de refrigeracion como fue sefialado previamente en la fase 2.

Tabla 6. Relacion de los puntos de venta (carnicerias) de los diferentes municipios del estado de Nuevo Leén de donde
se obtuvieron muestras de higado destinadas a consumo humano y su localizacion geografica en el estado de Nuevo
Ledn, México.

1 Cadereyta Jiménez 3
2 Cerralvo 2
3 Ciénega de Flores 3
4 Garcia 1
5 General Trevifio 2
6 Montemorelos 3
7 Los Ramones 1
8 Sabinas Hidalgo 1
9 Salinas Victoria 2 Tamaulipas
10 Vallecillo 2
o2 13 184 2

Figura 6. Localizaciéon geogrifica de los diferentes municipios en el Estado de Nuevo Leén, México donde se
encuentran los puntos de venta (carnicerias) donde se obtuvieron muestras de higado destinadas para consumo
humano.

3.4. Procesamiento de las muestras

El procesamiento de las muestras se realizd en el Laboratorio de Virologia Veterinaria de la
FMVZ-UANL. El manejo de las muestras en todas y cada una de las etapas del proceso de
diagnostico fue llevado a cabo bajo campana de seguridad bioldgica (Termo Scientific 1300
series A2, EEUU) con el propdsito de evitar contaminaciones entre muestras y al personal de
trabajo del laboratorio. Una parte del tejido hepatico de alrededor de 500 mg fue separado y
colocado en tubos de plastico tipo Eppendorf de 2 ml para su posterior uso en la técnica de
RT-PCR. Otra parte del tejido de cerca de 20 gramos distribuidos en partes de cerca de 1 cm?
fue conservado en formol amortiguado (Bio Basic Inc., Canadd) al 10% para su eventual uso

en estudios de histopatoldgicos en caso necesario.
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3.5. Extraccion del ARN virico de muestras de tejido hepatico.

Para la extraccion del ARN viral del tejido hepéatico se colocaron en un mortero limpio y
estéril, aproximadamente 150 mg de tejido y se maceraron manualmente en presencia de
nitrégeno liquido por 2 minutos. Se obtuvo el ARN total de la muestra con la ayuda del
estuche comercial TRIzol® Reagent, siguiendo las recomendaciones del fabricante

(www.lifetechnologies.com) y basado en el método descrito por Chomczynski (1993).

Al tejido macerado se le adiciond 1 ml de TRIzol® Reagent sobre el mortero y se incubé por
un espacio de 10 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se transfirié la
mezcla a un tubo de polipropileno y se le adicionaron 200 pl de cloroformo (Bio Basic Inc.).
La suspension fue mezclada mediante agitacion suave, seguido de una etapa de incubacion por
15 segundos a una temperatura de 30° C. Enseguida los tubos con la mezcla fueron
centrifugados a 15.680 g durante 15 minutos a 4° C (Lambet Z300K International inc.,
Alemania). La fase superior o sobrenadante fue transferida con sumo cuidado a un tubo de
polipropileno de 2 ml, a la que se le adicion6 500 pl de isopropanol (Bio Basic Inc.) y fue
mezclado mediante agitacion suave. Los tubos se incubaron durante 15 min a 25° C y
transcurrido ese tiempo, se volvieron a centrifugar a 15,680 g a 4° C. Después de ésta Ultima
centrifugacion se elimino el sobrenadante y el precipitado restante se lavo con 1ml de etanol
(Bio Basic Inc.) al 75%. Se repitié la centrifugacion por espacio de 5 minutos a 4° C. Después
de este tiempo se extrajo el sobrenadante y se retird el exceso del etanol por inversion del tubo

sobre una toalla de papel absorbente durante algunos minutos.

Posteriormente el ARN del precipitado se resuspendio en un volumen final de 30ul de agua
tratada con dietil pirocarbonato grado de biologia molecular (UltraPure™ DEPC-Treated
Water Invitrogen™, EEUU). De cada muestra se tomo una alicuota de un pl para determinar
la cantidad y pureza del ARN total mediante espectrofotometria a un rango de absorbancia de

Azs0/Azg0 (Epoch™ Microplate Spectrophotometer, Biotek; EEUU, www.biotek.com). Las

muestras cuantificadas fueron conservadas a —70° C hasta su uso en las reacciones de RT-

PCR.
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3.6. Extraccion de ARN total de heces de cerdos en suspension

La extraccion del ARN total de las heces de cerdos fue llevada a cabo de manera similar a la
extraccion a partir del higado porcino usando el estuche comercial TRIzol® Reagent

(www.lifetechnologies.com). Previo a este proceso se prepar6 una suspension de heces al 10%

al mezclar un gramo de materia fecal con 9 ml de solucion salina de tampén fosfato (PBS)
(Bio Basic Inc.) estéril. La mezcla fue homogenizada en un tubo de polipropileno conico de 15
ml con la ayuda de un agitador mecanico. Después de esta fase de homogenizacion la mezcla
fue sujeta a centrifugacion a 3,000 g durante 15 minutos a 4° C. El sobrenadante clarificado
fue obtenido cuidadosamente vy filtrado a traveés de una membrana de Polietersulfona (PES)
con diametro de poro de 0.45 um (Millipore Bedford, MA, EEUU). Posteriormente, el filtrado
se concentrd alrededor de 10 veces usando una membrana Céntrico No. 10 (Filtrer Amicon,

Alemania). El retenido fue conservado a -70° C hasta su posterior analisis.

Para la extraccion del ARN total se mezclaron 750 pl de reactivo de TRIzol® Reagent
(Invitrogen) y 250 pl del extracto filtrado y concentrado de las heces de cerdos a un tubo de
microcentrifuga estéril de 1,5 ml. La mezcla se incub6 a temperatura ambiente durante 5
minutos. Posteriormente, se afiadid a la mezcla 200 pl de un mix que contenia fenol,
cloroformo y alcohol isoamilico (Invitrogen) en una proporcion (25:24:1 v/v) y a continuacién
se centrifugo a 15,680 g durante 15 min a 4° C (Lambet Z300K). Posteriormente, la fase
acuosa incolora superior se transfirié a otro tubo y la misma se le adicionaron 500 pl de
alcohol isopropanol (Bio Basic Inc.). Se mezcl6 manualmente e inmediatamente los tubos
fueron centrifugados a 15,680 g durante 10 minutos a 4° C. El precipitado resultante fue
lavado secuencialmente primero con 1 ml de etanol al 75% (Bio Basic Inc.) y luego con 500
ul de etanol al 100% con una etapa intermedia de centrifugacion a 15,680 g durante 2 min y
desechando el sobrenadante en cada etapa. Al final, se descarto el alcohol sobrenadante y los
tubos fueron colocados en un angulo de 90° sobre un papel absorbente y se permitio que se
secara al aire. El pellet resultante fue resuspendido en 6 ul de agua estéril destilada libre de

RNasa y DNasa (MQ agua desionizada Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) (Ver anexo 2).
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La concentracion y pureza del ARN fue determinado como se sefiala en la seccidn precedente
con el uso de un espectrofotometro a un rango de absorbancia de Ajso/Azso (Epoch™

Microplate Spectrophotometer, www.biotek.com). Todas las muestras fueron inmediatamente

conservadas a —70° C hasta su uso posterior en las reacciones de RT-PCR.

3.7. Deteccion del VHE por RT-PCR

Para determinar la presencia de secuencias genéticas del VHE en las muestras, se realizé la
técnica de RT-PCR semi-anidada descrita por Martin y col (2007) con ligeras modificaciones.
Los oligonucledtidos y su secuencia fueron VHE-F1= TTVGGGCTYCTYGACTTTGC,
VHE-R1= CCRCCRAGAAGYGTATCAGC y VHE-R2= CCRCGRCCCACCTCACCAAC
(Donde: V=A0Co0G;Y=CoT;R=A0G). Los oligonucledtidos se unen a regiones
altamente conservadas dentro de la ORF-2 y amplifican un fragmento de 212 pb dentro del
gen que codifica para la proteina de la capside del HEV y potencialmente pueden identificar
cepas del HEV genéticamente diversas (Martin y col., 2007). La sintesis del ADN de la
secuencia blanco seleccionada del HEV fue realizada con RT-PCR en una sola etapa con la
ayuda del estuche comercial SuperScript® Il One-Step RT-PCR System with Platinum® Taq

DNA Polymerase (Invitrogen, www.lifetechnologies.com), referida de aqui en adelante como

SuperScript® 111, y siguiendo las recomendaciones del fabricante con ligeras modificaciones.
En primera instancia se realiz6 un RT-PCR y PCR semi-anidado en gradientes de temperatura
para determinar la temperatura optima de unién de los oligonucleétidos. Las temperaturas
analizadas fueron 44.4° C, 45.3° C, 46.0° C, 48.0° C, 50.2° C, 52.4° C, 53.4° C, 55.3° C, 57.0°
C, 58.5°C, 58.9° C, 59.4° C. Para estos y todos los ensayos posteriores la reaccion de PCR fue
realizada a 35 ciclos. Para la RT-PCR se mezclaron en un tubo de reaccién 0.5 pl de HEV-F1
(50 uM/ul), 0.5 pl de HEV-R1 (50 uM/ul), 8 ul de agua mili Q y 5 pl del extracto de ARN de
cada una de las muestra a cada uno de los tubos. La mezcla fue incubada durante 6 min a 94°
C y subsecuentemente a 4° C por 30 s, en este tiempo a cada tubo se agregd 36 pl de una
preparacion que contenia 25 pul de mezcla de reaccion 2X (amortiguador que contiene 0.4 mM
de cada dNTP, 3.2 mM MgSO,), 1 pl de SuperScript® 11l y 10 pl de agua mili-Q (mezcla
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conocida como mix para HEV). Después de realizar la RT-PCR y PCR semi-anidada de
gradientes se escogio la temperatura de 48° C para la union de los oligonucleotidos dado que a
esta temperatura se observaron bandas del tamafo esperado de 212 pb con suficiente nitidez
en los agarosa. Subsecuente a la determinacion de la secuencia de nucleétidos (ver Tabla 7),
de dos de los productos de PCR obtenidos se determind que correspondian a las secuencias del
HEV acorde a secuencias genéticas depositadas en el banco de Genes (GenBank®,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) usando el programa “nucleotide blast” del algoritmo

BLAST® (http://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Los ensayos subsiguientes de RT-PCR y

PCR-semi-anidado fueron realizados usando una de estas muestras como control positivo de

reaccion.

Tabla 7 Condiciones de gradientes de temperatura y fases de la RT-PCR empleadas para amplificar un fragmento
genético (parte del gen ORF-2 del Virus de la Hepatitis E a partir de muestras de porcino.

Temperaturas ‘ ciclos
Desnaturalizaciéon | 94°C 3 min | 94°C 4 min 94°C 6 min 1
Enfriamiento 4°C 30s 4°C 1min 4°C 2 min
Transcripcion 50 °C 30 min 1
Desnaturalizacion | 94°C 30s 94°C 1 min 94°C 2 min
Desnaturalizacion 94°C 50s
Alineacién 45.3°C 30 46.0°C 30s 48°C 30s 50.2°C 30s 35
Amplificacidn 72°C 60s
Elongacion final 72°C 7 min 1

3.8. PCR semi-anidado para VHE.

Para la amplificacion de VHE por PCR semi-anidado se utiliz6 el estuche comercial

Platinum® PCR SuperMix (Invitrogen, www.lifetechnologies.com) con ligeras modificaciones
a las recomendaciones del fabricante. En breve, se mezclaron 45ul de Platinum® PCR
SuperMix (22 U/ pl de Tag DNA polimerasa unida un anticuerpo anti-Taq Platinum®, 22mM
Tris-HCL [pH 8.4], 55mM KCI, 1.65 mM MgCl,, 220 uM de cada dNTP), 0.50 pl del
oligonuclettido VHE-F1 (50uM), 0.50 ul de oligonucleotido VHE-R2 (50 uM) y 4 ul del
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Producto del RT-PCR de la primera ronda de reaccion. La mezcla fue sometida un ciclo de
94° C 50 s, seguido de 35 ciclos a 94° C 50s, 48° C 30 s, 72° C 1min y un ciclo final de 72° C
durante 7 min. Todos los ciclos de temperatura para llevar a cabo las reacciones de la RT-PCR
semi-anidada fueron efectuados en un termociclador de gradientes automatico (MAXYGEN
Thermal Cycler, AXYGEN Scientific, Inc.) (Ver Tabla 8). Los productos de la PCR fueron
separados mediante electroforesis a 100V, 40mA, durante 45 minutos en gel de agarosa al
1.5% elaborado con solucién amortiguadora de Tris-acetato-EDTA (TAE). La determinacion
del tamafio del ADN copia (ADNc) fue establecido al comparar los productos de la PCR
contra un marcador de peso molecular (100 bp ladder DNA marker, Axygen Biosciences) y
bajo previa tincion con bromuro de etidio, visualizados con una cdmara de luz ultravioleta y
con la ayuda del programa MultiDoc-1t™ Imaging System (www.uvp.com). El tamafio del
producto esperado fue de 212 pb. En cada ensayo de RT-PCR se incluy6 agua como control
negativo. El control positivo de reaccion fue una muestra de higado que resultd positiva al

HEV mediante secuenciacion, obtenida en el presente estudio.

Tabla 8 Condiciones de gradientes de temperatura y fases del PCR empleadas para amplificar un fragmento genético
(parte del gen ORF-2 del Virus de la Hepatitis E a partir de muestras de porcino.

Desnaturalizacion | 94°C 30s 94°C 50's 94°C 2 min 1
Desnaturalizacién 94°C 50s
Alineacién 45.3°C 30s 46.0°C 30s 48°C 30s 50.2°C 30s 35
Amplificacién 72°C 60s
Elongacion final TOE T 1

3.9. Purificacion de los productos amplificados a partir de geles de agarosa

Los productos amplificados del VEH se purificaron a partir de geles de agarosa con la ayuda

del estuche comercial PureLink® Quick Gel Extraction (www.invitrogen.com) de acuerdo a

las condiciones descritas por el fabricante. Posteriormente, el ADN purificado fue cuantificado

con la ayuda de un espectrofotometro (Epoch™ Microplate Spectrophotometer, Biotek;
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Estados Unidos) a una longitud de onda de 260 / 280 nm. La cuantificacion se realiz
utilizando 2 pl del extracto de ADN en cada uno de los 16 pocillos de una microplaca (Take3
Micro-Volume Plates de Biotek). El calculo se realizdé usando un software para Analisis de
Datos (Gen5™ Bio Tek, Estados Unidos) que permite que el ADN se cuantifique
rapidamente, realizando los célculos y exportando los resultados a una hoja de calculo de
Microsoft Excel (La medida de la absorbancia a ambas longitudes de onda permitio saber el
grado de pureza de la preparacion de DNA, mientras que la medida a 260 nm permitio

cuantificar la cantidad de DNA de cada muestra).

Se realiz6 también la secuenciacion de los productos purificados utilizando el kit bigDye
Terminator v3.1 Secuencing kit (Abi Prism, EEUU) en un secuenciador Genetic Analyzer 310
(Abi Prism). Las secuencias obtenidas fueron comparadas con las base de datos del GenBank
(es parte de la colaboracion de bases de datos de secuencias de nucle6tidos Internacional, que
comprende el Banco de Datos de ADN de Japon (DDBJ), el Laboratorio Europeo de Biologia
Molecular (EMBL) y GenBank en NCBI.) para la busqueda de homologias con secuencias

previamente reportadas.

3.10. Secuenciacion de los productos Purificado de ADN del PCR

Para la secuenciacion se utilizd el kit Abi Prism bigDye Terminator v3.1 Secuencing kit
(Applied Biosystems, EEUU). Todo el contenido de los productos purificados se depositd en
tubos Eppendorf de 1.5 ml. A cada tubo se le agrego 20 pl de acetato de Na (Sigma-Aldrich)
al 3M, con un pH ajustado a 4.6. Posteriormente se les agregaron 50 pl de Etanol (Sigma-
Aldrich) al 95%. En otro tubo que no contenga producto purificado se colocé el estandar
interno (que es el pPGEM-3Z + que contiene un cebador -21 M13 para realizar reaccion de
control) lo cual se agitd brevemente, para posteriormente dejar los tubos a temperatura
ambiente durante 25 minutos para que se produjese una precipitacion del producto. A
continuacion, los tubos se centrifugaron por 20 minutos a velocidad maxima de 30,733 g en
una microcentrifuga de tubos Eppendorf (Lambet Z300K). Posteriormente se aspird

cuidadosamente el sobrenadante el cual se descartd. A cada uno de los pellets restantes se les
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afiadié 250 ul de metanol (Sigma-Aldrich) al 70%, agitandolos brevemente en un vortex.
Después se centrifugaron de nuevo durante 5 minutos a una velocidad maxima de 62,720 g.
Tras retirar el sobrenadante, la muestra resultante se secO a temperatura ambiente en una
campana de flujo laminar durante unos 15 minutos. Posteriormente se re-suspendio el pellet
agregandole 25 pl de formamida (Invitrogen) y se incubd por 2 minutos a 95° C, enfriandolo a
continuacion en hielo antes de transferir 10 pl a un tubo de secuenciacion. La secuenciacion se
realiz6 en un secuenciador automético Abi Prism © 310 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). Este equipo, que funciona de manera totalmente automatica, inyecta las muestras
en un capilar previamente cargado con un polimero que funciona como si fuera un gel de
secuenciacion, permitiendo separar los fragmentos de ADN de cadena sencilla que se
diferencian en una Unica base, a una altura determinada del laser del dispositivo, detectando la
fluorescencia emitida por cada una de las cadenas sencillas de ADN que habian sido marcadas

con fluoréforos diferentes (Ver anexo 2).

3.11. Analisis de los datos de las secuencias

Después de las lecturas de las secuencias emitidas por el secuenciador automatico, todas y
cada una de las secuencias fueron analizadas para verificar su calidad. En caso de dudas en
alguna posicion o sitio en las bases, se realiz6 de nuevo la secuenciacién. La secuencia final
fue la secuencia consenso obtenida de tres analisis independientes a partir del mismo material
del cDNA obtenido de cada muestra. Las secuencias obtenidas fueron analizadas y manejadas
manualmente con los programas EditSeq y MegAlign contenidos en paquete de programas
computacionales DNASTAR® Lasergene 8. (Madison WI, EEUU). Las Ssecuencias
correspondientes a los oligonucledtidos usados en el presente estudio fueron descartados para
realizar el andlisis de la homologia de secuencias con otros miembros de la familia
Hepeviridae. En primera instancia las secuencias de nucleo6tidos obtenidas fueron enviadas
para la basqueda de homologia con secuencias genéticas depositadas en el banco de Genes

(GenBank®, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) usando el programa “nucleotide blast”

del programa BLAST® (http://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Una vez determinada la
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homologia con miembros de la familia Hepeviridae se obtuvo el nimero de acceso del
GenBank® y la secuencia de aquella cepa o aislado que mostré una mayor homologia. Estas
secuencias junto con aislados prototipo de cada genotipo reportado del genero Orthohepevirus
fueron igualmente obtenidas para realizar los analisis filogenéticos y analisis de secuencias.
Las claves de acceso al GenBank de las secuencias completas o parciales de las cepas
seleccionadas reportadas como Orthohepevirus, asi como las obtenidas en el presente trabajo y

su referencia se muestran en la tabla (9).

3.12 Analisis filogenéticos.

Para realizar los andlisis de secuencia final y filogenéticos de las secuencias obtenidas se
excluyeron las secuencias correspondientes a los oligonucleo6tidos empleados para amplificar
parte del gen ORF-2 del HEV. Los analisis de homologia, alineamiento multiple de secuencias
y de filogenia fueron realizados con el paquete de Bio-informatica de DNASTAR® Lasergene
8. (Madison WI, EEUU). Las secuencias parciales del gen ORF-2 de otras cepas de
Orthohepevirus fueron obtenidas y editadas con el modulo EditSeq. La homologia de 172 /
174 pb resultante de cada muestra con las secuencias respectivas del Orthohepevirus fue
calculada usando el médulo MegAlign usando el alineamiento multiple de secuencias con el
método de CLUSTALW (Thompson y col., 1997). Bajo este mismo mddulo fueron realizados
los célculos del porcentaje de identidad y de divergencia de las secuencias. Los analisis de
filogenia, homologia e identidad y divergencia de las secuencias obtenidas en el presente
estudio se realizaron en conjunto con las cepas seleccionadas de la familia Hepeviridae que se
muestran en la tabla 9. Se empled el método de Vecinos mas Cercanos (Neighbor-joining)
para construir el arbol filogenético de 172/174 nucle6tidos obtenidos de las secuencias del
presente trabajo con las secuencias respectivas de diferentes miembros de Hepevirus mediante
MegAlign version 8.1.0 (DNASTAR, Lasergene) con el algoritmo de alineamiento multiple de

secuencias Clustal-W y 1000 réplicas de bootstrap.
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Tabla 9 Datos de las secuencias de las cepas de Hepeviridae' usados para los analisis de homologia genética y filogenia

Cepalaislado TS | GenBank 0- GT H Referencia / Autor
|_Xinjiang C | D11092 1 Hy Ave y col. (1992)

Burma C | M73218 Tam y col.(1991)

México C | M74506 2 Huang v col. (1992)

swJd1-4 P_| AB094206 Ce Takahashi y col. (2003)

swJ2-3 P_ | AB094209

SWSTHY911 P_| DQ832266 Leblanc y col. (2007)

HRC-HE13 P | AB670951 Hu | Matsubavashi v Sakata (2012) No publicado.

HE-JA10 C | AB089824 Tokita v col. (2003)

01-15555A P_ | AF466683 3 . Huang y col. (2002)

01-21160-1 P | AF466659 A

i? C | AF082843 Meng v col. (1998)

VHE-US2 C | AF060669 Hu | Schlaudery col. (1998)

JE03-1760F C | AB301710 Takahashi y col. (2007)

swBRA C | EF491206 Ce | Paivay col. (2007)

GDC9 C | FJ906895 Co | Zhaoy col. (2009)

HEV-T1 C | AJ272108 4 Hu [ Wangy col. (2000)

swJ13-1 C | AB097811 Ce | Nishizawa y col. (2003)

JBOAR135-Shiz09 | C | AB573435 5 Ja | Takahashiy col. (2010)

wbJOY 06 C | AB602441 6 Takahashi y col. (2011)

178C C | KJ496143 7 Ca_ | Wooy col. (2014)

Avian HEV P_| AY043166 B 1 Av | Hagshenas v col. (2001)

F93-5077 C | AY535004 Huanq v col. (2004)

RE3 c | cussosr c 1 Ra Johne y col. (2010) 1455

BatHEV/BS7/GE C | JQ001749 D 1 Mu Drexleri col. |201 2'

swa4NLMx

swONLx P | ND ND &? Ce | Presente trabajo

Sw7NLMx

sw8NLMx

swINLMx

1: Hepeviridae = acorde a Smith y col. (2014). TS: Tipo de secuencia, C: Completa, P: Parcial, O-HEV: especie de Orto-
Hepevirus, GT: genotipo, H: Hospedero, especie susceptible predominante; HU= Humano, Ce= Cerdo, Co=Conegjo,
Ja=Jabali, Ca= Camello, Av= Ave, Ra= Rata, Mu= Murciélago, ¢?: se desconoce, ND: no hay datos.
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CAPITULO CUARTO
RESULTADOS
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4.1. Resultados del Objetivo 1

4.1.1.- Poner a punto la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa acoplada a la
Transcripcion Reversa (RT-PCR) para la deteccion de la secuencia genética del virus de

la Hepatitis E (VHE) en distintas fuentes de contaminacion.
4.1.1.1. Puesta a punto de RT-PCR y PCR Semi-anidado.

Previo a la realizacion de la prueba de RT-PCR, se extrajo el ARN de la muestra. Para su
utilizacion en el RT-PCR ésta debe tener una calidad alta y estar libre de ADN y nucleasas
para el paso inicial de produccién de una copia de ADN complementario (ADNc) del ARN de
interés, a través de la accion de la enzima transcriptasa inversa o retro transcriptasa (RT)
(Freeman y col., 1999). Cabe mencionar que la enzima RT que se utilizo en el estudio es la del

virus de la leucemia murina Moloney o Moloney Leucemia Murine Virus.

Se utiliz6 un gradiente de temperatura en el termociclador con variaciones de 1 grado hasta
encontrar la temperatura Optima. Después de la preparacion de la mezcla (M1X), se procedio a

realizar 35 ciclos para amplificar el DNAc.

Posteriormente de revisar cada uno de los datos obtenidos, se tomo la decision de utilizar los
rangos de temperatura con los cuales se obtenian una banda de producto esperado con la
suficiente nitidez e intensidad sobre los geles de agarosa. Se determind que las temperaturas
Optimas bajo nuestras condiciones fueron: 94° C por 6 minutos para la desnaturalizacién
inicial, seguido de una fase de enfriamiento a 4° C por 2 minutos y subsecuentemente una
temperatura de 50° C por 30 minutos durante s6lo 1 ciclo para la transcripcion reversa. Para el
PCR se establecieron 35 Ciclos consistentes en: Desnaturalizacion a 94° C durante 50
segundos, alineacién a 48° C durante 30 segundos y una amplificacion a 72° C por 60
segundos. Al final se permiti6é una elongacion a 72° C por 7 minutos. Transcurrido este tiempo
se pasd a un transluminador en el cual se le toma una fotografia al agar para demostrar la
presencia de producto de amplificacion. En las figuras 7a y 7b se observan las condiciones que

del termociclador y los resultados observados en la RT-PCR.
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Figura 7a condiciones del termociclador en le técnica de RT-PCR para el VHE

M 1 2 3 4 CN

1,000 pb =—

200 pb q

Figura 7b RT-PCR para el VHE Amplificaciéon de un fragmento del gen ORF de VHE de muestras de higado en
rastros de cerdos. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %. Condiciones de la electroforesis: 100V a 35 mA por 45 minutos,
tefiido con bromuro de etidio. M: Marcador de peso molecular 100 pb., carril CN: control negativo, carriles 1-3: muestras de
higados.

El PCR-semi-anidado (segunda ronda) se realiz6 con la ayuda del estuche comercial del kit
Platinum® Tag DNA Polymerasa Invitrogen PCR — TAQ-R-5 Taq Polymerasa Kit 500 Units y
los primer VHE F1 TTVGGGCTYCTYGACTTTGC y VHE R2
CCRCGRCCCACCTCACCAAC. La reaccion se llevé a cabo con 3.0 ul del producto de
reaccion de la RT-PCR (primera ronda). Para lo cual fueron depositados en tubos para PCR
200 pl. Se les agrego a cada uno 3.0 pl de muestra de la primera ronda del RT-PCR y
posteriormente se colocaron en el termociclador. Las condiciones para la desnaturalizacion
fueron 94° C por 50 segundos; para la alineacion se bajo la temperatura a 48° C por 30

segundos y posteriormente se subié la temperatura para la amplificacion a 72° C por 60
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segundos. Esto se repitio por 35 ciclos y finalmente se mantuvo la temperatura a 72° C por 7

minutos para una elongacion final (Figura 8a y 8b).

Figura 8a. Condiciones del termociclador para la tecnica de PCR para el VHE segunda ronda

Transcurrido el tiempo del termociclador, se colocaron 8 pl de cada reaccion mas 3 pl de
buffer de corrimiento en una gel de agarosa al 1.5 % (productos del RT-PCR y del Semi-
Nested PCR). Este gel se puso en una camara de electroforesis (Enduro 300v Labnet
international inc.) por 45 min. a 100 V y 35 mA. Transcurrido este tiempo se pasd a un

transluminador y se fotografid.

1,000 pb —_—
500 pb —_—
200 PD  —

Figura 8b RT-PCR para el VHE Amplificacién de un fragmento del gen ORF de VHE de muestras de higado en
rastros de cerdos. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %. Condiciones de la electroforesis: 100V a 35 mA por 45 minutos,

teflido con bromuro de etidio. M: Marcador de peso molecular 100 pb., carril CN: control negativo, carriles 1-3: muestras de
higados.
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4.2. Resultados del objetivo 2

4.2.1. Determinar la presencia del VHE mediante RT-PCR de punto final en cerdos

sacrificados en el rastro TIF municipal de Monterrey, Nuevo Leén, México.

Se obtuvieron un total de 87 muestras de tejido hepético de cerdos de 5y 6 meses de edad y
que fueron sacrificados en el rastro municipal de la Ciudad de Monterrey, Nuevo Leon,
México. Las muestras procedian de 25 granjas porcinas del Estado, con un total 1,983
animales. Las 24 granjas porcinas pertenecen a 12 municipios del Estado de Nuevo Leon. La
mayoria de las granjas estdn ubicadas en municipios aledafios al &rea metropolitana de la

ciudad de Monterrey, Nuevo Leon.

El andlisis electroforético de los productos de PCR obtenidos con los cebadores VHE-F1
VHE-RL1 para el RT-PCR y los cebadores para el PCR VHE-F1 y VHE-R2 permiti6 constatar,
que de las 87 muestras de tejido hepatico, solo 17 (20.23%) de ellas fueron positivas a la
amplificacion de un fragmento de 212 pb del gen ORF2 de VHE (Figura 9 a y b). Estas
muestras correspondieron a muestras que provenian de 11 granjas distintas de 9 municipios
del Estado de Nuevo Ledn en las que se encuentran (Allende, Cadereyta Jiménez, Ciénega de
Flores, Doctor Gonzales, General Zuazua, Los Ramones, Montemorelos, Pesqueria y Salinas

Victoria).

M 1 2 3 456 7 89
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300 ph

200 pb
212pb

Figura 9a. Amplificacién de un fragmento del gen ORF de VHE de muestras de higado en rastros de cerdos. A)
Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %. Condiciones de la electroforesis: 100V a 35 mA por 45 minutos, tefiido con
bromuro de etidio. M: Marcador de peso molecular 100 pb., carril 1: control positivo, carril 2: control negativo, carriles 3-9:
muestras de higados.

DETECCION MOLECULAR DEL VIRUS DE LA HEPATITIS E EN HIGADOS DESTINADOS PARA CONSUMO HUMANO Y HECES DE CERDOS EN EL ESTADO DE NUEVO LEON, MEXICO 5 5



Tesis de Doctorado en Ciencias de los Alimentos

h M1 23 4 5 6 7 89
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Figura 9b. Amplificacién de un fragmento del gen ORF de VHE de muestras de higado en rastros de cerdos. B)
Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %. Condiciones de la electroforesis: 100V a 35 mA por 45 minutos, tefiido con

bromuro de etidio. M: Marcador de peso molecular 100 pb., carril 1: control positivo, carril 9: control negativo, carriles 2-8:
muestras de higados.
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4.3. Resultados del Objetivo 3-

4.3.1. Determinar la presencia y circulacion del VHE en granjas porcicolas

del Estado de Nuevo Ledn, México, por RT-PCR

Se obtuvieron un total de 233 muestras de heces de 26 granjas de cerdos de 13 municipios del
Estado (Allende, Cadereyta Jiménez, Ciénega de Flores, Garza Garcia, General Teran,
Hidalgo, Juarez, Linares, Mina, Montemorelos, Los Ramones, Salinas Victoria, Vallecillo).
Los cerdos de donde procedieron las muestras de los diferentes municipios se encontraban en
diferentes etapas de su desarrollo, de los cuales 42 animales se encontraba en la etapa de
Destete con un peso de (6-30 kg); asi también 46 de ellos estaban en la etapa de Iniciacion con
un peso de entre (30-50 kg); asi mismo 55 animales se encontraban en la etapa de Crecimiento
con un peso entre los (50-70 kg); y 50 animales se encontraban en la etapa de Engorde con un
peso de (70-100 kg), y hasta los 5.5 meses de edad antes de que se mandaban al sacrificio,

también se muestrearon 40 hembras reproductoras.

De las 233 muestras de las heces de cerdos solamente 41 (17.53%) de ellas se observo un
producto de amplificacién de 212 pb mediante la técnica de RT-PCR que corresponden a las
encontradas para el VHE (ver Figura 10 a y b). Las 41 muestras positivas procedian de 13
granjas de cerdos del Estado de Nuevo Ledn; de las 13 granjas de cerdos que se muestrearon
se encuentra situadas en 8 municipios del Estado (Allende, Cadereyta Jiménez, Ciénega de

Flores, Dr. Gonzales, General Zuazua, Montemorelos, Pesqueria y Salinas Victoria).

M 1 2 3 4 5 6+ 7 8 9
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€—212pb
200 pb

Figura 10 a. Amplificacién de un fragmento del gen ORF de VHE en heces de granjas porcinas. A) Electroforesis en gel
de agarosa al 1.5 % condiciones electroforesis 100V a 35 mA. por 45 minutos teflido con bromuro de etidio. M: Marcador de
peso molecular 100 pb, carriles 6 controles positivos, carril 3 'y 5 positivos, carriles 1, 2, 7, 8, 9 muestras de heces. B) M:
Marcador de peso molecular 10 pb, carril 1: control negativo, carril 2: control positivo, carriles 3-9 muestras de higados.
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Figura 10 b. Amplificacién de un fragmento del gen ORF de VHE en heces de granjas porcinas. A) Electroforesis en gel
de agarosa al 1.5 % condiciones electroforesis 100V a 35 mA. por 45 minutos teflido con bromuro de etidio. M: Marcador de
peso molecular 100 pb, carriles 6 controles positivos, carril 3 y 5 positivos, carriles 1, 2, 7, 8, 9 muestras de heces. B) M:
Marcador de peso molecular 10 pb, carril 1: control negativo, carril 2: control positivo, carriles 3-9 muestras de higados.

Cabe mencionar que de las 41 muestras de las que se obtuvieron el producto de amplificacion
al VHE, 5 muestras eran de la etapa de iniciacion, 12 muestras eran de la etapa de crecimiento,
20 de ellos eran de la etapa de engorda y 4 muestras correspondia a hembras reproductoras,

todos ellos procedian de 9 granjas en los 8 municipios ya mencionados.
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4.4. Resultados del objetivo 4

4.4.1. Demostrar la presencia de secuencias genéticas del VHE en higado
fresco de cerdo, comercializado para consumo humano en carnicerias del

area metropolitana de Monterrey y del estado de N.L.

De los 50 higados de cerdo obtenidos en carnicerias y centros de venta de carne de cerdo de
los diferentes municipios del Estado de Nuevo LeoOn estas muestras pertenecian solamente a
10 municipios diferentes del estado, Unicamente en 9 (4.5 %) muestras de las 50 se obtuvo un
resultado positivo a la amplificacion al VHE (ver Figura 11 a y b). Las 9 muestras positivas
provenian de 5 municipios del estado de los cuales estan Allende, Cadereyta Jiménez, Ciénega

de Flores, Montemorelos y Salinas Victoria.

d M 12 3 456 789
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300 pb
200 pb
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Figura 11a y b. Amplificacién de un fragmento del gen ORF de VHE de higados de carnicerias. A) Electroforesis en gel
de agarosa al 1.5 %. M: Marcador de peso molecular 100 pb, carriles 1 y 2: controles positivos, carril 3: control negativo,
carriles 4-9 muestras de heces. B) M: Marcador de peso molecular 10 pb, carril 1: control negativo, carril 2: control positivo,

carriles 3-9 muestras de heces.
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4.5. Resultados del objetivo 5

4.5.1. Obtener la secuencia de nucle6tidos de una parte del genoma del VHE
y caracterizar el genotipo de las cepas que circulan en el Estado de Nuevo
Leoén, México.

4.5.1.1. Obtencion y analisis de las secuencias.

Se obtuvo la secuencia de 172-174 nucle6tidos a partir de 5 muestras positivas al RT-PCR y
PCR-semianidado. Las muestras fueron obtenidas ya sea de excremento porcino en granjas
porcicolas 6 de higado de cerdo conseguido de carnicerias o del rastro del &rea metropolitana
de Monterrey, N.L. En la Figura 12 se muestra la posicion relativa de los municipios de Nuevo

Leon México, a partir de los cuales se obtuvieron las muestras.
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Figura 12. Mapa del Estado de Nuevo Leon donde se establece la posicion relativa de los Municipios a partir de los
cuales se obtuvieron muestras de higado y heces de cerdos para obtener la secuencia de una parte del genoma del
VHE

DETECCION MOLECULAR DEL VIRUS DE LA HEPATITIS E EN HIGADOS DESTINADOS PARA CONSUMO HUMANO Y HECES DE CERDOS EN EL ESTADO DE NUEVO LEON, MEXICO 60



Tesis de Doctorado en Ciencias de los Alimentos

Un total de 9 muestras, que fueron seleccionadas por su nitidez y por el tamafio de banda en
gel, fueron enviadas a secuenciar. No obstante, debido a multiples inconsistencias en las
lecturas del secuenciador, entre otras causas, de 4 muestras no fue posible obtener la calidad
suficiente para los andlisis posteriores. De esta manera 5 de las secuencias si correspondieron
en homologia con miembros de Hepeviridae, segin analisis del BLAST®, con secuencias
depositadas en el GenBank®. Las secuencias fueron denominadas sw4NL-Mx-1, sw5NL-Mx-
1, sw7NL-Mx-1, sw8NL-Mx-1 y swONL-Mx-1; conforme fueron realizandose los andlisis de
secuenciacion. Las secuencias de nucle6tidos obtenidas en el presente trabajo junto con las
secuencias respectivas de distintos genotipos selectos de la familia Hepeviridae se muestran en
el Anexo 6. Para realizar los estudios de comparacion, en todos los casos se excluyeron las
secuencias de nucle6tidos que corresponden a las secuencias de los oligonucleotidos usados en
la amplificacion de esa parte del genoma del HEV. Acorde a la comparacion de las secuencias
usando el programa Clustal W (Thompson y col., 1994) del paquete de Bioinformatica de
DNASTAR® y tomando en cuenta a la secuencia D11092 (Aye y col., 1992) del
Orthohepevirus A Genotipo 1 como referencia, se observaron numerosas substituciones,
inserciones y deleciones a lo largo del fragmento genético analizado (ver Anexo 4). Acorde a
estos analisis, las secuencias del presente trabajo contrastaron entre si en dos grupos: uno
constituido por las secuencias SW5NL-Mx-1, sw7NL-Mx-1 y swONL-Mx-1 y otro por sw4NL-
Mx-1 y sw8NL-Mx-1. El primer grupo se ubicd junto secuencias reportadas dentro de la
especie Orthohepevirus A del genotipo 3 de Hepeviridae y el segundo con una secuencia
porcina con clave de acceso FJ617438 (Simard y col., 2009) en el GenBank®. Esta secuencia
fue detectada en Canadéa y aparentemente no se ha ubicado con especie 6 genotipo alguno. Las
discrepancias observadas fueron reflejadas en los anéalisis de porcentaje de identidad u
homologia y de divergencia genética, los cuales se describen en la Figura 13. Acorde a estos
datos, el rango de homologia entre las cepas del presente estudio fue de 29.5 a 99.8%. No
obstante, las secuencias del grupo de swSNL-Mx-1, sw7NL-Mx-1 y swONL-Mx-1 mostraron
un rango de homologia de 91.9 a 94.2% mientras que la homologia de sw4NL-Mx-1 y
sw8NL-Mx-1 fue de 98.8%. Todas las secuencias del presente trabajo mostraron la mayor

homologia con secuencias de cepas aisladas de cerdos y de humano.
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Figura 13. Porcentajes de identidad y divergencia de las secuencias sw4NL-Mx-1, swSNL-Mx-1, sw7NL-Mx-1, sw8NL-
Mx-1 y sw9INL-Mx-1 con secuencias de cepas representativas de distintas especies y genotipos de Hepeviridae
obtenidas del GenBank®.

Interesantemente, las secuencias SW5NL-Mx-1, sw7NL-Mx-1 y sw9NL-Mx-1 mostraron la
mayor homologia con secuencias reportadas dentro del genotipo 3 de Orthohepevirus A de
origen humano y porcino, mientras que sw4NL-Mx-1 y sw8NL-Mx-1 su homologia méaxima
fue con una secuencia de una cepa porcina aislada en Canada, que aparentemente representa

un nuevo genotipo. La secuencia Sw5NL-Mx-1 mostr6 la mayor homologia del 93.6% con la
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secuencia AF466683 del genotipo 3, cepa 01-15555A de origen porcino, reportada en el 2002
en los Estados Unidos de Ameérica (Huang y col., 2002). La mayor homologia de la secuencia
sw7NL-Mx-1 fue con la secuencia AB094209 del genotipo 3, cepa swJ2-3 de origen porcino
detectada en Japon en el afio 2003 (Takashi y col., 2003). Notablemente, la secuencia SWONL-
Mx-1 exhibié una homologia de 98.3% con la secuencia AB670951, cepa HRC-HE13 de
origen humano y aislada de un paciente donador de sangre en el afio 2012 (Matsubayashi y
Sakata, 2012). Para las secuencias sSw4NL-Mx-1 y sw8NL-Mx-1 ambas presentaron
homologia maxima de 98.8% con la secuencia FJ617438, cepa swSTHY23 aislada

aparentemente de un cerdo en el afio 2009 en Canada (Simard y col., 2009).

4.5.1.2. Analisis filogenéticos.

Las relaciones evolutivas de las secuencias sw4NL-Mx-1, swSNL-Mx-1, sw7NL-Mx-1,
swW8NL-Mx-1 y swINL-Mx-1 con secuencias de referencia, y representativas de especies y
genotipos, de la familia Hepeviridae fueron calculadas mediante analisis filogenéticos usando
el método de Neighbor-joining y aplicando 1000 repeticiones en los analisis de Bootstrap. En
la tabla 9 se muestran los datos de las distintas cepas representativas de Hepeviridae junto con
las secuencias obtenidas en el presente trabajo. Las diferencias genéticas observadas en los
analisis de homologia y divergencia (Figura 13) fueron reflejadas en el arbol filogenético
obtenido (Figura 14). Tomando en cuenta la reciente propuesta de clasificacion para la familia
Hepeviridae (Smith y col., 2014) las secuencias obtenidas en el presente trabajo fueron
comparadas. Las secuencias SWoNL-Mx-1, sw7NL-Mx-1 y swONL-Mx-1 fueron agrupadas
dentro del genotipo 3 de la especie Ortohepeviridae, no obstante las 3 secuencias fueron
segregadas en distintos subgrupos del genotipo 3 (Figura 14). Si bien, la secuencia sw5NL-
Mx-1 mostré su mayor homologia de 93.6% con una secuencia de origen porcino (AF466683,
cepa 01-15555A) detectada en los EUA (Huang y col., 2002), esta secuencia fue segregada en
un grupo filogenético distinto dentro del genotipo 3. Por lo que, aparentemente esta secuencia
0 cepa estd separada filogenéticamente de la cepa porcina 01-15555A. En el caso de la
secuencia sSw7NL-Mx-1 mostrd su mayor homologia de 95.3 % con la secuencia AB094209

(cepa swJ2-3) detectada en porcinos de Japon en el afio 2003 (Takahashi y col., 2002). No
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obstante, la secuencia sw7NL-Mx-1 se ubico en la topologia del arbol filogenético con mayor
parentesco con la cepa porcina swJ-1-4, # acceso AB094206, reportada por (Takahashi y col.,
2003). Las secuencias sw7NL-Mx-1 y swl-1-4 (GenBank AB094206) mostraron una
homologia de 94.8% (Figura 14). Interesantemente, las secuencias SwONL-Mx-1 y AB670951
(cepa HRC-HE13, origen humano) (Matsubayashi y Sakata, 2012), que mostraron una
homologia de 98.3% entre si fueron ubicadas evolutivamente dentro del mismo grupo (Figura
13).
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Figura 14. Arbol filogenético de Unién de Vecinos mas cercanos (Neighbor-joining) de un fragmento de 172
nucleotidos del gen ORF-2 de diferentes miembros representativos de Hepeviridae con las secuencias de sw4NL-Mx-1,
sw5SNL-Mx-1, sw7NL-Mx-1, sw8NL-Mx-1y swINL-Mx-1 obtenidas en el presente trabajo. La construccion del arbol fue
realizada usando MegAlign (DNASTAR® Lasergene 8, Madison WI, USA) con el algoritmo de alineamiento mdltiple de
secuencias de CLUSTALW (Thompson y col., 1994) y usando 1,000 réplicas para el analisis de Bootstrap. Los valores de
Bootstrap se dan en porcentaje y solo se muestran los valores > a 60% en los nodos. Los diferentes genotipos de Hepeviridae
estan basados acorde Smith y col., 2014.

M=
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Ambas secuencias mostraron homologias de 94.3-95.5% con las secuencias AF466683 (cepa
01-15555A, origen porcino) (Huang y col., 2002) y AB089824 (cepa HE-JA10, origen
humano) (Tokita y col., 2003), respectivamente. Basado en lo anterior, ambas secuencias
aparentemente conforman un grupo que se relaciona evolutivamente con cepas detectadas en
humanos y cerdos en Japén y los Estados Unidos de América, desde el afio 1993 hasta la fecha
(Mizuo y col., 2002; Huang y col., 2002; Tokita y col., 2003). En fuerte contraste a lo anterior,
las secuencias sw4NL-Mx-1 y sw8NL-Mx-1 se ubicaron en un grupo filogenético muy
distinto y alejado a lo observado con las secuencias SWoNL-Mx-1, sw7NL-Mx-1 y sw9NL-
Mx-1. Las secuencias sw4NL-Mx-1 y sw8NL-Mx-1 mostraron una homologia entre ambas de
98.8% y fueron segregadas en un grupo filogenético, aparentemente Unico, que no esta
emparentado con miembros de las especies Orthohepevirus A, B, C 6 D dentro de la familia

Hepeviridae (Smith y col., 2014).

Las secuencias sSw4ANL-Mx-1 y sw8NL-Mx-1 mostraron homologia de 98.9% y 97.1% con la
secuencia FJ617438 porcina (cepa swSTHY23) detectada en Canada (Simard y col., 2009),
respectivamente. No obstante, y acorde a la topologia del arbol filogenético obtenido, estas
secuencias aparentemente conforman dos grupos de virus evolutivamente relacionados pero
segregados en dos subgrupos que probablemente esté conformado por genotipos distintos
(Figura 14). La separacion filogenética de estos subgrupos y secuencias mostrd alto soporte
estadistico de 98.4% entre swANL-Mx-1 y sw8NL-Mx-1 con swSTHY?23 (FJ617438) y de
79.4% entre sw4NL-Mx-1 y sw8NL-Mx-1 del presente trabajo.
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CAPITULO CINCO
DISCUSION
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5. Discusion

El Virus de la Hepatitis E (VHE) es considerado un patdgeno emergente de creciente
importancia en los sistemas de salud publica y pecuario a nivel mundial (Morales y col. 2013,
Aggarwal 2011, Bihl 2010). Los hallazgos, cada vez més frecuentes de este virus, ya sea en la
cadena alimenticia humana, particularmente en subproductos derivados de cerdos y/ 0 como
contaminante del agua, asi como en diversas poblaciones de animales indican su naturaleza
ubicua y constituyen una gran preocupacién para las autoridades de salud pablica y animal
(Chaussade y col 2013., Wichmann y col. 2008., Tei y col 2003). El contacto directo con
animales infectados y la ingesta de carne o subproductos porcinos u otros animales
contaminados o portadores representan potenciales vias de transmision zoondtica, lo cual ha
sido ampliamente documentado (Rodriguez y col. 2012., Pavio y col. 2010). En México en
1992 se identifico, mediante métodos moleculares, la presencia del virus de la Hepatitis E
como causa de afeccién al humano (Huang y col., 1992) a partir de muestras obtenidas de
brotes iniciados en 1986 en dos comunidades rurales (Veldzquez y col 1990), sin embargo,
hasta la actualidad son muy limitados los estudios que se han realizado para conocer su
epidemiologia y efectos en la poblacion humana y animal. Basado en la deteccion molecular
del VHE, a partir de la amplificacion de una regién genética muy conservada dentro de la
ORF2 del virus (Martin y col., 2007), en el presente estudio se revelé que el Virus de la
Hepatitis E estd ampliamente disperso en la poblacion de cerdos ubicados en granjas
porcicolas, asi como en varias fuentes potenciales de contaminacion, en el estado de Nuevo
Ledn, México. Si bien a nivel mundial el VHE se ha encontrado en una gama amplia de
animales que incluyen roedores (Johne y col., 2010), aves (Hsu y Tsai 2014, Pavio y col.,
2010, Bilic y col., 2009.), perros y gatos (Meng 2010, Andrew Yy col., 2009), hurones (Raj y
col., 2012), ovejas (Gutiérrez y col., 2014), bovinos (Meng 2009), Equinos (Saad y col.,
2007), conejos (Zhao y col., 2009), truchas (Batts y col., 2011), murciélagos (Drexler y col.,
2012) y primates no humanos (Huang y col., 2004) se considera que a nivel mundial el cerdo

es el reservorio principal de este virus (Zwettler y col. 2012, Pavio y col., 2010, Van y col.,
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2001) y una fuente importante en la naturaleza y medio ambiente que impacta en la
epidemiologia de la enfermedad en zonas consideradas como endémicas (Mirazo y col., 2014).
Por otro lado, en distintos paises se ha reportado el aislamiento y circulacion de cepas del
VHE a partir de humanos y/o cerdos que comparten una alta homologia genética (Galiana y
col., 2010, Dalton y col., 2008) y en algunos casos asociados a dafios clinico patologico
(Echevarria y col., 2015). Previo a este trabajo, en porcinos de México solo se habia reportado
la presencia del VHE en granjas porcicolas de los estados de Sonora y Sinaloa ubicados en el
noroeste del pais (Copper y col., 2005). En el presente trabajo, se encontro evidencia del VHE
no solamente en granjas porcicolas del Noreste de México, en el estado de Nuevo Ledn, sino
también en distintas fuentes potenciales de contaminacion ya sea en el rastro o en carnicerias
ambas ubicadas principalmente en areas aledafas a la zona metropolitana de Monterrey, N. L.
Acorde a los datos obtenidos, practicamente todas las granjas porcinas cercanas al area
metropolitana analizadas mostraron secuencias genéticas del VHE en las excretas de cerdo y
sugiere un alto nivel de contaminacién asi como un potencial riesgo de adquisiciéon del VHE
en la poblacién humana y animal. Los resultados observados concuerdan con los obtenidos por
distintos autores, en diversas partes del mundo, en los cuales las condiciones de manejo son
muy similares a los que estan sujetos los porcinos en granjas de Nuevo Ledn, México (Berto y
col. 2012, Di Martino y col. 2010, de Deus y col., 2007). No obstante, estos datos contrastan
con lo observado por otros investigadores en los cuales la frecuencia que se reporta es
relativamente baja (Pavio y col., 2010). Al respecto, probablemente factores locales
particulares de manejo (Morales col., 2013), el método de diagndéstico (Pischke y Wedemeyer
2013, Baylis y col., 2011) o el sistema de bioseguridad animal (Echevarria y col., 2015)
aplicado a esas poblaciones, entre otros, influyeron en los resultados observados. En este
sentido y basado en la alta dispersion obtenida del VHE seria altamente recomendable
establecer o revisar los protocolos de bioseguridad aplicadas a granjas porcinas del estado para
aminorar o evitar que el virus se mantenga en el medio ambiente y eventualmente evitar su
ingreso a la poblacion humana. En esta misma direccion, estudios realizados en varios paises
han revelado amplia evidencia de la presencia del VHE en porcinos procesados en plantas de

sacrificio (Echevarria y col., 2015, Gutiérrez y col., 2014) y los riesgos inherentes que
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conlleva al humano en la manipulacion de tejido o excretas contaminadas (Meng 2010a). El
presente estudio amplia estas observaciones y concuerda con los parametros registrados en
otras partes del Mundo (Legrand y col., 2009, Bendall y col., 2008, Herremans y col., 2007).
Conforme a lo detectado en las distintas fuentes potenciales de contaminacién, nos indica que
una proporcion relativamente alta de cerdos mayor al 20% que son sacrificados en el rastro de
Monterrey N.L. México son portadores, ya sea en higado o excremento, de secuencias
genéticas del VHE al momento del sacrificio. Estos parametros son suficientes para
categorizar a esta region como una zona de alta endemicidad, acorde a lo establecido por
Forero y col. (2014) y Gutiérrez y col. (2014) y pone de manifiesto que es necesario y urgente
iniciar estudios subsecuentes que nos permitan revelar cual es el papel que este patdgeno viral
tiene en la poblacion humana y animal, particularmente analizando a los cerdos como fuente
potencial de contaminacién. A lo anterior, es menester agregar que todos los cerdos analizados
no manifestaron sintomas o sospecha de enfermedad atribuible a VHE al momento del
sacrificio. Al respecto, se ha reportado que la mayoria de las infecciones por VHE en el cerdo
cursan de forma sub-clinica y que el virus es capaz de replicarse en higado, tracto
gastrointestinal asi como otros tejidos extra-hepaticos (Pavio y col. 2010). Por lo que tal vez,
los parametros obtenidos en el presente trabajo estan subestimados y de nuevo se enfatiza la
urgente necesidad de llevar a cabo muestreos de rutina o protocolos de deteccion en los
animales que ingresan al rastro para determinar la presencia del virus en tejidos infectados ¢
contaminados y asi evitar o aminorar el ingreso a la cadena de consumo humana. Los indices
de positividad para las muestras de higado (22.9%) y de excremento (8.0%) obtenidos en los
cerdos sacrificados en rastro son comparables a lo reportado por Martin y col. (2007) en
Espafia y por Di Martino y col. (2010) en lItalia en higado y heces, respectivamente. No
obstante, los parametros del presente trabajo son mas altos que los obtenidos por Di Bartolo y
col. (2012) en el higado de cerdos en Italia 6% (2/33), Espafia 3% (1/39) y 5% (2/40) y en
Republica Checa; asi como de los reportados por Feagins y col.(2007), con un 11% de
resultados positivos en higados de cerdo vendidos en tiendas en los Estados Unidos, y del 2%
reportado por Yazaki y col en el 2003 en Japén. En Europa, Di Bartolo y col. en el 2012

detectaron al VHE en heces porcinas en Italia y Espafia con 41% y 39% de resultados,
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respectivamente; por otro lado en Sudamérica Forero y col.(2014) reportaron el 26.9% de

resultados positivos en excretas de cerdo en Colombia.

A nivel de granja se ha reportado que la proporcion de positivos al VHE en excretas fecales
varia grandemente. Trabajos publicados por diversos autores en granjas de Europa sefialan que
el VHE esta presente en la Republica Checa, Espafia, Reino Unido, Portugal Italia y Holanda,
con frecuencias de deteccion en heces del 3.5%, 4.3%, 10%, 30%, 23% y 73%;
respectivamente. No obstante, la dinamica de la infeccion y la proporcion de animales
infectados por granja varia acorde con la edad y probablemente otros factores (Backer y col,
2012, Casas y col, 2011, de Deus y col, 2008). Segun Berto y col. (2012) y de Deus vy col.
(2008), mayor indice de frecuencia de infeccion se observa entre las 12 y 16 semanas. Estos
autores determinaron que en este periodo es cuando se presenta el pico de infeccion y el
momento en el cual en VHE puede ser detectado con relativa facilidad, pero ademas también
es factible de encontrar en sangre, en bilis, nodulo linfatico mesentérico, higado y heces en
mas del 50% de los animales infectados (de Deus y col, 2008). No obstante, los cerdos del
presente estudio positivos al VHE en su mayoria procedian de la etapa de engorde, con una
edad promedio de 22 semanas de edad (entre 6 y 10 semanas después de la edad con pico de
infeccion) por lo que las cifras de positividad obtenidas probablemente estan subestimadas.
Para ello sera necesario ampliar estas observaciones y establecer estudios para conocer la
dinamica de infeccion por el VHE acorde a las caracteristicas de manejo y bioseguridad de las
granjas del estado de Nuevo Lebn, México. A nivel geogréfico, y al analizar las cifras de
positividad acorde al municipio, no se encontraron diferencias significantes en la proporcion
de positivos al VHE en los municipios estudiados del estado. Acorde a esto, no obstante se
observo que en los municipios en donde se encontraron muestras positivas, solo en 5 de los 20
muestreados (Allende, Cadereyta Jiménez, Ciénega de Flores, Montemorelos, Salinas
Victoria) se obtuvieron indices de positividad tanto en las muestras de los animales
sacrificados en el rastro, como en las muestras de heces recolectadas en las granjas de cerdos y
los higados comprados en puntos de venta. Cabe resaltar que estos municipios son colindantes

entre ellos geograficamente, lo cual sugiere fuertemente que existe una fuerte interaccion entre
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los mismos que favorece la circulacion del virus. Probablemente, en estos sitios fallas en el
sistema de Bioseguridad o la ausencia de este u otros factores como el ingreso-intercambio de
personas de granja a granja, entre otros, estdn concurriendo para observar los parametros de

positividad observados.

El virus de la Hepatitis E es un virus RNA que muestra una gran variacion genética entre los
aislados a nivel mundial y en donde habitualmente se ha documentado que el genoma de las
cepas aisladas de lugares geograficamente distintos resultan en una mayor diversidad genética
(Schlauder y Mushahwar, 2001, Worm y col, 2002). En el presente trabajo fue posible obtener
la secuencia de 172-174 nucledtidos a partir de 5 muestras positivas al PCR semi-anidado (ver
anexo 4). Como es sefialado previamente, a lo largo de este fragmento que corresponde a "57-
58 aminoacidos de la region central del gen de la capside en la region ORF-2 (Arends y col,
2014) y comparandola con la cepa Xinjiang (D11092) (Aye y col, 1992) como cepa de
referencia, se detectaron repetidas substituciones, inserciones y/o deleciones a lo largo del
fragmento genético analizado. Observaciones similares a lo anterior, han sido reportadas por
Oliveira-Filho y col (2013) quienes usando 148 nucleotidos encontraron inconsistencias en las
relaciones filogenéticas de ciertos aislados del HEV. Para los virus miembros de Hepeviridae
no se ha determinado la cantidad minima de nucleétidos necesarios que funcionen como un
marcador molecular para asignar a determinada secuencia o aislado dentro de esta familia.
Acorde a lo obtenido en el presente trabajo, aparentemente la region de ORF-2 de 172-174
nucleétidos empleada muestra la suficiente variabilidad genética sin perder la fuerza de la
sefial filogenética (Xia y col., 2003, Olvera y col., 2010) y se propone que puede ser empleada
como marcador molecular para asignar a determinada secuencia dentro de Hepeviridae y sus
distintos subgrupos geneéticos. En el presente trabajo las secuencias de las muestras a las que
se denomino como sSwW4NL-Mx-1, swS5NL-Mx-1, sw7NL-Mx-1, sw8NL-Mx-1 y swONL-Mx-1
fueron sometidos a analisis de homologia/divergencia y de filogenia. En estos analisis, las
secuencias SWoNL-Mx-1, sw7NL-Mx-1 y swONL-Mx-1 se agruparon dentro del genotipo 3 de
la especie Ortohepeviridae, empero las 3 secuencias fueron a su vez segregadas en distintos

subgrupos dentro del genotipo 3 acorde a la clasificacion recientemente propuesta por Smith y

DETECCION MOLECULAR DEL VIRUS DE LA HEPATITIS E EN HIGADOS DESTINADOS PARA CONSUMO HUMANO Y HECES DE CERDOS EN EL ESTADO DE NUEVO LEON, MEXICO 7 1



Tesis de Doctorado en Ciencias de los Alimentos

col., 2014. Interesantemente, las secuencias de las muestras swaNL-Mx-1 y sw8NL-Mx-1
fueron ubicadas substancialmente muy distantes de este grupo y situadas junto con la cepa
sWSTHY23 (GenBank® FJ617438) aislada de un cerdo en Canada (Simard y col, 2009).
Tomando en cuenta lo anterior, aparentemente en cerdos de esta parte del pais circulan dos
tipos de variantes genéticas del HEV: una que corresponde a cepas clasicamente reportadas
dentro del genotipo 3 de Hepeviridae y con potencial zoonotico (Meng 2013, Smith y col.,
2014, Zwettler y col 2012, Pavio y col, 2010) y otra representada por las secuencias sSw4NL-
Mx-1, sw8NL-Mx-1 y swSTHY23 (Simard y col, 2009) de las cuales aparentemente no
corresponden a especie 0 genotipo alguno descrito dentro de la Familia Hepeviridae (Smith y
col., 2014). Este ultimo grupo de secuencias mostraron homologias mayores a 97.1% entre si y
acorde a la topologia del arbol filogenético y a los analisis de bootstrap, aparentemente
conforman un grupo nuevo del HEV no descrito o reconocido previamente (Smith y col.,
2013, Smith y col., 2014, Takahashi y col, 2014, Oliveira-Filho y col., 2013). No obstante,
dadas las inconsistencias y bajos valores observados en el anélisis de Bootstrap, referente a la
separacién de los nodos de los distintos grupos evolutivos del HEV usados para analisis, se
requieren ampliar estas observaciones con mayor cantidad de muestras, aislamientos o
aumentar el tamarfio del fragmento nucleotidico a analizar (Felsenstein 1985, Xia y col., 2003,
Liu y col, 2012). Basado en esto, estudios posteriores deberan de realizarse para determinar el
origen y evolucion de este grupo de HEV no detectado previamente. Por otra parte,
considerando este grupo genético de HEV, asi como el potencial zoonotico de cepas HEV
Genotipo 3 derivadas de cerdos (Meng 2010, Montalvo y col. 2013, Meng 2013) y la
posibilidad de salto inter-especie (Usamanov y col., 1994, Kabrane-Laziziu y col., 1999b,
Meng 2010b, Geng y col. 2011, Geng y col. 2013b) seria importante ampliar los analisis a
partir de muestras de humanos y otras poblaciones de animales de la zona para determinar si la
dispersion de las variantes genéticas del HEV detectadas en este estudio se encuentran
presentes en estas poblaciones. Lo anterior se sugiere dado que todas las secuencias del
presente estudio mostraron la mayor homologia genética con secuencias de cepas aisladas de
cerdos y humanos (ver anexo 4 y figura 14). De esta manera las muestras denominadas

SW5NL-Mx-1 y sw7NL-Mx-1 se encontré que estan altamente emparentadas con cepas
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porcinas reportadas en Estados Unidos de América (cepa 01-15555A, AF466683), Japdn (cepa
swJ1-4, AB094206 y cepa swJ2-3, AB094209) y Canada (cepa swSTHY911, DQ832266) en
los afios 2002, 2003 y 2007, respectivamente (Huang y col. 2002, Takahashi y col. 2003,
Leblanc y col. 2007). Por otra parte y de manera interesante la secuencia de swONL-Mx-1
mostré una alta relacion genética y filogenética con la cepa HRC-HE13 (AB670951) de origen
humano y aislado de un paciente donador de sangre en el afio 2012 (Matsubayashi y Sakata
2012). Este ultimo hallazgo enfatiza la necesidad ampliar este tipo de estudios para determinar
la eventual circulacién de este grupo genético en la poblacion humana dado el caracter
patogénico reportado previamente en humanos para esta cepa. La elevada identidad
nucleotidica entre las muestras del HVE de este estudio con las reportadas por varios autores
plantean que la variabilidad intergrupal del genotipo 3 podria estar asociada con las
diferencias entre los sistemas de replicacion entre animales y humanos (Kabrane-Lazizi y col.,
2001, Zhang y col., 2005), que sugiere una fuente comun de infeccion, probablemente ligada
con una trasmision cruzada entre especies (Kabrane-Laziziu y col. 1999a, Meng 2010, Geng y

col. 2013a)
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Conclusiones

El procedimiento de RT-PCR y PCR semianidado empleado en muestras de tejidos hepaticos
y materia fecal es util para la determinacion de la frecuencia del VHE en cerdos. De los datos
obtenidos, se desprende que existe una fuerte evidencia que el VHE esta presente y circula en
granjas porcinas del estado de Nuevo Ledn y que una proporcion significativa (8.6%) de
cerdos sacrificados en el rastro del Municipio de Monterrey son portadores de secuencias

génicas especificas del VHE.

El genotipo 3 del VHE esté presente y circula en una gran proporcion en granjas porcinas y
cerdos sacrificados en el rastro en el estado de Nuevo Leon, lo cudl eventualmente puede
constituir un factor de riesgo importante para la salud humana tanto por el contacto directo e
indirecto con los animales portadores como por el consumo de agua e higados contaminadas
con el virus procedentes de porcinos afectados, asi como por la eventual contaminacion de
otros productos alimenticios irrigados o puestos en contacto con agua en el cual el VHE podria

estar presente.

Aparentemente, en la region circulan dos genotipos distintos del VHE, uno representado por
cepas clasicas reportadas en cerdos y con probada capacidad zoonoética y otro grupo del cudl
aparentemente no existen indicios o reportes de su presencia y podrian representar variantes
evolutivas no detectadas en estudios previos. Este es el primer estudio que aporta evidencia de
la presencia de estos genotipos en México, y eventualmente podrian ser la causa, 0 una parte
substancial de esta, de procesos de hepatitis diagnosticados hasta el momento como de causa

desconocida.
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ANEXOS 1

En la porcicultura en Nuevo Leo6n existe una gran variedad de sistemas productivos que se
diferencian entre si por el nivel de tecnologia aplicada, el grado de integracion vertical y
horizontal y los mercados que atienden, se agrupan en tres diferentes categorias, el
Tecnificado, el Semitecnificado y el de Traspatio el total de municipios del estado de Nuevo
Ledn que tienen granjas porcinas y el total de la poblacion de cerdos por municipio

Tabla 1 Distribucion de 86 Granjas de cerdos en 20 municipios del estado de Nuevo Leén y la cantidad de

nimeros de cerdos comprendidas en cada una de las granjas

El Cerrito 2140

El Gavilan 968

Ana Margarital Allende 7220 19177
Ana Margarita2 4510

Los Leales 2167

El Olmo 2172

San Jeronimo 4508

Javier Trevifio Apodaca 1292 5800
La Prietita 3984

La Rurris 3876

La 5 Hermanos 1026

Los Dos Puerquitos 553

La Perseverancia 14245

El Milagro 412

Santa Cecilia 813

La Esperanza 3600

La Escondida (CEREEE 7200 Ui
La Esperanza 2568

Santa Ménica 2254

El Chancho 4962

Erika 4556

San Ramon del Topeton 6495

El Tesoro 10820

La Fortaleza 3728

El Gorgeo de las Aves # 2 590

San Francisco Camlie 127 [
El Puente, Ciénega de Flores 4506 4506
La Jara Dr. Coss 2710 2710
ABCI 1745

La Prieta 1030

LalLa 2080

Los Partidores ’ 4431

El Tropezén Dr. Gonzalez 9015 34711
Las Tres G 11365

G5 4503

La Caiada 542

El Parreiio El Carmen 1128 1128
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Villafina Garcia 4320 4320
Las Tértolas ’ 1900

Carmen 4 Gral. Teran 904 2804
1° de Marzo 2229

La Pila 1809

Los Caballos 950

El Castillon 2166

La Ponderosa 4506

Las Palmas Gral. Zuazua 1806 24899
El Machaco 3614

Santa Teresita 3231

San Juan 2890

San Francisco 1698

Rancho Nido 1445

Carmen - Jes Juarez 1247 3697
Santa Isabel 1005

El Suspiro 543

Los Cochinitos 2501

Rancho Nuevo Los Ramones 55 4043
San Fernando 544

Campus Marin 364

Lucero Marin 800 1573
El Consuelo 409

El Arco Mina 1181 773
Palo Alto 1355

El Charco 987

Crianza Porcina Guira 270

Elizabeth Montemorelos 2713 14114
El Milagro 4960

Tanguma 2023

Los Tres Cochinitos 1806

El Aguacate 994

La Purisima 500

La Camisa Pesqueria 778 12693
Granja 83 8118

PRYCA 2303

San Pablo 2258

San Gerardo . . 363

San Isidro Sabinas Hidalgo 1808 6595
San Javier 2166

La Victoria 1346

El Mayab 949

AL 1088

Mariana Salinas Victoria 4134 13074
Picachos 2890

Margo 2079

La Golondrina 588

El Palmar I Santa Catarina 2573 2573
TOTAL DE GRANJAS 86 TOTAL DE ANIMALES 231407
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ANEXO 2

2.1.- Técnica de extraccion de RNA

Previa a la prueba de RT-PCR se requiere de la purificacion del ARN y la calidad del
templado es uno de los factores determinantes mas importante de la reproducibilidad y la
relevancia bioldgica de los resultados del RT-PCR. EI ARN es extremadamente delicado una
vez retirado de su entorno celular, por lo que su depuracién es mucho mas complicada que la
del ADN y un templado adecuado para la inclusion en el RT-PCR debe ser de alta calidad,

libre de ADN y nucleasas (Bustin y Nolan, 2004).

El paso inicial en el proceso de RT-PCR es la produccion de una copia de ADN
complementario (ADNCc) del ARN de interés a través de la accion de la enzima transcriptasa

inversa o retro transcriptasa (RT) (Freeman y col., 1999).

Las enzimas RT cominmente usadas son la del virus de mieloblastosis aviar (AMVRT), la del
virus de leucemia murina Moloney o Moloney leucemia murine virus (MMLVRT), ademas de
enzimas obtenidas por ingenieria que mejoran la actividad polimerasa y reducen la actividad
RNAasa no deseada, y son comercializadas por diversos laboratorios (por ejemplo,

Omniscript, PowerScript, StrataScript, SuperScript 11, etc.) (Valasek y Repa, 2005).

Estas enzimas han sido utilizadas con éxito en RT-PCR (Dieffenbach y Dveksler, 2003). La
sintesis de ADNc puede llevarse a cabo utilizando primers especificos, hexameros al azar,
oligo dT o una combinacién de hexameros al azar y oligo dT (Bustin y Mueller, 2005), y la

eleccion de estos cebadores requiere una cuidadosa consideracion.

El uso de primers especificos permite obtener ADNCc especifico y probablemente provee la
mayor sensibilidad en pruebas cuantitativas. Para su utilizacion se requiere una cantidad

abundante de RNAm blanco (Bustin y Mueller, 2005).

Los hexameros al azar inician el RT en diversos puntos a lo largo de cada ARN templado

produciendo méas de un ADNc por cada RNAm presente; ademas la mayoria de ADNc deriva
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de ARN ribosomal. Esto sobreestima la cantidad de RNAm inicial, lo cual afecta la
cuantificacion. Esto podria crear problemas si el RNAmM de interés esta presente en niveles

bajos (Bustin y Mueller, 2005).

La sintesis de ADNCc utilizando oligo dT es mas especifica que con hexdmeros al azar y es la
mejor opcion cuando el objetivo es obtener una cantidad representativa de ADNCc a partir de
un pool de RNAm y también cuando la muestra de RNAm es limitada. Sin embargo, requiere
de RNAm intacto, que no se fragmente o presente estructuras secundarias (Bustin y Mueller,
2005).

El uso de hexameros al azar y oligo dT maximiza el nimero de moléculas de RNAmM que se

puede analizar desde una pequefia muestra de ARN (Bustin, 2000).

La prueba de RT-PCR se puede llevar a cabo en un formato de dos tubos o dos pasos (Two
Step RT-PCR), en donde primero se lleva a cabo la transcripcion inversa del ARN en ADNc, a
continuacion, una alicuota de la reaccion de RT se utiliza para PCR. Esto ha hecho dificil
utilizar procedimientos de control de contaminacion basada en Uracil-N-glicosilasa (UNG),.
Ademas, la manipulacién extra y pipeteo se afiaden a la variabilidad de los resultados. En los
ultimos afios, se ha desarrollado y utilizado un sistema mejorado de RT-PCR en un tubo o un
paso (One Step RT-PCR). Este método tiene la ventaja de ser un formato que se realiza en un
solo tubo de reaccidn, es compatible con PCR en tiempo real y puede tolerar la inclusion de

sistemas de control de contaminacion (Dieffenbach y Dveksler, 2003).

2.2.- Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Posterior a la reacciéon de RT, el ADNc es amplificado por PCR. La técnica de PCR se realiza
normalmente utilizando una alicuota de la reaccién de RT o afiadiendo los componentes

necesarios de PCR directamente a la reaccion de RT (Pfeffer y col., 1995).

El PCR utiliza ADN polimerasas para amplificar segmentos especificos de ADN utilizando
pequefios oligonucleodtidos de secuencia especifica que actian como primers o cebadores. La

mas utilizada es la enzima Tag polimerasa (de Thermus aquaticus) (Valasek y Repa, 2005).
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La técnica de PCR es generalmente un proceso ciclico de tres pasos: desnaturalizacion,
hibridacion y extension, con temperaturas que varian sujetas a una serie de consideraciones

que deben determinarse empiricamente.

Desnaturalizacion. EI ADN templado (cadena doble) es llevado a temperaturas altas (95° C
por 5 minutos) para separar ambas hebras obteniendo cadenas simples (Valasek y Repa,

2005).

Hibridacion. La temperatura desciende (alrededor de un minuto de 55-65° C, temperatura
determinada por las caracteristicas de los cebadores utilizados) para permitir a los cebadores
unirse a las regiones complementarias en cada hebra del ADN templado (Valasek y Repa,
2005). Este paso representa un punto critico, si la temperatura no es la 6ptima puede no darse
la hibridacién o pueden generarse productos inespecificos. Cominmente la temperatura de
hibridacion se calcula en unos 5° C menor a la temperatura de la fusién (Tm) de los cebadores

(Rychlik y col., 1990).

Extension. Por accion de la enzima ADN polimerasa se sintetiza una cadena ADN
complementaria (a 72° C por alrededor de 30 segundos). La enzima lee la cadena molde y

extiende los cebadores adicionando los nucleétidos complementarios (Valasek y Repa, 2005).

Extension final. Al término del ultimo ciclo. Los tubos se mantienen a 72° C durante 10-15

minutos, lo cual permitira que todos los productos completen su extension.

La reaccion requiere de un control estricto de las concentraciones de Mg2+ y dNTPs, debido a
que el Mg2+ influye en la actividad de la polimerasa asi como una mezcla desbalanceada de
dNTPs pueden afectarla (Eckert y Kunkel, 1991). EI Mg2+ aumenta la temperatura de la
fusion (Tm) del ADN de doble cadena y forma complejos solubles con dNTPs para producir el
sustrato que la polimerasa reconoce. Las altas concentraciones de dNTPs interfieren con la
actividad polimerasa y afectan la hibridacion de los cebadores reduciendo el Mg2+ (Bustin,
2000).

Actualmente se pueden encontrar diversos kits comerciales que incluyen una solucion tampon

Master Mix que contiene concentraciones estandarizadas de los reactivos necesarios para el
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desarrollo de la prueba, asi como para su uso en pruebas en tiempo real que pueden utilizarse

en los distintos equipos termocicladores (Bustin, 2002).

Tabla 2 Protocolo de Extraccion de ARN. Método de Trizol

Procedimiento

1.- Pelet agregar 1 ml de trizol y re suspender (células: 6 x 10°cels; tejido: 50-100mg).

2.- Incubar a por 5 minutos a temperatura ambiente (15 a 30° C).

3. Agregar 200 pl de cloroformo grado molecular por cada ml de Trizol y mezclar.

4.- Incubar por espacio de 5 minutos a temperatura ambiente (15 a 30° C).

5.- Posterior mente se centrifuga por espacio de 10 minutos a 10,000 rpm.

6.- Posteriormente se transfiere la fase inorganica o superior acuosa a otro tubo eppendorf.

7. Se le agrega 0.5ml de alcohol isopropanol y se mescla.

8.- Posteriormente se incuba por espacio de 5 minutos a temperatura ambiente (15 a 30° C).

9.- Trascurrido el tiempo se centrifuga por espacio de 10 minutos a 10,000 rpm.

10.- | Retirar el alcohol teniendo cuidado con el concentrado.

11.- | Se le agrega 1 ml de etanol al 75 % y se mescla.

12.- Posteriormente se centrifuga por espacio de 5 minutos.

13.- | Se centrifuga a 10,000 rpm durante 5 a 10 minutos.

13- Retirar el alcohol y dejar secar sobre una toalla de papel a temperatura ambiente (15 a
30° C).

14.- Mantener a -70° C (se resuspende con 20 pl de agua DDLEPC).

1. Tomar una alicuota para determinar la absorbancia a 260 y 280 nm.

2.3.- La Purificacion de Los productos de PCR

Para la purificacion de los productos de PCR suelen contener restos de nucledtidos y de
cebadores que interfieren en la secuenciacion. Por este motivo, es necesario llevar a cabo un

paso de purificacion previa a la secuenciacion de los productos de PCR.

Los productos de PCR pueden purificarse mediante el empleo de kits especificos o por

precipitacion con diferentes tipos de alcoholes
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Tabla 3. Procedimiento para purificar muestra para secuenciador

PROTOCOLO DE PURIFICACION DE MUESTRAS PARA SECUENCIACION ‘

1 Pipetear todo el contenido de cada reaccion de la extension depositarlo en una tubos para
microcentrifuga de 1,5 ml. Para eliminar las reacciones que se producen en el Termaociclador TC1 o
ADN 480:

Coloque la punta de la pipeta en el fondo de la reaccion y retire con cuidado la reaccion del aceite

IMPORTANTE transferencia como el aceite de menos posible

2 Agregar una de las siguientes reactivos a cada tubo:
80 pl de alcohol isopropanol al 75%
20 pl de agua desionizada y 60 pl de alcohol isopropanol 100%

La concentracion de isopropanol final debe ser de 60 £ 5%.

3 Cerrar los tubos y agitar brevemente por espacio de 1 minuto.

4 Dejar los tubos a temperatura ambiente durante 15 minutos para precipitar la amplificacién de los
productos. A veces la precipitacion tarda menos de 15 minutos dando como resultado la pérdida de
poco productos de amplificacion.

Si se da mas de 24 horas aumenta la precipitacion de productos no constituidas.

5 Colocar los tubos en una microcentrifuga y marcar sus orientaciones. Centrifugar los tubos por 20
minutos a velocidad maxima.
Si fuera posible, debera centrifugar los tubos durante 2 minutos mas antes de realizar el siguiente

paso.

6 Aspirar cuidadosamente el sobrenadante con la punta de la pipeta para cada muestra y descartarla.
El Pellets puede ser visible o no puede ser.
Los sobrenadantes se deben quitar por completo, debido a que los terminadores no incorporados se

disuelven los colorantes en ellas.

7 Afadir a cada tubo 250 pl de isopropanol al 75% y agitar brevemente por espacio de 1 minuto.

8 Colocar los tubos en la microcentrifuga en la misma orientacion que en el paso 5 y centrifugar

durante 5 minutos a velocidad maxima.

9 Aspirar el sobrenadante con cuidado como en el paso 6.

10 Las muestras a secan en una centrifuga de vacio durante 10-15 minutos o hasta sequedad.
(Como alternativa, coloque los tubos con las tapas abiertas en un bloque de calor o en el

termociclador 90° C durante 1 minuto.)
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2.4 Protocolo de Secuenciacion para VHE

Se debe de cuantificar la cantidad de ADN purificado mediante la medicion de la absorbancia

a 260 nm o por algin otro método. Total = 40 X Abs 260 X factor de dilucion = pgRNA/pI

Para secuenciar la cantidad necesaria de producto de PCR a utilizar se debera tomar en cuenta

el tamafio del producto de acuerdo a las recomendaciones de la siguiente tabla, segun lo que

recomienda el manual de secuenciaciéon ABI PRISMA

Tabla 5. Recomendaciones de rangos de cantidad de ADN de plantilla para cada Quimica

Ciclo de Quimica de Secuenciacion

Producto de Rodamina dRhodamine BigDye Fluoresceina / Primer colorante
PCR: Dye Terminator Terminator Rodamina del BigDye
Terminator Cebador
100-200 pb 3.1ng 1.3ng 1.3 ng 2.5ng 2.5ng
200-500 pb 3-10 ng 3-10 ng 3-10 ng 5-10 ng 5-10 ng
500-1000 pb 5-20 ng 5-20ng 5-20 ng 10-20ng 10-20 ng
1000-2000 pb 10-40 ng 10-40 ng 10-40 ng 20-50 ng 20-50 ng
> 2000 pb 40-100 ng 40-100 ng 402100 ng 50-150 ng 50-150 ng
monocatenario 100-250 ng0 50-100 ng 50-100 ng 150-300 ng 150-400 ng
doble cadena 200-500 ng 200-500 ng 200-500 ng 300-600 ng 200-800 ng

2.5.- Descripcion de como preparar y llevar a cabo las reacciones del ciclo

para la secuenciacion

Para la realizacion de la secuenciacion automatica del DNA mediante electroforesis capilar y
utilizando el Kit Abi Prism bigDye Terminator v3.1 Secuencing kit (Applied Biosystems,
EEUU). Todas las muestras deben ser purificadas con el fin de eliminar el ruido de fondo,

tienen que producir un ADN libre de ARN, fenol, sales, etanol, EDTA, proteinas, etc.
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Tabla 6 Para preparar las mezclas para lleva acabo la reaccion se utiliza M13, plasmidos, y Productos de

PCR:

Los procedimientos de secuenciacion del ciclo de terminadores BigDye

Para cada reaccion, aiiadir los siguientes reactivos a cada uno de los tubo por separado

1 Reactivo Cantidad
Agregar de la mezcla de terminator Mix 8.0l
lista
Unico estandar de DNA 100ng
Doble estandar de DNA 200-500ng
Producto de PCR de DNA 100ng
Cebador 3.2 pmol
Agua desionizada qg.s.
Volumen total 20 pl

2 Mezclar bien y girar brevemente

3 si se utilizo el termociclador de ADN (TC1) o DNA Termociclador 480
superponer la mezcla de reaccién con 40 pl de aceite mineral ligero

2.6 Protocolos para la eliminacion de los terminadores no incorporados

Hay una gran variedad de protocolos que resultan eficientes para eliminar los terminadores de
reaccion no incorporados. La eleccion de uno u otro protocolo dependera esencialmente del
tipo de marcaje de la molécula terminadora (tipo de quimica empleada), de las caracteristicas
del segmento analizado y del tipo de secuenciador empleado para el analisis. La mayoria de
estos protocolos se basan en la precipitacion de los productos de extensién mediante algin
solvente quimico como el etanol, s6lo o combinado con algunas sales, y la posterior
eliminacién de aquellos terminadores no incorporados mediante lavados con etanol al 70%.
Estos protocolos presentan una eficiencia Optima de eliminacion de los terminadores de

reaccion no incorporados.
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Tabla 7 Purificacion de muestras para precipitar con Etanol / Acetato de Sodio para secuenciar Usar

etanol al 95% en lugar de absoluto

PROTOCOLO DE PURIFICACION DE MUESTRA DE PCR

1 Pipetear todo el contenido de cada reaccion de extension y depositarlo en una tubo para
microcentrifuga de 1,5 ml.

2 Colocarle a cada tubo de 1.5 ml 20 pl de acetato de Na al 3M con un ph 4.6.

Agregar a cada tubo 50 ul de Etanol al 95%

3 En un tubo colocar el positivo ()GEM-3Z +) y en otros tubos colocar los diferentes producto

4 Cerrar los tubos y agitar brevemente por espacio de 1 minuto.

5 Deja los tubos a temperatura ambiente durante 15 minutos para precipitar la amplificacion los
productos.

Nota a veces se precipita en menos de 15 minutos como resultado de pérdida de productos de
extension. Tiempos de precipitacion de 24 horas aumenta la precipitacion de productos

6 Colocar los tubos en una microcentrifuga y marcar sus orientaciones y centrifugar los tubos por 20
minutos a velocidad maxima (14,000 rpm).

7 Aspirar cuidadosamente el sobrenadante con una micro pipeta a cada muestra y descartarlo.

El Pellets puede o no puede ser visible.

8 Afadir a cada tubo 250 pul de metanol 70% y agitar brevemente en un vortex por 1 minuto.

9 Colocar los tubos en la microcentrifuga en la misma orientacion que en el paso 6 y centrifugar durante
5 minutos a velocidad méaxima.

10 | Aspirar el sobrenadante con cuidado como en el paso 7.

11 | Las muestras se secan durante 10-15 minutos o hasta sequedad. (Como alternativa, coloque los tubos
con las tapas abiertas en un blogue de calor o en el termociclador 90° C durante 1 minuto. Si no tiene
otra opcion )

12 | Guardar el pellet a una temperatura de -20° C para su posterior realizacion o se re-suspender el pellet
con formamida (20 pl)

13 | Incubar por 2 minutos a 95° C

14 | Colocarlo en Hielo el tubo de secuenciacion y colocar 10 ul del purificado

15 | Ponerlo en el secuenciador
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La Purificacion de Los productos de PCR suelen contener restos de nucleotidos y de cebadores

que interfieren en la secuenciacion. Por este motivo, es necesario llevar a cabo un paso de

purificacion previa a la secuenciacion de los productos de PCR. Los productos de PCR pueden

purificarse mediante el empleo de Kits especificos o por precipitacion con etanol /Acetato de

sodio.

Tabla 8 Purificacion de muestras para precipitar con Etanol / Acetato de Sodio para secuenciar Usar

etanol al 95% en lugar de absoluto
PROTOCOLO DE PURIFICACION DE MUESTRA

1 Pipetar todo el contenido de cada reaccion de extension en una microcentrifuga de 1,5 ml tubo.

2 Colocar en tubo de 1.5 ml
Agregar 20 ul de acetato de Na al 3M con un ph 4.6 a cada tubo
Agregar 50 ul de Etanol al 95%

3 En un tubo colocar el positivo ()GEM-3Z +) En otros tubos colocar los diferentes producto

4 Cerrar los tubos y agitar brevemente.

5 Deja los tubos a temperatura ambiente durante 15 minutos para precipitar la amplificacion los
productos.
Nota a veces se precipita en menos de 15 minutos como resultado de pérdida de productos de

extension. Tiempos de precipitacion de 24 horas aumenta la precipitacion de productos

minutos a velocidad méxima (14,000 rpm).

6 Colocar los tubos en una microcentrifuga y marcar sus orientaciones. Centrifugar los tubos por 20

El Pellets puede o no puede ser visible.

7 Aspirar cuidadosamente el sobrenadante con una punta de la pipeta para cada muestra y descarte.

8 Afadir 250 pl de metanol 70% a los tubos y agitar brevemente en un vortex por 1 minuto.

5 minutos a velocidad maxima.

9 Colocar los tubos en la microcentrifuga en la misma orientacion que en el paso 6 y centrifugar durante

10 | Aspirar el sobrenadante con cuidado como en el paso 7.

11 | Las muestras se secan durante 10-15 minutos o hasta sequedad. (Como alternativa, coloque los tubos
con las tapas abiertas en un blogue de calor o en el termociclador 90° C durante 1 minuto. Si no tiene
otra opcién )

12 | Guardar el pellet a -20° C para su posterior realizacion o re-suspender el pellet con formamida (20 pul)

13 | Incubar por 2 minutos a 95° C

14 | Colocarlo en Hielo un tubo de secuenciacion y colocar 10 pl del purificado

15 | Ponerlo en el secuenciador
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para perpetrar el kit ABI PRISM bigDye

2.7.- Recomendaciones

Terminator v3.1 secuenciacion

Contenido del kit.

Cycle Secuencing mix

pGEM-3Z (+) ADN control de la prueba 0.2 pg/ul
21 M13 control del cebador delantero, 0.8 pmol/ul

Para secuenciar la cantidad necesaria de producto de PCR a utilizar se deberd tomar en cuenta

el tamafio del producto de acuerdo a las recomendaciones de la siguiente tabla, segun lo que

recomienda el manual de secuenciaciéon ABI PRISMA

Tabla 9. Recomendaciones de rangos de cantidad de ADN de plantilla para cada Quimica

Ciclo de Quimica de Secuenciacion

Producto de PCR: Rodamina Dye dRhodamine BigDye Fluoresceina / Primer
Terminator Terminator Terminator Rodamina colorante del
BigDye
Cebador
100-200 pb 3.1ng 1.3ng 1.3ng 2.5ng 2.5ng
200-500 pb 3-10 ng 3-10 ng 3-10 ng 5-10 ng 5-10 ng
500-1000 pb 5-20 ng 5-20ng 5-20 ng 10-20ng 10-20 ng
1000-2000 pb 10-40 ng 10-40 ng 10-40 ng 20-50 ng 20-50 ng
> 2000 pb 40-100 ng 40-100 ng 40a100 ng 50-150 ng 50-150 ng
monocatenario 100-250 ng0 50-100 ng 50-100 ng 150-300 ng 150-400 ng
doble cadena 200-500 ng 200-500 ng 200-500 ng 300-600 ng 200-800 ng
césmido, BAC 0.5-2,0 pg no recomendada 0.5-1.0 ug 0.5-2.0 ug 0.5-1.0 pg
gendmica no se recomienda | no se recomienda 2-3 ug no se recomienda no se
bacteriana ADN recomienda
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ANEXO 3

Municipios del Estado de Nuevo Leén donde se encontraron las muestras positivas a la
presencia de hepatitis E y donde se resaltan los municipios en las cuales se encontroé la
amplificacion de 212 pb del virus de la hepatitis E en los tres tipos de muestras, que son
higados de cerdos obtenidos en el rastro TIF, muestras de heces obtenidas en granjas de

cerdos y higados comprados en puntos de ventas.

Tabla 10 Municipios positivos a la amplificacion de 212 pb del virus de la hepatitis E del Estado de Nuevo
Leon

Municipios Muestreados

Municipios Municipio + en | Municipio + en granjas de | Municipio + - ’Higados
Rastros cerdos (heces) comprados en carnicerias

Allende + + +

Apodaca

Cadereyta Jiménez + + +

Cerralvo

Ciénega de Flores + + +

Dr. Coss

Dr. Gonzales + +

El Carmen

Escobedo +

Garza Garcia

General Trevifio

General Zuazua + +

Juérez +

Los Ramones +

Marin

Mina

Montemorelos + + +

Pesqueria + +

Sabinas Hidalgo

Salinas Victoria + + +

Santa Catarina +
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Figura 1. Se muestran los Municipios (1.- Allende, 2.- Cadereyta Jiménez, 3.- Ciénega de Flores, 4.- Montemorelos, 5.-
Salinas Victoria) donde coinciden los positivos de las muestras de higado tanto del rastro como en puntos de venta,

carnicerias y granjas de cerdos, del virus de la hepatitis E en el Estado de Nuevo Leén
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ANEXO 4

Alineacion de secuencias de las cepas de HEV reportadas en el banco de genes con
las secuencias sw7NLMx, SWONLMx, SW5NLMx, sw8NLMx-1, swANLMx-1 obtenidas
en el presente estudio.

Las secuencias de los nucle6tidos obtenidas en el presente trabajo junto con las secuencias
respectivas de distintos genotipos selectos de la familia Hepeviridae se muestran para realizar
los estudios de comparacion, en todos los casos se excluyeron las secuencias de nucledtidos
que corresponden a las secuencias de los oligonucledtidos usadas en la amplificacion de esa
parte del genoma del HEV.

D11092 -CCTCGAACTTGAGTTCCG-CAACCTCACCCCCGGTAATACCAACACGCGGGTCTCCCGTTACTCCAGCACTGCCCGTCA 78
M73218 -CCTTGAGCTTGAGTTTCG-CAACCTTACCCCCGGTAACACCAATACGCGGGTCTCCCGTTATTCCAGCACTGCTCGCCA 78
M74506 -CTTAGAGCTTGAGTTTCG-CAATCTCACCACCTGTAACACCAATACACGTGTGTCCCGTTACTCCAGCACTGCTCGTCA 78
SWINLMX -ATTGGAGCTTGAGTTTAG-AAATTTGACACCCGGAAACACTAACACCCGTGTTTCCCGGTATACCAGCACAGCCCGCCA 78
AB094209 -ATTAGAGCTTGAGTTTAG-AAATTTGACACCCGGGAACACTAACACCCGTGTTTCCAGGTATACCAGCACAGCCCGCCA 78
AB094206 -ATTAGAGCTTGAGTTTAG-AAATTTGACACCCGGGAACACCAACACCCGCGTTTCCAGGTACACCAGCACAGCCCGCCA 78
SWONLMx -ATTAGAGCTTGAATTTAG-AAATCTGACACCCGGGAACACAAACACCCGTGTTTCCCGGTATACCAGCACAGCCCGTCA 78
ABG67095 -ATTAGAGCTTGAATTTAG-AAATCTGACACCCGGGAACACAAACACCCGTGTTTCCCGGTATACCAGCACAGCCCGTCA 78
DQ832266 -ATTAGAGCTTGAGTTTAG-AAATTTGACACCCGGGAACACTAATACCCGTGTTTCCCGGTATACCAGCACAGCCCGCCA 78
AB089824 -ATTAGAACTTGAATTTAG-AAATTTGACACCCGGGAACACTAACACCCGTGTTTCCCGGTATACCAGCACAGCCCGTCA 78
SWSNLMx -ATTAGAGCTTGAATTCAG-AAATTTGACACCTGGGAACACTAATACCCGCGTCTCCCGGTATACCAGCACGGCCCGCCA 78
AF466683 -ACTAGAGCTTGAATTTAG-AAATTTGACACCCGGGAACACTAACACCCGCGTTTCCCGGTATACCAGCACAGCCCGCCA 78
AF082843 -ATTAGAGCTTGAATTCAG-AAATTTGACACCCGGGAACACTAACACCCGTGTTTCCCGGTACACCAGCACAGCCCGCCA 78
AF466659 -ATTAGAGCTTGAATTCAG-AAATTTGACACCTGGGAACACCAACATCCGTGTTTCCAGGTATACCAGCACAGCCCGCCA 78
AF060669 -ACTAGAGCTTGAATTTAG-GAATTTGACACCCGGGAACACCAACACCCGTGTTTCCCGGTATACCAGCACAGCCCGCCA 78
EF491206 -CTTGGAGCTTGAGTTTAG-GAATCTGACACCCGGGAACACTAACACCCGCGTTTCCCGGTATACAAGCACAGCCCGCCA 78
AB301710 -ATTAGAGCTTGAATTCAG-GAATTTGACACCCGGGAACACCAACACCCGCGTATCCCGGTATACTAGCACAGCCCGCCA 78
FJ906895 -GCTTGAGGTTGAATTCCG-GAATCTGACTCCAGGGAACACTAACACACGCGTCTCCCGTTATACCAGCACCGCCCGCCA 78

AJ272108 -ACTCGAGCTCGAGTTTCG-CAATTTGACACCTGGTAACACCAATACGCGCGTTTCTCGTTATTCGAGTAGCGCGCGTCA 78
AB097811 -ACTTGAACTTGAGTTCCG-CAATTTGACACCCGGTAACACGAATACGCGCGTTTCCCGTTATTCGAGTAGCGCGCGCCA 78
AB573435 -CCTTGAACTGGAGTTTCG-TAATCTGACACCTGGGAACACCAACACCCGTGTGTCCCGTTACTCCAGCACTGCACGCCA 78
AY043166 -CATAAAGTTACAGCTAAG-GAACTTGTCGCCCGGTAATACAAATGCCAGGGTCACCCGTGTGAAGGTGACGGCCCCACA 78
AB602441 -ACTTGAGCTTGAGTTCCG-TAATTTGACACCTGGGAACACTAACACCCGCGTTTCCCGTTACACAAGCACTGCTCGCCA 78
KJ496143 -CCTTGAGCTTGAGTTCCG-TAATCTTACACCTGGCAACACTAATACCCGCGTTTCCCGCTATTCTAGTACTGCTCGCCA 78
GU345042 GGTCCTGTTT—AATATTGCAGATACCCTGTTGGGAGGGCTTCCGACGGACCTGGTGTCTAATGCTGGAGGGCAGCTGTT 78
JQ001749 -GTTTGATTCTGAATGTGGCTGATAGTTTGTTGGGGAATATACCATCCACTATTTTATCCCTCGCTGGTGGGCAGCTTTT 79

AY535004 ~TTTTGGGGCCGGCAGCACCATGATGGTGCATAATTTGATCACTGGTGTGCGCGCCCCCGCCAGTTCAGTCGA 4l
~-ACTTCCACTGATGTTAGGATATTGGTACAGCCCGGTATTGCTTCCGAGTTAGTCATCCCTAGTGAGCGCCTCCA 74
-ACTCCACTGATGTTAGGATATTGGTACAGCCCGGTATTGCTTCCGAGTTAGTCATCCCTAGTGAGCGCCTTCA 74
swFJ617438  -ACTTCCACTGATGTTAGGATATTGGTACAGCCCGGTATTGCTTCCGAGTTAGTCATCCCTAGTGAGCGCCTTCA 74
D11092 CCGCCTTCGTCGCGGTGCAGATGGGACTGCCGAGCTTACCACCACGGCTGCTACCCGCTTCATGAAGGACCTCTATTT-- 156
mM73218 CCGCCTTCGTCGCGGTGCGGACGGGACTGCCGAGCTCACCACCACGGCTGCTACCCGCTTTATGAAGGACCTCTATTT-- 156
M74506 CTCCGCCCGA---GGGGCCGACGGGACTGCGGAGCTGACCACAACTGCAGCCACCAGGTTCATGAAAGATCTCCACTT-- 153

SWINLMX TCGGCTGCGCCGCGGCGCTGATGGGACCGCTGAGCTTACCACCACAGCAGCCACACGTTTCATGAAAGATCTGCATTT-- 156
AB094209 TCGGCTGCGCCGCGGTGCTGATGGGACCGCTGAGCTTACTACCACAGCAGCCACACGTTTCATGAAGGATCTGCATTT-- 156
AB094206 TCGGCTGCGCCGCGGTGCTGATGGGACCGCTGAGCTTACCACCACAGCAGCCACACGTTTCATGAAGGATCTGCATTT-- 156
sWONLEMX = TCGGCTGCGCCGCGGTGCTGATGGGACCGCTGAGCTTACCACCACAGCAGCCACACGTTTCATGAAGGATCTGCATTT-- 156
AB67095 CCGGCTGCGCCGCGGTGCTGATGGGACTGCTGAGCTTACCACCACAGCAGCCACACGTTTCATGAAGGATCTACATTT-- 156
DQ832266 CCGGCTGCGCCGCGGTGCTGATGGGACCGCTGAACTTACTACCACAGCAGCCACACGTTTCATGAAGGATCTGCATTT-- 156
AB089824 CCGGCTGCGCCGCGGTGCTGATGGGACCGCTGAGCTTACCACCACAGCAGCCACACGTTTCATGAAGGATTTGCATTT-- 156
sWoNLMx =~ TCGGCTGCGCCGCGGTGCTGATGGGACCGCTGAGCTTACCACCACAGCAGCCACACGTTTCATGAAGGATCTGCATTT-- 156
AF466683 CCGGCTGCGCCGCGGTGCTGATGGGACCGCTGAGCTCACCACCACAGCAGCCACACGTTTCATGAAGGATTTGCATTT-- 156
AF082843 TCGGCTGCGCCGCGGTGCTGATGGGACCGCAGAGCTTACCACCACAGCAGCCACACGTTTCATGAAGGACTTGCATTT-- 156
AF466659 CCGGCTGCGCCGCGGTGCTGATGGGACCGCTGAGCTTACTACCACAGCAGCCACACGTTTTATGAAGGATTTGCATTT-- 156
AF060669 CCGGCTGCGCCGTGGTGCTGATGGGACTGCTGAGCTTACTACCACAGCAGCCACACGTTTCATGAAGGACCTGCACTT-- 156
EF491206 CCGGCTGCGTCGTGGCGCTGATGGTACCGCCGAGCTTACCACCACGGCGGCTACGCGTTTCATGAAGGACCTGCACTT-- 156
AB301710 TCGGCTGCGCCGCGGTGCCGACGGGACTGCTGAGCTTACTACTACAGCGGCCACGCGTTTTATGAAGGACTTGCATTT-- 156
FJ906895 CCGCCTGCGCCGTGGCGCCGATGGAACCGCCGAACTCACAACTACGGCGGCCACACGGTTTATGAAAGACCTCCACTT-- 156
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AJ272108 CAAACTGCGCCGAGGGCCTGATGGTACTGCTGAGTTGACTACTACTGCCGCCACACGTTTTATGAAAGACCTCCATTT-- 156
AB097811 CAAGCTACGTCGTGGGCCCGACGGTACTGCTGAGCTAACCACCACTGCTGCTACACGGTTTATGAAAGATCTTCACTT-- 156
AB573435 TAGGCTACACCGTGGCGCTGATGGAACCGCAGAATTGACCACTACTGCAGCCACACGGTTTATGAAGGATCTAYACTT-- 156
AY043166 TACCATCAAGGCTGACCCATCTGGTGCTACC-A--TAACAACAGCAGCTGCGGCCAGGTTTATGGCGGATGTGCGTTGGG 155
AB602441 CCGCCTGCGGCGGGGGCCTGACGGCACGGCTGAGTTGACAACCACCGCAGCCACACGGTTCATGAAGGATTTATACTT-- 156
KJ496143 TCGCCTTAAGCGTGGTGCTGACGGCACAGCTGTTTTAACTACTACAGCGGCCACTAGGTTTATGAAGGATCTGCATTT-- 156
AY535004 CTGGACGAAGGCAACAGTGGATGGGGTCCAGGTGAAGACTGTCGATGCTAGTTCTGGGAGTAATAGGTTTGCAGCGTT-- 149
TTACCGTAATC---AAGGCTGGCGCTCTGTTGTGACTACGGGCGTGGTTGAAGAGGAGGCTACCT--CCGGCCTGGTAAT 149
TTACCGTAATC---AAGGCTGGCGCTCTGTTGTGACTACGGGCGTGG------AGGAGGCTACTT--CCGGCCTGGTAAT 143
swFJ617438 CTACCGTAATC---AAGGCTGGCGCTCTGTTGAGACTACGGGCGTGGCTGAAGAGGAGGCTACTT--CCGGCCTGGTAAT 149
GU345042 TTACGGCCGCCCTCAGGTGTCTGAGAACGGTGAGCCCTCTGTCAAACTC---TACACCTCTGTTGAGGCCGCCCAATTAG 155
JQ001749 ATATGGGAAGCCAGTGACCTCATCCAATGGTGAGCCTACAGTCCTGCTT---TATGGGTCTGTTGAGCAGGCTCAGCTTG 156

D11092 -TACTAGTACTAATGGT 172
M73218 -TACTAGTACTAATGGT 172
M74506 -TACCGGCCTTAATGGG 169
sWINLMX -TACTGGCACTAATGGC 172
AB094209 -TACTGGCACGAACGGC 172
AB094206 -TACTGGCACGAATGGC 172
SWONLMx -TACTGGCACGAATGGT 172
ABG67095 -TACTGGCACGAATGGT 172
DQ832266 -TACTGGTACGAACAGC 172
AB089824 -TACTGGCACGAACGGT 172
SWSNLMx -TACTGGCACGAACGGG 172
AF466683 -CACTGGCACGAACGGT 172
AF082843 -CACCGGCACGAACGGC 172
AF466659 -TACTGGCACGAATGGC 172
AF060669 -CGCTGGCACGAATGGC 172
EF491206 -CACTGGTACGAACGGA 172
AB301710 -CACCGGTACGAATGGA 172
FJ906895 -CACTGGGATGAACGGG 172
AJ272108 -TACGGGGACTAATGGT 172
AB097811 -CACAGGGACCAATGGT 172
AB573435 -CACTGGGTCTAATGGG 172
AY043166 GCTTGGGCACTGCTGAG 172
AB602441 -CACTGGTTCAAACGGG 172
KJ496143 -TACTGGTATGAATGGT 172
AY535004 -ACCTGCATTTGGAAAGCCAGCTGTGTGGGG 179

-GCTTTGCATTCATGGCTCTCCTGTT 174

-GCTTTGCATTCATGGCTCTCCTGTTAATTCC 174
swFJ617438 -GCTTTGCATTCATGGCTCTCCTGTT 174
GU345042 -ACCAAGGTGTGACAATAC 173
JQ001749 -ACAAACCACTGCAGATTC 174

El alineamiento fue realizado con el programa ClustaW (Thompson et al., 1994) (Slow/Accurate, IUB) contenido
en los programas de MegAlign del paquete de bioinformatica de DNASTAR® y editado manualmente.
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Canti-Martinez MA, Roig-Sagués AX, Cedillo-Rosales 5,
Tamora-Avila DE, Avalos-Ramirez R.

Deteccitn malecular ded virws de la bepatitis E e
higadas de carda destinadas al consumo

Eiurnana en el estado de Musyo Leam, Mexico.

Sald Publica Mex 101 3; 55:193-1%5

Resumen

Objetive. Deteccion molecular dal virus de la hepatitis E
{VHE] en higado de cerdo para consumo humano en Muevo
Ledn, México. Material ¥y métodas. Se analizaron 127
higados de cerda (37 obtenidos de rastros TIE y 40 de car-
nicerias) mediante RFPCR samiznidedo para amplificar un
fragmento de 212 pb del gen ORF2 del YHE. Resultados.
El 19.5% {17} de los higedos de rastros y 22.5% (%) de carni-
cerias fueron positivos. La secuendiacion mostrd 94-05% da
homologia con el genotipo 1. Conclusiones. Los resultados
indican que el¥YHE circula en rcinas del estado, lo
que constituye una prnbable Hm contaminacicn para
los productos cimicos porcinos.

Palabras clave: hepatitis EVHE higadas de cerdo; México

Canti-Martinez MA, Roig-Sagués AX, Cedillo-Rosales 5,
Zamora-Avila DE, AvalosRamirez B

Makeoalar detection of hepatitis E virus in

pig livers destined for human consumption

inthe state ol Noeva Leon, Mexico.

Salud Publica Mex M 13;55: 193-195

Abstra:t
Molecular detactlun of HEY in pig livers destined

umm consumgtion in Muevo Leon, I'J;J-u':o. Materials
md methads. BT livers were collacted from pigs slaughte-
red in TIF and 40 livers from butchers.A 211 pb fr.
of HEY ORF2 gene was amplified by semi-nasted RT-PCR.
Results. 19.54% (17) of 6f's and 22.5% (%) of buthcer's livers
were positive for HEV. Sequencing of the amplified products
showed a 24%-95% homaology with the sequences reported
for penotype 1. Conclusions. Our results indicate that HEV is
circulating in swine herds in the state, constituting a probable
source of contamination of pip meat products.

Keywords hepatitis E;HEY; pork livers; Mexico

(1] DCepartomento deVirclegh, Facubzd de Medicina Veeerinaria y Tooternia, Universidad Attnoma da Musve Lesn, Mueva Ledn, Mo,
(1] Fac.deVaterinara, Deparmment de Cidnch Arimal | dels Alments, Uriversidad At tnoma d= Barcelons. Barcelora, Bpata.

Fecha de recibida: 25 de junia de 2012 « Fecha de aceptadocd de didembre de 2011
Aurtor de comespandenciz Dr. Ramiro Avalos Ramirez. Deparamento d= Yirakogt, Facutted de Medicia Yeteriraria y Zoatemia,
Uriversicad Autdnoma de Mueyo Ledn.fo. Francisoo'ila st col. Ex Hacenda o Caradi Escobedio. 66050 Mosvo Letn, Médon.

sifzasd oibilice ele e ool 35, v, 2, szl de 2013

%3

DETECCION MOLECULAR DEL VIRUS DE LA HEPATITIS E EN HIGADOS DESTINADOS PARA CONSUMO HUMANO Y HECES DE CERDOS EN EL ESTADO DE NUEVO LEON, MEXICO

125



Tesis de Doctorado en Ciencias de los Alimentos

Cfel-Martes Mo y ool

1 wirus da 1 hepatitis E (VHE) es uno de los dnoo

vines hepatoteopos que afecfan a humanos y =a ha
reconocido recentemente en varios paises. El VHE
caissa la hepatitis E, Ia enal se consider wna zoonosis
emerpente qua e transmite esencialmente medianta
la ruta facal-ofal ¥ su presentacicn dinica va desde la
forma asintomatica hacta la falla hepdtica fulminante
(FEE).! A mivel mundial, se han idenfificado euatro
grenotipos del VHE Los genotipes 1 v 2 <2 han encon-
trado exclusivamente en humanes ¥ los genotipos 3
¥ 4 ze han sdentificado en cerdos ¥ otros animales en
distintos paizes®

Fara el genotipa 3, encontrado en humanes y ani-
males domésticos en zonas considerad as no endémicas,
s considera al cerdo como el prindipal reservorioenla
naturaleza y fuents primaria directa o indirecta da la
infeccién hacia el humano? En 1997, Meng v colabera-
dotes identificaron una mueva cepa porcina genstica y
serologicamente relacionada con cepas humanas en los
Estados Unidos * lo que supiere la posibilidad de infec-
ciones humanas con cepas percinas. Bn difras ofidales
enMuevo Ledn, en el periodo 20002 207, s2 reportaron
hasta 507 de casos de hepatitic en humanos por causas
desconocidas * Debido a que nuestro pais no cuenta con
pruebas de diagndstion seroldgico para el VHE, no se
puede asepusrar =i denbro de estos cascs se encuentra
invelucrado este vinus. B objetivo de este trabajo es
detectar mediante FT-PCR semdanidado el VHE en
muestras de hipados de cerdos destinados al consuma
humano en el estado de Nusvo Ledn, Mewico.

Material y métodos

Durante 2010y 2001 =a recolectaron un total de 57 hipa-
dosde cerdos de un rastoo tipo TIF deMuevo Ledn. Los
ammales procedian de 24 gramas porcinas de 11 mun-
cipios conurbanos al drea metropolitana de Monterey.
Ademis, se inchryeron 40 higados de centros de venta
de 10 diferentes municipios de la misma drea. e cbtuvo
el AR total de cada una delas muestras perel métoda
de TRIzol Reagent Lasintects del AT complementario
v BT-PCR semanidadio = ralizd ubilizando un estuche
comercial (Superseript I One-Step) para amplificar un
frapmente de 212 pb del gen OFF 2 dal VHE, utilizanda
los imciadores recomendados por Martiny colaborade-
res? Laamplificaci fn se realizd en un termociclador con
35 aidos (desnaturalizaciin 94°C A, alineacidn 43°C
3l y amplibcacion a 72°C =) con incubacion final a
72°C durante 7 minutos* Los productos de amplifica-
citn se analizaron por elechroforesis en gel de agamsa
al 1.5 v =2 documentaron previa visualizaron bajo la
luz UV del transiluminader Las amplificaciones de 13

mutestras positivas se punficaron a partir da los geles
de agarnca utilizando el estuche “Purelink Chalk pal
Exdracadn”, acorde a las instoucciones del fabricante.
Posterinrmente, dos de los productes amplificades se
secuenciaren en un ARTFRIEM 310 Genetie Analyzer AB
whilizandoel estuche AR FRIZM bipDhve Terminatoe v 1
Secuencing kit 7 se analizaron con el software DN Astar
lazerpene 10. Las secuendias resultantes se analizaron
para buscar homologfacon las sacuencias reportadas del
VHE en el GenBank H protocolo entifico v étioo del
estudio fus por la subdireccidn de posprado
de la Facultad de Sahsd Publica y Mutrcicn de la Und-
versidad Auténoma de Muevo Ledn

Resultados

Dee las 87 muestras analizadas, 17 (19.5%) fueron po-
sitivas a la amplificacion para VHE. Estas muestras
proveniande 11 granjas distintas (Agura 1a,b). Unalas
fue utilirada como control pesitivo para los ensayos
posteriores. De loz 40 hipades de centros de venta de
carne, 9 (22 5%) fueron positivos a VHE. Estos prove-
nian de cuatro mumcpios del estado: Sakinas Victora,
Cerralvo, Cadersyta fiménez y Montemorelos (frura 2
a, b). Las secuencias detectadas pertenecen al genotipo
3 y muestran 94% de homolopia con 1a reportada en
cerdos por Huang FF y colaboradores en EUA en 2002
[AP2666641F 7 con la teportada por Takahachi My
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Ficura | &Y B.ANPURICACION DE UN FRAGMENTO DEL GEN
ORF pe VHE pE HIGADOS PROVENIENTES DE RASTROS. A)
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Figura 1 A ¥ & AMPLIICACION DE UN FRAGHENTD DEL GEN
ORF peVHE DE HIGADOS PROVENIENTES OE CARNICERIAS.
A) ELECTROFORESIS EM GEL DE AGARDSA AL 1.5 % TERIDO
COMBROMURD BE ETIONG, M: MARCADOR DE PESO MOLECULAR
100pe, cannmes | ¥ 3: CONTROLES POSITIVOS, CARRIL 3:
CONTROL MEGATIVD, CARRILES 4.9 MUELSTRAS DE HIGADODS.
B} M: Marcanon OE peso MoLECULAR | 00Pe, cansiL |:
CONTROL NEGATTVD, CARRIL 2: CONTROL POSITIVG, CARRILES
3.9 HUESTRAS DE HIGADOS

colaboradares en 2003 (AB94309.1) para cepas poro-
nas. Fs interesante resaltar que una de las secuencias
detectadas mosted una homolopia mayor a 95% conwna

cepa del VHE reportada en 2008 en pacientes en Japon
(AB3R03481) ¢

Conclusién

Actualmente se ha demostrado que los porciaultores
¥ veterinarios que manejan cerdos Henen un mayor
fiespo de infectarse con el VHE M y ademds, awisten
informes que azocian el consumo de higado da cerdoo
came ertida conel decarmiln de hepatitis E 442 Misestros
resultados sugieren que exista la posibilidad de qua Tos
pacientes catal ogados en nueshro pafs con hepatitic por
cazas desconocidas na infecadn por VHE
noreportada tal vez por falta de pruebas de diapnctico
especificas. Por otro lado, en EUA =e ha reportado tna
secuencia parcial de una variante en humanos del VHE

(VHE-US1) atzlada de pacientes que sufrieron hepatitis
viral apuda ®"* penerando evidenda de la presenciade
ruevas cepas del virus en América del Morte diferente
alas secuencas reportadas previamente para las cepas
de EUA, Birmania y Mérdoo. No se conoee el oigen de
estas nievas cepas, sin embargo, existe la hipbtesis de
que s2an de origen ammal y que deberan exishir vanios
reservorios potenciales del VHE

Este es ol primer estudio que aportaevidenciadala
circulacitn del genotipo 3 de VHE en pramjas porainas,
cerdos sacnficados en rashro ¥ carmicerias de Nuevo

il miblicg de wtdn { ool 53, w0, 2, merzo-al de 2003

Lecn La presencia del wirus puede conshbuir un factor
de riesgo importante para la salud humana

Diedorockin de conflitn de imereses Los autores dechiaron ma teser ooo-
ficto de intereses.
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