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Abstract

Hepatitis E virus (HEV) is the viral agent that produces most cases of acute hepatitis worldwide. Four genotypes
and 24 subtypes of HEV have been identified. Presence of viral strains in pigs suggests this species is a reservoir for
HEV. A case of Hepatitis E in humans has been reported in Antioquia, the largest pig producer and pork consumer
province in Colombia. This study investigated the presence of HEV in pigs from several swine farms in Antioquia by
looking for anti-HEV antibodies and viral RNA in pig feces. Serological tests were performed for detecting IgG and
IgM anti-HEV. Molecular assays (RT-PCR) were also used for detecting the ORF-1 marker of HEV viral genome.
These procedures were performed on 210 animals from 30 pig farms. Presence of antibodies and molecular analysis
were organized by frequencies and analyzed using the R software (version 2.15.2). 100% of the samples were
positive for IgG antibodies, while 57% of the samples were positive for IgM antibodies. According to the molecular
analysis, 26% of pig feces had genetic material from HEV. This study demonstrates exposure and circulation of HEV
in pig farms of Antioquia.

“Para citar este articulo: Gutiérrez Vergara CC, Ospina Vélez DA, Forero Duarte JE, Rodriguez B de J, Gutiérrez Builes LA, Correa Londofio G, Lopez
Herrera A, Parra Suesctn J. Deteccion seroldgica y molecular del virus de la Hepatitis E en cerdos de granjas antioquenas . Rev CES Med Zootec. 2014;
Vol 9(2): 158-168.
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Resumen

La Hepatitis E es una enfermedad producida por el Virus de Hepatitis E (HEV), considerado el agente virico con
mayor produccion de hepatitis agudas alrededor del mundo. Se han determinado 4 genotipos y 24 subtipos de
HEV. La presencia de cepas virales tanto en humanos como en otras especies, ha sugerido que existen reservorios
animales para HEV, entre los cuales el cerdo juega un papel importante. En Antioquia se ha reportado un caso
de Hepatitis E en humanos. Teniendo en cuenta que este departamento es el principal productor y consumidor
de cerdos en Colombia, se investigd la presencia de este virus en los cerdos de diferentes granjas porcicolas, con
el fin de determinar anticuerpos anti-HEV y RNA viral en heces porcinas. Para lograr esto, se realizaron pruebas
serologicas para la deteccion de anticuerpos IgG e IgM anti-HEV, y pruebas moleculares (RT-PCR) para la deteccion
del marcador ORF-1 del genoma viral de HEV. Estos procedimientos se realizaron en 210 animales de 30 granjas
porcicolas de Antioquia. La presencia de anticuerpos y analisis moleculares en los cerdos, se determinaron por
frecuencias y se analizaron mediante el software R version 2.15.2. El 100% de las muestras fueron positivas para
anticuerpos IgG; mientras que para anticuerpos IgM, los positivos representaron el 57% de las muestras evaluadas.
El andlisis molecular determind que el 26% de los cerdos presenté material genético de HEV en sus heces. Esta
informacion demuestra la exposicion y la circulacion de HEV en cerdos de las granjas evaluadas en municipios de
Antioquia.

Palabras clave

Anticuerpos, Heces, Porcinos, virus de Hepatitis E, Zoonosis.

Resumo

A hepatite E ¢ uma doenga produzida pelo virus da hepatite E (HEV), considerado o agente virulento com maior produgdo
de hepatites agudas ao redor do mundo. Tem se determinado quatro gendtipos e 24 subtipos de HEV. A presenga de cepas
virais tanto em humanos quanto em outras espécies, tem sugerido que existem reservatorios animais para HEV, entre os
quais o suino tem grande importancia. Em Antioquia tem se reportado um caso de hepatite E em humanos. Tendo de
presente que este departamento € o principal produtor e consumidor de suinos na Coldmbia, pesquisou-se a presenga
deste virus em suinos de diferentes granjas suinas, com o fim de determinar anticorpos anti-HEV e RNA viral em fezes
porcinas. Para lograr isto, realizaram-se testes serologicos para a deteccdo de anticorpos IgG e IgM anti-HEV e testes
moleculares (RT-PCR) para a deteccdo do marcador ORF-1 do genoma viral de HEV. Estes procedimentos realizaram-
se em 210 animais de 30 granjas suinas em Antioquia. A presenca de anticorpos e as andlises moleculares nos suinos,
determinaram-se por frequéncias e se analisaram mediante o software R Versao 2.15.2. O 100% das amostras foram
positivas para anticorpos IgG; enquanto que para anticorpos IgM os positivos representaram o 57% das amostras avaliadas.
O analise molecular determinou que o 26% dos suinos apresentou material genético de HEV em suas fezes. Esta informagao
demonstra a exposicao e circulagio de HEV em suinos das granjas avaliadas em municipios de Antioquia, Colémbia.

Palavras-chave
Anticorpos, fezes, suinos, virus da hepatite E, zoonose.
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Introduccion

La Hepatitis E es una enfermedad aguda producida
por el Virus de la Hepatitis E (HEV). Se considera que
el HEV es causante de mas del 50% de las hepatitis
agudas alrededor del mundo **. Este virus perteneciente
a la familia Hepeviridae, y Uinico integrante del género
Hepevirus, tiene genoma RNA de sentido positivo con
7.2 Kb aproximadamente; y codifica tanto proteinas
estructurales como no estructurales partiendo de tres
regiones codificantes ORF-1, ORF-2 y ORF-3 '8. Se
han descrito 4 genotipos en mamiferos (1, 2, 3y 4) y
24 sub-genotipos %, los cuales se distribuyen alrededor
del mundo y pueden infectar tanto humanos como
otras especies animales, incluyendo al cerdo doméstico
(Sus scrofa ssp. domestica) *. El HEV puede causar
brotes epidémicos principalmente en lugares donde las
condiciones sanitarias no son adecuadas, pero ademas,
se han reportado casos esporadicos de infeccion por
este virus en paises donde se pensaba que no estaba
presente; razon que ha sugerido la existencia de
reservorios animales, donde el cerdo doméstico es
uno de los principales, y aunado a que la enfermedad
es una zoonosis **. En Medellin se ha determinado un
paciente positivo para HEV 3. En el Valle de Aburra
se determinod, positividad a anticuerpos anti-HEV en
humanos que trabajan con cerdos en plantas de beneficio
7, sin embargo, la informacion aun no es disponible o
poco se ha estudiado sobre la presentacion de HEV en
los porcinos de Antioquia. Aunado a esto, debe tenerse
en cuenta que este es el departamento donde el volumen
de produccion (47.6%) y consumo por habitante (21,3
kg), es el mayor en todo el pais '>. Razones que justifican
plenamente la importancia de determinar la presencia de
HEV en cerdos de granjas porcicolas en Antioquia.

Materiales y métodos

Consideraciones éticas

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

Tipo de estudio
Estudio descriptivo transversal.
Localizacion

Se seleccionaron un total de 30 granjas en 10 municipios,
distribuidas en cuatro subregiones del departamento de
Antioquia. Las granjas contaban con diferentes sistemas
de produccion (ciclo completo y por etapas). La seleccion
de municipios y granjas, se basd en los resultados
obtenidos sobre seropositividad de anticuerpos IgG/
IgM e IgM especificos para HEV en cerdos procedentes
de diferentes municipios de Antioquia, y faenados en
5 plantas de beneficio del departamento (Forero et al.,
2013. Datos sin publicar).

Toma de muestras de cerdos en granja

Se evaluaron 210 cerdos a quienes se les tom6 muestras
de heces y de sangre (correspondientes al mismo animal),
distribuidas en las 30 granjas evaluadas, teniendo un
promedio de 7 cerdos por granja. En cada una de las
porcicolas seleccionadas, se muestrearon cerdos en
diferentes etapas de crecimiento, presentando edades
desde uno hasta seis meses para los animales en Levante y
Ceba, y desde 7 hasta 24 meses en los Reproductores. De
cada cerdo se tomaron aproximadamente 5 ml de sangre en
tubos sin anticoagulante directamente de la vena yugular
mediante venopuncién segin la metodologia descrita
por Coll y Morrillo '°. Las muestras de heces se tomaron
directamente del recto de cada uno de los porcinos,
logrando obtener alrededor de 5 gramos por cada animal,
estas heces se almacenaron en tubos plasticos estériles de
manera individual, y se transportaron a 4 °C al laboratorio
de Biotecnologia Animal de la Universidad Nacional
de Colombia sede Medellin. La sangre de los cerdos,
fue centrifugada inmediatamente a 1500 rpm durante 8
minutos para la obtencion del suero. Estos sueros al igual
que las muestras de heces fueron almacenados a -80 °C
hasta su procesamiento.

Deteccion de anticuerpos tipo IgG contra HEV

Para la deteccion de anticuerpos IgG e IgM anti-HEV se
utilizo un estuche comercial de ELISA indirecto HEV
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IgG e HEV IgM respectivamente (DIA.PRO Diagnostic
Bioprobes. Milan Italia). Comercialmente este kit se
emplea para la deteccion de anticuerpos anti-HEV en
humanos. Sin embargo, en este caso se reemplazo el
conjugado anti-humano del estuche por un anticuerpo
conjugado de cabra anti-IgG e IgM para reconocimiento
de anticuerpos de cerdo (Thermo Scientific), en una
dilucion 1:5000 33237 En cada uno de los ensayos se
utilizé un control negativo porcino (CNP) proveniente de
un cerdo neonato que no habia consumido calostro. Como
control positivo porcino (CPP), se utilizé una muestra de
campo que en repetidos ensayos cumplio los parametros
de positividad *’. Se realizaron las mediciones utilizando
un espectrofotometro (Biotek ELx800) a 450nm.

El punto de corte (Cut Off: CO) para determinar las
muestras positivas a los anticuerpos tipo IgG e IgM,
se fij6 con base en la Desigualdad de Chebyshev, la
cual establece que para cualquier distribucion, no
mas de (1/k2)% de los datos pueden alejarse en mas
de k desviaciones estandar de la media, siendo este el
promedio de las densidades Opticas a 450nm (DO 450)
de los controles negativos (CN) + 7 desviaciones estandar
de la media *'"-**37. Los resultados se interpretaron como
la relacion entre la DO 450 de la muestra y el CO (M/
CO). Los puntos de corte establecidos fueron 0,220 para
IgG y 0,545 para IgM.

Extraccion de RNA a partir de heces

De cada cerdo se tomo un gramo de heces y se resuspendid
en 10 ml de PBS (suspension al 10%). Después de
homogenizar las heces se centrifugaron a 4.500 rpm
durante 10 minutos, segin lo descrito ?'. A partir de
este sobrenadante (280 pl) se realizd la extraccion de
RNA. Para este procedimiento se utilizd el estuche
comercial QIAamp® Viral RNA Mini kit (Qiagen
Germany) siguiendo las recomendaciones dadas por el
fabricante y apoyados en el protocolo reportado ?'. La
calidad y concentracion del RNA se evalu6é midiendo las
densidades opticas (DO260 y DO280) en un Nanodrop
2000 (Thermo Scientific) y se verifico por electroforesis
horizontal en gel de agarosa al 0.8%.

RT-nPCR. El RNA obtenido de cada una de las muestras
se sometid a transcripcion reversa para la obtencion de
cDNA, utilizando Reverse Transcriptases RevertAid™
Enzyme Mix (Fermentas®) 0,1U/ul, 4ul de RT
buffer 5X, 2 pul de dNTPs 10mM, 1 pl de hexdmeros
de cebadores 100 uM, RNA 5 ul, y agua desinonizada

hasta completar un volumen final de 25 pl, bajo
recomendaciones del fabricante. Se utilizé el siguiente
perfil de temperaturas: un periodo inicial de 10 minutos
a 25 °C, 60 minutos a 43,5 °C, y un periodo final de
5 minutos a 72 °C. La deteccion del genoma viral se
realiz6 mediante PCR anidada, empleando cebadores
capaces de amplificar una region especifica del ORF-1
del HEV %. La técnica empleada sufrié6 modificaciones
a lo reportado ?°, a saber: en la primera ronda de PCR
se empled un volumen final de 25 pl, que contenia: 2,5
ul de Buffer 10X (Bioline), 2 ul de MgCL, 50 mM, 1 pl
de dNTPs (10uM) de cada dNTP, 2 ul de cada uno de
los cebadores (ORF-1 F; ORF-1 R), 0,2 ul de Taqg DNA
polimerasa (1U/ul), 3 pl de cDNA y agua desionizada
hasta completar los 25 pl. El perfil de temperatura para
esta PCR const6 de una desnaturalizacion inicial a 94 °C
por 3 minutos, y para cada ciclo una desnaturalizacion
a 94 °C por 38 segundos, alineamiento por 45 segundos
a 51 °C, extension por 60 segundos a 72 °C, con una
repeticion de 39 ciclos. Esta PCR amplifico un fragmento
de 348 pares de bases. Los cebadores utilizados
fueron: Forward CCAYCAGTTYATHAAGGCTCC,
reverse TACCAVCGCTGRACRTC, Forward nested
CTCCTGGCRTYACWACTGC 'y reverse nested
GGRTGRTTCCAIARVACYTC, siendo los mismos que
report6 Fogeda et al., 2009 .

La deteccion del genoma viral se realizd a partir del
producto de PCR obtenido de la primera ronda, usando
una amplificacion anidada con cebadores degenerados .
Esta PCR anidada se realiz6 utilizando 3 pl de producto
de la PCR 1 y los cebadores FN (Forward Nested) y
RN (Reverse Nested), ademas de un volumen igual al
de la PCRI para el resto de los reactivos. El perfil de
temperatura para la segunda ronda de la PCR anidada
fue: desnaturalizacion inicial a 95 °C por 3 minutos y para
cada ciclo una desnaturalizacion a 94 °C por 35 segundos,
alineamiento por 48 segundos a 48 °C, extension por 60
segundos a 72 °C, repitiéndose este ciclo por 35 veces.
Estos cebadores amplifican fragmentos presentes en el
ORFI1 del genoma viral para obtener un producto final
de amplificacion de 172 pares de bases. Los fragmentos
amplificados fueron verificados en gel de agarosa al
2.5% (70V por 40 min) usando EZ-Vision como agente
intercalante. Siempre para los ensayos se utilizd un
control positivo (muestras amplificadas previamente) y
un control negativo (sin cDNA).
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Analisis estadistico

Toda la informacion se recolectd en una base de datos
de Excel y los andlisis estadisticos de comparacion de
medias se desarrollaron usando la prueba t con P<0.05
usando el programa R version 2.15.2

Resultados

Prueba de ELISA indirecta para anticuerpos IgG e IgM
anti-HEV utilizando anticuerpo secundario anti-cerdo

Se realizaron ensayos para la deteccion de anticuerpos
especificos anti-HEV en muestras de suero porcino,
usando los anticuerpos secundarios IgG e IgM anti-

cerdo (Thermo Scientific). Ademas, se comprobaron
los controles de calidad del kit, teniendo en cada uno
de los ensayos los controles negativos (C-) y positivos
(C+), el calibrador (Cal) y el conjugado propios del
estuche comercial. Al evaluar el anticuerpo secundario
porcino frente a sueros de otras especies (Bovino,
Equino y Humano), se pudo observar que no se presentd
reaccion alguna en estas muestras (datos no mostrados).
Utilizando los puntos de corte establecidos, se obtuvo
que el 100% de muestras de suero porcino eran positivas
para anticuerpos IgG contra HEV (Tabla 1). Para el
caso de anticuerpos IgM se presentd una positividad del
57% en los sueros evaluados, hallandose fluctuaciones
de positividad entre 16,2% y 92% en los cerdos de las
granjas (Tabla 1).

Tabla 1. Porcentajes de positividad para IgG e IgM por subregiones de Antioquia.

Levante Ceba Reproductores
Subregion Nro de cerdos  1gG% IgM% IgM% IgM% IgM%
) (&) +) ) )
Norte 106 100 58,58 62,58 58,02 40,02
Oriente 23 100 69,61 50,00 76,5b 50,00
Suroeste 43 100 16,2° 20,00 14,3¢ SD
Valle de Aburra 38 100 92,1¢ 91,7¢ 95,7¢ 33,3¢

abed Medias con superindices diferentes, presentan diferencias estadisticas significativas p<0.05

p-value = 0,03397
SD: Sin Datos

Deteccion molecular del HEV en heces. E1 26% de las muestras de heces porcinas evaluadas fueron positivas para

un fragmento del ORF-1 (Figura 1).

172pb

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa (2,5 %) del producto de amplificacién de 172 pb de un fragmento ORF-1
de HEV en muestras de heces porcinas. 1-Control negativa, 2-Control positivo, 3-muestra, 4-muestra, 5-muestra,
6-muestra, 7-marcador de peso molecular, 8-muestra, 9-muestra, 10-muestra, 11-muestra, 12-muestra, 13-muestra.
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El nimero de animales es diferente en cada una de las Al igual que se muestra previamente para la
subregiones, esto reflejan el comportamiento en los seropositividad, los resultados de deteccion molecular
volimenes de produccion de cerdos (mayores en el Norte se distribuyeron por subregiones de Antioquia en los
y menores en el Oriente, en las subregiones evaluadas).  municipios donde se realizo el muestreo (Tabla 2).

Tabla 2. Comparacion por subregiones de los resultados positivos a la deteccion molecular del HEV mediante RT-

PCR
Levante Ceba Reproductores
Subregion Nro de cerdos RT-PCR RT-PCR RT-PCR RT-PCR

) +) )
Norte 106 30,60 43,8¢ 18,8 40,0
Oriente 23 37,5° 0,0° 35,3b 50,0°
Suroeste 43 10,5¢ 26,7° 0,0° SD
Valle de Aburra 38 26,0¢ 41,7 34,8° 33,3¢

¢ Medias con superindices diferentes, presentan diferencias estadisticas significativas p<0.05
p-value = 0,03163
SD: Sin Datos

Comparacion de las técnicas utilizadas

En la tabla 3 se pueden apreciar los porcentajes de positividad obtenidos de la evaluacion de IgG, IgM y RT-nPCR
en sueros y heces de cerdos evaluados. Estos resultados no muestran una concordancia entre la técnica de ELISA 'y

la deteccion molecular de HEV.

Tabla 3. Porcentajes de positividad en muestras porcinas mediante andlisis serologico y molecular.

Subregion Nro de cerdos  IgG% IgM% RT-PCR%
Positivos  Positivos Positivos

Norte 106 100 58,52 30,
Oriente 23 100 69,6° 37,52
Suroeste 43 100 16,2°¢ 10,5°b
Valle de Aburra 38 100 92,14 26,0

@ Medias con superindices diferentes, presentan diferencias estadisticas significativas p<0.05
p-value = 0,03163
SD: Sin Datos
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Discusion

En esta investigacion se pudo determinar la presencia de
anticuerpos IgG e IgM y del genoma de HEV en cerdos
de Antioquia. Los resultados obtenidos en este estudio,
demuestran que los porcinos evaluados han estado en
exposicion previa en alguna etapa de su vida o excretan
material genético de HEV al momento de la deteccion.

Prueba de ELISA indirecta para anticuerpos 1gG e IgM
anti-HEV utilizando anticuerpo secundario anti-cerdo

El kit comercial para ELISA utilizado en esta
investigacion, es utilizado generalmente para deteccion
de anticuerpos anti-HEV en humanos, pero se ha
determinado que independiente de la especie en que se
utilice, se puede reemplazar el anticuerpo secundario
propio del kit por alguno que reconozca anticuerpos
especificos contra HEV en otra especie animal *!-3% %7,

Diferentes investigaciones han detectado anticuerpos
IgG e IgM anti-HEV y RNA de este virus en cerdos
y otras especies animales 2% 3!; sin embargo, en ellos
no se presenta ningln tipo de sintomatologia ni algin
signo conocido producido por HEV, como si sucede en

humanos ?’.

En Alemania se hall6 un porcentaje de positividad
de 46,9% para anticuerpos IgG anti-HEV en 1.036
cerdos evaluados en granjas porcinas #°, este porcentaje
representa un valor menor al hallado en el presente
estudio, lo cual puede sugerir que los sistemas de
produccion y las metodologias de manejo de los cerdos
podrian jugar un papel importante en la presentacion del
HEYV, teniendo en cuenta que en Europa las producciones
porcicolas son a gran escala y con mayores estandares
tecnologicos, mientras que en Colombia se presenta
mayor produccion de pequefios y medianos productores,
aspecto que es necesario investigar a profundidad en las
condiciones colombianas.

En el caso de anticuerpos IgM se observa una tendencia
a presentarse mayores porcentajes de positividad entre
las etapas de Levante y Ceba al compararlas con los
Reproductores, medida que ha sido descrita por otros
investigadores * %°. Sin embargo, seria recomendable
evaluar una mayor cantidad de granjas o de animales,
con el fin de establecer claramente estas diferencias entre

etapas de crecimiento con respectos a los anticuerpos
[gM anti-HEV.

Aunado a esto, se puede observar como en la subregion
del Suroeste se presentaron los menores porcentajes a
IgM en todas las etapas productivas de cerdos, aspecto
que lleva a pensar en las diferencias en los sistemas
productivos y de manejo que se pueden presentar en las
porcicolas entre las subregiones de Antioquia. Ademas,
es necesario tener en cuenta que las granjas evaluadas
en esta subregion se ubican mas alejadas que las granjas
de las demas subregiones como conjunto, lo que hace
pensar que la procedencia de los porcinos también podria
jugar un papel importante en la seropositividad a HEV %,
aspecto que es indispensable investigar a profundidad.

En Latinoamérica se han detectado anticuerpos anti-
HEV en porcinos de diferentes paises como Argentina 3"
Bolivia ', Brasil * y Chile *, entre otros. De manera
similar, se han realizado estudios en Brasil con otras
especies animales encontrando anticuerpos IgG anti-
HEV en bovinos, perros, pollos, y roedores salvajes,
con tasas de prevalencia que van desde 1,4 a 50%. Esta
informacion demuestra que HEV se encuentra distribuido
en diferentes paises de Latinoamérica, donde el virus no
se consideraba endémico, por tanto, no es de sorprender
los resultados obtenidos en el presente estudio.

Varios estudios han mostrado que a la edad de beneficio
(entre 20-25 semanas) los porcentajes de positividad para
anticuerpos anti-HEV en cerdos pueden oscilar entre el
20 y el 100% '*-1617, En una granja convencional existe
una elevada proporcion de animales adultos seropositivos
y los lechones en lactancia tienen anticuerpos IgG anti-
HEV adquiridos de forma pasiva . La durabilidad de
estos anticuerpos en los animales varia segun la cantidad
de anticuerpos maternales transferidos *, de tal manera
que los lechones se pueden infectar alrededor de las
semanas 13 y 14 de vida, momento en que declinan los
anticuerpos maternos.

En este periodo, aparecen primero los anticuerpos IgM
anti-HEV y una semana después aparecen los IgG anti-
HEV. Los anticuerpos IgM pueden detectarse durante
un periodo de entre 5 y 7 semanas, mientras que los
anticuerpos IgG duran hasta la edad del sacrificio '**°.
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La actividad de los anticuerpos (valores de DO, ) es
similar a los porcentajes de animales positivos, y las
DO,,, para IgM son significativamente mas altas en los
animales que presentan viremia ", lo que significa que
este tipo de anticuerpo es indicativo de la fase aguda de
la infeccion.

Los altos titulos de anticuerpos transferidos al lechon ¥ y
una baja presion de infeccion ¥, en las primeras semanas
de vida, reducen la probabilidad de infeccion temprana
y consecuentemente podrian prolongar el periodo
entre exposicion e infeccion ®, elevando asi, la edad de
infeccion. Una vez infectados, las altas tasas de trasmision
de HEV entre cerdos aumentan el porcentaje de cerdos
infectados, lo que podria explicar los altos porcentajes de
cerdos positivos IgM en la edad de sacrificio °.

Deteccion molecular de HEV en heces. En esta
investigacion se pudo determinar que de las 210 muestras
de heces de cerdo evaluadas, el 26% fueron positivas
para el fragmento del ORF-1 de HEV. Los resultados
obtenidos en esta investigacion son mas altos que los
encontrados por Berto ef al., °, donde se determind una
positividad para HEV en heces de cerdos del 4,3% y
3,5% en Espafa y Republica Checa respectivamente. No
obstante, estos investigadores concluyen que el HEV es
endémico para sus producciones porcicolas, debido a que
se realiz6 la evaluacion en animales de diferentes etapas
de produccion (desde lechones hasta ceba). En Portugal,
este mismo grupo de investigadores detectaron RNA de
HEV en heces de cerdo variando desde 10 a 30% °. Por
su parte, en Brasil, se detecto RNA de HEV en el 62,5%
de las granjas porcicolas y el 15,3% de las muestras de
heces porcinas evaluadas #. En Argentina se detecto el
genoma de HEV en cerdos de granjas comerciales en
cinco provincias *', con una frecuencia de positividad
que oscilo entre el 4 y el 98%. Lo anterior, demuestra
que los presentes datos en las porcicolas Antioquefias no
difieren en gran medida de estos hallazgos.

La presencia de RNA de HEV en las heces de animales
salvajes y domésticos (incluyendo a los porcinos), se
considera la fuente principal para la transmision zoonotica
del virus '°, en el caso de los porcinos, debido al contacto
directo con otros cerdos, otras especies animales y
humanos; ademas de la posible contaminacion de fuentes
de agua y la diseminacion en los potreros aledafios al
realizar riego y fertilizacion con estos residuos, aspectos
que deben ser estudiados a profundidad.

En humanos se conoce que el RNA de HEV no persiste
por mucho tiempo circulando en sangre, llegando a ser
indetectable cerca de tres semanas después de la aparicion
de los sintomas. El virus se elimina en las heces de una a
dos semanas mas !, situacion que difiere en los porcinos,
donde la sintomatologia por HEV es desconocida, siendo
necesario realizar la deteccion serologica o molecular
para su determinacion.

Comparacion de técnicas utilizadas

En la tabla 3 se resumen los resultados obtenidos en las
pruebas realizadas. Algunos animales en estudio fueron
positivos para IgG mas no lo fueron para IgM, sugiriendo
esto, que los cerdos estuvieron expuestos al virus en
alguna etapa de su vida, o que los cerdos mas jovenes
pudieron haber recibido anticuerpos IgG anti-HEV en
el calostro ofrecido por su madre durante los primeros
dias de vida. Independientemente de esto, se demuestra
que en los animales que se observé esta situacion, no
se presentd una exposicion reciente. A pesar de que
se obtuvieron muestras de cerdos positivas para IgM,
(sugiere una exposicion reciente al virus), algunas de
estas fueron negativas a la deteccion molecular del virus,
situacion por la cual, se sospecha que las muestras se
tomaron en el lapso de tiempo posterior a la excrecion del
virus en heces. Es necesario tener en cuenta que se puede
presentar la excrecion de HEV en heces alrededor de dos
semanas antes de que se puedan detectar anticuerpos
IgM 33, Una situacion similar se pudo haber presentado
en cerdos que fueron positivos en la deteccion molecular,
pero negativos para anticuerpos IgG e IgM contra HEV.
De igual forma, se determind que no necesariamente
habia una concordancia entre los resultados serolégicos
y los moleculares 3¢, lo que queda demostrado en este
estudio, donde 3 de 7 muestras que fueron negativas para
la deteccion molecular en heces, fueron positivas por
ELISA IgM anti-HEV.

Al hacer este tipo de comparaciones con HEV en
humanos, se ha reportado la deteccion de IgM anti-
HEV en muestras no detectables por PCR, asi como la
deteccion de viremia en ausencia de respuesta IgM en
pacientes con hepatitis E aguda, sugiriendo que no solo
pueden existir problemas de especificidad, sino ademas
de sensibilidad en el diagnostico de la infeccion aguda
por HEV %,
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Al analizar los resultados por subregiones del
departamento, se puede observar como en el Suroeste
se presentaron los menores porcentajes tanto para IgM
como para la deteccion molecular al HEV. Teniendo
en cuenta que se establecidé que con al menos un cerdo
positivo para cualquiera de las pruebas realizadas, la
granja se daba como positiva, se pudo determinar que
el 25% de las granjas de esta subregion fueron negativas
a anticuerpos IgM, evidenciando granjas libres de IgM
anti-HEV en Antioquia; ademds en esta subregion
se presentd el porcentaje mas bajo en la deteccion
molecular del virus. Para el caso de Oriente se observo
que a pesar que presentd los porcentajes mas altos de
IgM, se establecio que también habia una granja libre de
IgM, demostrando que aunque las granjas se ubiquen en
la misma subregion se presentan grandes diferencias con
respecto a la positividad para HEV.

En el Norte se encuentra la mayor cantidad de granjas
porcicolas del departamento, teniendo gran cantidad de
sistemas de produccion tecnificados. No obstante, los
resultados muestran porcentajes de positividad para HEV
que no son extremos y se mantienen en el promedio,
situacion similar en el Valle de Aburra pero que puede
tener influencia por los mismos aspecto productivos
como lo demuestra Casas et al., 2011.

Conclusiones

Esta investigacion pudo determinar la circulacion de
anticuerpos tanto IgG como IgM anti-HEV en cerdos
de diferentes etapas productivas en granjas porcicolas
de Antioquia. La determinacion del material genético de
HEV en heces porcinas demuestra que este virus circula
en las granjas evaluadas. Es necesario profundizar y
realizar estudios de HEV en Antioquia y Colombia, que
conlleven a establecer su dindmica de transmision en
cerdos y humanos, y de esta manera establecer medidas
preventivas, de control y erradicacion de HEV en el pais.
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