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ARTiCULO BREVE

Deteccion molecular del virus de la hepatitis
I, en higados de cerdo destinados al consumo
humano en el estado de Nuevo Leon, México

Marco Antonio Cant(-Martinez,M en C,") Artur Xavier Roig-Sagués, D en C,? Sibilina Cedillo-Rosales, D en C,("
Diana Elisa Zamora-Avila, D en C,(") Ramiro Avalos-Ramirez, D en C.("

Cantu-Martinez MA, Roig-Sagués AX, Cedillo-Rosales S,
Zamora-Avila DE, Avalos-Ramirez R.

Deteccion molecular del virus de la hepatitis E en
higados de cerdo destinados al consumo

humano en el estado de Nuevo Leén, México.

Salud Publica Mex 2013;55: 193-195.

Resumen

Objetivo. Deteccion molecular del virus de la hepatitis E
(VHE) en higado de cerdo para consumo humano en Nuevo
Ledn, México. Material y métodos. Se analizaron 127
higados de cerdo (87 obtenidos de rastros TIF, y 40 de car-
nicerias) mediante RT-PCR semianidado para amplificar un
fragmento de 212 pb del gen ORF2 del VHE. Resultados.
El 19.5% (17) de los higados de rastros y 22.5% (9) de carni-
cerias fueron positivos. La secuenciacion mostré 94-95% de
homologia con el genotipo 3. Conclusiones. Los resultados
indican que el VHE circula en granjas porcinas del estado, lo
que constituye una probable fuente de contaminacion para
los productos carnicos porcinos.
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Molecular detection of hepatitis E virus in

pig livers destined for human consumption

in the state of Nuevo Leon, Mexico.
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Abstract

Objective. Molecular detection of HEV in pig livers destined
for human consumption in Nuevo Leon, Mexico. Materials
and methods. 87 livers were collected from pigs slaughte-
red in TIF and 40 livers from butchers. A 212 pb fragment
of HEV ORF2 gene was amplified by semi-nested RT-PCR.
Results. 19.54% (17) of tif's and 22.5% (9) of buthcer’s livers
were positive for HEV. Sequencing of the amplified products
showed a 94%-95% homology with the sequences reported
for genotype 3. Conclusions. Our results indicate that HEV is
circulating in swine herds in the state, constituting a probable
source of contamination of pig meat products.
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Cantii-Martinez MA y col.

1 virus de la hepatitis E (VHE) es uno de los cinco

virus hepatotropos que afectan a humanos y se ha
reconocido recientemente en varios paises. El VHE
causa la hepatitis E, la cual se considera una zoonosis
emergente que se transmite esencialmente mediante
la ruta fecal-oral y su presentacion clinica va desde la
forma asintomdtica hasta la falla hepética fulminante
(FHF).! A nivel mundial, se han identificado cuatro
genotipos del VHE. Los genotipos 1y 2 se han encon-
trado exclusivamente en humanos y los genotipos 3
y 4 se han identificado en cerdos y otros animales en
distintos paises.?

Para el genotipo 3, encontrado en humanos y ani-
males domésticos en zonas consideradas no endémicas,
se considera al cerdo como el principal reservorio en la
naturaleza y fuente primaria directa o indirecta de la
infecci6n hacia el humano.? En 1997, Meng y colabora-
dores identificaron una nueva cepa porcina genética y
seroldgicamente relacionada con cepas humanas en los
Estados Unidos,* lo que sugiere la posibilidad de infec-
ciones humanas con cepas porcinas. En cifras oficiales
en Nuevo Ledn, en el periodo 2000 a 2007, se reportaron
hasta 50% de casos de hepatitis en humanos por causas
desconocidas.” Debido a que nuestro pais no cuenta con
pruebas de diagndstico serolégico para el VHE, no se
puede asegurar si dentro de estos casos se encuentre
involucrado este virus. El objetivo de este trabajo es
detectar mediante RT-PCR semianidado el VHE en
muestras de higados de cerdos destinados al consumo
humano en el estado de Nuevo Ledn, México.

Material y métodos

Durante 2010 y 2011 se recolectaron un total de 87 higa-
dos de cerdos de un rastro tipo TIF de Nuevo Ledn. Los
animales procedian de 24 granjas porcinas de 11 muni-
cipios conurbanos al drea metropolitana de Monterrey.
Ademds, se incluyeron 40 hl’gados de centros de venta
de 10 diferentes municipios de la misma drea. Se obtuvo
el ARN total de cada una de las muestras por el método
de TRIzol Reagent. La sintesis del ADN complementario
y RT-PCR semianidado se realiz6 utilizando un estuche
comercial (Superscript IIl One-Step) para amplificar un
fragmento de 212 pb del gen ORF 2 del VHE, utilizando
los iniciadores recomendados por Martin y colaborado-
res.® La amplificacién se realiz6 en un termociclador con
35 ciclos (desnaturalizacién 94°C 50s, alineacion 48°C
30s y amplificacién a 72°C 60s) con incubacién final a
72°C durante 7 minutos.® Los productos de amplifica-
cién se analizaron por electroforesis en gel de agarosa
al 1.5% y se documentaron previa visualizaron bajo la
luz UV del transiluminador. Las amplificaciones de 15
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muestras positivas se purificaron a partir de los geles
de agarosa utilizando el estuche “Purelink Quik gel
Extraccién”, acorde a las instrucciones del fabricante.
Posteriormente, dos de los productos amplificados se
secuenciaron en un ABI PRISM 310 Genetic Analyzer AB
utilizando el estuche ABI PRISM bigDye Terminator v3.1
Secuencing kit y se analizaron con el software DN Astar
lasergene 10. Las secuencias resultantes se analizaron
para buscar homologfa con las secuencias reportadas del
VHE en el GenBank. El protocolo cientifico y ético del
estudio fue aprobado por la subdireccién de posgrado
de la Facultad de Salud Publica y Nutricién de la Uni-
versidad Auténoma de Nuevo Ledn.

Resultados

De las 87 muestras analizadas, 17 (19.5%) fueron po-
sitivas a la amplificacién para VHE. Estas muestras
provenian de 11 granjas distintas (figura 1 a, b). Una las
muestras positivas, confirmada mediante secuenciacién,
fue utilizada como control positivo para los ensayos
posteriores. De los 40 higados de centros de venta de
carne, 9 (22.5%) fueron positivos a VHE. Estos prove-
nian de cuatro municipios del estado: Salinas Victoria,
Cerralvo, Cadereyta Jiménez y Montemorelos (ﬁgura 2
a, b). Las secuencias detectadas pertenecen al genotipo
3 y muestran 94% de homologia con la reportada en
cerdos por Huang FF y colaboradores en EUA en 2002
(AF466664.1)" y con la reportada por Takahashi M. y
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FiGURA | A Y B. AMPLIFICACION DE UN FRAGMENTO DEL GEN
ORF pE VHE DE HiGADOS PROVENIENTES DE RASTROS. A)
ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA AL |.5 % TENIDO CON
BROMURO DE ETIDIO. M: MARCADOR DE PESO MOLECULAR
100 pB, CARRIL |: CONTROL POSITIVO, CARRIL 2: CONTROL
NEGATIVO, CARRILES 3-9: MUESTRAS DE HiGADOS. B) M:
MARCADOR DE PESO MOLECULAR | 00PB, CARRIL |: CONTROL
POSITIVO, CARRILES 2-7: MUESTRAS DE HiGADOS, CARRIL 8:
CONTROL NEGATIVO
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FIGURA 2 A Y B. AMPLIFICACION DE UN FRAGMENTO DEL GEN
ORF pe VHE DE HIGADOS PROVENIENTES DE CARNICERIAS.
A) ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA AL 1.5 % TERIDO
CON BROMURO DE ETIDIO. M: MARCADOR DE PESO MOLECULAR
100pPB, CARRILES | Y 2: CONTROLES POSITIVOS, CARRIL 3:
CONTROL NEGATIVO, CARRILES 4-9 MUESTRAS DE HiGADOS.
B) M: MArRcADOR DE PESO MOLECULAR |00PB, CARRIL I:
CONTROL NEGATIVO, CARRIL 2: CONTROL POSITIVO, CARRILES
3-9 MUESTRAS DE HIGADOS

colaboradores en 2003 (AB094209.1) para cepas porci-
nas. Es interesante resaltar que una de las secuencias
detectadas mostré una homologfa mayor a 95% con una
cepa del VHE reportada en 2008 en pacientes en Japén
(AB360348.1).>8

Conclusién

Actualmente se ha demostrado que los porcicultores
y veterinarios que manejan cerdos tienen un mayor
riesgo de infectarse con el VHE,*!? y ademds, existen
informes que asocian el consumo de higado de cerdo o
carne cruda con el desarrollo de hepatitis E.''> Nuestros
resultados sugieren que existe la posibilidad de que los
pacientes catalogados en nuestro pais con hepatitis por
causas desconocidas presenten una infeccién por VHE
no reportada tal vez por falta de pruebas de diagndstico
especificas. Por otro lado, en EUA se ha reportado una
secuencia parcial de una variante en humanos del VHE
(VHE-US]) aislada de pacientes que sufrieron hepatitis
viral aguda,'*!* generando evidencia de la presencia de
nuevas cepas del virus en América del Norte diferente
a las secuencias reportadas previamente para las cepas
de EUA, Birmania y México. No se conoce el origen de
estas nuevas cepas, sin embargo, existe la hipétesis de
que sean de origen animal y que deberan existir varios
reservorios potenciales del VHE.

Este es el primer estudio que aporta evidencia dela
circulacién del genotipo 3 de VHE en granjas porcinas,
cerdos sacrificados en rastro y carnicerias de Nuevo
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Leodn. La presencia del virus puede constituir un factor
de riesgo importante para la salud humana.
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