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COMUNICACIONES
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Summary

The hepatitis E virus (HEV) can cause acute epidemic hepatitis outbreak in humans. The path of
transmission is oro-fecal, especially through contaminated water.It has been demonstrated that pigs
can be infected with the human form of HEV. HEV antibodies and RNA from HEV have been found in
pigs and other animals. Recently a new strain, called porcine HEV, was identified which differs from
the human HEV. In Chile prevalence of anti-HEV in human general population reach 7%. However
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no studies have been made in pigs using ELISA and RT-PCR.
Two hundred and 175 serum samples from pigs of different ages and both sexes of Central Chile and
Province of Valdivia, respectively were studied to determinate anti-HEV (IgG) by ELISA (Abbott
Laboratories). RT-PCR was applied in 4 anti-HEV positive samples using human HEV sequence.
Nine point five percent (19/200) of the pigs in Central Chile and 0.6% (1/175) in the province of
Valdivia were ELISA positive . The RT-PCR study of the four anti-HEV positive samples did not show
the expected precipitation bands. Our preliminary results show the presence of HEV in pigs in Chile.
However, further studies to evaluate the magnitude of the problem are necessary using swine HEV
sequences. This will allow to determine the real significance of HEV in Chile.

Key words: Hepatitis E virus (HEV), ELISA,RT-PCR, pigs, zoonosis.

Resumen

El virus de la hepatitis E (VHE) en el hombre puede provocar epidemias masivas de hepatitis aguda.
Se transmite vía oro-fecal, especialmente por agua contaminada. Se ha demostrado que el cerdo
puede ser infectado con el VHE humano. Se han detectado anticuerpos y ARN del VHE en cerdos y
otras especies animales, lo que sugiere un reservorio animal. Por otro lado, se identificó un agente
nuevo denominado VHE porcino, distinto del  VHE  humano. En  Chile,  en  seres humanos se  ha
encontrado prevalencia de anti-  HEV de hasta 7%, pero no se ha determinado su  estudio por
RT-PCR ni tampoco se ha investigado su significado en especies animales.
Mediante ELISA se determinaron anti-VHE (IgG), en 200 sueros de cerdos de planteles de la zona
central de Chile y en 175 de la provincia de Valdivia, de diferentes edades y ambos sexos. De estos
se seleccionaron 4 sueros anti-VHE positivos para estudios de VHE por RT-PCR, usando secuencias
de VHE humano.
Por ELISA se detectaron 9.5% anti-VHE positivos (19/200) en planteles de la zona central y 0.6%
(1/175) de la provincia de Valdivia, Chile. El estudio por RT-PCR de los 4 sueros anti-VHE positivos
no visualizó las bandas de precipitación esperadas.
Estos resultados preliminares indican, por primera vez en Chile, que el virus E está presente en
poblaciones  de  cerdos.  Sin  embargo,  se  necesitan  de  estudios  más  acabados  para  evaluar  la
magnitud del problema, usando secuencias de VHE porcinos y lograr la determinación del genoma
viral.

Palabras claves: Virus hepatitis E (VHE), ELISA,RT-PCR, cerdos, zoonosis.

 

INTRODUCCION

El virus de la hepatitis E (VHE) es un patógeno de importancia en salud pública, sobre todo en
países en vías de desarrollo donde puede provocar epidemias masivas de hepatitis aguda. En el
hombre, la infección por VHE es autolimitante y no progresa a la cronicidad (Chandler y col., 1999).

El  VHE  se transmite preferentemente por  vía oro-fecal  y  muy especialmente a través de agua
contaminada (Meng y col., 1998).

Balayan y col. (1990) fueron los primeros investigadores que demostraron que el cerdo doméstico
puede ser infectado en forma experimental con el VHE aislado del hombre. Por su parte, Clayson y
col. (1995) informaron de la presencia de anticuerpos y de ARN del VHE en cerdos de Nepal, en el
valle  de  Katmandú,  donde  la  enfermedad es  endémica  en  la  población  humana,  todo  lo  cual
sugeriría  que  podría  existir  un  reservorio  animal  para  el  VHE  (Reyes, 1997).  También  se  han
determinado anticuerpos anti-VHE en bovinos, primates y roedores (Maneerat y col., 1996; Favorov
y col., 1998; Tsarev y col., 1998; Kabrane-Lazizi y col., 1999), lo que sugiere que esos animales
podrían haberse infectado con el VHE o un agente viral relacionado y que la hepatitis E podría ser
una enfermedad zoonótica.

En Chile se han efectuado diversos estudios de virus E mediante ELISA en seres humanos (Ibarra y
col., 1994) que revelan una prevalencia de 4 a 7% (Brahm y col., 1996; Ibarra y col., 1997) Por
otro lado, el VHE es reponsable del 7% de hepatitis aguda en adultos en la X Región (Ibarra y col.,
2001). En Chile, hasta el momento, no se ha determinado el virus E mediante técnicas de biología
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molecular.  Sin  embargo,  existen  resultados  no  publicados  que  han  detectado  bandas  de
precipitación concordantes con VHE en pacientes con hepatitis aguda (Ibarra, 2003)* .

Meng y col. (1997) identificaron un nuevo agente en el  cerdo, denominándolo virus hepatitis E
porcino, que reacciona en forma cruzada con anticuerpos contra el antígeno de la cápside del virus
hepatitis E humano. Los análisis filogenéticos demuestran que el virus porcino está estrechamente
relacionado con el agente viral de humanos, pero es distinto.

La presente comunicación informa de resultados preliminares de aplicación de ELISA para VHE y
RT–PCR  en  muestras  de  suero  de  porcinos,  como un  estudio  complementario  al  efectuado  en
pacientes humanos con hepatitis aguda por virus E.

MATERIAL Y METODOS

Para el  estudio serológico de VHE se obtuvieron 200 sueros de cerdos de planteles de la zona
central de Chile, donde se encuentra la mayor concentración de planteles porcinos, y 175 sueros de
cerdos faenados en  mataderos de  Paillaco  y  Valdivia,  X  Región  de  Chile.  Estos  sueros fueron
obtenidos por conveniencia, esto es, enviados a nuestro laboratorio para estudios de leptospirosis.
Los sueros correspondían a animales de diferentes edades y de ambos sexos.

El método inmunoenzimático (ELISA) para la realización de la pesquisa de anticuerpos correspondió
a un “kit” comercial utilizado para la determinación de anticuerpos IgG por técnicas recombinantes
(Abbott Laboratories).

Para  el  estudio  por  RT-PCR  se  seleccionaron  4  sueros anti-HEV  positivos a  ELISA,  los que  se
analizaron mediante termociclador PTC-100, amplificando con la siguiente secuencia de partidores
externos:

     GGG-CCC-CAA-TTC-TTC-T
     TTT- TCA-GGT-GGC-TGC-C

     La secuencia de partidores internos fue:
     GAA-GCG-CAC-AAC-ATC-AGG
     ATC-GTC-AGA-GTC-CAG-GAG

     La sonda de hibridación:
     CTG-TGG-CTT-GAA-GTT-GAA-GG

Se esperó una banda de precipitación  de 250 pb en  electroforésis en  gel  de agarosa al  2% y
bromuro de ethidio para su visualización.

RESULTADOS Y DISCUSION

El análisis serológico de los 200 sueros de porcino enviados desde planteles porcinos de la zona
central  de  Chile,  mediante  la  prueba de ELISA  permitió  detectar  19  sueros reaccionantes a  la
prueba, lo que corresponde al 9.5% (19/200). En cuanto a los 175 sueros porcinos obtenidos de
mataderos de Paillaco y Valdivia, solo 1 de ellos resultó reaccionante a la prueba serológica, lo que
corresponde al 0.6% (1/175).

Mediante el empleo de una prueba de polimerasa en cadena (PCR), se examinaron 4 sueros porcinos
de los que resultaron positivos a la prueba de ELISA. En ninguno de ellos se observó banda de
precipitación esperada, lo que podría interpretarse como anti-VHE falso positivo por esa técnica, lo
que parece poco probable, porque ésta detecta anticuerpos con alta sensibilidad. Por otro lado, la
negatividad podría deberse a que el período de viremia es muy fugaz y por lo tanto no detectable, o
más probablemente, que la secuencia de partidores utilizados del VHE humano no detecte al virus E
porcino, siendo recomendable a futuro utilizar secuencias descritas para cerdos (Arankalle y col.,
2002).

Los resultados obtenidos indican que el virus hepatitis E se encuentra presente en las poblaciones
de  cerdos  en  Chile,  especialmente  en  planteles  porcinos  que  habitualmente  importan  sus
reproductores y hembras desde Estados Unidos de Norteamérica (EE.UU.), donde la infección ha
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sido informada en diversas publicaciones (Meng y col., 1997; Meng y col., 1999; Meng, 2000).

La baja tasa de reaccionantes en sueros de porcinos faenados en mataderos de la provincia de
Valdivia  podría  indicar  que,  por  tratarse  de  cerdos que  provenían  de  planteles pequeños y  de
producción autóctona, no existiría aún un grado muy alto de infección.

Todo lo  anterior  debería  ser  interpretado con  cuidado,  dado que  este  es el  primer  intento  de
pesquisar la probable presencia del agente en el país, lo que obliga a ser muy cauto en el análisis de
los  resultados  y  continuar  con  estudios  más  acabados  para  determinar  exactamente  la  real
magnitud del problema y relacionarlo con una probable infección que podría transmitirse al hombre.

Por lo anteriormente expuesto parece necesario continuar con estudios de análisis serológicos en
porcinos, junto a estudios moleculares que permitan determinar el genoma viral para realizar las
comparaciones con  los aislados de otros países y  con  el  agente  viral  que está  actuando en  la
población humana de Chile.

Del mismo modo parece necesario obtener suero de personal que labora en contacto estrecho con
porcinos, esto es médicos veterinarios, encargados de porquerizas, personal de mataderos dedicados
al beneficio de porcinos, entre otros, con el objeto de verificar la posible implicancia del cerdo en la
presencia de la infección con VHE en la población humana. Ello deberá ir acompañado de un número
de muestras control de una población humana sin contacto estrecho con porcinos para evaluar la
importancia de la especie como reservorio de una posible zoonosis.

Los resultados obtenidos concuerdan con aquellos informados en la literatura y en diversos países
donde se han llevado a cabo análisis semejantes. Posiblemente la situación en Chile sería más
parecida a la que se observa en EE.UU que en países en vías de desarrollo, con una alta tasa de
infección en la población humana, ya que el porcentaje de infección en humanos en nuestro país,
como se planteaba en la introducción, no sobrepasa un 7%, porcentaje muy inferior a lo informado
para países como Taiwán, China, y otros, con una alta tasa de infección, muchas veces de carácter
epidémico (Arankalle y col., 1995; Huang y col., 1995; Hsieh y col., 1998; Wang y col., 1999).
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