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La hepatitis E es una zoonosis emergente causada por el virus de la Hepatitis E
(HEV), miembro de la familia Hepeviridae, y que comprende 8 genotipos
(HEV1-8). Las cepas de HEV capaces de infectar humanos pertenecen
principalmente a los genotipos HEV1-4. Los casos humanos en Uruguay se
asocian principalmente al HEV3, zoondtico, que a su vez estd ampliamente
distribuido en cerdos domésticos y jabalies. El estatus de otros reservorios
respecto a la infeccién por HEV permanece desconocido en nuestro pais, Si
bien la identificacién de especies susceptibles aumenta constantemente en el

mundo.

Este trabajo pretendié evaluar poblaciones de ratas (Rattus rattus) del puerto
de Montevideo y pecaries (Pecari tajacu), ciervos dama (Dama dama) y ciervos
axis (Axis axis) en comunidades de recria como el Parque Lecocq, la reserva
de M’'Bopicua y la reserva de Fauna Autéctona de Pan de Azucar, como

potenciales reservorios de HEV en Uruguay.

La frecuencia de anticuerpos anti HEV en pecaries, ciervos axis y ratas fue
evaluada en 119, 13 y 44 individuos respectivamente, a través de un ensayo de
ELISA. Para evaluar la presencia de ARN viral se extrajo ARN de muestras de
materia fecal de pecaries, ciervos dama y ciervos axis, (25, 6 y 9 muestras
respectivamente) y se implementé una RT-nPCR con posterior secuenciacion
de las regiones de metiltransferasa y cdpside viral. Las muestras ARN positivas
para HEV fueron inoculadas en células A549 (carcinoma pulmonar humano)

para evaluar su capacidad de infeccion.

Los pecaries de las distintas reservas estudiadas presentaron una
seroprevalencia de entre 5% y 56% de anticuerpos especificos anti HEV
mientras las ratas presentaron un 2%. Se detecto la presencia de ARN viral
perteneciente a HEV3 en dos pools de heces de pecaries del Parque Lecocq y
se identificaron dos cepas con un alto porcentaje de identidad nucleotidica con

las humanas y suinas previamente descritas en Uruguay. Ademas, una de
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estas dos cepas logro ser aislada en cultivo celular. Las muestras de ciervos

estudiadas no mostraron evidencias de infeccion por HEV.

Este estudio es el primer reporte a nivel mundial que demuestra que los
pecaries son reservorios activos de HEV. La similitud de las cepas
encontradas, con las humanas y suinas reportadas en Uruguay sugiere que
estos animales contribuyen potencialmente a la transmisién zoonética del virus.
La informacion derivada de esta investigacion es de interés para el disefio de

politicas referidas a planes de traslocacién y repoblamiento.

El virus de la hepatitis E (HEV), perteneciente a la familia Hepeviridae, del
género Orthohepevirus A!, es el agente etiolégico de la hepatitis E, una
enfermedad endémica de paises en desarrollo de Africa y Asia2. Este virus
desnudo posee una capside con estructura icosaédrica de entre 27 y 32 nm?3.
Es muy estable y resiste a condiciones fisico-quimicas adversas, pudiendo
soportar altas temperaturas®. HEV contiene un genoma de ARN simple hebra
de polaridad positiva, con un tamafo de 7,2 Kilobases y posee tres marcos
abiertos de lectura (ORF1l, ORF2 y ORF3) discontinuos y solapados
parcialmente®. El ORF1 codifica para proteinas no estructurales como la
metiltransferasa (altamente conservada para las diferentes cepas de HEV)S.
Por otro lado, el ORF2 codifica para la proteina de la capside viral, mientras
que el ORF3, que se solapa con ORF1 y ORF2, codifica para una pequefia
fosfoproteina multifuncional inmunogénica requerida para el egreso de la

particula viral™®.
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Figura 1. Organizacién del genoma de HEV con sus tres ORF parcialmente solapados. ORF1
codifica una poliproteina no estructural en la que se encuentra la metiltransferasa, ORF 2
codifica la proteina de cépside viral y ORF3 codifica una fosfoproteina requerida para el egreso
de la particula viral. Extraido de®.

Se consideran endémicos los paises en los cuales la seroprevalencia de
anticuerpos anti HEV es cercana a 25% entre los casos de hepatitis agudas no-
A no-B, mientras que en los paises hiperendémicos la seroprevalencia es
mayor a 25%?*!. Entre estas regiones se encuentran paises pertenecientes a
Africa y Asia. Un ejemplo de pais hiperendémico es India, en el cual la
seroprevalencia en donantes de sangre es de 60%?2. Por otro lado, los paises

industrializados presentan seroprevalencias de entre 1y 4%%*3 (Figura 2).
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Source: World Health Organization. The Global Prevalence of Hepatitis E Virus Infection and Susceptibility: A Systematic Review. (WHO/IVB/10.14). 2010
Hepatitis E prevalence

Figura 2. Areas de endémicas e hiperendémicas de HEV en el mundo. Se considera que las areas
hiperendémicas presentan una seroprevalencia de anticuerpos anti HEV mayor a 25% mientras que
las endémicas poseen una seroprevalencia cercana y/o menor a 25%. Extraido de®*.

Distribucion de genotipos y reservorios

Se han identificado 8 genotipos para este virus'®. Las secuencias de HEV
capaces de infectar humanos se clasifican dentro de cuatro genotipos
principales (HEV1, HEV2, HEV3 y HEV4). El HEV1 infecta principalmente seres
humanos, pero también se ha detectado ocasionalmente en cerdos®61’,
Cepas de este genotipo son las responsables de la mayoria de los casos y
brotes epidémicos en las regiones endémicas, asi como de algunos casos
aislados en América Latina, incluyendo a Uruguay?'8°. El HEV2 se ha
detectado solamente en humanos y es prevalente en México y Africa2. Por otro
lado, el HEV3 es el genotipo con mayor prevalencia y esta distribuido de forma
amplia en el mundo, incluyendo Sudamérica®. ElI HEV4, se halla

geograficamente restringido a Europa y Asia (Figura 3).



Figura 3. Distribucion geogréafica de genotipos de HEV. HEV1 fue reportado en Africa, Asia y
algunos paises de América Latina; HEV2 se ha detectado en México y Africa; HEV3 se
distribuye globalmente; HEV4 se reporté en el este de Asia y Europa Central. Extraido de®.

En los dltimos afios el numero de potenciales reservorios mamiferos reportados
ha aumentado drasticamente. Los principales reservorios animales son los
cerdos y jabalies®® pero también se han identificado cepas de HEV
provenientes de animales como venado, rata, pollo, hurén, conejo y
camello*?°%2! |o que vuelve aun mas compleja la epidemiologia de HEV. Los
genotipos HEV3 y HEV4 presentan una muy alta variabilidad intra-genotipica??

y constituyen cepas zoondticas.

Vias de transmision

La infeccion por HEV3 es considerada una zoonosis, dado que ha sido
reportada la transmision a humanos desde reservorios animales,
principalmente cerdos domésticos y jabalies?. La via zoonética parece ser el
principal modo de infeccibn en humanos en regiones no endémicas. La

mayoria de los casos causados por esta via de infeccidon se han relacionado
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con la ingesta de alimentos crudos o poco cocidos provenientes de los
reservorios animales?12324 pero también se ha descrito transmision de HEV a
través de contacto directo con los animales reservorio infectados?°2%, por lo que
las personas en contacto con estos animales se encuentran mas expuestas a
la infeccion por esta via. Ademas, en regiones con granjas porcinas, el estiércol
o las aguas residuales podrian contaminar zonas costeras o el agua de riego,
pudiendo contaminar alimentos. Ejemplos de esto son la deteccion de HEV3

porcino en mejillones y frutillas?’.

HEV1 y HEV2 se transmiten mayoritariamente por via fecal-oral debido al
consumo de agua contaminada, manifestandose en forma de brotes
epidémicos de diferentes grados de magnitud en regiones endémicas. Se han
registrado brotes en paises en guerra o con crisis humanitarias como Uganda,
Nigeria, Sudan del Sur y Etiopia debido a las condiciones sanitarias pobres y la
fata de agua potable?’. Por otro lado, en zonas geogréaficas no endémicas, los
casos de hepatitis aguda asociados a HEV se manifiestan esporadicamente y
son de caracter autéctono®. Se estima que un tercio de la poblacién mundial

se encuentra en riesgo de contagio?®.

Asimismo, otro modo de transmision es la transmision parenteral. Se han
reportado casos de HEV transmitido por transfusion en paises no endémicos
como Japoén, Australia, Alemania y Canada?’, por lo que esta via de
transmision es un riesgo en paises industrializados o en vias de desarrollo.
También se han reportado casos de HEV1 transmitidos verticalmente de madre

a hijo?, siendo la carga viral en la madre un predictor significativos°,

Se ha reportado la transmision de HEV via persona-persona. Esta via no tiene
un papel predominante en el surgimiento de brotes epidémicos, pero se
considera que la falta de higiene puede favorecer la transmision del viruss?.

Las vias de transmision de HEV se muestran esquematizadas en la Figura 4.
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Figura 4. Fuentes y vias de transmision de HEV1-4. HEV1 y HEV?2 son transmitidos solamente
por el consumo de agua contaminada, el contacto humano-humano y la transmisién vertical.
Extraido de®2.

Presentacion clinica

La infeccién por HEV afecta principalmente el higado?® y suele presentarse
como asintomatica®?, o generar sintomas leves como dolores articulares y
musculares, hepatomegalia, orina oscura y heces de color claro'’. HEV en
pacientes inmunocompetentes es causa de hepatitis aguda con baja tasa de
mortalidad (entre 0,5% y 4%)'03435 Por otro lado, este virus puede generar
hepatitis cronica en individuos con inmunodeficiencia (trasplantados en
tratamiento inmunosupresor, portadores del virus de la inmunodeficiencia
humana (HIV) y pacientes hematooncoldgicos)3¢-*!. En poblaciones de riesgo
como embarazadas e individuos con enfermedad hepética crénica infectados
con HEV1-HEV2 se puede generar falla hepatica aguda con una tasa de

mortalidad que alcanza hasta un 30%28:34:37.39.42,



Sudamérica no tiene zonas endémicas para HEV y presenta seroprevalencias
bajas en general?!, sin embargo, han ocurrido algunos brotes epidémicos?®. Las
primeras cepas humanas del virus fueron detectadas en Argentina a final de los
90'S y mas tarde se reportaron casos en Brasil, Uruguay, Venezuela y
Bolivia*®. Luego, se caracterizaron las primeras cepas porcinas en Argentina,
las cuales resultaron tener un alto grado de similitud con respecto a las

humanas previamente identificadas*4,

La Hepatitis E es entonces una infeccion emergente en Latinoamérica,
incluyendo Uruguay. En nuestro pais, los primeros casos esporadicos de HEV
se reportaron en el 2011 en Montevideo*®, y fueron posteriormente
caracterizados como pertenecientes al HEV3 (considerado zoondtico). Estas
cepas resultaron estar filogenéticamente relacionadas con aislados porcinos
detectados en Francia y Alemania®. Posteriormente, en 2014 se identificaron
cepas de HEV1 epidémicas asociadas a fuentes de agua contaminadas®. A
partir de entonces, el nUmero de casos de hepatitis aguda asociados a HEV sin
una fuente de contaminacion determinada aumenta de forma constante
conforme se avanza en la comprension de la epidemiologia del virus.
Recientemente, la Seccion Virologia de la Facultad de Ciencias ha estudiado la
situacion sanitaria de cerdos domésticos y jabalies respecto a la infeccién por
HEV vy los resultados preliminares sugieren que el virus circula en ambos
reservorios con una alta seroprevalencia. Mas aun, las cepas aisladas
presentaron una alta identidad de secuencia con cepas detectadas en
humanos?*’, volviéndolas evidentes fuentes de contagio. Sin embargo, en
nuestro pais al igual que en toda Latinoamérica, la situacion epidemiologica y
serolégica de reservorios alternativos (que excluye cerdos y jabalies)

permanece inexplorada y no hay estudios publicados al respecto.

Por tanto, el creciente numero de casos de HEV en Uruguay en humanos y su
impacto en salud publica, sumado a la identificacion de nuevos potenciales
reservorios animales a nivel mundial, pone de manifiesto la necesidad de

relevar la circulacién del virus en poblaciones animales que eventualmente
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pueden oficiar de reservorios naturales para la transmision de HEV en nuestro

pais.

Este trabajo pretendid realizar un relevamiento serolégico y molecular en
posibles reservorios alternativos de HEV y analizar su capacidad infectiva y
posible impacto zoonotico en salud humana. Para esto se evalud la circulacion
de HEV entre las poblaciones ratas (Rattus rattus) y de recria de ciervos (Axis
axis y Dama dama) y pecaries (Pecari Tajacu) de Uruguay. Esto es dado que,
como fue mencionado anteriormente, hay casos reportados de HEV en ratas y
ciervos en otros paises y los pecaries estan relacionados filogenéticamente con
cerdos y jabalies (reservorios reportados en Uruguay)*®. También se procurd
comparar tasas de seroprevalencia de estos posibles reservorios con las de
cerdos domésticos y jabalies. Asimismo, este trabajo tomo en cuenta las cepas
virales detectadas en estos reservorios alternativos como una posible fuente de

variabilidad adicional de cepas virales zoonoticas.

En el presente trabajo se hipotetiza que HEV circula entre las poblaciones de
recria de ciervos (axis y dama), pecaries y ratas de Uruguay, aungue las tasas
de seroprevalencia no serian tan elevadas como en cerdos domésticos y
jabalies*’. Ademas, se hipotetiza que las cepas de HEV circulantes en estos

reservorios alternativos podrian ser cepas zoondticas.

Disefiar e implementar un relevamiento molecular y seroldgico del virus de la
Hepatitis E en poblaciones de animales reservorios alternativos de esta virosis
emergente en Uruguay y analizar la capacidad infectiva de las muestras
obtenidas. Se pretende analizar la presencia de HEV en pecaries, ciervos axis
y ciervos dama en comunidades de cria del Parque Lecocq, la reserva de
Fauna Autoctona de Pan de Azucar y la reserva de M Bopicua (Rio Negro) que
seran liberados al medio natural como parte de un plan de traslocacion y
repoblamiento. La informacion del estado sanitario obtenida a partir de esta
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investigacién serda de suma importancia para tomar las decisiones correctas
referidas a este plan. Ademas, se analizaran muestras de ratas colectadas en

el puerto de Montevideo.

A su vez, este trabajo busca estimar el eventual impacto zoonoético de
trasmision de HEV que pueden tener estos animales y describir la variabilidad
genética de las cepas detectadas para poder evaluar su impacto en el acervo
genético viral en las poblaciones de cerdo y jabali (principales animales

reservorios).

1. Obtencion de muestras de animales potenciales reservorios de HEV, para

implementar un relevamiento seroldgico y molecular.

2. Disefiar, optimizar e implementar técnicas moleculares y utilizar técnicas

serolégicas apropiadas para la identificacion de HEV.

3. Estimar la seroprevalencia y frecuencia de infeccion de HEV en los animales

estudiados.

4. Caracterizar molecularmente las cepas identificadas y evaluar el potencial

zoondtico a través de detallados estudios filogenéticos.

5. Aislar HEV in vitro en la linea celular continua A549.
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Se recolectaron 25 muestras de materia fecal de pecaries, de las cuales 4 se
colectaron en la reserva del Cerro Pan de Azucar (Intendencia Municipal de
Maldonado) y 21 fueron colectadas a partir de dos poblaciones diferentes
pertenecientes al parque Lecocq (Intendencia Municipal de Montevideo).
Ademas, en el parque Lecocq se recolectaron 9 muestras de materia fecal de
ciervos axis y 6 muestras de ciervo dama. Para cada poblacion animal se
colectaron en bolsa estéril entre 10 y 30 gramos de materia fecal fresca, que
fueron almacenadas y transportadas en frio al laboratorio hasta su
procesamiento. Se selecciondé materia fecal dado que es la muestra bioldgica

no invasiva de eleccién para detectar HEV.

Paralelamente, se incluyeron 18 sueros de banco de archivo obtenidos a partir
de poblaciones de pecaries durante los afios 2014 y 2015 de la reserva de
M’Bopicua (Rio Negro), cedidos por el Dr. Gustavo Castro de la Facultad de
Veterinaria, UdelaR. Ademas, se dispuso de 81 sueros de poblaciones de
pecari del Pargue Lecocq brindadas por la Dra. Carmen Leizagoyen
(Intendencia Municipal de Montevideo), 20 sueros de pecaries de la Reserva
de Fauna Autoctona de Pan de Azlcar brindadas por los Doctores Matias
Loureiro y Hugo Arellano y 44 sueros de rata provenientes del puerto de
Montevideo cedidas por el DMV. Lorenzo Verger. A su vez se utilizaron 13
sueros de ciervo axis procedentes del departamento de Artigas cedidas por la

Asociacion de Controladores de Jabali de Artigas.

Las muestras de suero se utlizaron para llevar a cabo la deteccion de
anticuerpos (IgM, IgG e IgA) anti HEV con un ensayo de ELISA. Este se realizo
con el kit ID Screen® Hepatitis E Indirect Multi-species (IDVet, Francia), de

acuerdo a las especificaciones del fabricante.
13



Todas las muestras de materia fecal fueron resuspendidas en 10% PBS. El
ARN total de las muestras provenientes del parque Lecocq se extrajo mediante
el reactivo TRIZol (LifeTechnologies, USA) segun las especificaciones del
fabricante. Cabe destacar que, dada la alta cantidad de muestras de materia

fecal del parque Lecocq, estas fueron combinadas para formar pools (Tabla 1).

Tabla 1. Agrupaciones de muestras de materia fecal en pools para cada poblacion animal del
Parque Lecocq. La nomenclatura utilizada en el correr de este trabajo para los distintos pools
de cada poblacién indica primero el nimero de pool y luego la poblacion. A modo de ejemplo,
1P2 corresponde al pool 1 de la poblacion 2 de pecari.

Pool 1 Pool 2 Pool 3
Muestral Muestrad4 Muestra 7
Ciervo axis (CA) Muestra2 Muestra5 Muestra 8
Muestra3 Muestra6 Muestra9
Muestral Muestra 4 -
Ciervo dama (D) Muestra2 Muestra5s -
Muestra3 Muestra 6 -
Muestral Muestra5 Muestra9
Pecari poblacion Muestra2 Muestra6 Muestra 10
1(P) Muestra3 Muestra7 Muestra 11
Muestra4 Muestra 8 -
Muestral Muestrad4 Muestra 7
Pecari poblacion Muestra2 Muestra5 Muestra 8
2 (P2) Muestra3 Muestra6 Muestra9
- - Muestra 10

Por otro lado, los ARNs de las muestras de materia fecal provenientes de Pan
de Azucar fueron extraidos con el kit QIAmp Viral minikit (QIAGen, USA) segun

las especificaciones del fabricante.
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A partir del ARN extraido de las muestras de materia fecal, se amplifico la
region de la metiltransferasa (MT) perteneciente al ORF1 mediante
retrotranscripcion con la enzima Revert Aid (ThermoFisher Scientific, USA)
seguida de nested PCR (RT-nPCR) con la enzima Taq Polymerase
(ThermoFisher Scientific, USA) con los primers y los métodos descritos por
Wang et al.*%. La retrotranscripcion se realizé en un volumen final de 20 uL con
5 yL de ARN, 1 uM de primer reverse HEA1, 1X RT Buffer, 1 mM de dNTPs y
10 U/ uL de retrotranscriptasa en cada tubo. El ciclado utilizado para esta RT
consisti6 en una primera etapa de 5 minutos a 70°C para desnaturalizar
estructuras secundarias del ARN y una segunda etapa de 1 hora a 42°C para
sintesis de ADNc y 15 minutos a 70°C para inactivar la enzima. Por otro lado,
para la nPCR se realizaron dos PCR con los mismos reactivos y ciclados entre
ellas, pero diferentes pares de primers (HEA1 y HES1 en la primeray HEA2 y
HES2 en la segunda) en un volumen final de 50 pL. Para esto se colocaron 5
ML de ADNc en un mix con 1X Taq Buffer, 2 mM de MgClz, 0,2 mM de dNTPs,
1 uM de primer forward, 1 uM de primer reverse y 0,03 U/ uL de Taq
Polimerasa. El ciclado para estas PCR consisti6 de un primer paso de 5
minutos a 95°C, 35 ciclos de 45 segundos a 95°C, 45 segundos a 50°C y 45
segundos a 72°C y una ultima extension de 10 minutos a 72°C.

Con las mismas enzimas y el ARN de las muestras que resultaron positivas en
la RT-nPCR especifica para MT, se realizO una RT con random primers
(Invitrogen, USA) y una nPCR especifica para la region de la capside (CAP)
perteneciente al ORF2 viral con los primers y métodos descriptos por Meng et
al.®%. La RT se realizd en un volumen final de 20 yL. Para esto se colocaron 5
ML de ARN, 0,015 pg/uL de random primers, 1X RT Buffer, 1 mM de dNTPs y
10 U/ pL de retrotranscriptasa en cada tubo. Estos se incubaron durante 5
minutos a 70°C y luego se realiz6 un ciclado de 10 minutos a 25°C, 1 hora a
42°C y 15 minutos a 70°C. Por otro lado, la nPCR especifica para CAP se
realizé en un volumen final de 50 uL con 5 yL de ADNc, 1X Taq Buffer, 2 mM
de MgClz, 0,2 mM de dNTPs, 1 uM de primer forward (3156 en la primer PCR y
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3158 en la segunda), 1 uM de primer reverse (3157 en la primer PCR y 3159
en la segunda) y 0,04 U/ uL de Taq polimerasa. El ciclado de esta nPCR tuvo
una primera etapa de desnaturalizacion de 5 minutos 94°C, una segunda etapa
de 35 ciclos de 1 minuto a 94°C, 45 segundos a 44°C y 1 minuto a 72°C y una

tercera etapa de 10 minutos a 72°C.

En el caso de no haber existido amplificacion para CAP se realiz6 una RT-
NPCR especifica con las enzimas SuperScript Il (Invitrogen Life Technologies,
USA) y Platinum Tag DNA Polymerase (Invitrogen Life Technologies, USA). La
RT se realiz6 en un volumen final de 20 pL con 5 yL de ARN, 0,5 uM del primer
reverse 3157, 1X First Strand Buffer, 1 mM de dNTPs, 5 mM de dTT y 10 U/ pL
de retrotranscriptasa SuperScript Il. Luego se realizé un ciclado con una
primera etapa de 5 minutos a 70°C y una segunda etapa de 1 hora a 42°C vy 15
minutos a 70°C. A continuacién, se realizé la nPCR especifica para CAP
realizada con Taq Platinum (Invitrogen Life Technologies, USA) con un
volumen final de 25 uL. Para esto se agregaron 2,5 yL de ADNc en un mix con
1X PCR Rxn Buffer, 2 mM de MgClz, 0,2 mM de dNTPs, 1 pM de primer
forward (3156 en la primer PCR y 3158 en la segunda), 1 uM de primer reverse
(3157 en la primer PCR y 3159 en la segunda) y 0,015 U/ uL de Taq Platinum.
El ciclado de esta nPCR tuvo una etapa de desnaturalizacién de 5 minutos
94°C, seguida de 35 ciclos de 1 minuto a 94°C, 45 segundos a 44°C y 1 minuto

a 72°C y una tercera etapa de 10 minutos a 72°C.

Como control negativo (C-) de las RT-nPCR se utilizé agua estéril libre de
nucleasas (UltraPure™ DNase/Rnase-Free Distilled Water-DEPC, Invitrogen®)
en lugar de ARN para poder descartar contaminaciones. Por otro lado, como
control positivo (C+) de la RT-nPCR realizada para MT con los pools del parque
Lecocq se utilizo el ARN extraido previamente de una muestra de materia fecal
HEV positiva proveniente de un paciente humano. Para el resto de las RT-
NPCR se utilizé como C+ el ARN de los pools positivos provenientes de los

pools del parque Lecocq.
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Con los productos resultantes de la RT-nPCR se realiz6 una electroforesis en
gel de agarosa 1,5% para evaluar la presencia de las bandas de amplificacion
esperadas (287pb para la regiéon MT y 330pb para la region CAP). Para esto se
disolvié 0,75 g de Agarosa en 50 mL de buffer Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X y
posteriormente se afadieron 2,5 pL del agente intercalante SYBR Safe
(Invitrogen Life Techonologies, USA). Luego de gelificado, se cargaron 6 uL de
las muestras y controles con 2 pL de buffer de carga 6X (Thermo Scientific,
USA) agregado. Ademas, se incluyeron en la corrida electroforética los
marcadores de peso molecular 100 pb Plus o 1 Kb (Thermo Scientific™
GeneRuler™ DNA Ladders, USA). La corrida electroforética se realiz6 a 100V

por 30 minutos.

Los productos de PCR especificos se purificaron a partir del gel de agarosa con
el kit Zymoclean Gel DNA Recovery (Zymo Research, USA) para luego ser
secuenciados en el Servicio de Secuenciacion del Instituto Pasteur de
Montevideo. Las secuencias se editaron con BioEdit y se utilizé el programa
informatico MEGA v6.0 para alinearlas con secuencias correspondientes a
todos los genotipos de HEV obtenidas a partir de la base de datos GenBank.
Ademés, MEGA v6.0 se utilizé para realizar las reconstrucciones filogenéticas

con el método de Neighbour-Joining y el modelo Kimura 2-parameter.

Se realiz6 una suspension al 10% en PBS de los pools de materia fecal HEV
positivos seguida de una filtracion con un filtro de 0.22 pm (Millex-GV;
Millipore). Se realizaron diluciones 1/5, 1/10 y 1/20 del in6culo viral con medio
DMEM-F12. Estas diluciones se utilizaron para inocular por duplicado
monocapas de células A549 (carcinoma pulmonar humano, ATCC CCL-185) en
placas de 24 wells crecidas a 37°C en una atmosfera humidificada de 5% de
CO2. ElI medio utlizado para su crecimiento fue medio DMEM-F12,

suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB) (Invitrogen, Life
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Technologies) y con 100 pg/ml de estreptomicina (Gibco, Invitrogen, Life
Technologies), 100 unidades/ml de penicilina (Gibco, Invitrogen, Life
Technologies), 2,5 pg/ml de anfotericina B (Gibco, Invitrogen, Life

Technologies) y 2 mM de glutamina (Gibco, Invitrogen, Life Technologies).

Antes de inocular las monocapas de células, estas se lavaron con 1 mL de
medio DMEM-F12 sin suplementar. Luego se inocularon 500 pyL de las
diluciones ya descritas y se incubaron durante 3 horas a 37°C. A las 3 horas se
retiro el indculo, se lavaron las células 2 veces con 500 uL de PBS, se agrego6 1
mL de medio DMEM-F12 con 5% de SFB y se incubaron 3 dias a 37°C en una

atmosfera humidificada con 5% de COo.

Al tercer dia se realiz6 el primer pasaje de células. Para esto cada pocillo fue
lavado con 500 uL de PBS, se les agregd 200 pL de tripsina y se incubaron a
37°C para despegar las células de la placa y entre ellas. Una vez despegadas
las células, se les agregé 200 yL de DMEM-F12 10% SFB para inactivar la
tripsina y se resuspendieron. Posteriormente se tomaron 100 pL de estas
células y se pasaron a nuevos pocillos generando una diluciéon 1:4. Luego se
agrego a estos pocillos 900 yL de medio DMEM-F12 10% SFB.

Se realizaron 20 pasajes seriados con dilucion 1:4 cada 3-4 dias de las células
inoculadas y el restante de cada pasaje fue centrifugado a 25°C por 5 minutos
a 2000 rpm. El sobrenadante fue descartado y las células contenidas en el
pellet fueron utilizadas para la extraccion de ARN total mediante el reactivo
TRIZol (LifeTechnologies, USA) segun las especificaciones del fabricante.
Dado que HEV generalmente no presenta efecto citopatico, EI ARN obtenido
en el pasaje 10 se utilizé para evaluar la presencia de HEV por RT-nPCR vy el
producto de PCR especifico para la region MT fue purificado con el kit
Zymoclean Gel DNA Recovery (Zymo Research, USA) y enviado a secuenciar
para verificar la identidad de la cepa.
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En el caso de ser positiva la presencia de HEV en el pasaje 10, se realiz6 una
RT-nPCR especifica para la region MT a partir del ARN extraido de los pasajes
6y 15.

Como control negativo de infeccion se inoculé exclusivamente medio DMEM-
F12 y como control positivo se inocul6 el medio utilizado en células A549

infectadas por Cancela et al. con HEV proveniente de una muestra humana.

Estos procedimientos se realizaron mediante la adaptacion de los métodos de

Zhang et al.>' y Mirazo et al.>?.

Mediante el ensayo de ELISA se detectd la presencia de anticuerpos
especificos anti HEV en pecaries y ratas. Se pudo estimar una tasa de
seroprevalencia de 56%, 30% y 5% en pecaries de M"Bopicua, Parque Lecocq
y Pan de Azlcar respectivamente y una seroprevalencia de 2% en ratas del
puerto de Montevideo. Por otro lado, no se encontraron anticuerpos especificos
anti HEV en los sueros de ciervo axis provenientes del departamento de Artigas
(Figura 5).
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Figura 5. Relevamiento serol6gico de poblaciones de ratas del puerto de Montevideo, ciervos
axis de Artigas y pecaries de las reservas M’Bopicua, Parque Lecocq y Pan de Azlcar. Se
muestran las proporciones de resultados positivos y negativos del kit ELISA (ID Screen®
Hepatitis E Indirect Multi-species (IDVet, Francia) de los sueros y el nUmero de muestras
analizadas (n) para cada grupo.

Deteccion del genoma

En el gel de agarosa correspondiente a la RT-nPCR especifica para MT
realizada a partir de los pools de materia fecal del parque Lecocq, se pudieron
observar bandas de un tamafo menor a 500 pb y mayor a 250 pb en los
carriles de 2P y 3P, por lo que se obtuvieron bandas del tamafio esperado (287
pb). Este tamafio coincide con la banda que se observa en el C+, por lo que se
considera que estos pools de materia fecal de pecari son muestras positivas
para HEV. Los demdas pools de pecari, ciervo axis y ciervo dama arrojaron

resultados negativos, asi como el C- (Figura 6).
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Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa 1,5% correspondiente a la RT-nPCR especifica para MT realizada a
partir de los pools de heces de pecaries de dos poblaciones (P y P2), ciervo axis (CA) y ciervo dama (D). El
primer numero indicado en cada carril corresponde a los pools definidos en la Tabla 1. Con la punta de flecha
se indica el amplicén de tamafio de banda esperado (287pb) para la regiéon de la metiltransferasa (ORF1) del
genoma de HEV. El control positivo (C+) corresponde a la muestra de suero de un paciente confirmado para
enfermedad de hepatitis E. C- corresponde al control negativo y MPM al marcador de peso molecular (Thermo
Scientific™ GeneRuler™ 1 Kb DNA Ladder).

Por otro lado, en la electroforesis correspondiente a la RT-nPCR especifica
para MT realizada a partir de las muestras de heces de pecari de la reserva de
Pan de Azlcar se observaron bandas del tamafo esperado (287 pb) en los
carriles de los controles positivos (2P y 3P) pero no en los carriles
pertenecientes las muestras de materia fecal y el C-. Por lo tanto, no hubo
muestras de materia fecal positivas para HEV en la poblacién de pecari de Pan

de Azucar (Figura 7).

MPM C- MP1 MP2 C+: MP4 C+2 MP3

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa 1,5% correspondiente a la RT-nPCR especifica para
MT realizada a partir de las muestras (MP1, MP2, MP3 y MP4) de heces de pecaries de la
reserva de Pan de Azlcar. Con la punta de flecha se indica el amplicén de tamafio de banda
esperado (287pb) para la region de la metiltransferasa (ORF1) del genoma de HEV. C+1y C+
corresponden a los controles positivos 3P y 2P respectivamente. C- corresponde a control
negativo y MPM al marcador de peso molecular (Thermo Scientific™ GeneRuler™ 100 pb Plus
DNA Ladder).
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En cuanto a la amplificacion de CAP por RT-nPCR de los pools positivos (2P y
3P) con las enzimas Revert Aid (ThermoFisher Scientific, USA) y Taq
Polymerase (ThermoFisher Scientific, USA), se pudo observar una
amplificacion exitosa para 2P y no para 3P. A pesar de esto, la region CAP de
3P se logr6 amplificar por RT-nPCR al utilizar las enzimas Superscript Il
(Invitrogen Life Technologies, USA) y Tag Platinum (Invitrogen Life
Technologies, USA). No hubo amplificacion en los controles negativos de
ambas RT-nPCR (Figura 8).

Figura 8 Electroforesis en gel de agarosa 1,5% correspondiente a la RT-nPCR especifica para CAP
realizada a partir del ARN de las muestras 2P y 3P. A la izquierda: realizada con las enzimas Revert Aid
(ThermoFisher Scientific, USA) y Tag Polymerase (ThermoFisher Scientific, USA). A la derecha:
realizada con las enzimas Superscript Il (Invitrogen Life Technologies, USA) y Tag Platinum (Invitrogen
Life Technologies, USA). Con la punta de flecha se indica el amplicon de tamafio de banda esperado
(330pb). C- corresponde a control negativo y MPM al marcador de peso molecular (Thermo Scientific™
GeneRuler™ 100 pb Plus DNA Ladder).
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El analisis filogenético realizado con las secuencias de MT de las muestras
positivas 2P y 3P mostré que ambas cepas pertenecen al Genotipo 3 (HEV3)
(Figura 9). Estas son diferentes entre si, presentando una identidad
nucleotidica del 94% entre ellas. Es importante destacar que las secuencias de
MT de ambas muestras son similares a cepas suinas y humanas uruguayas
detectadas entre 2010 y 20184’ (las cepas suinas wb_HeUY_1y wb_HeUY_2
descubiertas por Libonatti et al. en 2018 no estan publicadas aun) (Figura 9). Al
comparar estas secuencias con las de 2P y 3P, se observd una identidad

nucleotidica de 100-93% y de 100-92% respectivamente.

Cabe destacar que las secuencias obtenidas para MT de 2P y 3P tienen una
identidad nucleotidica de 100% con cepas humanas uruguayas distintas entre

si (numeros de acceso JX880215 y MG182431 en GenBank respectivamente).

En cuanto al andlisis filogenético realizado con las secuencias de CAP de 2P y
3P también se pudo observar que ambas cepas pertenecen a HEV3 (Figura
10). 2P y 3P presentan una identidad nucleotidica de 92,1-91,4% y 92,8-92,1%
respectivamente con cepas uruguayas humanas detectadas en 2010%.
Ademés, Ambas secuencias tienen una identidad nucleotidica de 99,6% con
cepas suinas uruguayas descubiertas por Mirazo et al. en 2017 (con codigos de
acceso MG182433 y MG182432 en GenBank).

Las secuencias de CAP de 2P y 3P son iguales entre si, presentando una
identidad nucleotidica de 100% con la secuencia de CAP perteneciente a una
cepa humana todavia no publicada de Cancela et al.. Esta cepa es la misma
gue posee 100% de identidad con la secuencia de MT de 3P (numero de
acceso MG182431).
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Figura 9. Arbol filogenético
realizado con las secuencias
de MT obtenidas a partir de los
pools positivos 2P y 3P para
HEV. Este arbol fue generado
mediante el programa
informatico Mega v6.0 con el
método de Neighbour-Joining.
2P y 3P se sefialan con un
rombo rojo. Se muestran
valores de bootstrap mayores
o iguales a 60%.
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En el gel de agarosa correspondiente a la RT-nPCR especifica para MT
realizada a partir del pasaje 10 de las células inoculadas con 2P, se pudo
visualizar la amplificacion de una banda correspondiente al tamafio esperado
(287 pb) en el control positivo de PCR. Por otro lado, no se observo
amplificacion ni en el control negativo de la PCR, ni en los carriles
pertenecientes a las diferentes diluciones y controles de infeccion (Figura 11).

En cuanto al pasaje 10 de las células inoculadas con 3P, se observo la
amplificacion por RT-nPCR de una banda correspondiente al tamafio esperado
(287 pb) en uno de los carriles correspondientes al inéculo con dilucién 1/10.
Por otro lado, no se observd amplificacion ni en los controles de la PCR y de
infeccidn, ni en los carriles pertenecientes al resto de las diluciones (Figura 12).
La secuencia de MT obtenida luego de purificar y enviar a secuenciar la banda
amplificada revelé un cambio de base de una T por una C con respecto a la
secuencia original del pool 3P. Al analizar este cambio se pudo observar que el

cambio de base no generd un cambio de aminoacido.

En las electroforesis de las RT-nPCR especificas para MT realizadas a partir
de los pasajes 6 (Figura 13) y 15 (Figura 14) de las células inoculadas con 3P,
se pudo observar una banda correspondiente al tamafio esperado (287 pb) en
el control positivo de PCR. Por otro lado, no se observaron bandas de
amplificacion en el carril del control negativo de la PCR y tampoco en los

pertenecientes a la dilucién 1/10 y controles de infeccién.
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Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa 1,5% correspondiente a la RT-nPCR especifica
para MT realizada a partir del pasaje 10 de células A549 inoculadas por duplicado con
diluciones de 2P. Con la punta de flecha se indica el amplicon de tamafio de banda esperado
(287pb) para la region de la metiltransferasa (ORF1) del genoma de HEV. C- corresponde a
control negativo de PCR; C-1 y C-2 y C+1 y C+2 corresponden a los controles negativos y
positivos de infeccién respectivamente; 1/20, 1/10 y 1/5 corresponden a las células inoculadas
con estas diluciones; C+ es el control positivo de PCR (a partir de ARN de 2P); MPM refiere al
marcador de peso molecular (Thermo Scientific™ GeneRuler™ 100 pb Plus DNA Ladder).
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Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa 1,5% correspondiente a la RT-nPCR especifica
para MT realizada a partir del pasaje 10 de células A549 inoculadas por duplicado con
diluciones de 3P. Con la punta de flecha se indica el amplicn de tamafo de banda esperado
(287pb) para la region de la metiltransferasa (ORF1) del genoma de HEV. C- corresponde a
control negativo de PCR; C-1 y C-2 y C+1 y C+2 corresponden a los controles negativos y
positivos de infeccion respectivamente; 1/20, 1/10 y 1/5 corresponden a las células inoculadas
con estas diluciones; C+ es el control positivo de PCR (a partir de ARN de 2P); MPM refiere al
marcador de peso molecular (Thermo Scientific™ GeneRuler™ 100 pb Plus DNA Ladder). *No
se proceso la dilucién 1/20 por duplicado.
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Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa 1,5% correspondiente a la RT-nPCR especifica
para MT realizada a partir del pasaje 6 de células A549 inoculadas por duplicado con diluciones
de 3P. Con la punta de flecha se indica el amplicén de tamafio de banda esperado (287pb)
para la regién de la metiltransferasa (ORF1) del genoma de HEV. C- corresponde a control
negativo de PCR; C-1y C-2 y C+1 y C+2 corresponden a los controles negativos y positivos de
infeccion respectivamente; 1/10 corresponde a las células inoculadas con esta dilucion; C+ es
el control positivo de PCR (a partir de ARN de 2P); MPM refiere al marcador de peso molecular
(Thermo Scientific™ GeneRuler™ 100 pb Plus DNA Ladder).
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Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa 1,5% correspondiente a la RT-nPCR especifica
para MT realizada a partir del pasaje 15 de células A549 inoculadas por duplicado con
diluciones de 3P. Con la punta de flecha se indica el amplicon de tamafio de banda esperado
(287pb) para la region de la metiltransferasa (ORF1) del genoma de HEV. C- corresponde a
control negativo de PCR; C-1 y C-2 y C+1 y C+2 corresponden a los controles negativos y
positivos de infeccién respectivamente; 1/10 corresponde a las células inoculadas con esta
dilucién; C+ es el control positivo de PCR (a partir de ARN de 2P); MPM refiere al marcador de
peso molecular (Thermo Scientific™ GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder).
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El HEV es el agente causal de la hepatitis E, una enfermedad zoondética de
importancia en salud publica y con un creciente numero de reservorios
animales. Algunos de estos son los ciervos, las ratas, los cerdos y los
jabalies*2%21, En Uruguay, se ha registrado la circulaciéon de HEV en humanos,
jabalies y cerdos?*’, pero aun hay posibles reservorios por analizar. El objetivo
de esta tesina fue relevar poblaciones de pecaries, ciervos dama, ciervos axis y
ratas como potenciales reservorios de HEV en Uruguay a través de un estudio

serolégico y molecular.

A partir del ensayo de ELISA se pudo observar que hubo sueros positivos con
anticuerpos anti HEV en pecaries y ratas de Uruguay. Este resultado pone en
evidencia a los pecaries como reservorio de HEV por primera vez a nivel
mundial, presentando tasas de seroprevalencia incluso mayores (56% y 36%
en MBopicua y Parque Lecocq respectivamente) a los reportados
anteriormente en cerdos y jabalies de Uruguay (46.8% vy 22.1%
respectivamente)*’. El kit de ELISA utilizado presenta un una sensibilidad y
especificidad >99.5%, por lo que todos los valores de seroprevalencia
registrados (incluido el 2% en ratas) son significativos. Cabe destacar que el
anico suero de rata seropositivo era proveniente de una rata del puerto de
Montevideo (sitio de arribo de barcos transportadores y pesqueros
provenientes de otros paises), por lo que no se puede afirmar que Rattus
rattus, sea reservorio activo de HEV en Uruguay. Igualmente, la presencia de
ratas con anticuerpos anti HEV podria indicar una posible transmision entre
ratas infectadas con HEV provenientes de otros paises®® y ratas uruguayas. A
diferencia de las ratas y pecaries, no se encontrd presencia de anticuerpos anti
HEV en sueros de ciervos axis. Este resultado negativo puede tomarse en
cuenta como un control sobre el correcto funcionamiento del kit de ELISA,
corroborando que los resultados positivos descritos previamente no son falsos

positivos.
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De entre las muestras recolectadas de materia fecal de ciervos y pecaries, se
identificaron (mediante la técnica de RT- nPCR especifica para MT) dos pools
(2P y 3P) de pecaries del Parque Lecocq positivos para HEV. Es importante
destacar que este resultado caracteriza a los pecaries como reservorios activos
de HEV por primera vez. La region CAP del pool positivo 2P logré amplificarse
con las enzimas Revert Aid (ThermoFisher Scientific, USA) y Taqg Polymerase
(ThermoFisher Scientific, USA) mientras que hubo que utilizar las enzimas
SuperScript Il (Invitrogen Life Technologies, USA) y Platinum Taq DNA
Polymerase (Invitrogen Life Technologies, USA) para amplificar CAP de 3P.
Concordantemente, se ha reportado que muestras HEV positivas con baja
carga viral no lograron amplificarse con una RT-nPCR convencional realizada
con Revert Aid (ThermoFisher Scientific, USA) y Taq Polymerase
(ThermoFisher Scientific, USA)*’. Adicionalmente, SuperScript Il (Invitrogen Life
Technologies, USA) y Platinum Tag DNA Polymerase (Invitrogen Life
Technologies, USA) son enzimas mas sensibles, por lo tanto, una posible
explicacion a los resultados obtenidos seria una menor carga viral en 3P

comparado con 2P.

Si bien no hubo muestras de materia fecal positivas para HEV
correspondientes a los pecaries de Pan de Azlcar y no se analizaron muestras
de materia fecal de pecaries de la reserva de M’Bopicua, la presencia de
anticuerpos especificos anti HEV en estas poblaciones ponen en evidencia la

circulacién del virus en estos animales.

A partir del andlisis filogenético realizado con las secuencias de MT de 2P y 3P
se pudo observar que estas son dos cepas diferentes entre si. Cabe destacar
que estas se encuentran circulando en una misma poblacién, lo que podria
tener un gran impacto epidemioldgico, debido a que los animales antes

infectados con una cepa podrian reinfectarse con la otra.

Al analizar los arboles filogenéticos realizados a partir de las regiones MT y
CAP se pudo concluir que ambas cepas son pertenecientes a HEV3, de
potencial zoondtico. Adicionalmente, estas cepas son muy similares (91,4-
100%) a cepas humanas y suinas previamente descritas en Uruguay*®4’,

teniendo un 100% de identidad nucleotidica con cepas humanas. Esto sugiere
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gue los pecaries presentan alto potencial de transmision zoonébtico.
Las secuencias de las regiones CAP y MT de 3P tienen un 100% de identidad
nucleotidica con las regiones CAP y MT de una misma cepa humana uruguaya.
Adicionalmente, la secuencia de CAP de 2P también posee un 100% de
identidad nucleotidica con la misma cepa humana que CAP de 3P. Por otro
lado, como fue descrito anteriormente, las secuencias de MT de 2P y 3P son
diferentes entre si, por lo que MT de 2P tiene 100% de identidad nucleotidica
con una cepa humana distinta a la nombrada anteriormente. Esto podria
explicarse ya que 2P es un pool de muestras, por lo que podria haber dos
muestras con cepas diferentes dentro del pool. Otra posibilidad es que se haya
dado una recombinacion de dos cepas de HEV circulantes, fendmeno ya
reportado con anterioridad en distintas regiones del genoma, incluida la unién
de las regiones ORF1y ORF254%5,

A partir de la electroforesis de agarosa correspondiente al pasaje 10 de 2P se
pudo observar que no hubo amplificacién para MT en ninguno de los carriles
pertenecientes a las células inoculadas con las distintas diluciones de 2P. Esto
indica que no se logré aislar esta cepa en cultivo celular. Por otro lado, el
fragmento de 287 pb que se observd en la electroforesis realizada con los
productos de la RT-nPCR a partir del pasaje 10 de 3P indica que se logro el
aislamiento in vitro de HEV proveniente de este pool en cultivo celular. Mirazo
et al.>? describieron una curva de cinética de replicaciéon de HEV en la cual se
observa un pico de carga viral en el pasaje 7 (primer pasaje donde se pudo
confirmar la presencia de HEV por RT-nPCR). Luego, la carga viral se
mantiene constante durante dos pasajes y posteriormente se observa un
descenso pronunciado al tercer pasaje. Esto podria explicar por qué no hubo
amplificacion en las RT-nPCR realizadas a partir de las células de los pasajes 6
y 15.

A partir de la secuenciacion del ADN extraido de la banda presente en el gel
del pasaje 10 (34 dias post-infeccion) de 3P, se pudo observar un cambio de
base en la region MT de T por C con respecto a la secuencia de 3P original.
Aungue no hubo un cambio de aminoacido, este cambio en 34 dias llama la

atencion dado que la regidon de la metiltransferasa es una region altamente
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conservada para HEV. Sari et al.>® demostr6 que HEV presenta mas
alteraciones gendmicas (incluyendo el ORF1) en células A549 que in vivo,

pudiendo explicar lo observado en el cambio de secuencia de 3P.

Los controles negativos de infeccion no presentaron amplificacion en ninguno
de los pasajes evaluados para 2P y 3P, lo cual descarta la posibilidad de
contaminacion durante el proceso de aislamiento viral. Llamativamente, los
controles positivos de infeccion en el pasaje 10 de 2P y 3P tampoco mostraron
bandas de amplificacion. Esto podria explicarse por el hecho de que las células
correspondientes a este indculo fueron infectadas y guardadas a -80°C en 2015
y pueden haberse alterado debido a problemas en su mantenimiento (por
ejemplo, perdida en la cadena de frio), sumado a la dificultad para reinfectar.
Dado que hubo amplificacion de MT a partir de la RT-nPCR de células
inoculadas con 3P en el pasaje 10, esta banda se puede considerar como

control positivo de infeccion en el resto de los pasajes.

El control positivo de PCR utilizado en todas las RT-nPCR realizadas a partir
de los pasajes en cultivo celular fue el ARN extraido de 2P. En la electroforesis
correspondiente al pasaje 10 de 3P no se observo la banda de amplificacién de
287 pb esperada en este control, por lo que se volvid a extraer el ARN de 2P
para realizar las RT-nPCR de los pasajes 6 y 15. En estas RT-nPCR si se logro
una amplificacion del control positivo, por lo que probablemente el ARN de 2P
utilizado para la RT-nPCR del pasaje 10 se habia degradado por sus sucesivos

usos.

Como fue mencionado anteriormente, no se logré infectar las células A549 con
2P, pero si con 3P. Esto podria explicarse en el caso de que 2P fuera una cepa
generada por recombinacion de 2 cepas circulantes y que en esta
recombinacion se haya perdido su capacidad infectiva. Otra posibilidad podria
ser una diferencia significativa en la carga viral entre 3P y 2P, siendo 2P la de
menor carga viral. Por otro lado, se ha reportado anteriormente que las
inserciones en posiciones especificas de la region hipervariable del ORF1 del
genoma de HEV permiten su adaptaciéon en cultivo celular®’. Por esta razoén,
también se podria tener en cuenta la posibilidad de que 3P hubiera adquirido

adaptaciones por mutaciones en regiones del genoma no estudiadas en este
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trabajo, que le permitieran aumentar su capacidad infectiva in vitro o que 2P
hubiera adquirido mutaciones que disminuyeran su capacidad infectiva in vitro.

Se tendrian que realizar estudios a futuro para comprobar estas posibilidades.

En el presente trabajo se hipotetiz6 que HEV circula entre las poblaciones de
recria de ciervos (axis y dama), pecaries y ratas de Uruguay. Con lo ya
discutido anteriormente, se puede confirmar esta hipotesis en pecaries y
parcialmente en ratas. Otra hipotesis planteaba que, en las especies
estudiadas, las tasas de seroprevalencia serian mas bajas que en cerdos
domésticos y jabalies*’. Con los resultados obtenidos se puede verificar esta
hipotesis en ratas y ciervos pero no en pecaries, dado que su seroprevalencia
es mayor a la reportada en cerdos y jabalies. Por ultmo, las cepas de HEV
encontradas en pecaries se identificaron como cepas zoondticas, por lo que la
hipdtesis de que las cepas de HEV circulantes en estos reservorios alternativos

podrian ser cepas zoondéticas fue confirmada.

En conclusion, se pudo identificar al pecari como reservorio activo de HEV en
el Uruguay. Las cepas descritas encontradas en este reservorio poseen
potencial zoondtico y capacidad infectiva (en el caso de 3P). Dado que en
nuestro pais existe un plan para la reintroduccion del pecari en su habitat
natural®®, los hallazgos de este trabajo sugieren que estos animales podrian

representar un riesgo para la dispersion de HEV en el medio salvaje.

Este trabajo es el primer estudio a nivel mundial que demuestra la presencia de
HEV en pecaries, adicionandolos a la lista de reservorios animales de HEV®®.
Sin embargo, los resultados aun deben profundizarse. La informacion aqui
presentada brinda valiosas herramientas para el disefio de politicas sanitarias
para la prevencion de la trasmisién e infeccién por HEV.
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A partir de este trabajo surgieron nuevas preguntas a contestar. Para eso se

plantea continuar con las siguientes actividades:

1. Extraccion de ARN y posterior RT-gPCR de las muestras de suero con
anticuerpos anti HEV con mayores absorbancias relativas (de acuerdo
con los resultados del ensayo de ELISA) de cada poblacion estudiada en

este trabajo para analizar la viremia y posibles cepas nuevas.

2. Realizar un andlisis mas amplio en ratas para evaluar si estas son

reservorios activos para HEV en Uruguay.

3. Extraccion de ARN vy analisis por RT-nPCR de las muestras
pertenecientes a los pools 2P y 3P para evaluar cuantas muestras

positivas hay en cada pool y sus respectivas secuencias de MT y CAP.
4. Cuantificacion absoluta de ARN viral en 2P y 3P mediante RT-qPCR
para relacionarlo con los resultados obtenidos en el aislamiento viral y

en la amplificaciéon de CAP.

5. Analisis de posibles regiones de recombinacion de HEV en 2P para

comprender el origen diferente de CAP y MT de esta cepa.

6. Analisis de posibles mutaciones en 3P y 2P que puedan influir en la
capacidad infectiva de estas cepas.
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