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Abreviaturas 

 

ADN Acido desoxirribonucleico mg  Miligramo 

ADNc  ADN copia mL Mililitro 

aa  aminoácidos  µg Microgramo 

ARN  Ácido ribonucleico µL Microlitro 
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ATB Antibiótico nt Nucleótidos 

CAP Caperuza ORF1 Marco de Lectura Abierto 1 
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ct   Ciclo crítico PBS Solución salina tamponada de fosfato 

dNTP´s    Desoxinucléotidos PCR Reacción en cadena de la polimerasa 

EtOH Etanol PM  Marcador de Peso Molecular 

EDTA Ácido etilendiaminotetracético RT-nPCR Retrotranscripción y PCR anidada 

G1 Genotipo 1 rtPCR PCR en Tiempo Real 

G2 Genotipo 2 rpm  Revoluciones por minuto 

G3 Genotipo 3 SFB  Suero Fetal Bovino 

G4 Genotipo 4 TAE  Tris Acetato EDTA 

HEV Virus de la Hepatitis E U/m Unidades por mililitro 

KDa Kilo Dalton UTR Regiones no traducidas 

L Litro 

  
M  Molar 
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1. RESUMEN 

 

 

Una  de las enfermedades virales emergentes que preocupa a la salud pública 

dada su compleja epidemiología es el virus de la Hepatitis E (HEV). HEV es el 

único miembro de la familia Hepeviridae y se transmite principalmente por la 

vía fecal-oral. La infección por este virus presenta una mortalidad que llega 

hasta el 4 % en la población general, superior a la mortalidad que presenta 

Hepatitis A y puede alcanzar al 20% en mujeres embarazadas siendo la 

principal causa del síndrome de la Falla Hepática Fulminante. HEV se clasifica 

en 4 genotipos (G1-4), siendo los G1 y G2 antroponóticos, responsables de las 

epidemias en zonas endémicas. Los G3 y G4 se asocian a casos esporádicos 

en regiones no endémicas y países desarrollados, son considerados 

zoonóticos y los suidos  son los principales animales reservorios. 

En los últimos años en Uruguay se han reportado los primeros casos de 

infección por HEV en humanos, tratándose de casos autóctonos y asociados al 

G3. Mediante un exhaustivo análisis molecular se comprobó que las cepas de 

nuestro país están filogenéticamente emparentadas con aislados suinos y 

humanos Europeos, lo que sugiere un origen zoonótico de la infección. 

Recientemente también se detectó el primer caso autóctono de infección por 

HEV humano G1 en Uruguay, filogenéticamente emparentado con cepas de 

origen Venezolano y Cubano. 

Dado el panorama actual de HEV en Uruguay, se propuso como objetivo 

principal de este trabajo el relevamiento del estatus de HEV en cerdos, jabalíes 

y en productos cárnicos derivados a partir de la amplificación por PCR 

convencional de una región del ORF 2 que codifica para la cápside viral y la 

amplificación de una región del ORF1 que codifica para la metiltransferasa 

viral. Para de esta forma poder evaluar el impacto zoonótico de la enfermedad.  

Se investigó la presencia de HEV por PCR convencional en 37 muestras de 

órganos de jabalíes colectados en el este del país (2011-2012), 55 muestras de 

cerdos de distintos criaderos (2013) y 7 muestras de jamón serrano de origen 

Europeo, de Argentina y Uruguay. 
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Por otro lado se propuso la estandarización de una metodología de rtPCR con 

tecnología SYBR® Green diseñada para amplificar una región del ORF3, 

utilizando muestras previamente analizadas por RT-nPCR, como método 

rápido, sensible y cuantitativo para la detección de HEV en muestras de suinos. 

Como tercer objetivo se planteó el aislamiento de HEV a partir de materia fecal 

suina en la línea celular de carcinoma humano Hep-G2, como posible modelo 

para el estudio de la replicación de HEV en cultivo celular in vitro y para el 

análisis de la infectividad de HEV G3 en células de hepatocarcinoma humano. 

A partir de este trabajo en el que se realizó por primera vez un amplio 

relevamiento de HEV en suinos de Uruguay, poniendo a punto metodologías de 

RT-nPCR y de rtPCR, se encontró una baja frecuencia de HEV en suinos de 

Uruguay. Por primera vez en América se detectó un aislado de HEV  G1 en 

hígado de cerdo, considerado hasta el momento como exclusivamente 

antroponótico. Este resultado, que solo posee un antecedente a nivel mundial, 

puede suponer un cambio importante en la epidemiología de HEV. 
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2. INTRODUCCIÓN 

 

 

2.1. Características generales del Virus de la Hepatitis E 

 

2.1.2. Taxonomía 

 

El agente causal de la Hepatitis E se identificó por primera vez durante los años 

80 (Bradley et al. 1988), siendo denominado Hepatitis E virus en 1990 (Reyes 

et al. 1990). La primera epidemia de Hepatitis E ocurrió durante los años 1955-

1956 en Nueva Delhi, India (Grupta et al. 1957). 

Durante la década de los 80´ se reportó la presencia de partículas esféricas de 

32 nm de diámetro a través de microscopia electrónica en muestras de 

materias fecales pertenecientes a pacientes de distintas zonas con hepatitis de 

transmisión entérica no-A, no-B (ET-NANBH) (Bradley et al 1988).  

En primera instancia, y basándose en la estructura superficial y la organización 

del genoma, el virus de la Hepatitis E fue clasificado como un género aparte 

dentro de la familia Calciviridae (Tam et al. 1991).  

Sin embargo, HEV muestra similitudes con varias familias virales pero posee 

suficientes diferencias como para ser clasificado dentro de otra familia viral 

(Meng et al. 2012)  

Actualmente el  virus de la Hepatitis E (HEV) pertenece al género Hepevirus, 

siendo este, único miembro de la familia Hepeviridae (Fauquet et al. 2005; 

Smith et al. 2014). 
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2.1.2. Organización Genómica 

 

El virus de la Hepatis E es un virus no envuelto de un tamaño de 27-34nm, 

cápside icosaédrica, cuyo genoma es de ARN simple cadena de polaridad 

positiva y aproximadamente 7200 nt de longitud (Emerson et al. 2003). 

El genoma viral posee dos regiones no codificantes (UTRs, del inglés 

“Untraslated Regions”) situadas en los extremos 5’ y 3’, respectivamente. HEV 

posee una caperuza o casquete (CAP) de metilguaninas en el extremo 5’, 

mientras que en el extremo 3’ este posee una cola poli-A (Emerson et al. 

2006a), importante para la estabilidad del ARNm.  

HEV posee tres marcos de lectura abiertos (ORF1, 2 y 3; del inglés “Open 

Reading Frame”) parcialmente solapados (Fig.1) (Panda et al. 1995). 

El ORF1 codifica para las siguientes proteínas virales no estructurales: metil 

transferasa (MeT), ARN helicasa, ARN polimerasa dependiente de ARN y una 

proteasa (PCP). Estas proteínas poseen actividad enzimática y participan en la 

replicación viral. (Koonin et al. 1992). 

Además de los dominios no estructurales antes mencionados, en el ORF1 

existen dominios no caracterizados que son homólogos a dominios en otros 

virus ARN de polaridad positiva de plantas y de animales. Estos dominios se 

denominan X e Y, respectivamente (Ahmad et al 2012). El dominio X constituye 

un macrodominio conservado y se localiza hacia el extremo 3’ de una región 

rica en prolina hipervariable (Fig.1), mientras que el dominio Y  se localiza 

hacia el extremo 3’ de la proteína metiltransferasa (Fig. 1). La región 

hipervariable rica en prolina (HVR, del inglés “Hypervariable Region”), 

implicada en  replicación viral (Pudupakam et al. 2011), es importante para la 

subtipificación de HEV dada su alta variabilidad entre genotipos. 

El ORF2, codifica para una única proteína estructural, la proteína de cápside, 

de unos 660 aa de longitud y que posee sitios glicosilados. Se ha demostrado 

que la mutación dirigida de estos sitios no permite la formación de partículas 

virales infectivas (Graff et al. 2008). 

El ORF3, codifica una pequeña fosfoproteína (pORF3) de aproximadamente 

13,5 Kda (Korkaya et al. 2001), y se ha propuesto su implicancia en la 

patogénesis de HEV (Emerson et al. 2010), y en el egreso de los viriones luego 

de la replicación debido a la interacción de la misma con proteínas celulares 
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promoviendo la supervivencia celular (Moin et al. 2007). Asimismo, se ha 

sugerido su participación en la respuesta del hospedador frente a la infección 

por HEV (Ahmad et al. 2012), y se ha demostrado que es prescindible para la 

replicación viral in vitro (Emerson et al. 2006b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Organización genómica de HEV. Se muestran los tres ORF. En el ORF1 se 

localizan: Metiltransferasa, dominio Y, la proteasa, región hipervariable rica en prolina (HVR), 

macrodominio X, Helicasa y la ARN polimerasa dependiente de ARN. El ORF 2 codifica la 

proteína de cápside y el ORF3 una fosfoproteína viral. Extraído de Ruggeri et al.2013. Cepa de 

referencia utilizada No. M73218 

 

 

2.1.3. Epidemiología Molecular 

 

El HEV se clasifica en cuatro  genotipos: G1, G2, G3 y G4 (también descritos 

como I, II, III y IV) (Lu et al. 2006) (Fig. 3). El G1 es exclusivamente 

antroponótico y posee 5 subtipos (1a-1e). Agrupa  cepas epidémicas y ha sido 

detectado tanto en Asia como en África, Cuba y Venezuela (Fig. 2) (Echevarria 

et al. 2013). Recientemente, se detectó en Uruguay el primer caso de HEV G1 

en humanos (Mirazo et al. 2014b).  

En cuanto al G2, presenta una diversidad baja con 2 subtipos (2a-b) y se 

considera al igual que el G1, antroponótico. Este genotipo se detectó en África 

y en México (Fig. 2), siendo la cepa mexicana la única con secuencia 

nucleotídica completa de este genotipo (Okamoto et al. 2007). 

Tanto el G3 como el G4 son considerados no epidémicos, cuyas cepas son 

zoonóticas y con amplio rango de reservorios. El G3 posee elevada diversidad 

con 10 subtipos (3a-j) (Lu et al. 2006). Es de distribución mundial (Fig. 2) y se 
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ha detectado en países desarrollados asociado a casos esporádicos de 

hepatitis E. En cambio, el G4 posee menor diversidad que el G3, presentando 7 

subtipos (4a-g) (Lu et al. 2006), y se distribuye actualmente en Asia y Europa 

Central (Figura 2). 

 

 

Figura 2: Distribución actual geográfica de HEV y sus genotipos. Extraído de Mirazo et al. 

2014a. 

 

 

Como fue descrito anteriormente, la diversidad genética de Hepatitis E es 

grande, pero no existen hasta el momento evidencias de la existencia de más 

de un serotipo (Emerson and Purcell 2003). 
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Figura 3: Árbol filogenético de la familia Hepeviridae representando los cuatro genotipos (I, II, 

II, IV). Realizado en base a la secuencia completa del ORF2 del genoma viral. Extraído de 

Jiménez et al. 2007.  

 

 

2.2. Modos de transmisión 

 

Tanto el G1 como el G2 se asocian a grandes epidemias de Hepatitis E 

relacionadas con el consumo de agua contaminada y condiciones sanitarias 

desfavorables. En cambio, los casos esporádicos de infección por HEV en 

regiones no endémicas son menos entendidos (Purcell et al. 2008).  

Existen varias vías de transmisión del HEV que a continuación serán 

detalladas, entre ellas: vía fecal-oral; vía parenteral; vía vertical; transmisión 

zoonótica; transmisión persona-persona (revisado por Mirazo et al. 2014). 

 

2.2.1.  Vía fecal-oral 

 

La principal vía de transmisión del HEV es la fecal-oral, y desde hace más de 4 

dècadas han sido reportados numerosos casos de brotes epidémicos de 
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Hepatitis E en zonas endémicas (Vishwanathan, et al. 1957; Bile et al. 1994; 

Smith et al. 2001). Los brotes de Hepatitis E en zonas endémicas surgidos por 

esta vía se relacionan con la presencia de fuentes de agua contaminada en un 

contexto de condiciones sanitarias poco favorables, y están asociados al G1 y 

G2 en todos los casos. No obstante, se ha reportado la presencia de ARN viral 

en fuentes de agua pertenecientes a criaderos de suinos, y en aguas 

residuales en países industrializados (Clemente et al. 2003; Lopes dos Santos 

et al. 2011; Pina et al. 1998).  

 

 

2.2.2. Zoonosis 

 

La Hepatitis E es la única entre las Hepatitis virales que posee animales 

reservorios, los cuales se presentan asintomáticos a diferencia de los humanos 

(Pavio et al. 2010).  

Los primeros casos de Hepatitis E en cerdos fueron identificados en 1997 en el 

medio-oeste de Estados Unidos (Illinois), considerado hasta ese momento 

como país no endémico para HEV (Meng et al. 1997). En dicho estudio se 

analizó la seroprevalencia anti-HEV en cerdos de distintos criaderos 

comerciales utilizando una técnica estandarizada de ELISA (Tsarev et al. 

1993a; Tsarev et al. 1993b). Posteriormente, análisis realizados por Meng et al. 

1998 sugirieron por primera vez que los suinos serían potencialmente 

reservorio de HEV. 

Actualmente, en estudios realizados en distintas regiones del mundo se ha 

detectado anticuerpos anti-HEV en numerosas especies animales, entre ellos, 

cerdos, jabalíes, ratas, perros, gatos, mangostas, vacas, ciervos, ovejas, 

cabras, conejos, caballos y especies aviares. Además, se ha identificado ARN 

perteneciente a HEV de los G3 o 4 tanto en cerdos como en jabalíes, ciervos, 

mangostas y conejos (Pavio et al. 2010). 

Cepas pertenecientes a los genotipos 3 y 4 han sido identificadas en cerdos y 

jabalíes, demostrando estar cercanamente emparentadas con cepas humanas,  

lo que sugiere una posible transmisión interespecies (Meng et al. 1997; Pavio 

et al. 2010). También se ha aportado evidencia acerca del posible riesgo que 

supone el contacto del humano con porcinos, ya que la prevalencia de 
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anticuerpos anti-HEV en personas que trabajan con dichos animales 

reservorios es en algunos estudios considerablemente mayor en comparación 

con el resto de la población (Galiana et al. 2008). 

Existe evidencia de la transmisión de HEV a través del consumo de carne 

contaminada de animales reservorios (Meng et al. 2013; Yazaki et al. 2003), y 

además se identificado transmisión de HEV por consumo de productos 

cárnicos derivados de animales infectados (Colson et al. 2010). 

Es por estos motivos que conocer las cepas zoonóticas así como también los 

reservorios animales que potencialmente pueden transmitir HEV, es de suma 

importancia para atacar la problemática que presume HEV en países no 

endémicos.  

 

 

2.2.3. Transmisión persona-persona 

 

La transmisión de HEV persona a persona es baja y se considera que no tiene 

un papel preponderante durante la aparición de brotes epidémicos (Aggarwal et 

al 1992). 

Existen reportes de transmisión de HEV intrafamiliar, pero se trata de casos 

poco frecuentes (Aggarwal et al. 1992; Somani et al. 2003). Sin embargo, es 

claro que ciertos hábitos como la falta de higiene pueden contribuir en la 

transmisión del virus de un humano a otro. A diferencia de esta ruta de 

transmisión de HEV, la vía vertical (de madre a hijo) si presenta índices mucho 

más elevados. 

 

2.2.4. Transmisión parenteral 

 

La ruta parenteral no es la forma más frecuente de transmisión, y diversos 

investigadores han llevado adelante estudios acerca de la incidencia de HEV 

en donantes de sangre (Fischer et al. 2015; Juhl et al. 2014). Existe  evidencia 

de contagio entre donantes y pacientes durante transfusiones de sangre en 

países de Europa y en Japón, considerados no endémicos para HEV (Colson 

et al.2007;  Huzly et al. 2014; Matsubayashi et al. 2008). Los casos de 
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transmisión de HEV por vía parenteral han sido asociados todos a al G3 

(Colson et al. 2007).  

A pesar de no ser la principal vía de transmisión, la ruta parenteral supone un 

potencial riesgo para la población en países industrializados y en vías de 

desarrollo. 

 

 

2.2.5. Transmisión vertical 

 

Como se describió anteriormente, los índices de transmisión de HEV madre a 

hijo son elevados (Khuroo et al, 1995). La hepatitis E en madres gestantes 

puede implicar una mortandad de hasta el 20% (Patra et al. 2007), asociada 

exclusivamente a cepas de G1 (Kar et al. 2008). Es así que la presencia de 

HEV puede suponer partos prematuros y un incremento en la mortalidad 

neonatal (Khuroo et al. 2003).   

 

 

2.3. HEV en América Latina 

 

La primer cepa de HEV fue detectada por primera vez en América Latina en 

1986 en México (Velazquez et al. 1990), y la primera evidencia serológica de 

HEV fue en Venezuela en el año 1994 (Pujol et al. 1994). Sin embargo, aún 

hoy sigue siendo limitada la información que existe acerca de la 

seroprevalencia y de la epidemiología molecular de HEV en esta región del 

mundo. 

 

2.3.1. Seroepidemiologia (suinos y humanos) 

 

El panorama actual de Hepatitis E en América Latina es complejo.  

Venezuela es considerado hasta el momento como país no endémico por 

numerosos autores y las tasas de seroprevalencia varían entre, 1.6, 3.9 y 5.5% 

en diferentes poblaciones de ese país (Pujol et al. 1994).  

En Chile han surgido estudios en los que se detectó anticuerpos específicos 

anti-HEV hasta en un 34% de las muestras de origen humano (Hurtado et al. 
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2005). En tanto, Bolivia presentó prevalencias de anticuerpos anti-HEV de 

hasta un 15% (León et al. 1999).Por su parte, estudios realizados en Cuba 

mostraron un total de 11 entre 209 muestras de sueros humanos positivas para 

anticuerpos específicos anti-HEV (prevalencia del 5.3%) (Quintana et al. 2005).  

En cuanto a países limítrofes a Uruguay, Argentina reportó datos de 

prevalencia específica de anticuerpos anti-HEV cercana al 2% (Rey et al. 1997) 

y estudios realizados recientemente mostraron valores de prevalencia 

específica cercana al 5% (Martinez et al. 2014). La seroprevalencia de 

anticuerpos anti-HEV en Brasil varía notablemente entre distintos grupos de 

individuos en la población (Trinta et al. 2001); por ejemplo, del 2.3% al 11.8% 

entre grupos de donantes de sangre (Bortolierio et al. 2006). 

Teniendo en cuenta que los suinos son los principales animales reservorios de 

HEV, es importante dar una breve introducción acerca de la situación actual de 

esta problemática en América Latina para poder analizar el potencial riesgo 

zoonótico que esto conlleva.  

Han sido reportados suinos seropositivos en varios países de América Latina, 

entre ellos: Bolivia, Brasil, Argentina, Chile, Costa Rica, México (Echevarría et 

al. 2013).  En Argentina, por ejemplo, la seroprevalencia tiene valores que 

oscilan del 4% al 58% (Munné et al. 2006b), en Brasil llega al 81% (Guimaraes 

et al. 2005) y en Chile al 9.5% (Reinhardt et al. 2003) variando notablemente 

entre distintas regiones del país. 

Aún hoy, la información acerca de la seroprevalencia en suinos de América 

Latina es escasa, no existiendo datos de la situación seroepidemiológica de 

suinos de Uruguay.  

 

 

2.3.2. Epidemiología molecular 

 

En Argentina, primer país de Sudamérica en reportar casos de hepatitis E no 

autóctonos (Shlauder et al. 2000), se han descrito y caracterizado cepas 

pertenecientes al G3 tanto en humanos como en cerdos, estando todas 

estrechamente relacionadas entre sí (Munné et al 2006a).  

Durante el año 2010 se reportó el primer caso de Hepatitis E autóctono en 

Brasil, en un paciente que presuntamente había consumido carne de cerdo 
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aproximadamente un mes antes de contraer la enfermedad. Dicha cepa, 

perteneciente al G3, se demostró que estaba estrechamente relacionada con 

cepas suinas aisladas en Brasil (Lopes dos Santos et al. 2010). Cabe destacar 

que también ha sido reportado el riesgo de contaminación con HEV de aguas 

residuales de mataderos en Brasil, cuyas cepas se emparentan 

filogenéticamente con cepas suinas y con una cepa humana autóctona del 

mismo país. (Lopes dos Santos et al. 2011).  Asimismo, a lo largo del tiempo se 

ha demostrado la similitud de cepas suinas con cepas humanas de las mismas 

regiones geográficas en Brasil (Jimenez de Oya et al.2007) 

 

 

 

2.3.3. Epidemiología de HEV en Uruguay 

 

A fines de la década del 90 surgieron en Uruguay los primeros estudios sobre 

la seroprevalencia de HEV con resultados que arrojaron valores de 1.2% de 

seropositivos en una población de donadores de sangre y 2.8% de 

seropositivos en un total de 214 pacientes mayores de 40 años de una 

policlínica de Montevideo. Estos datos sugirieron por primera vez la circulación 

de HEV en el país (Cruells et al 1997). 

 Años más tarde, análisis moleculares basados en un sector de la región 

superpuesta ORF2-3 de 137pb mostraron nueve pacientes de Montevideo 

(periodo: noviembre 2009-junio 2010) con hepatitis aguda asociada a HEV. Se 

trató de casos autóctonos todos pertenecientes al G3 y filogenéticamente 

emparentados con aislados de origen Europeo, específicamente cepas suinas 

de origen Alemán y una cepa humana de origen Francés (Mirazo et al. 2011). 

El análisis de otras regiones del genoma de HEV demostraron que se trataba 

de aislados pertenecientes a los subtipos 3i y 3h (Mirazo et al. 2013). Dichos 

resultados sugirieron un origen zoonótico de la infección (Mirazo et al. 2013).  

Recientemente se ha detectado en Uruguay el primer caso de Hepatitis E 

autóctono perteneciente al G1 asociado a cepas de origen Indio, emparentadas 

a su vez con aislados de  Cuba y Venezuela. Cabe destacar que en estos 

países latinoamericanos en los cuales se reportó aislados de HEV asociados al 

Genotipo 1 son cepas autóctonas (Mirazo et al. 2014b). 
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Hasta el momento no existen resultados acerca de la epidemiología molecular 

de HEV en suinos domésticos y salvajes de Uruguay. Teniendo en cuenta que 

la transmisión zoonótica de HEV es una de las principales vías en países no 

endémicos y dados los datos aportados recientemente en Uruguay y la región, 

es importante realizar un relevamiento de HEV en estos animales reservorios y 

así poder analizar el posible riesgo zoonótico que representan.  
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3. OBJETIVOS 

 

 

3.1. Objetivo General: 

 

Relevar en forma amplia en Uruguay la presencia de HEV en cerdos y jabalíes 

de distintas regiones del país así como también en productos cárnicos 

derivados, a través de la detección de ARN viral diseñando y poniendo a punto 

diferentes técnicas moleculares.   

Asimismo, se plantea diseñar e implementar un sistema para aislar aislar HEV 

suino en células de hepatocarcinoma humano. 

 

 

3.2. Objetivos específicos: 

 

 Detectar HEV en suinos domésticos y salvajes, y en productos cárnicos 

derivados (jamones serranos comerciales) a través de RT-nPCR 

convencional, utilizando dos regiones distintas del genoma viral (ORF1 y 

ORF2). 

 

 Secuenciar y realizar el correspondiente análisis filogenético de 

muestras positivas. 

 

 

 Diseñar una metodología de rtPCR utilizando muestras previamente 

analizadas por RT-nPCR, con la finalidad de mejorar y optimizar la 

sensibilidad de las técnicas moleculares para detectar HEV en jabalíes, 

cerdos y productos cárnicos derivados y evaluar así el impacto zoonótico 

de la infección. 
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 Diseñar un método para aislar in vitro HEV utilizando la línea celular 

humana de carcinoma hepático, Hep-G2, a partir de muestras biológicas 

de animales infectados con HEV. 
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4. ESTRATEGIA DE TRABAJO 

 

En Uruguay hasta el momento no existen estudios acerca de la prevalencia y 

frecuencia de HEV en suinos. Siendo estos animales los principales animales 

reservorios de HEV y considerando la situación actual de Uruguay y de la 

región, es de gran importancia realizar un amplio relevamiento de HEV en los 

distintos criaderos de Uruguay así como también en jabalíes salvajes y en 

productos cárnicos derivados. De esta forma, se podrá analizar el potencial 

riesgo zoonótico de la infección por HEV en Uruguay.  

Para este relevamiento se propuso como objetivo la detección de HEV por RT-

nPCR para dos regiones distintas del genoma viral y posteriormente diseñar 

una metodología de rtPCR para amplificar una región conservada del ORF3 

viral con el fin de detectar HEV en menor tiempo y con mayor especificidad. Por 

último y a partir de una muestra de materia fecal de suino infectado con HEV se  

realizó el asilamiento viral en células Hep-G2 (Fig. 4)  

 

 Figura 4: Esquema de estrategia metodológica para la realización del presente trabajo. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

5.1. Detección de HEV por PCR convencional (RT-nPCR). 

 

5.1.1. Muestras analizadas 

  

Para la detección de HEV por PCR convencional, a través de la amplificación 

de una región del ORF2 y del ORF1 viral, se analizaron 32 muestras de 

ganglios de jabalíes colectados en la Fiesta del Jabalí de Aiguá y Tala 

(localidades de los Departamento de Maldonado y Canelones, 

respectivamente) durante los años 2011 y 2012; 55 muestras de hígados de 

cerdos proporcionadas por cinco criaderos comerciales de distintas zonas del 

centro del Uruguay y del departamento de San José colectadas durante el año 

2013. Además fueron analizadas 7 muestras de jamones serranos de distintas 

marcas, siendo dos de ellos originarios de Uruguay, 4 de origen Europeo y uno 

proveniente de Argentina (Tabla 1).  

 

 

Tabla 1: Muestras analizadas por RT-nPCR y rtPCR. 

 

 

 

Año de 

muestra 
Procedencia Animal 

Tipo de 

muestra 

Muestras 

analizadas 

2011 Aiguá/Tala Jabalíes Ganglios 20 

2012 Aiguá/Tala Jabalíes Ganglios 12 

2013 Criadero 1 Cerdos Hígados 17 

2013 Criadero 2 Cerdos Hígados 10 

2013 Criadero 3 Cerdos Hígados 7 

2013 Criadero 4 Cerdos Hígados 12 

2013 Criadero 5 Cerdos Hígados 9 

2014 Europa/Uruguay/Argentina Cerdos Jamones 7 

2011/2014 Tala/Paysandú/Aiguá Jabalíes Sueros 52 
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5.1.2. Obtención de ARN por Trizol® 

 

Cada una de las muestras fue sometida en primera instancia a lisis mecánica, 

para lo cual se cortaron secciones de un tamaño de 1 cm x 1 cm de cada una, 

que luego fueron trituradas. Este paso se realizó bajo cámara de flujo.   

Posteriormente, para la lisis enzimática previa a la extracción del ARN, se 

utilizó buffer de lisis preparado con Proteinasa k 500 µg/mL (Invitrogen, Life 

Technologies, Estados Unidos);  0.5M Tris pH 8; 0,45% Tween y agua hasta 

completar volumen de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Las 

muestras fueron digeridas con el buffer de lisis en baño de agua a 56º durante 

3 horas. 

La extracción del ARN viral se realizó con Trizol® (Invitrogen, Life Technologies, 

Estados Unidos) de acuerdo a especificaciones del fabricante. Brevemente; se 

agregaron 350 µl del sobrenadante de las muestras con 800µl de Trizol®, se 

resuspendió y se incubó 5 minutos a temperatura ambiente. Luego se le añadió 

160 µl de cloroformo (200 µl por ml de Trizol®), se procedió a centrifugar 

durante 15 minutos a 13400 revoluciones por minuto (rpm). Se recuperó la fase 

superior y se añadió 500 µl de isopropanol, luego de dejar 10 minutos en 

reposo a temperatura ambiente se procedió a centrifugar 10 minutos a 13400 

rpm. Se retiró el sobrenadante y se añadió 1mL de etanol (EtOH) 75% al pellet 

que se mezcló utilizando vortex durante 5 segundos y se centrifugó durante 2 

minutos a 8000 rpm. Luego de retirar el sobrenadante se secó ligeramente en 

estufa alrededor de 30 minutos. Finalmente, se resuspendió el pellet en 18 µl 

de agua H2O estéril (libre de ARNasa y ADNasa) y se conservó a -80ºC hasta 

el momento de ser utilizadas.  

 

 

5.1.3. Amplificación de región del ORF2 viral 

 

La detección de HEV se realizó mediante la amplificación de una región del 

ORF2 del genoma viral que codifica para la proteína de la cápisde a partir del 

ARN extraído. Los cebadores utilizados se muestran en la Tabla 2. 

La retrotranscipción se realizó con la enzima RevertAidTM (Fermentas Life 

Sciences) según especificaciones de fabricante. La mezcla de la 
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retrotranscripción fue realizada en un volumen total de 10 µL. Se incubaron a 

70ºC durante 5 minutos, 2.5 µL del ARN extraído con 1 µL 10 mM de primer 

3157 y 2 µL de H2O estéril. Posteriormente se le agregó a la mezcla anterior 

conteniendo 2 µL de buffer de reacción 5X, 1 µL de dNTP´s 1 µL de H2O estéril 

y 0,5 µL de retrotranscriptasa. Se incubó la mezcla 1 hora a 42ºC para la 

retrotranscripción y 15 minutos a 70ºC para la inactivación de la enzima en 

termociclador.  

Para la primer ronda de amplificación de la Nested PCR, realizada en un 

volumen final de 50 µL, se colocó 5 µL de ADNc, 5 µL de buffer de reacción 

10X, 4 µL de MgCl2 25mM, 1 µL de dNTP´s 10 µM y 1 µL de cada primer 

externo 3157 y 3156 (10 mM) (Tabla 2), 32,7 µL de H2O estéril y 0,3 µL de 

TaqTM DNA Polymerase (Fermentas Life Sciences). El ciclado constó de un 

primer paso de 5 minutos de desnaturalización a 94º; 39 ciclos de: 45 

segundos a 95º, 45 segundos a 44º, 1 minuto a 72º; y la extensión final durante 

10 minutos a 72º (Meng et al. 1997). Para la segunda ronda de amplificación de 

la  Nested PCR se utilizaron 5 µL del producto del primer round de PCR 

utilizando en esta instancia los primers 3158 y 3159 con las mismas 

condiciones. 

 

 

5.1.4. Amplificación de región del ORF1 viral 

 

Además de la detección de HEV por amplificación de una región del ORF2 viral 

se procedió a la implementación de una metodología de RT-nPCR con el 

objetivo de amplificar una región del ORF1 del genoma viral (extremo 5´) que 

codifica para la proteína viral metiltransferasa, según protocolo previamente 

descrito (Tabla 2). 

Para la retrotranscripción se utilizó, al igual que lo descrito para la amplificación 

de la región del ORF2 viral, la enzima RevertAidTM (Fermentas, Life Sciences. 

USA). La misma fue realizada en un volumen final de 10 µL. Se colocaron 2,5 

µL de H2O estéril y 0,5 µL del primer HEA1 10 µM (Tabla 2) en un eppendorf de 

0,5 mL, al que posteriormente le se añadió 2,5 µL de ARN extraído, la mezcla 

fue incubada a 70ºC durante 5 minutos y posteriormente se colocó en hielo 
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durante 5 minutos más. Posteriormente, se le agregó la Mix de a reacción y la 

mezcla se incubó 1 hora a 42ºC y 15 minutos a 70ºC en termociclador.  

La Nested PCR se realizó en un volumen final de 50 µL. En la primer ronda de 

amplificación fueron colocados 5µL de ADN copia, 29,7 µL de H2O estéril, 5 µL 

de buffer de reacción 10X, 4 µL de MgCl2 25 µM, 2,5 µL del primer HEA1 10 

µM, 2,5 µL del primer HES1 10 µM (Tabla2), 1 µL de dNTP´s y 0,3 µL de TaqTM 

DNA Polymerase (Fermentas, Life Sciences. USA). El ciclado corresponde a un 

primer paso de 5 minutos a 94ºC de desnaturalización; 35 ciclos de 45 

segundos a 94ºC, 45 segundos a 50ºC y 1 minuto a 72ºC; y un último paso de 

extensión durante 10 minutos a 72ºC. La segunda ronda de amplificación se 

realizó con 5 µL de ADN perteneciente a la primer ronda de amplificación y los 

primers utilizados fueron HES2 y HEA2 (10 µM) (Tabla2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nombre Secuencia (5´-›3´) Polaridad Posición Prducto Referencia 

HES 1 CTGGCATYACTACTGCYATTGAGC Directo 51-77 (ORF1) 

287 pb* Wang et al.1999 
HEA 1 CCATCRARRCAGTAAGTGCGGTC Reverso 397-419 (ORF1) 

HES 2 CTGCCYTKGCGAATGCTGTGG Directo 50-70 (ORF1) 

HEA 2 GGCAGWRTACCARCGCTGAACATC Reverso 313-336 (ORF1) 

3156 AATTATGCCTCAGTACTCGGAGTTG Directo 5687-5708 (ORF2) 

348pb Meng et al.1997 
3157 CCCTTAGTCCTTGCTGACGCATTCTC Reverso 6395-6417 (ORF2) 

3158 GTTAATGCTTCTGCATATCATGGCT Directo 5972-5993 (ORF2) 

3159 AGCCGACGAAATCAATTCTGTC Reverso 6298-6319 (ORF2) 

JVHEVFa GGTGGTTTCTGGGGTGAC Directo 5243-5261 (ORF3) 

5330-5348 (ORF3) 
105pb Hill et al. 2006 

JVHEVRa AGGGGTTGGTTGGATGAA Reverso 
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5.1.5. Electroforesis en gel de agarosa 

 

La visualización de las bandas de 348 pb para el caso de la amplificación del 

ORF2 del genoma viral y de 287pb para la amplificación parcial del ORF1 del 

genoma viral se realizó mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% teñido 

con bromuro de etidio. Para esto se colocaron 500 mg de Agarosa (Amresco, 

USA) en 50 mL de buffer Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X y posteriormente se 

añadieron 2.5µL de Bromuro de Etidio (InvitrogenTM Life Techonologies. USA). 

A las muestras se les agregó 2 µL de buffer de carga 6X (Fermentas, Life 

Technologies. USA). Además de las muestras y el control negativo se incluyó 

en la corrida electroforética al marcador de peso molecular de 100 pb (DNA 

Ladder, Invitrogen Life Techonologies, USA).  

 

 

5.1.6. Secuenciación 

 

Luego de observar el fragmento con el tamaño indicado, se prosiguió con la 

purificación del mismo con el kit Nucleospin® (Macherey-Nagel Germany) 

según especificaciones del fabricante. Los fragmentos purificados fueron 

secuenciados por el Servicio de Secuenciación del Instituto Pasteur de 

Montevideo. Los resultados obtenidos de la secuenciación fueron analizados 

con el programa de alineamientos BLAST (Basic Aligment Search Tool) y 

cotejados con una base de datos. 

 

5.1.7. Análisis Filogenético  

 

La secuencia obtenida fue alineada con secuencias de HEV pertenecientes a 

los cuatro genotipos virales de distintas regiones del mundo extraídas de 

GenBank con el paquete BioEdit v. 7.2.5. Posteriormente se realizó el análisis 

filogenético utilizando el software MEGA 5.1 mediante el método neighbour-

joining para la construcción de los árboles, y el modelo de Kimura 2 parámetros 

como modelo de sustitución nucleotídica, con valores de bootstrap 

determinados cada 1000 réplicas y considerando significativo aquellos valores 

superiores a 70%. 
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5.2. Diseño de rtPCR 

 

Con el objetivo de obtener una metodología más rápida y sensible para la 

detección de HEV se detalla a continuación la puesta a punto de rtPCR 

(del inglés “Real Time PCR”, PCR en tiempo real). 

 

5.2.1. Muestras analizadas 

 

Para la puesta a punto de la metodología de rtPCR, se utilizaron las muestras 

analizadas por RT-nPCR y que resultaron positivas mediante dicha 

metodología de detección. Además, se utilizaron 52 sueros de jabalíes que no 

fueron previamente analizados por RT-nPCR.  

 

 

5.2.2. Amplificación de región de ORF3 viral 

 

La Real Time PCR fue diseñada para la amplificación de un fragmento 

altamente conservado del ORF3 de 105 nt de longitud según protocolo descrito 

por Jothikumar et al. (2006) con modificaciones. 

Para la rtPCR se realizó en primera instancia la retrotranscripción en un 

volumen final de 10 µL. Fueron colocados 2,5 µL de H2O estéril, 0,5 µL de 

cebadores hexaméricos randómicos (random primers) (Fermentas, Life 

Technologies. USA) y 2,5 µL de ARN extraído previamente como se describe 

en la sección 5.1.2. La mezcla fue incubada durante 5 minutos a 70ºC en 

termociclador, y seguidamente fue llevada a hielo durante otros 5 minutos. 

Posteriormente se añadió a la mezcla anterior los siguientes reactivos: 2 µL de 

buffer de reacción 5X, 1 µl de H2O estéril, 1 µL de dNTP´s (10 µM) y 0.5 µL de 

la retrotranscriptasa RevertAidTM M-MuLV (Fermentas Life Sciences). 

Seguidamente, la mezcla se incubó en termociclador 10 minutos a 25ºC, 1 hora 

a 42ºC y 15 minutos a 70ºC. 

La rtPCR se realizó en un volumen final de 12,5 µL donde se colocaron 6,25 µL 

de Master Mix SYBR® Green (Bioline, Estados Unidos) 0.25 µL de primer 



 

27 
 

JVHEVR (10 µM), 0,25 µL de primer JVHEVF (10 µM) (Tabla 2), 2,75 µL de 

H2O estéril y 3,0 µL de ADNc. Utilizando el equipo ABI-7500 (Applied 

Biosystems), se realizó el ciclado que corresponde a 10 minutos a 95ºC; 45 

ciclos de 15 segundos a 95ºC, 15 segundos a 60ºC y 15 segundos a 72ºC. 

 

 

5.3. Aislamiento viral  

 

Obtener una línea celular propicia para el aislamiento de HEV es relevante para 

profundizar en el estudio de HEV in vitro. Hasta el momento no existe un cultivo 

celular que utilice células hepáticas que permita la replicación del HEV in vitro y 

que sea fácil de aplicar. Es por eso, que con el objetivo de implementar un 

sistema de cultivo celular y de analizar la infectividad de HEV de origen suino 

en células de hepatocarcinoma humano, se utilizó la línea celular Hep-G2 para 

el aislamiento. 

 

5.3.1 Células 

 

La línea celular continua utilizada para el aislamiento de HEV fue Hep-G2 

(ATCC HB80-65) de carcinoma hepatocelular humano.  

 

5.3.2. Virus 

 

La muestra utilizada para la infección de las células Hep-G2 provino de materia 

fecal de cerdo que fue colectada en un criadero de suinos de Uruguay. La cual 

fue previamente identificada como positiva para HEV y genéticamente 

caracterizada como perteneciente al G3. La muestra de materia fecal se 

mantuvo a -80º C hasta el momento de ser utilizadas para la infección de las 

células Hep-G2. 
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5.3.3. Inoculación y propagación de HEV en células Hep-G2 

 

Previo a la infección de las células Hep-G2, la muestra de materia fecal suina 

se diluyó en solución salina tamponada con fosfato (PBS) 10%, se mezcló 

mediante vortex durante 10 minutos y se centrifugó durante 5 minutos a 8000 

rpm. Posteriormente se procedió al filtrado de la muestra utilizando un 

microfiltro con un tamaño de poro de 0.22 µM (Millex-GV; Millipore Corp.). 

El crecimiento de las células Hep-G2 se realizó en medio Dulbecco-Eagle 

(DMEM) (Invitrogen, Life Technologies); con 10% de suero fetal bovino (SFB, 

GIBCO Life Technologies) y antibióticos (ATB) (Invitrogen Inc.) estreptomicina 

a concentración final 100µg/mL y penicilina a concentración final de 100 U/mL. 

Las células se incubaron en atmósfera con 5% de CO2 a 37º C.  

Una vez que las monocapas celulares tuvieron una confluencia de alrededor 

del 70% en placa de doce pocillos, se procedió a la inoculación de las mismas 

con 200 µL del filtrado de la muestra diluida en PBS y se incubó durante una 

hora en atmósfera con 5% de CO2 a 37ºC. Pasadas 24 horas de la inoculación 

las monocapas fueron lavadas con PBS y se les agregó medio de 

mantenimiento DMEM. Al tercer día post infección las células fueron replicadas, 

para ese procedimiento se lavó las monocapas con PBS, se tripsinizaron con 

0.2 mL de Tripsina 0.25% (Invitrogen, Life Technologies). Luego de 5 minutos 

se realizó la dilución 1:4 en medio de crecimiento fresco y 0.2 mL fueron 

pasados a una nueva placa de doce pocillos. La replicación de las células se 

realizó cada 2 días mientras las células en mantenían viables, esto era 

controlado bajo microscopio invertido.  

Se realizaron 12 pasajes seriados del cultivo celular infectado, 0.3 mL de las 

células infectadas a partir del tercer pasaje fueron conservadas a -80ºC hasta 

ser utilizadas para la detección de HEV por rtPCR. 

 

 

5.3.4. Obtención por Trizol® de ARN viral a partir de cultivo celular 

 

A partir del cultivo de células Hep-G2 infectadas con HEV G3 se extrajo el ARN 

viral de 9 de los 12 pasajes seriados. El ARN se extrajo con Trizol®  según 

indicaciones del fabricante como se detalla en el punto 5.1.2. La rtPCR para la 
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identificación de la infección productiva se implementó como se indica en el 

punto 5.2.2. 
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6. RESULTADOS 

 

 

Este trabajo aporta por primera vez en Uruguay datos acerca de la situación 

epidemiológica de HEV en cerdos y jabalíes del país, a través de un amplio 

relevamiento que incluyó también el análisis molecular de productos cárnicos 

derivados. 

 

6.1. Detección de HEV por RT-nPCR convencional 

 

En la tabla 1 se muestran todos los órganos analizados así como su 

procedencia y los años de colecta. Tal como se describe en la sección de 

materiales y métodos, fueron analizadas por RT-nPCR cada una de las 

muestras de órganos de cerdos y jabalíes de distintas zonas del país. 

Asimismo,  fueron analizadas muestras de jamones serranos manufacturados 

en Italia, Alemania, España, Argentina y Uruguay.  

 

6.1.1. Amplificación de  región del ORF2 viral 

 

Fue posible detectar a través de la amplificación por RT-nPCR de una región 

del ORF2 del genoma viral, la presencia de ARN viral en 3 de las 94 muestras 

analizadas (Fig. 5 y Fig. 6). La banda de 348 pb se logró visualizar mediante 

gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio. En la figura 5 se muestra el 

resultado de la electroforesis en gel de agarosa para 6 muestras del criadero 4 

(Tabla 1), con la inclusión de un control negativo. 
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Figura 5: Se muestra el resultado de la electroforesis en gel de agarosa al 1% teñido con 

bromuro de etidio para seis muestras pertenecientes a extracciones de órganos suinos del 

criadero 4. En el primer carril, se observa el marcador de peso molecular de 100pb 

(GeneRulerTM Fermentas Life Sciences). En el segundo carril, se visualiza la banda de unos 

348 pb para la muestra 1. Carril 8, control negativo.  

 

 

En la Figura 6 se muestra el resultado de la electroforesis en gel de agarosa 

para las diluciones seriadas (1/5 y 1/10) de 2 muestras pertenecientes al 

criadero 2 (Tabla 1).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Resultado de la electroforesis en gel de agarosa al 1%, teñido con bromuro de etidio, 

de muestras pertenecientes al criadero 2. Carril 1: Marcador de peso molecular de 100 pb 

(GeneRulerTM Fermentas Life Sciences). Carril 2: dilución 1/5 para muestra 1. Carril 3: dilución 

1/10 de muestra1. Carril 4: dilución 1/5 de muestra 2. Carril 5: dilución 1/10 de muestra 2. Carril 

6: control negativo. 
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Además de estos resultados es importante resaltar que no se obtuvieron 

muestras positivas para HEV pertenecientes a los distintos jamones serranos 

analizados por RT-nPCR. 

 

 

6.1.2. Amplificación de región del ORF1 viral 

 

Además de la amplificación de la región del ORF2, se procedió a la 

amplificación de una región del ORF1 (extremo 5´) (descrito en materiales y 

métodos) de las muestras positivas por amplificación de la región del ORF2 del 

genoma viral. Fue posible amplificar dicha región de 287 pb en las muestras 

pertenecientes al criadero 2 (Fig. 7).  

Sin embargo,  no se logró esta amplificación para la muestra 1  perteneciente al 

criadero 4, cuya amplificación del ORF2 se observa en la Figura 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Electroforesis en gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio. Amplificación de 

una región ORF1 (extremo 5´) que codifica para metiltransferasa. C-: control negativo. PM: 

marcador de peso molecular de 100 pb (GeneRulerTM Fermentas Life Sciences). M1: banda de 

287 pb para muestra 1. M2: banda de 287 pb para muestra 2. 
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Lamentablemente, no se obtuvieron secuencias para las muestras M1 y M2 de 

calidad suficiente, es por tal motivo que no se puedo realizar la genotipificación 

y el correspondiente análisis filogenético. Esto puede ser debido a la baja 

concentración de ADN que se obtuvo en el producto de PCR. 

 

 

 

6.2. Análisis filogenético 

 

La determinación del genotipo viral de la muestra positiva perteneciente al 

criadero número 4, se realizó mediante la secuenciación y análisis de las 

secuencias en ambos sentidos (directo y reverso), obtenidas del fragmento 

amplificado de la región perteneciente al ORF2 del genoma viral. Cabe aclarar 

que la muestra del criadero 4 fue de la única que se pudo obtener secuencia de 

calidad apropiada.  

A través del análisis de las secuencias obtenidas por medio del programa de 

alineamiento BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) se pudo determinar 

que la muestra pertenece al G1.  De este análisis bioinformático se determinó 

una identidad nucleotídica cercana al 99% con cepas de origen indio. 

Luego de obtener las secuencias y de la determinación del genotipo, se 

procedió a la realización del árbol filogenético construido en base a 341 pb por 

el método de neighbour-joining (Fig. 8). Se puede observar que la cepa 

uruguaya forma un cluster con cepas indias con un alto soporte estadístico (9% 

de Bootstrap). El análisis incluye cepas pertenecientes a los cuatro genotipos 

de HEV de distintas regiones del mundo. En el árbol filogenético sólo se 

muestran valores de bootstrap mayores a 70%. 
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Figura 8: Análisis filogenético de la muestra positiva para HEV perteneciente al criadero 4. 

Árbol construido en base a 341 pb de una región del ORF2 viral que codifica para la cápside, 

realizado por el método de neighbor-joining, y el modelo de sustitución nucleotídica Kimura 2 

parámetros. La cepa uruguaya es señalada con flecha (SW-Uy2). Se muestran solamente 

valores de bootstrap superiores a 70%.   
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6.3. rtPCR con muestras suinas 

 

Para amplificar un fragmento altamente conservado de aproximadamente 105 

pb del ORF3, fue diseñada una metodología de rtPCR con el objetivo de 

aumentar la sensibilidad de la detección de HEV. Como se detalló en 

materiales y métodos, esta técnica fue realizada según Jothikumar et al. 2006 

con modificaciones. Por rtPCR se analizaron las muestras que habían 

resultado positivas anteriormente por RT-nPCR y además fueron analizados 52 

sueros de jabalíes de las localidades de Tala, Paysandú y Aiguá (Tabla 1). De 

estos 52 sueros 2 resultaron positivos por rtPCR, ambos pertenecientes al 

departamento de Paysandú.  

En la Figura 9 se muestran las curvas de fluorescencia generadas para todas 

las muestras analizadas por rtPCR. Se obtuvieron los valores de Ct (Theshoold 

cycle o Ciclo crítico) siendo considerados positivos, según Jothikumar et al. 

2006, los valores ≤30. 

 

 

 

 

Figura 9: Detección de HEV por Real Time PCR con tecnología SYBR®  GREEN, según 

Jothikumar et al. 2006 con modificaciones. C- control negativo. 
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6.4. Aislamiento viral en células Hep-G2 

 

Dado que no existe hasta el momento un sistema celular establecido de células 

hepáticas para el aislamiento de HEV in vitro, los resultados sobre la biología 

viral son aún escasos. Este estudio muestra una primera aproximación del 

aislamiento de HEV suino en la línea celular de hepatocarcinoma humano 

(Hep-G2).  

 

6.4.1. Análisis de asilamiento de HEV por rtPCR 

 

No se observó efecto citopático durante los 12 pasajes en las células Hep-G2 

infectadas con la suspensión de materia fecal de cerdo infectado con HEV. 

Para demostrar la presencia de ARN viral se realizó PCR en tiempo real 

diseñada para amplificar un fragmento altamente conservado del ORF3 del 

genoma viral de 105 pb a cada una de las muestras obtenidas de los pasajes 

del 3 al 12.  

Debido a que no se obtuvo una infección sostenida durante los 12 pasajes 

seriados en las células Hep-G2, en la fgura 10A se muestra  las curvas 

generadas para las muestras A y B con sus réplicas poseen un valor de Ct 

(Ciclo crítico/Threshold cycle) cercano a 30, precisamente 26.9 para el pasaje 

número 9 de cultivo celular y 32.4 para pasaje número 5 de cultivo celular 

(Figura 10B), valores considerados como positivos para la detección de HEV 

por rtPCR (Jothikumar et al. 2006).  
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Figura 10: Detección de ARN viral proveniente de infección in vitro de células Hep-G2 con 

HEV genotipo 3 de cerdo. (A): Muestra A y su respectiva réplica: corresponde al pasaje 9 del 

cultivo celular. Muestra B y su respectiva réplica: corresponde al pasaje 5 del cultivo celular. 

Blanco: control negativo. (B): Tabla de valores de Ct para las muestras A y B.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Muestra Ct (ΔRn) 

Muestra A 26.9 

Muestra  A réplica 26.9 

Muestra B 32.2 

Muestra B réplica 32.4 

Control negativo No Ct 
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7. DISCUSIÓN 

 

El virus de la hepatitis E, único miembro de la familia Hepeviridae, se transmite 

principalmente por vía fecal-oral. La infección por este virus presenta una 

mortalidad que llega hasta el 4 % en la población general y puede alcanzar al 

20% en pacientes embarazadas (revisado por Mirazo et al. 2014).  Es la única 

hepatitis viral zoonótica con animales no humanos reservorios, siendo los 

suinos domésticos y salvajes los principales (Pavio et al. 2010). Esto supone 

riesgo sanitario por trasmisión zoonótica para la población en países no 

endémicos y en vías de desarrollo como lo es Uruguay. 

Este trabajo representa el primer estudio hecho en Uruguay en el que se 

realiza un amplio relevamiento del estatus del Virus de la Hepatitis E en cerdos, 

jabalíes y productos cárnicos derivados. En este sentido fueron analizadas 94 

muestras de distintas regiones del país por PCR convencional, además de 52 

sueros de jabalíes analizados por rtPCR. 

A partir de este trabajo se detectó por primera vez en América un caso positivo 

de infección por HEV asociado al G1 en cerdos, a través de la amplificación de 

una región del ORF2 del genoma viral en una muestra de hígado de cerdo 

perteneciente a un criadero comercial de Uruguay. Cabe aclarar que tanto el 

G1 como el  G2 son considerados en la literatura como genotipos 

exclusivamente humanos o antroponóticos (Pavio et al. 2010). La transmisión 

interespecies está ampliamente documentada para los genotipos 3 y 4, no así 

para los genotipos 1 y 2. A nivel mundial existe, hasta el momento, un único 

antecedente documentado de HEV G1 en un cerdo de Camboya. En ese 

estudio  se analizó un total de 181 muestras de cerdos con una edad de entre 2 

y 6 semanas, resultando 22 positivas (21 de ellas pertenecientes al G3 y una  

perteneciente al G1) (Caron et al. 2006).  

Los resultados del presente trabajo, sumado al antecedente de HEV G1 en 

suino de Camboya, sugieren que este genotipo no está limitado estrictamente a 

humanos como se cree sino que también infecta suinos.  Estos resultados 

indicarían un cambio importante en cuanto en la epidemiología de HEV, 

sugiriendo que el G1 no sólo es antroponótico sino que también infecta otros 

animales. 
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Asimismo, la cepa Uruguaya SW-Uy2 se encuentra filogenéticamente 

emparentada con cepas de origen Indio con un 99 % de similitud a nivel 

nucleotídico. Esto es interesante, dado que durante el año 2014 se detectó por 

primera vez en Uruguay un caso de infección por HEV G1 en una paciente de 

26 años. Se trató de un caso autóctono y filogenéticamente emparentado con 

cepas de origen Indio, Venezolano y Cubano (Mirazo et al. 2014b). 

Desafortunadamente, en este trabajo no se logró comparar la cepa humana 

uruguaya con la cepa suina, ambas pertenecientes al G1. Esto se debe a que 

la longitud de las secuencias analizadas no son coincidentes como para 

realizar el análisis filogenético comparativo correspondiente.  

Cabe resaltar, que la amplificación tanto de regiones del ORF1 como del ORF2 

viral en distintas muestras de suinos fue exitoso, y, por tanto se puso a punto la 

metodología de Nested RT-PCR para la detección de HEV en suinos en 

Uruguay. Sin embargo, no se logró amplificar una región del ORF1 viral que 

codifica para la metiltransferasa de HEV para la muestra SW-Uy2. La  

detección de HEV es sumamente compleja y es abundante la evidencia 

referida a la extrema variación en la sensibilidad de las diferentes metodologías 

moleculares para la detección de HEV  (Baylis et al. 2011; Abravanel et al. 

2011). 

Otro resultado a destacar es la no detección de ARN viral en muestras de 

jamones serranos de origen Europeo y nacional. En Uruguay los aislados 

humanos de Hepatitis E se relacionan filogenéticamente con aislados suinos de 

origen Europeo (Mirazo et al. 2011; Mirazo et al. 2013). Este análisis preliminar 

en jamones serranos es una primera aproximación a la dilucidación del origen 

de la infección en los casos humanos de hepatitis E  detectados previamente. 

La información acerca de la circulación de HEV en América Latina es aún 

escasa. Sin embargo, los resultados realizados en Uruguay durante los últimos 

años arrojan a la luz datos sumamente interesantes en cuanto a las cepas de 

HEV circulantes en el país. En este trabajo, de las 87 muestras de suinos 

analizadas por RT-nPCR, 3 muestras resultaron positivas por dicha 

metodología, y 2 muestras de sueros de jabalíes (departamento de Paysandú) 

de 52 analizadas, resultaron positivas a través del análisis por rtPCR. Es decir 

que un 3.6% de todas las muestras analizadas resultaron positivas para HEV. 
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Estos datos sugieren una baja frecuencia de circulación de HEV entre los 

suinos del Uruguay.  

A su vez, estos resultados revisten importancia desde el punto de vista 

zoonótico. En países como España, Italia, Alemania. (Kaci et al. 2008; Martelli 

et al. 2008; Deus et al. 2008), han sido reportados jabalíes infectados con 

cepas  HEV G3 y 4 estrechamente relacionadas con aislados humanos de 

regiones geográficas cercanas. (Li et al 2005; Kaci et al. 2008). Estos datos 

sugieren una posible transmisión interespecie (Pavio et al. 2010). En Uruguay, 

el jabalí salvaje (Sus Crofa) es considerado plaga nacional desde el año 1982 a 

través del Decreto Nº463 donde se autorizó la libre caza, comercialización y 

transporte. Es por tal motivo y dada su amplia distribución, que la cercanía que 

presentan los jabalíes con los humanos en Uruguay a lo largo de todo el 

territorio, podría suponer un riesgo sanitario para la población debido a  que la 

carne de jabalí es consumida, incluso en forma de embutidos. Asimismo, el 

contacto directo con estos animales durante la caza deportiva, representa un 

cierto riesgo de infección (Lombardi et al. 2015). 

Otro punto a destacar de este trabajo es la puesta a punto una metodología de 

rtPCR como método rápido y sensible para la detección de HEV. Existe 

evidencia acerca de la mayor sensibilidad de métodos basados en esta 

tecnología en comparación con distintas RT-nPCR aplicadas para la detección 

viral (Jothikumar et al. 2006; Gyarmati et al. 2007). En este caso y como se 

describe en la sección de resultados, 2 de las muestras de jabalíes que habían 

resultado negativas por PCR convencional mostraron presencia de HEV a 

través del análisis por rtPCR. 

La infección productiva in vitro de las células de hepatocarcinoma humano 

Hep-G2 con HEV G3 proveniente de materia fecal suina, fue corroborada a 

través de la amplificación de una región conservada del ORF3 del genoma viral 

por rtPCR. Este trabajo comprueba por primera vez la  infección positiva de 

HEV suino en células humanas Hep-G2. Pero no menos importante es la 

posibilidad que se abre camino en cuanto al estudio de la biología viral de HEV 

in vitro. Si bien existen otros sistemas de cultivos celulares para replicar el 

virus, ellos no se basan en células de origen hepático (Takahashi et al.2010). 

Sin embargo, queda como perspectiva futura de este trabajo optimizar este 
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sistema ya que se obtuvo infección productiva (comprobado por rtPCR) en los 

pasajes 5 y 9 y no se logró una infección sostenida durante los 12 pasajes.  
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8. CONCLUSIONES 

 

 

 Se pusieron a punto sistemas de detección molecular por RT-nPCR que 

permiten la amplificación parcial de dos regiones distintas del genoma 

viral de HEV en muestras de suinos. Estas corresponden a la región 

ORF1 (extremo 5´) que codifica la metiltrasferasa viral y una región de 

ORF2 que codifica la cápisde viral. 

 

 Se implementó por primera vez en Uruguay un amplio relevamiento de 

HEV en reservorios que incluyó cerdos y jabalíes de distintas regiones 

del país.  

 

 Se detectó por primera vez en América una cepa de HEV G1 en una 

muestra de hígado de cerdo de un criadero comercial de Uruguay. 

 

 No se detectó HEV en muestras de jamones serranos manufacturados 

en España, Italia, Alemania, Argentina y Uruguay que fueron analizadas 

por RT-nPCR. 

 

 A partir de muestras analizadas preliminarmente por RT-nPCR se logró 

poner a punto una metodología de rtPCR (descrita por Jothikumar et al. 

2006, con modificaciones) basada en técnica con tecnología SYBR® 

Green diseñada para amplificar una región del ORF3 del genoma viral 

de 105pb.  

 

 Utilizando la línea celular Hep-G2 se logró aislar, a partir de muestras 

fecales suinas, HEV G3. La verificación de la infección productiva se 

realizó a través de rtPCR. Sin embargo, diversos aspectos 

metodológicos esta técnica aún deben ser optimizados. 

 

 

 



 

43 
 

9. PERSPECTIVAS 

 

 

Para poder evaluar el real impacto zoonótico que tiene el virus de la Hepatitis E 

en porcinos es fundamental comparar molecularmente las cepas de origen 

suino con aislados de HEV humanos (Mirazo et al. 2013; Mirazo et al. 2014). 

Por tal motivo, sería importante realizar un análisis exhaustivo de las cepas 

suinas, tratando de amplificar otras regiones del genoma viral que puedan 

permitir subtipificar las cepas suinas de Uruguay y realizar además un análisis 

filogenético comparativo entre las cepas suinas y los aislados de HEV humanos 

descritos en Mirazo et al. 2013.  

 

Debido a que el aislado suino G1 identificado durante el presente trabajo es un 

caso con un único antecedente a nivel mundial, sería interesante poder 

ahondar en la investigación analizando la infectividad del G1 en cerdos, a 

través de una infección experimental in vivo.  

 

Sería importante poder optimizar el modelo celular Hep-G2 utilizado para 

aislamiento celular in vitro en este trabajo. Desarrollar un modelo más  realista 

para el aislamiento de HEV en cultivos celulares es imperioso y redundará en 

una mejor compresión de su biología viral, incluyendo aspectos del ciclo 

replicativo.  
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