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SEROPREVALENCIA Y FACTORES ASOCIADOS A LA
INFECCION POR EL VIRUS DE LA HEPATITIS E (GENOTIPO
3) EN PERROS DEL SUR DE ESPANA
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RESUMEN

En este trabajo se ha determinado la seroprevalencia de IgG frente al genotipo 3 del Virus
de la Hepatitis E (VHE) en una muestra representativa de perros de una provincia del sur de
Espafia, y se han analizado los posibles factores de riesgo asociados a la seropositividad. Un
total de 296 muestras de suero fueron analizadas mediante ELISA. Todas las muestras con una
densidad 6ptica positiva, cerca del punto de corte, fueron confirmados por Western Blot. La
seroprevalencia global fue del 15,5% (IC del 95%, 11,42-19,66%). El anélisis de los diferentes
factores relacionados con el animal y con el ambiente demuestran que existe una mayor sero-
prevalencia en perros machos (OR 2.07, P = 0,026), y una correlacién entre la seropositividad
y el aumento de la edad de los animales, asi como chequeos sanitarios infrecuentes (P < 0,05).
Estos resultados muestran claras similitudes con los obtenidos en la poblacién humana. Todas
las muestras seropositivas (n = 46) fueron sometidas a técnicas de RT-PCR, para la deteccién
del genoma virico en el suero, pero en todos los casos fue negativo. Por este motivo, conside-
ramos que se requieren mds estudios que aclaren el papel desempefiado por los perros como
reservorios de VHE humano.
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SUMMARY

The seroprevalence of IgG against genotype 3 of hepatitis E virus (HEV) in dogs in a
province of Spain and the possible associated risk factors were determined. A total of 296
serum samples were analyzed by ELISA. All samples with a positive Optical Density, near
to cut-off point, were confirmed by Western Blot. Overall seroprevalence was 15.5% (95% CI,
11.42-19.66%). Analysis of different animal- and management-related factors shown a higher
seroprevalence in male dogs (OR 2.07, P = 0.026) and a slight correlation between seropositi-
vity and both age and infrequent health checks (P < 0.05). These results show clear similarities
to those described for humans. Seropositive samples (n = 46) were tested for HEV-RNA using
a semi-nested PCR, but the viral genome was not detected in any case, for this reason further
studies are required to clarify the role played by animals as reservoirs for human HEV.

Key Words: Hepatitis E virus, Risk factors in dogs

INTRODUCCION

La hepatitis E es un tipo de hepatitis viral de transmisién entérica, producida por
un Hepevirus (familia Hepeviridae) que afecta al hombre, siendo considerada una
enfermedad emergente en paises desarrollados (Balayan 1997, Farovov y col 1996, Ruiz-
Moreno y col 2000; Buti y col 2006, Lépez-Izquierdo y col 2007). Hasta hace relativamente
pocos afos, la enfermedad se habia descrito solo de forma esporddica en personas que
habian viajado a paises infectados y en drogodependientes. No obstante, en los tiltimos
afios haido aumentando considerablemente la existencia de casos autéctonos, con tasas
de seroprevalencia que han alcanzado en algunas zonas el 11% (Mateos y col 1998, Buti
y col 2006, Galiana y col 2008, Kriittgen y col 2011), parece ser que el aumento progre-
sivo de esta zoonosis estd asociado directamente a fenémenos de globalizacién, tales
como la proliferacién del turismo a zonas afectadas y la elevada inmigracién en todos
los paises desarrollados (L6épez-Izquierdo y col, 2007).Por otro lado y desde el punto
de vista etiolégico cuando se estudia la secuencia genética del virus responsable de
la infeccién se comprueba que existen cuatro genotipos (Mushahwar 2008, Okamoto
2007, Zhang y col 2008). Los genotipos 1y 2 responsables de la infeccién en el hombre
en paises de climas tropicales, con pobres condiciones sanitarias, y los genotipos 3 y 4
aislados de cerdos y aves, responsables también de casos esporddicos de hepatitis E en
el hombre pero siempre en paises desarrollados (Meng 2010).

Una de las cuestiones que atin quedan por responder, a pesar del ndmero de
trabajos publicados, es cudl es el principal reservorio y fuente de infeccién para el
hombre. En paises tropicales y subtropicales, un importante reservorio lo constituyen
las aguas residuales, de donde se han realizado aislamientos genéticamente similares
al virus de la hepatitis en el hombre (Pina y col 2000). Los estudios realizados para
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valorar el posible papel de los animales como reservorio bioldgico, han permitido
poner en evidencia la presencia de anticuerpos en un ntimero elevado de especies
animales, como cerdos, roedores, terneros, cabras, gatos, ciervos, caballos, palomas,
perros y aves (Kuno y col 2003, de Deus y col 2008, Peralta y col 2008, Zhang y col
2008). No obstante, hasta la fecha, el virus sélo se ha aislado a partir de aves y cerdos,
tanto domésticos como silvestres, en distintos estadios de produccién (Meng, 2010;
Mushahwar, 2008; Zhang et al., 2008). A pesar de todos los estudios realizados, no se
ha podido demostrar el verdadero papel de los animales domésticos en la transmi-
sién y contagio del virus de la Hepatitis E al hombre, si bien algunos investigadores
han puesto de manifiesto que las personas en contacto con animales tienen un riesgo
mayor de padecer la infeccién (Galiana y col 2008, Kuniholm y col 2009, Meng 2010)
y por lo tanto se puede sospechar que los animales domésticos pueden jugar un papel
fundamental en el ciclo epidemioldgico de esta enfermedad.

El principal objetivo de este trabajo es intentar definir el papel de los perros en
el ciclo epidemiolégico de esta zoonosis emergente. Para ello, se ha determinado la
prevalencia de anticuerpos especificos frente al virus de la hepatitis E en la poblacién
canina de una provincia del sur de Espafia y los posibles factores de riesgo asociados
a la seropositividad de esta especie. También se realizaron pruebas genéticas para
detectar la presencia del virus en el suero.

MATERIAL Y METODOS
Poblaciéon en estudio

Para definir la poblacién en estudio se utilizaron los datos del Registro Andaluz
de Identificacién de Animales (RAIA), con una poblacién estimada de 100308 perros.
La recogida de muestras se ha realizado siguiendo la distribucién en cuatro distritos
sanitarios, estratificando la poblacién de referencia segin su procedencia (Figura 1).
El tamafio de la muestra (n = 296 animales, fraccién de muestreo <0,05) fue calculada
para una prevalencia esperada del 24 por ciento (Peralta y col 2006), un error del 5 por
ciento y un nivel de confianza del 95 por ciento, utilizando el programa informatico de
epidemiologia veterinaria WinEpiscope 2.0. (Ignacio de Blas, Facultad de Veterinaria,
Universidad de Zaragoza, 2006).

Durante un periodo de seis meses (enero a junio), los veterinarios responsables
de las clinicas participantes obtuvieron las muestras de suero de animales que asistian
a consulta veterinaria, siendo congelados a -20°C hasta su uso. Al mismo tiempo,
rellenaron un cuestionario epidemiolégico completo, en el que se recogieron datos
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especificos y antecedentes epidemioldgicos de los individuos analizados, con el
objetivo de comparar grupos seropositivos y seronegativos e identificar los posibles
factores de riesgo asociados a la infeccion con el virus HEP. Se recogieron las siguien-
tes variables: sexo, edad, hdbitat urbano/rural, convivencia con otros animales (perros,
gatos, cerdos, rumiantes, aves, équidos y especies exoticas), alimentacién (piensos
comerciales exclusivamente o alimentacién combinada con comida casera) y chequeos
sanitarios a los que eran sometidos los animales al afo.

Estudio serologico

Los sueros para la deteccién de anticuerpos anti-HEV fueron analizados mediante
una técnica ELISA (Arankalle y col 2001, Vitral y col 2005, Peralta y col 2009), sobre
placas de 96 pocillos (Nunc, Ref. 269620) antigenadas con la ORF2 de la cepa paquis-
tanf SARS55, diluida en 50 mM tampén carbonato-bicarbonato a pH 9.6; utilizando
como conjugado anticuerpos policlonales de cabra IgG (H+L) anti-perro (Cultek,
S.L) y realizando la lectura a 450 nm (Seminati y col 2007). Aquellas muestras con
una densidad 6ptica cercana al punto de corte (0,300) fueron sometidas a una técnica
de Western Blot, siguiendo metodologias descritas previamente (Peralta y col 2009).

Técnicas de PCR

Todas las muestras de suero positivas fueron analizadas mediante técnicas de
RT-PCR, tras la extraccién del ARN a partir de una muestra de 100 ul suero con Tri-
Zol (Invitrogen, SA). Los primers especificos utilizados para la prueba fueron F4340:
5-CTDTTYGGCCCNTGGTTCCG-3" y R4690: 5"-CCATRTTCCARACDGTRTTCC-
3’para la primera amplificacion y para la amplificacién semi-nested se utilizaron los
primers F4340: 5"-CTDTTYGGCCCNTGGTTCCG-3" y R4670: 5-CANARNAGGGT-
GCCVGGCTC-3" (Peralta y col 2006). Los productos esperados de la amplificacién
tenfan un tamario de 350 y 330 para la primera y segunda amplificacion, respectiva-
mente. En cada prueba se utilizé una muestra de un cerdo positivo al genotipo 3 del
virus como control positivo y como control negativo se utilizaron muestras de agua.

Andlisis estadistico

Se calculd la seroprevalencia de la enfermedad y sus intervalos de confianza (95%
ClIs). Para realizar el andlisis estadistico, la variable edad fue categorizada en cuartiles
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(Tabla 1). La asociacién entre las variables categéricas y la respuesta inmune frente a
la infeccion fue determinada mediante el test de Chi-cuadrado () o el test de Fisher.
Un valor de P < 0,05 fue considerado estadisticamente significativo. El grado de la
asociacién fue establecido mediante el cédlculo de la Odds Ratio (OR) y sus corres-
pondientes intervalos de confianza (95% CI) para variables nominales, y mediante el
coeficiente Kendall’s tau-c para variables ordinales. Los cdlculos estadisticos se han
realizado utilizando el programa SPSS v.15 para Windows.

RESULTADOS Y DISCUSION

Esta ampliamente demostrado que la Hepatitis E es una zoonosis emergente y
que la especie porcina actia como reservorio y fuente de infeccién para el hombre
(Baechlein y col 2010), sin embargo algunos investigadores afirman que los anima-
les de compania también pueden intervenir en el contagio al hombre (Peralta y col
2006, 2009). No obstante, hasta la fecha no se ha demostrado el verdadero papel de
estos animales en el ciclo epidemiolégico de la enfermedad ni los factores de riesgo
asociados. En este trabajo nos propusimos realizar una encuesta epidemiolégica
sobre una muestra representativa de la poblacién canina de la provincia de Cadiz,
situada al sur de Espafia, con un clima mediterrdneo ocednico de la costa atldntica.
Esta provincia estd dividida en cuatro distritos sanitarios (Figura 1), divisiones que
se establecen oficialmente para la organizacion de la atencién primaria en el ambito
de la salud ptblica en Espafia.

Se han analizado un total de 296 sueros caninos, mediante técnicas de ELISA,
obteniendo unos valores de seroprevalencia de Hepatitis E (HEV) del 15,5% (95% CI:
11,38-19.62%) (tabla 1), resultados ligeramente inferiores a los obtenidos en Barcelona,
situada en la zona noreste de Espaiia, con un clima tipico mediterrdaneo (Peralta y col
2006). En estudios epidemioldgicos realizados en poblaciones humanas de nuestro
pais se han obtenido valores de seroprevalencia del 11,6%, tasas muy similares a las
encontradas en la poblacién canina encuestada en nuestro estudio (Galiana y col
2008). En otros paises con climas tropicales y subtropicales como India, Vietnam y
Brasil, se han obtenido valores de prevalencia que oscilan entre el 7 y el 27% (Tien y
col 1997, Arankalle y col 2001, Vitral y col 2005).

Se han intentado establecer los posibles factores de riesgo asociados a la seropo-
sitividad. En primer lugar se determind la relacion con el distrito sanitario; no obstante,
aunque existian zonas con niveles de seroprevalencia mds elevada, como la obtenida
en el Distrito Bahia de Cadiz (21,6%), las diferencias no han sido significativas (P =
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0,1255) (Tabla 1). En relacién con el sexo, de los 296 perros incluidos en el estudio, 142
eran machos y 154 hembras, observando una asociacién significativa (P = 0,026) entre
la seropositividad y el sexo macho (20,4% machos positivos vs. 11% hembras positivas),
con valor de OR de 2,07 (95% CI: 1,08-3,95), es decir es dos veces mds probable que un
macho sea seropositivo a que lo sea una hembra. Estos resultados coinciden con los
obtenidos en la poblacién humana, donde las diferencias son mucho mds evidentes,
de forma que el riesgo de infeccién es doce veces mayor en el hombre que en la mujer
(Galiana y col 2008, Kuniholm y col 2009).

Otra de las variables estudiadas fue la edad, se analizaron animales que oscila-
ban entre los 4 meses y los 15 afios, que se agruparon en cuartiles para el estudio
estadistico (Tabla 1). Se ha observado un incremento de prevalencia de anticuerpos
frente al virus de la hepatitis E a medida aumenta la edad del animal (Kendalls-tau
c=0,062 P =0,04). Algunos investigadores aseguran que la seropositividad frente al
virus de la hepatitis E en diferentes especies, como aves, cerdos y humanos, depende
en gran medida de la edad del individuo, ya que generalmente se obtienen siempre
prevalencias mds altas en grupos de animales adultos que en individuos jovenes
(Meng y col 1999, Huang y col 2002, Buti y col 2006), resultados que coinciden con
los obtenidos en nuestro estudio.

En relacién con las condiciones medioambientales, la mayoria de los animales
procedian de dreas urbanas (Tabla 1), sin embargo la seroprevalencia encontrada fue
muy similar a la obtenida en perros que vivian en dreas rurales (16,8% vs. 12,8%, P
=0.421). Estos resultados difieren de los obtenidos en estudios realizados sobre la
poblacién humana, donde la seroprevalencia ha sido mayor en zonas urbanas (Pina
y 012000, Buti y col 2006). No hemos encontrado asociacién entre la seropositividad
y otras variables como la convivencia con animales, incluyendo perros, gatos, suidos,
rumiantes, aves, équidos y otras especies exéticas (P > 0.05) y la alimentacién.

Uno de los indicadores mds importantes para definir el nivel habitual de cui-
dados y medidas preventivas de los duefios sobre sus mascotas es la frecuencia de
chequeos sanitarios, los resultados de nuestra encuesta epidemiol6gica demuestran que
mads del 80% de los perros visitaban al veterinario al menos una vez al afio y como
se refleja en la tabla 1 la prevalencia de anticuerpos anti-HEV era mayor entre los
animales sometidos a escaso control sanitario (P = 0,027). Por tiltimo, en la encuesta
epidemiolégica realizada se determind la presencia de sintomatologia derivada de
una alteracién hepdtica, que pudiera relacionarse con la infeccién por HEV. De los 46
animales seropositivos, dieciocho (6.08%) mostraron sintomas compatibles con una
alteracion hepdtica (vémitos, diarrea) y tres dolor abdominal, pero s6lo un animal
presenté aumento de las enzimas hepaticas.
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Segun los resultados obtenidos, podemos afirmar que los perros machos pre-
sentan el doble de probabilidad (P = 0.026) de poseer anticuerpos IgG frente al virus
de la Hepatitis E, también se ha encontrado una correlacién entre la seroprevalencia
y otros factores como la edad y los chequeos sanitarios infrecuentes (P < 0.05), estos
factores también han estado asociados a la infeccién en algunas poblaciones humanas
(Mushahwar 2008, Kunihlom y col 2009), por lo tanto se puede sugerir que existe
una gran similitud entre los factores de riesgo asociados a la presencia de anticuerpos
anti-Hepatitis E en el hombre y en el perro.

Por dltimo, para demostrar que el perro puede actuar como reservorio de la in-
feccién para el hombre, resulta imprescindible poner en evidencia el virus. Todas las
muestras seroldgicamente positivas fueron analizadas genéticamente mediante RT-PCR
para detectar la presencia del ARN-HEYV, siendo los 46 animales a negativos a las técnicas
moleculares, resultados similares a los obtenidos anteriormente por Liu y col (2009) y
Galiana y col (2008) en perros y humanos respectivamente. Ahora nos tendriamos que
plantear la siguiente cuestién ;Por qué presentan algunos animales anticuerpos IgG
frente al virus de la hepatitis E y no se detecta ninguna particula virica en su suero? En
primer lugar estos resultados pueden ser debidos a que el virus permanezca durante un
tiempo limitado en sangre y sea eliminado del organismo (Billam y col 2005, de Deus y
col 2008), o bien que tenga un fuerte tropismo por algunos 6rganos parenquimatosos,
como el higado, donde queda acantonado dando lugar o no a manifestaciones clinicas.
Independientemente de la causa, los resultados obtenidos justifican sin duda la nece-
sidad de continuar los estudios sobre la patogenia y la epidemiologia de esta infecciéon
en la especie canina, para esclarecer su posible papel como reservorio del virus.
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Tabla 1. Factores de riesgo para la poblacién canina estudiada, agrupada segun la
presencia o ausencia de IgG anti-HEV.

Seropositivos Seronegativos { Andlisis | OR
: n° (%) : n° (%) ¢ estadistico i 95% CI

‘Bahfa de Cddiz-LaJanda (n=125) @ 27 (21,6%) : 98 (784%)

 Jerez- Campifia (=62 7 (113%) : 55 (88,7%)

Campode Gibraltar  (n=65) i 8(123%) : 57 (®77%) : i
Sierra de Cadiz (n=44) : 4 (11,3%) : 40 (88,7%)

Total (n=296) | 46(155%) & 250 (345%) T
I N S N N
‘ Macho (n=142) i 29(204%) : 113(79,6%) : p=0,026 2,07

15 (13,0%) :
14 (194%) © 58(80,6%)
13 (185%) i 57(815%)
Sin respuesta 3
;Hubitat :

{ Urbano 37 (16,8%) 182 (83,2%)

Rural

Sin respuesta 7

: Convivencia con otros perros

L T (n=185 i 28 (51%) i 157(849%) : p=0603 : ..}
INO e n=103) : 18 (174%) i 85(826%) i o
Sin respuesta 8

: Convivencia con otros animales

67 (87,1%)

i No response 12

¢ Alimentacion

éPienso comercial (n=191) 30 (15,7%) : 161 (84,3%) p=0,86

 Mixta* =97 i 16 (165%) | 81(83,5%)

Sin respuesta § 8

: Frecuencia de chequeos sanitarios
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gUnavezalaﬁo (n =236) 41 (17,3%) 195 (82,7%) 5 Kg:f_{glis 5
Dosvecesalafo  (n=17) . 2 (117%) : 15(883%) i -0027 -
. =zTresvecesalafio | (n=18) © 2(1,1%) : 16(889%) : p=0027 :
‘Sin respuesta : 25

*Régimen de alimentacién mixta de pienso comercial con comida hecha en casa.

Figura 1. Ntmero de perros censados en cada distrito sanitario de Cadiz (RAIA)
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