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RESUMEN

El HEV es un virus ampliamente distribuido pero su circulacion estd subestimada. En
Argentina, escasos estudios en humanos y cerdos muestran que dicho virus circula pero hasta
el presente, no existian reportes de su circulacion en matrices hidricas ambientales y los datos
clinico-epidemioldgicos locales eran escasos, por lo que conocer las implicancias de la
infeccién en individuos inmunocompetentes e inmunosuprimidos, inferir posibles fuentes de
infeccién y profundizar en la epidemiologia molecular de HEV fueron los motivos de este

proyecto.

Al inicio del estudio en Argentina no existian equipos diagndésticos aprobados para la
deteccion de IgM/IgG-anti-HEV, por lo que el acceso al diagndstico era limitado y los estudios
sero-epidemiolégicos escasos y desactualizados. La implementacion de métodos moleculares
era necesaria para concretar estudios que aportaron datos inéditos en la regiéon acerca del
HEV. Se realizé el primer estudio en Sudamérica que report6 HEV-3 (a, b, c) en aguas
recreacionales que, junto a hallazgos en aguas residuales, corroboraron la utilidad de la
vigilancia ambiental para el monitoreo y caracterizacion de las cepas circulantes de virus poco
estudiados, demostrando la circulaciéon constante del mismo subtipo desde hace al menos 7
afios. La deteccién de HEV en cerdos y su estrecha relacion filogenética con cepas humanas

aumentaron la sospecha de un ciclo de transmisién local zoonético.

La demostracion serolégica del HEV en 4,4% de la poblacién general sumo evidencias locales
de la circulacién. La mayor prevalencia en pacientes inmunosuprimidos (7,37% HIV p=0,12;
10,22% dializados p=0,031; 5,8% trasplantados p=0,66) respecto a la poblacion general,
significativamente mas elevada en individuos con bajos niveles de LT-CD4[+] (16%, p=0,012),

resultd poco alentador considerando que son grupos en riesgo de adquirir infeccion crénica.

El hallazgo de IgM-anti-HEV en individuos dializados y en casos de hepatitis agudas NoA-
NoC sefialan al HEV como el responsable de casos de hepatitis E aguda subdiagnosticadas,

resaltando la necesidad de su inclusion en el algoritmo diagndstico.

La difusion de estos hallazgos y la implementacion local de metodologias para la deteccion
en diferentes etapas de la infeccion, podran ser transferidas a los efectores de Salud, sanidad
animal y ambiental para mejorar el diagnéstico, reforzar la vigilancia y profundizar el control

de su diseminacion.

PALABRAS CLAVE: Hepatitis E, seroprevalencia, pacientes inmunocomprometidos,

monitoreo ambiental, cerdos, epidemiologia molecular, Argentina.
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SUMMARY

HEYV is awidely distributed virus but its circulation is underestimated. In Argentina, few studies
in humans and swines show that this virus circulates but so far, there were no reports of their
circulation in water matrices and local clinical and epidemiological data were scarce, so to
know the implications of infection in immunocompetent and immunosuppressed individuals, to
infer possible sources of infection and to deepen the molecular epidemiology of HEV were the

reasons for this project.

At the beginning of the study in Argentina, there were no approved diagnostic equipment for
the detection of IgM / IgG-anti-HEV, so access to diagnosis was limited and sero-
epidemiological studies were scarce and outdated. The implementation of molecular methods
was necessary to materialize studies that contributed unpublished data in the region about
HEV. The first study was conducted in South America that reported HEV-3 (a, b, ¢) in
recreational waters that, together with findings in wastewater, corroborated the utility of
environmental surveillance for the monitoring and characterization of poorly studied viral
strains, demonstrating the constant circulation of the same subtype since at least 7 years ago.
The detection of HEV in swines and their close phylogenetic relationship with human strains

increased the suspicion of a zoonotic local transmission cycle.

The serological demonstration of HEV in 4.4% of the general population added local evidence
of circulation. The highest prevalence in immunosuppressed patients (7,37% HIV p=0,12;
10,22% dialysed p=0,031; 5,8% transplanted p=0,66) compared to the general population,
significantly higher in individuals with low levels of LT-CD4+ (16%, p=0,012), was less

encouraging considering that they are groups at risk of acquiring chronic infection.

The finding of IgM-anti-HEV in dialyzed individuals and in cases of acute hepatitis NoA-NoC
indicate HEV as responsible for cases of acute hepatitis E underdiagnosed, highlighting the

need for its inclusion in the diagnostic algorithm.

The dissemination of these findings and the local implementation of methodologies for
detection at different stages of infection can be transferred to the health effectors, animal and
environmental health agents to improve the diagnosis, reinforce surveillance and deepen the

control of their dissemination.

KEYWORDS: Hepatitis E, seroprevalence, immunocompromised patients, environmental

monitoring, swines, molecular epidemiology, Argentina.
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CAPITULO |

INTRODUCCION Y RELEVANCIA DEL ESTUDIO

1. DESCUBRIMIENTO E HISTORIA DEL VIRUS DE HEPATITIS E

La Hepatitis E, conocida antiguamente como hepatitis no A, no B de transmision
entérica, es una patologia hepatica aguda causada por el virus de la Hepatitis E (HEV
por sus siglas en inglés). El HEV pertenece a la Familia: Hepeviridae, Genero:
Orthohepevirus, especie: Orthohepevirus A. Anteriormente, el HEV se clasificé dentro
de la familia Hepeviridae, género Hepevirusl2 Desde finales de los afios noventa, se
identificaron agentes adicionales relacionados con el HEV en una gran variedad de
animales como cerdos domésticos, jabalies, ciervos, conejos, mangostas, hurones,
ratas, pollos, murciélagos y truchas3. Tras la identificacion de estas cepas y un nuevo
andlisis de las secuencias existentes, Smith y col. (2014)4 propusieron una nueva
clasificacién que divide a la familia Hepeviridae en dos géneros: Orthohepevirus (HEV
que infectan mamiferos y aves) y Piscihepevirus (HEV que infectan peces). La
propuesta fue aprobada por el ICTV (Comité Internacional de Taxonomia de los Virus,
por sus siglas en inglés) en mayo de este afio5. A su vez, el género Orthohepevirus se
subdividioé en cuatro especies: Orthohepevirus A, B, Cy D45. La especie Orthohepevirus
A incluye todos aquellos virus de este género que infectan a humanos, cerdos, ciervos,
jabalies, conejos, camellos y mangostas, asi como una minoria de variantes que
infectan ratas. La especie Orthohepevirus B incluye aquellos que infectan aves, la
Orthohepevirus C aquellos que infectan ratas y hurones y, finalmente, la especie

Orthohepevirus D aquellos virus del género que infectan murciélagos4.

En un principio se sospechd que la infeccién por HEV fuera endémica en paises en
desarrollo, especialmente del sur de Asia y del Africa subsahariana, encontrandose
Unicamente casos importados en paises industrializados. Actualmente, un numero
creciente de evidencias demuestran que ocurren infecciones autdctonas frecuentes en

paises desarrolladose6.

A menudo la infeccion por HEV es considerada como una enfermedad emergente
debido a que el agente causante fue descripto por primera vez en 19907y un afio
después se publicé su genoma completo8. Sin embargo, hay evidencia histdrica de

brotes que son consistentes con las caracteristicas de Hepatitis E Aguda (HEA) desde
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principios del siglo pasado. Estos brotes se caracterizaron por la gran mortalidad en

mujeres embarazadas en contraste con los hombres y las mujeres no embarazadas9.

Una de las epidemias mas antiguas documentadas tuvo lugar en Nueva Delhi en 1955
pero no fue hasta 1980 que se encontré que el suero de los infectados no reaccionaba

para el Virus de la Hepatitis A (HAV)6.

En 1983 un voluntario fue experimentalmente infectado por via fecal-oral con extractos
obtenidos de un individuo que habia sufrido la enfermedad en un brote en Kyrgystzan.
Esto permitié la identificacion del virus por microscopia electronica6. En 1988, las
particulas de 32 nm fueron aisladas de heces de individuos pertenecientes a areas
geograficas afectadas por hepatitis no A - no B. Finalmente, en 1990 se recolectaron
evidencias que demostraron la presencia de acido ribonucleico (RNA por sus siglas en
inglés) de HEV en muestras de individuos infectados de Birmania, México, Somalia y

Pakistan?.

En 1996, una cepa distinta a las previamente reportadas fue aislada de un individuo de
Estados Unidos sin historial previo de viajes. Este caso, junto con la aparicion de
cuadros de HEA en paises industrializados como Holanda, Japén y Espafia, sirvié de
puntapié inicial para sospechar la existencia de reservorios animales. Por esta razon,
se han conducido una gran cantidad de estudios de seroprevalencia en distintas
especies. En 1997, se aisl6 la primera cepa de HEV perteneciente a cerdos en EEUU
con una similitud del 74% en la secuencia nucleotidica comparada con el prototipo
aislado en Birmania y México, y con una similitud del 90% al compararse con las cepas
humanas de la misma region. Debido a esto, se considero la posibilidad que HEV fuera

una zoonosisé6.

2. ESTRUCTURA DEL VIRUS

El HEV es un virus pequefio no envuelto de simetria icosaédrica formado por una Unica
molécula de RNA de polaridad positiva y con 7,5 kb de longitud que contiene en su
extremo 3’ una cola de poli-A y codifica para tres marcos de lectura abiertos
superpuestos (open reading frames -ORF-)710 En el extremo 5 se encuentra un
capuchén (cap)1l, seguido de una region no codificante y a continuacion el ORF-1, de
5079 nt, que codifica las proteinas no estructurales con actividad enzimatica, una
metiltransferasa, una proteasa, una helicasa de RNA y una RNA polimerasa
dependiente de RNA, que estan involucradas en la replicacion viral, la transcripcion vy el
procesamiento proteicol213. El ORF-2, de 1980 nt, termina unos 65 nt antes de la cola

de poli-A y da lugar a la proteina estructural de la capside viral que contiene epitopes
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gue inducen anticuerpos neutralizantes14 El ORF-3 se superpone en 1 nt en su extremo
5’ con el ORF-1 y en 328 nt con el ORF-2, y codifica para una proteina fosforilada

regulatoria, no glicosilada involucrada en la morfogénesis y la patogenicidad del virus

Figura 1 Estructura del genoma del virus de hepatitis E (HEV): MT: metiltransferasa; Pro: proteasa; Hel:
helicasa; Pol: RNA polimerasa; Y, Hy X regiones de funcién desconocida (adaptado de Hoofnagle y cal.,
201210)

3. CARACTERIZACION GENOTIPICA

Se ha determinado la existencia de un Unico serotipo pero existe una gran diversidad
genética entre los distintos aislamientos de HEV18 que involucran hallazgos del HEV en
de mamiferos, aves y peces319 A su vez los HEV en mamiferos se clasifican en 4
genotipos (gtl-gt4) con caracteristicas clinico-epidemioldgicas distintas2) (Figura 2). Los
gtl y gt2 han sido responsables de brotes epidémicos en humanos en paises endémicos
mientras que los gt3 y gt4 son responsables de casos aislados agudos en humanos y

también han sido aislados de animales21-23.

Lu y col. (2006)24, realizaron el calculo de la divergencia nucleotidica necesaria para la
diferenciacion de las secuencias de HEV en 3 niveles: genotipos, subtipos y cepas. En
primer lugar, para los gtl y gt2 se estim6 a partir del genoma viral completo una
divergencia del 24% a nivel de genotipos, entre 6,2%-11% a nivel de subtipos y entre

2%-3,6% a nivel de cepas?4.

Para los gt3 y gt4, las diferencias nucleotidicas en base al genoma completo se
estimaron entre 23,9%-26,7% a nivel de genotipo, entre 12,1%-18% a nivel de subtipo
y entre 5,8%-10,2% a nivel de cepas. Los mismos autores encontraron que utilizando el
extremo 5’ del ORF2 se logran reflejar resultados similares en la clasificacion del HEV,

a los hallados con genomas completos24.

El HEV gtl (HEV-1) presenta 5 subtipos denominados la-le de acuerdo al orden de
hallazgo. Estos subtipos difieren en el lugar donde fueron reconocidos y se trata de los

principales causantes de brotes en distintas regiones de Asia. En América, el subtipo 1b
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fue identificado en Haiti, Cuba y Uruguay2325. En Argentina se identific6 un caso de
subtipo la proveniente de un caso importado de una persona que habia viajado a

India26.

El HEV gt2 (HEV-2) presenta dos subtipos, el primero, 2a, encontrado en México y el

segundo, 2b, en Nigeria y Chad23

El HEV gt3 (HEV-3) corresponde a cepas que infectan tanto humanos como otros
animales (principalmente ciervos y cerdos) y es el mas extendido mundialmente
habiéndose detectado en Estados Unidos, Espafia, Francia, Austria, Grecia, Canadg,
Reino Unido, Holanda, Nueva Zelanda, Brasil, Bolivia, Argentina, Venezuela entre otros
paises1922327. Sus variantes fueron denominadas como subtipos 3a hasta 3j y el 3a es
el mas abundante en EEUU, Corea, Holanda y Espafia623. Las cepas del HEV
encontradas en Argentina corresponden al gt3 y subtipos 3a, 3b y 5i192628-30.

El HEV gt4 (HEV-4) se ha identificado en China, Taiwan, Japon, India, Vietham, entre
otros paises, en humanos y animales23. Un estudio realizado en China revel6 la
presencia de un potencial nuevo genotipo en conejos de granja, el cual se clasifica en
nueve subtipos (4a-4i)3L3

Recientemente Smith y col. (2014)4 han clasificado, dentro de Orthohepevirus A, siete
genotipos de HEV que comprenden los que infectan humanos (HEV-1, -2, -3, -4 y -7),
cerdos (HEV-3 y -4), conejos (HEV-3), jabalies (HEV-3, -4, -5 y -6), mangostas (HEV-
3), ciervos (HEV-3), yaks (HEV-4) y camellos (HEV-7) (Figura 2). Una cepa HEV se ha
caracterizado en aislamientos en alces suecos, pero todavia no esta asignada a ningun

genotipo del HEV333 (Figura 2).

Debido al patrén complejo que muestran las relaciones filogenéticas del HEV y la
distribucion de las distancias entre los nucledtidos, en 2016 se propuso una re-
clasificacién de los subtipos3l, respetando lo propuesto por Lu y col. (2006)24, que
clasifico previamente genotipos y subtipos de acuerdo porcentaje de divergencia de las
secuencias nucleotidicas incluidas en cinco arboles filogenéticos. La nueva propuesta
incluye la formacion de dos clados para el gt3: “3abchij’ (que incluye los subtipos 3a,
3b, 3c, 3h, 3iy 3j) y “3efg” (que agrupa los subtipos 3e, 3fy 3g). A la vez, los mismos
autores proponen las secuencias de referencias que podrian ser usadas por los

investigadores para lograr un mejor consenso en la clasificacion de subtipos del HEV3L
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Figura 2. Relacion filogenética de los HEV identificados en varios huéspedes: Debing y col. (2016)
obtuvieron del GenBank secuencias de 305 nucledtidos del HEV, las alinearon con Clustal\W'y construyeron
un arbol filogenético con el método de Neighbor-Joining . Mientras que los gil y gt2 se limitan a los seres
humanos, los gt3 y gt4 se encuentran en humanos y una amplia gama de especies animales: gt3 en cerdos,
jabalies, ciervos, mangostas y monos japoneses; gt4 en cerdos, jabalies y ovejas. Se agrega la clasificacion
propuesta por Smith y col. (2014) que adiciona a gt3 las secuencias halladas en conejos, e incorpora tres
genotipos méas: gt5 y gt6 en jabalies y gt7 en humanos y camellos. En esta figura existen secuencias no
clasificadas todavia en gt y que se encuentran més alejadas de los ya descriptos (adaptado de Debing y
cal., 20163y Smith y cal., 20144).

4. EPIDEMIOLOGIA

Para el HEV se registran dos patrones epidemiolégicos, el de la via entérica y el de la
via zoonoética. El patron epidemioldgico relacionado con la via entérica ha sido registrado
en los paises en desarrollo, donde se reportaron brotes epidémicos vinculados al agua
potable contaminadal923. Sin embargo, la epidemiologia de la hepatitis E en los paises
industrializados es diferente y ha cambiado con el tiempo2134. Inicialmente, en los paises
desarrollados la infeccién por HEV estaba vinculada a los viajes a zonas endémicas,
pero actualmente, se reporta como una infeccién vinculada a un reservorio animal619.
Ademas, la seroprevalencia en los paises industrializados es mayor de lo que se
pensaba anteriormente, en comparacién con el nimero de casos autoctonos
reportados3b. De hecho, varios estudios ya definen una clara separaciéon entre los dos
tipos diferentes de la infeccion por HEV. Los gtl y gt2, que prevalecen en los paises en

vias de desarrollo, son responsables de enfermedades transmitidas por agua; mientras
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que los gt3 y gt4, frecuentes en paises industrializados, producen principalmente

infecciones zoonéticas transmitidas por los alimentos103%6 (Figura 3).

Figura 3. Distribucién geogréfica de los genotipos del HEV (adaptado de Mirazo y col., 20143y Pérez-
Gracia y cdl., 20156

La infeccion por HEV es endémica en el centro y el sudeste de Asia. Se reportaron
varios brotes en el Medio Oriente, el norte y el oeste de Africa y América Central
(México). Los brotes por el HEV son de larga duracion pudiendo afectar a cientos de
miles de personas y al extenderse aun mas pueden convertirse en epidemias con
duraciones de mas de un afio. Durante los brotes, el porcentaje de la poblacion afectada

puede variar entre el 1% y el 15%.

En areas endémicas, la prevalencia total de anticuerpos frente al HEV es bastante
variable, del 3 al 27%101938Yy, a diferencia de otros virus entéricos, la presencia de IgG
en nifios y jovenes es menor que en adultos (0,25-10% vs 3-30%)193942. Estos nameros
sugeririan que las infecciones anictéricas y/o subclinicas podrian ser mas frecuentes en
nifios. Ademas, los hombres se infectan con mas frecuencia que las mujeres62l 34. La
transmision de persona a persona es rara y es mas frecuente en los miembros de una

misma familia que estan infectados por una fuente de agua comn43.

En paises no endémicos, se han observado casos esporadicos de hepatitis E donde
constituyen entre 1-11% de los casos agudos de hepatitis y se debe principalmente a
personas que viajaron a zonas endémicas44. Sin embargo, recientemente se ha

informado un nimero cada vez mayor de casos de hepatitis E autdctonos, como se

menciond anteriormente4546.
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En los paises industrializados, las tasas de seroprevalencia de HEV varian entre 1-5%
en poblacion sana61935. Ademas, llamativamente, en algunas areas no endémicas con
buenas condiciones sanitarias y de control de abastecimiento del agua, la prevalencia
de anticuerpos anti-HEV en la poblacion general es bastante elevada, de hasta un 7-
10%, incluso mayor que la descripta en algunas areas endémicasl133047-49. Esta
prevalencia no se correlaciona con la baja incidencia de casos agudos de la hepatitis E,
por lo que refuerza la idea de la posibilidad de gran cantidad de infecciones subclinicas,

pero se requieren mas estudios para poder afianzar esta idea.

La primera evidencia serolégica de infeccion por HEV en Sudamérica fue encontrada en
Venezuela en 199419 Desde entonces ha habido un creciente nimero de estudios de
prevalencia en la regién, las cuales oscilan entre 1% y 35%. Desafortunadamente la
diversidad de metodologias utilizadas dificulta la comparacion de estos estudios, ya que
los inmunoensayos disponibles comercialmente tienen diferente configuracion
antigénicald Teniendo en cuenta estas limitaciones, esta porcion del continente
presenta una endemicidad moderada para HEV19 En Argentina se han descripto

prevalencias de entre 0,15% y 35%, dependiendo la poblacidon estudiada y el kit

comercial utilizado304150.

5. VIAS DE TRANSMISION

5.1.Transmisién entérica

La transmision del HEV se produce por via fecal-oral a través de la ingestion de agua
y/o alimentos contaminados por lo que se la relaciona directamente con las condiciones
sanitarias deficientes de los paises en vias de desarrollo con clima templado5l Este es
el caso de muchas regiones de Asia, Oriente Medio, norte de Africa y América Central,
donde el HEV es endémico25l Los casos encontrados en areas no endémicas, al
principio, se relacionaron con gente que habia viajado a zonas endémicas, pero
actualmente se describen cada vez mas casos de hepatitis E esporadicos autéctonos
en paises desarrollados, en pacientes que no presentan este factor de riesgo
epidemiol6gico192251-53. En contraste con el virus de la hepatitis A y otros virus entéricos,

la transmisién de humano a humano del HEV es rara54
5.2.Transmision zoonotica

La hepatitis E es considerada una enfermedad zoonética y los cerdos junto a los jabalies
constituyen el reservorio del HEV, ya que estudios filogenéticos de cepas humanas y

porcinas han demostrado una gran similitud y se han documentado infecciones cruzadas



Capitulo I: Introduccion y Relevancia del Estudio 8

entre humanos y cerdos102351 5. La primera descripcion de la presencia de anticuerpos
especificos frente al HEV en cerdos se realiz6 en los afios noventa5657 y la infeccion
experimental de cerdos con el HEV mostré que los animales infectados presentaban
viremia y liberaban virus en las heces pero no se observaba en ellos evidencias clinicas
o bioquimicas de la enfermedadl3 Se han realizado estudios de seroprevalencia en
cerdos mostrando valores entre el 20% y el 100% en América, Europa, Asia y Oceania,
y la deteccion de RNA viral en heces y sueros porcinos indicé que el HEV esta
diseminado no sélo en los paises endémicos, sino en la poblacion porcina
mundiall321,405360. Asi, la observacidn de la elevada incidencia de la infeccién por HEV
en ganado porcino dio origen a los estudios de vigilancia epidemiolégica en paises
endémicos en personas que estaban en contacto directo con los cerdos, arrojando una
seroprevalencia entre el 50 y el 100%1940486062 Diversas investigaciones realizadas en
Japén demostraron ademas que la prevalencia de anticuerpos en cerdos aumenta con
la edad de los animales siendo de un 7% en cerdos de dos meses, de un 40% en cerdos
de cuatro meses y de entre un 80 y un 100% en cerdos entre cinco y seis meses de
edad, por lo que se infiere que la infeccidon con el HEV se produce en las primera etapas
de crecimiento29485963. En consecuencia el hallazgo de RNA viral es mayor en cerdos
de dos a cuatro meses de edad248%0 Estos estudios se complementan con otros
realizados en Estados Unidos, Corea, Tailandia y México, dénde el RNA viral no se

detect6 en suero en cerdos en etapa de succidn ni en cerdos con una edad superior a

los seis meses64-66.

En estudios realizados en nuestro pais, area no endémica, en criaderos de cerdos de
las provincias de Santa Fe, San Luis, Mendoza, Buenos Aires, Neuquén y Rio Negro,
se encontré una gran homologia genética con las secuencias del HEV encontradas en
pacientes clasificados como casos esporadicos de hepatitis aguda no A no C. Al mismo
tiempo, estudios en criaderos de cerdos de 2 a 4 meses de edad en estas mismas
provincias arrojaron una seroprevalencia de un 22,7%, con un rango variable en las

distintas regiones, entre un 4% en Santa Fe y un 58% en Buenos Aires2930

Asimismo, la existencia de otros datos refuerzan la idea de que la Hepatitis E es una
enfermedad zoonotica: la prevalencia elevada de anticuerpos especificos en piaras de
regiones endémicas y no endémicas; la deteccién del HEV en aguas contaminadas con
heces porcinas; el mayor riesgo de infecciébn documentado en aquellas personas que
consumen agua superficial cercana a criaderos de cerdos y de los trabajadores del
sector y las variantes porcinas del HEV que resultan genéticamente mas relacionadas
a las variantes humanas de una misma regidn que a las variantes porcinas de otras

partes del mundo; entre otras evidencias6/. Pero la prueba definitiva del caracter
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zoonotico de la enfermedad fue la descripcion de casos de hepatitis aguda tras la
ingesta de carne cruda de ciervo infectado por el HEV en una familia de ocho personas
dénde tres de ellos que no consumieron la carne contaminada no se infectaron, cuatro
de ellos que si consumieron presentaron hepatitis y el restante miembro de la familia
gue consumid sélo un trozo pequefio no resulté enfermo, lo que apoya la teoria de que
la enfermedad también es dependiente de la carga viral del in6culo. El analisis de la
secuencia del HEV encontrado en los pacientes y en la carne de ciervo sobrante

presentd un 100% de homologia nucleotidica68.

Ademas de esta informacién que plantea como reservorios de HEV a cerdos y ciervos,
también se han detectado anticuerpos especificos y RNA-HEV en otras especies, tales
como aves de corral, perros, gatos, ganado vacuno, roedores, mangostas, caballos y
ovejas6. Consistente con esto, se ha informado por medio de infecciones experimentales
gue el HEV es capaz de cruzar la barrera de especies. Por ejemplo, primates han sido
infectados con HEV porcino@, mientras que cerdos, corderos@y roedores7l han sido
infectados con HEV humano. Una posible explicacion de la gran variabilidad gendmica
del HEV es un origen animal. Esta idea se sustenta con la ayuda de la secuenciacién
genomica y el andlisis filogenético de muchas cepas de HEV, que muestran una

estrecha relacién entre las cepas animales y humanas de la misma area geogréficab6.

5.3. Otras vias de transmision

Las vias de transmision alternativas, tales como transfusiones y transmision vertical,
estan siendo cada vez mas relevantes a medida que se reportan cada afio nuevos
casos. La transfusién de sangre se ha convertido en una importante ruta de transmisién
en los paises desarrollados. Un grupo de investigacion en el sudeste de Inglaterra
analizé de forma retrospectiva un total de 225.000 donantes de sangre, de los cuales 79
resultaron tener viremia detectando el HEV-372 El seguimiento de 43 receptores mostré
gue 18 (42%) tenian evidencia de infeccion, y s6lo aquellos pacientes inmunodeprimidos

presentaron morbilidad aguda.

Asimismo, se esta reportando con mas frecuencia la transmision vertical de mujeres
embarazadas a sus hijos5L Un estudio reciente sugiere que en los paises en desarrollo
el HEV-1 puede ser responsable de mas de 3.000 nifios nacidos muertos cada afio,

incluyendo muertes fetales vinculadas a la mortalidad materna prenatal73.
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6. REPLICACION VIRAL

El ciclo de replicacién del HEV no se conoce en profundidad debido a la dificultad de la
propagacion del virus en cultivos celulares. No obstante, se han producido infecciones
exitosas y replicaciones en las lineas de células hepaticas Huh7, PLC/PRF/5 y HepG2,
en células de carcinoma de pulmoén A549 y en la linea de carcinoma de colon Caco-2.
En la Figura 4 se describe el ciclo de la replicacion del HEV propuesto por varios

autores141574.

Figura 4: Ciclo de replicacién de HEV (adaptado de Pérez-Gracia y col., 201423

a) Las particulas virales se concentran en la superficie de las células diana utilizando

las moléculas de heparan sulfato (HSPG, HSC70 y otros) como factores de anclaje.

b) Se ancla a una proteina receptora aun no determinada a pesar de que las proteinas
HSP90 y GRP78 podrian estar involucrados en este proceso. Esto desencadena la

endocitosis y liberacion del RNA al citoplasma.

¢) La region correspondiente al ORF-1 es la primera en traducirse en el citoplasma con
la consecuente formacién de las poliproteinas no estructurales que incluyen la RNA

polimerasa RNA dependiente.

d) La RNA polimerasa RNA dependiente sintetiza la cadena negativa intermediaria a

partir de la cadena positiva correspondiente.
e) Se sintetizan las copias del RNA viral subgendmico a partir del molde intermediario.

f) Se traducen las regiones subgendmicas correspondientes al ORF-2 y al ORF-3 en el

citoplasma.
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g) La proteina estructural del ORF-2 ingresa al reticulo endoplasmico donde empaqueta
el RNA para la generacion de los nuevos viriones mientras la proteina ORF3 optimiza el

entorno de la célula huésped para la replicacién viral.

h) Los nuevos viriones son transportados a la membrana celular. La proteina ORF3
también estaria asociada con endomembranas y membranas plasmaticas para ayudar

en la salida viral.

i) Se liberan las nuevas particulas virales, las que abandonan la célula. Estudios
recientes sugieren que los viriones maduros se asocian con la proteina ORF3 vy los
lipidos, los cuales se eliminan posteriormente a través de un proceso no muy conocido

en la actualidad, para reanudar un nuevo ciclo de infeccion.

7. PATOGENESIS

El HEV ingresa, en su forma clasica, por via oral y alcanza el higado dénde se
replical033 Posteriormente se acumula en la bilis y la utiliza como medio para llegar al

intestino a través del conducto biliar y de ahi se excreta en las heces107.

En la hepatitis E aguda autdctona, la patologia en el higado no cirrético es similar a la
observada en cualquier hepatitis viral aguda, presentando desorden lobular con un
marco distorsionado de la reticulina. Los tractos portales se muestran ampliados por un
severo infiltrado inflamatorio de polimorfonucleares y linfocitos. También se encuentra

presente una moderada a severa hepatitis de interfase y colangitis7677.

La investigacion del dafio hepatico mediante biopsias en un brote en Nueva Delhi en los
afios cincuenta78 mostré una alteracién colestédsica, caracterizada por presencia de
estasis biliar en los canaliculos y en las células parenquimatosas que se disponian de
forma seudoangular. Ademas en aquellos pacientes que no presentaron alteraciones
colestasicas, se observdé abombamiento y degeneracion acidofila de los hepatocitos y la

formacién de cuerpos acidofilos7s.

Los factores virales y del huésped que determinan la gravedad de la enfermedad
causada por la infecciéon por HEV no se conocen completamente. Sin embargo, se cree
gue los factores virales, tales como el genotipo del HEV, la carga viral y otras
coinfecciones podrian desempefiar un papel fundamental en la patogénesis/ Al

parecer, el gt3 y gt4 son menos patégenos en humanos en relaciéon con los gtl y gt280.

Otros factores que se cree que estan involucrados en la gravedad de la enfermedad son
los relacionados con el huésped. Pordrian jugar un papel importante el embarazo, el uso

de anticonceptivos8l, la edad, la enfermedad hepatica preexistente y la respuesta
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inmune del huésped6. Mas recientemente se han observado otras formas clinicas de
enfermedades por el HEV en pacientes en condiciones inmunosupresoras, tales como
los receptores de trasplantes® o pacientes que sufren de leucemia8. Algunos de estos
pacientes desarrollaron infeccién crénica por HEV y progresaron a cirrosis84. Esto
sugiere claramente que el resultado clinico y virolégico atipico de la infeccion por HEV
en estos casos podria estar relacionada con los tratamientos inmunosupresores, que
podrian haber dado lugar a respuestas inmunes anti-HEV-especificos subdptimas y la
persistencia viral subsiguiente. Tal hipétesis ha sido defendida por Kamary col (2008)&
guienes encontraron una reducciéon significativa en los recuentos de linfocitos T CD2+,
CD3+, CD4+ en pacientes con enfermedad crénica por HEV y en las poblaciones en
riesgo de desarrollar insuficiencia hepatica fulminante. Otra poblacion que podria estar
en riesgo de infeccién cronica por HEV son aquellos pacientes infectados con el virus
de la inmunodeficiencia humana (HIV, por sus siglas en inglés) que tengan un cuadro

de inmunodeficiencia avanzada88.

8. CINETICA DE ANTICUERPOS

Respecto a la presencia de anticuerpos (Figura 5), el hallazgo de IgM anti-HEV coincide
con la aparicion de los sintomas, 2-3 semanas luego de la exposicion al HEV, y se
mantiene en circulacién hasta 6 meses87838. Las IgG anti-HEV aparecen poco después
de las IgM, aproximadamente 4-5 semanas post infeccién, y son detectadas en suero
hasta 12-14 afios después de la infeccion inicial378788. Las IgA anti-HEV aparecen junto

con las 1gG y desaparecen en general junto con las IgM6.

Fase aguda Convalecencia
Figura 5 Resumen de la
NN U SN TR WU TS WD VLY SO P NG S T | historia. natural de Ila
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 infeccion aguda jpor d HEV

Semanas luego de la infeccion 3(/333[)%110589 Pérez-Gracia
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9. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA INFECCION

Las caracteristicas clinicas de la hepatitis E se asemejan a las de la hepatitis A aguda,
manifestdindose de manera aguda autolimitada cuya presentacion varia desde
subclinica a hepatitis fulminante. La enfermedad se presenta tanto como casos
esporadicos o como brotes epidémicos1022 El periodo de incubacion es de 40 dias con
un rango de 15 a 60 dias6 (Figura 5). En la mayoria de los casos las infecciones son
asintoméaticas pero en el caso de existir signos y sintomas, la elevacion de las enzimas
hepaticas se produce entre 30 y 120 dias después de la infeccién237589 (Figura 5). La
viremia es transitoria (excepto en los casos cronicos), desde la fase preictérica y
desapareciendo al comienzo de los sintomas23 (Figura 5). La excrecion fecal comienza
unos dias antes de la fase ictérica (al quinto dia en promedio) y dura alrededor de 2-3
semanas23 También el HEV se ha detectado en suero, heces y orina en periodos mas
largos, de hasta 16 semanas, lo que implica la posibilidad que los individuos infectados
asintoméaticos pueden servir como reservorio del virus entre epidemias, y de esta forma,

originar infecciones esporadicas entre personas o por contaminacién del agua y los
alimentos5167,90.

9.1.Clinica en individuos inmunocompetentes

En el caso de infecciones sintomaticas en pacientes inmunocompetentes, durante la
fase ictérica se observa un cuadro similar a una gripe con malestar general, dolor
abdominal, fiebre, nduseas y vomitos; también se ha descripto astenia, anorexia,
artralgias, hepatoesplenomegalia, diarrea, heces amarronadas, orina oscura, prurito y

exantemas cutaneos235l1 89.

Las manifestaciones extrahepaticas incluyen pancreatitis, manifestaciones
hematoldgicas (trombocitopenia, hemdlisis) o sindromes neurolégicos (sindrome de
Guillain-Barre, meningoencefalitis, pseudotumor cerebral, pardlisis de los nervios)879L
De todos modos, en paises endémicos esta enfermedad tiene una tasa de mortalidad
baja (0,2 a 4%)4067, y el alto porcentaje de mortalidad reportado en areas no endémicas
(8-11%) esta posiblemente relacionado con una infeccion con HEV en pacientes con

enfermedades hepéaticas previas40.

En pacientes con enfermedades hepaticas crénicas que se infectan con el HEV se
puede desencadenar una hepatitis agudal)2333 Las manifestaciones clinicas son
similares a la monoinfeccion, pero se produce un rapido progreso hacia una
descompensacion hepética con ascitis y encefalopatia hepatical)23 Ademas, puede

originarse fallo renal que pueden conducir a la muerte1023. El consumo de alcohol es
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considerado un factor de riesgo importante dado que favorece la rapida aparicion de los
sintomas clinicos y estd relacionado a la severidad de la enfermedad. En estos
pacientes, la presencia de esteatosis hepatica o fibrosis se relaciona con una respuesta

inmunolégica mas fuerte®2
9.2.Clinica en mujeres embarazadas

Una de las caracteristicas mas preocupantes de la infeccion por el HEV es la gravedad
gue presenta la enfermedad causada por el HEV-1 en mujeres embarazadas. En esta
poblacion en particular se observa una incidencia de fallo hepatico fulminante (FHF)
mucho mayor a la de la poblacion general, el cual se complica con encefalopatia y
coagulacion intravascular diseminada (CID) con tasas de mortalidad superiores al
20%6102409068%A que aumentan con el progreso del embarazo y llegan a duplicarse en el
dltimo trimestre5,7591,9%59%. Ademas diversos estudios han demostrado que los episodios
de FHF son causantes de un 100% de mortalidad en embarazadas infectadas por el
HEV y sélo el 50% en embarazadas no infectadas97. También hay mayor ndmero de
complicaciones obstétricas, por ejemplo, ruptura prematura de membranas, hemorragia
post-parto, abortos espontaneos, y la muerte fetal intrauterina9. La tasa de mortalidad
durante el embarazo se ha reportado entre un 15-25%239 10y segun la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), en el tercer trimestre de gestacion se encuentra alrededor
del 20% 101 Las complicaciones fetales incluyen el nacimiento prematuro y bajo peso al

nacer93. La tasa de muerte fetal y neonatal alcanza hasta el 25% 3%

La alta tasa de mortalidad de la hepatitis E aguda en el embarazo se postula como
resultado de cambios hormonales (estrbgeno y progesterona) e inmunolégicos,
incluyendo una regulacion negativa del factor-kappa-B y un cambio del equilibrio de
células T helper-1/T helper-2 hacia T helper-2, ademas de los factores de susceptibilidad
del huésped que aparecen en el embarazo®1® Devhare y col.1B estudiaron la
respuesta inmune a la infeccion por HEV y observaron una respuesta celular temprana
y sus mecanismos moleculares asociados, sugiriendo un papel potencial de la infeccion
por HEV en el desencadenamiento de la respuesta inflamatoria del huésped y la
patogenia. Demaostraron la regulacion positiva de genes de citoquinas y quimioquinas y
la secrecion de IL-6, IL-8 y TNF (factor de necrosis tumoral, por sus siglas en inglés) en
las células epiteliales humanas infectadas con HEV. Tripathy y col.1 encontraron que
los niveles elevados de interleuquina-la y de los receptores de interlequina-2 en sangre
son clave en la patogénesis de HEV. También demostraron participacion de la respuesta

inmune innata en el sitio de la infeccion. Todos estos estudios sugieren que la
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destruccion inmune de los hepatocitos es importante en la patogénesis de la hepatitis

E6.
9.3.Clinica en individuos inmunocomprometidos

El HEV es capaz de provocar hepatitis crénica, especialmente, en personas receptoras
de trasplante de 6rganos sélidos (rifion, higado y pancreas) y en sujetos con infeccién
por HIV (HIV[+]) aunque en menor proporcion 4051884106107. Las manifestaciones
clinicas de la infeccion crdénica no son especificas: la mayoria de los pacientes son
asintomaticos y unos pocos presentan ictericia, fatiga, dolor abdominal, fiebre y

astenial®
9.4. Hepatitis E Cronica

La Hepatitis E Crénica (HEC), definida como la presencia de RNA viral en suero, plasma
o materia fecal, por 6 meses 0 mas82 puede resultar en fibrosis hepatica progresiva con
la consiguiente falla hepatica y posible necesidad de trasplante. Segln los estudios
realizados hasta el momento, HEV-3 ha sido el Unico asociado a la cronicidad y ocurre
en la mayoria de los casos en individuos con el sistema inmunolégico comprometido2191,
tales como receptores de trasplantes de Organos con terapia inmunosupresora,
individuos HIV[+]1By en pacientes con tratamiento de didlisis cronical®, aunque se han

reportado algunos casos de HEV crénico en pacientes inmunocompetentes110112

Estudios clinicos sugieren que la ocurrencia y persistencia de la infeccion por HEV
estaria favorecida por el estado inmunoldgico de los pacientes113 Si bien el mecanismo
continua siendo incierto, se resalta el rol de la activacion de las células T por
reconocimiento de los péptidos codificados por ORF-2 y ORF-3 en pacientes con
HEA91,113114. Se sugiri6 que la respuesta ineficiente de la inmunidad adaptativa podria
estar relacionada con la HEC y que la estimulacion de este tipo de inmunidad contra

HEV podria ser un mecanismo efectivo para prevenir la infeccidon persistente114.

En individuos trasplantados, la cronicidad ha sido reportada en trasplantes de rifién,
higado, pulmoéon o coraz6n&1M115 asi como también en trasplantes de células
madres116. En un estudio retrospectivo, aproximadamente el 60% de los trasplantados
expuestos al virus desarrollaron infecciones crénicas1l5y se ha registrado que estos
individuos tienen un riesgo incrementado de progresar hacia la cirrosis y la falla hepatica
en menor tiempol®B Al momento de analizar qué factores estarian influyendo en este
fendmeno, se reconocio que el cuadro de trombocitopenia propio de la infeccion y el uso

de Tacrolimus (droga inmunosupresora) estarian fuertemente asociados1i5.
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En individuos HIV[+], hasta 2012, la incidencia de infeccién crénica era baja, variando
de 0% a 0,9%. Soélo unos pocos casos (todos por HEV-3) se pudieron confirmar por PCR

en todo el mundo y todos presentaron un conteo bajo de células T CD4+68586 115,

Los pacientes que se encuentran en tratamiento de dialisis crénica normalmente
presentan defectos en la generacion de la inmunidad celular y humoral, asociados a la
falla renal terminal. Ain no se ha confirmado que HEV pueda generar cuadros de

infeccion crénica en estos pacientes109.

La prevalencia de HEV en pacientes con distintas condiciones de inmunosupresién varia
entre paises, y si bien la frecuencia de publicaciones que analizan la prevalencia y la
existencia de posibles factores de riesgo han aumentado en los dltimos afios, es
necesario seguir estudiando estas condiciones en la infeccién por HEV. En Argentina,
solo existen dos publicaciones, que reportan la circulacion de HEV en poblaciones
locales de inmunosuprimidos, en particular en pacientes HIV[+], no habiéndose

detectado ningun caso de hepatitis cronica3050.

10.DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Las metodologias existentes para el diagnéstico del HEV son de tipo directo e indirecto.
Dentro de los primeros se incluye la deteccion del material genético del virus mediante
técnicas de retrotranscripcién seguidas de una amplificacién por reaccién en cadena de
la polimerasa (RT-PCR) y metodologias de PCR en tiempo real (QPCR) para cuantificar
el RNA-HEV, con la ventaja de reducir el tiempo de diagnéstico (~3 horas) 63787. Estas
técnicas de acidos nucleicos (NAT) se utilizan para detectar el RNA-HEV en muestras

de suero, plasma, heces y biopsias de tejidos37.

Es importante considerar que la sensibilidad de las NAT para la deteccion de RNA-HEV
es dependiente del momento de la toma de la muestra, de que el paciente concurra al
laboratorio cuando comienzan los sintomas, de la rapida y adecuada toma de muestras
de suero y/o heces y finalmente del transporte y el procesamiento apropiado de las
mismas3’. Por lo tanto, el RNA viral indetectable, bajo ciertas circunstancias en las que
no se contemplan la pautas basicas de diagnéstico, no descarta la infeccion por HEV1®%
A pesar de que el RNA-HEV se puede detectar en el inicio de la enfermedad y hasta 6
y 4 semanas en heces y suero, respectivamente, los niveles de RNA viral pueden ser
bajos y por lo tanto reducir la ventana de captura de HEV37. Ademas, los métodos de
NAT para HEV no han sido estandarizados, y se observa una gran variabilidad en los
ensayos in-housell7. Varios grupos europeos estan trabajando junto con la OMS para

poder desarrollar un estandar internacional para técnicas de NAT para HEV117.



Capitulo I: Introduccion y Relevancia del Estudio 17

Los métodos indirectos se basan en la deteccion de anticuerpos especificos (IgM e IgG)
contra el HEV en muestras de suero, siendo las técnicas méas comunes los
enzimoinmunoensayos (ELISA)102287. Se busca IgM-HEV para el diagnéstico agudo de
la infeccién e IgG-HEV para establecer un contacto previo con el virus61019. Si bien
existe una gran diversidad de kits comerciales disponibles en el mercado, éstos varian
en su efectividad, sensibilidad y especificidad1937108 Varios estudios comparativos
realizados recientemente entre diversos ELISA disponibles en el mercado para la
identificacion de anticuerpos anti-HEV demostraron diferencias en la sensibilidad entre
las distintas marcas comerciales118119 Segun analizaron los autores, esto podria
deberse a diferencias en los parametros utilizados para la ejecucion de las técnicas o

por la presencia de reacciones heterdlogas de los anticuerposl18

Los inmunoensayos tradicionales para IgM-HEV tienen una sensibilidad que oscila entre
el 90% vy el 97%, con resultados positivos falsos de hasta el 2,5% 120121, y varios de ellos
han demostrado producir resultados falsos negativos en pacientes infectados con el
gtl12 De hecho, muchas metodologias de diagnéstico se basan en antigenos
especificos de genotipo, limitando de este modo la deteccidn de todos los genotipos del
HEV. Adicionalmente, se han detectado resultados falsos positivos para IgM-HEV con
otros virus hepatotropos como el virus de Epstein-Barr (EBV) y citomegalovirus (CMV)3r.
Esto es clinicamente relevante y problematico, ya que estos virus conforman el panel
de diagndstico diferencial de hepatitis aguda una vez que se excluye una infeccién por

el virus de hepatitis A123

Por otro lado, es de particular preocupacion el diagnéstico de la infeccion por HEV en
pacientes inmunocomprometidos y receptores de trasplantes de érganos sélidos en los

gue la seroconversion a anticuerpos anti-HEV se retrasa o no se produce3r.

Abravanel y col. (2013)124realizaron estudios con receptores de trasplantes de 6rganos
y en dializados para evaluar la sensibilidad y especificidad de los ELISAS IgM/IgG. Al
analizar los resultados de IgM-HEV encontraron valores de sensibilidad y especificidad
de 85%-87,5% y 85% respectivamente, y aunque estos valores resultaron mayores a
los esperados, se encuentran lejos de los observados en sujetos
inmunocompetentes37,1%5 En contraste, al analizar los resultados de las IgG-HEV, so6lo
el 50% de los pacientes presentd valores de IgG-HEV en la etapa aguda, A partir de
esta informacion, se infiere que los ensayos IgM-HEV podrian utilizarse como
herramientas de primera linea para el diagnostico de rutina de la infeccion aguda por
HEV, incluso en pacientes inmunodeprimidos. Sin embargo, de acuerdo con este y otros
estudios8712 la deteccion molecular de HEV RNA es esencial para el diagnéstico de la

hepatitis E aguda en pacientes inmunocomprometidos IgM-HEV negativos.
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A pesar de los recientes avances en la comprension de la epidemiologia y la
patogénesis viral del HEV y que varios diagramas de flujo de diagnoéstico se han

propuestol119 la estandarizacion de los criterios de diagndéstico sigue siendo critica3r.
En este estudio, los criterios de diagndstico que se siguen son los siguientes:

¢ Infeccidon aguda por HEV:

IgM-HEV e 1gG-HEV negativas, RNA-HEV positivo (periodo ventana);

IgM-HEV positiva, RNA-HEV positivo (seroconversién temprana);
- IgM-HEV positiva, RNA-HEV negativo (post-seroconversion); y
- Seroconversion a IlgG-HEV[+] luego del seguimiento.

¢ Infeccién pasada por HEV:

Cualquier reactividad de IgG-HEV en ausencia de IgM-HEV y RNA-HEV se interpreta
como infeccion pasada, en ausencia de enfermedad aguda. Indica s6lo la memoria

inmunolégica del contacto con el virus.
+ Infeccion crénica por HEV:

Se define por la persistencia de RNA en suero, plasma o materia fecal por mas de 6
meses en asociacién con incremento de los niveles de transaminasas. En individuos
inmunosuprimidos la deteccion de IgM/IgG anti-HEV en sangre puede tener resultados
negativos y sélo la deteccién de RNA viral confirma el diagnéstico de hepatitis E

crénica2

11.TRATAMIENTO

La hepatitis E aguda es generalmente autolimitada y no necesita tratamiento9L La
determinacion reciente de la infeccién crénica por HEV vy el riesgo asociado de lesién
hepéatica progresiva ha conducido a intentos de tratamiento antiviral utilizando interferén
pegilado, ribavirina o ambos, con buenos resultados3491. Un estudio reciente indica que
en pacientes que han recibido un trasplante de érganos sélidos, el tratamiento con
ribavirina como monoterapia y por lo menos por tres meses, podria ser apropiado para
pacientes con infeccién crénical?/. Sin embargo, los informes publicados son en su
mayoria en forma de reportes de casos o investigaciones con poca cantidad de
sujetos3#128130. En la actualidad, existe un amplio consenso de que la terapia antiviral
se debe considerar para los pacientes con hepatitis E crénica diagnosticada que no
consiguen eliminar el virus de su sistema después de la reduccién de los farmacos

inmunosupresores12812 El objetivo que se persigue es lograr un tratamiento eficaz de
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la infeccion crénica sin aumentar el riesgo de rechazo del injerto en los receptores de

trasplante 127,128

El tratamiento con estos medicamentos tiene sus limitaciones, por ejemplo, la
teratogenicidad de la ribavirina hace que no sea recomendado durante el embarazo9y
el interfer6n no se puede utilizar después de un trasplante de rifidn, corazén, pulmén ya

gue aumenta el riesgo de rechazo agudo343/.

Sigue siendo poco claro si estos medicamentos seran Utiles en pacientes con FHF
debido a la hepatitis E, o aquellos con enfermedad hepética crénica y la superinfeccién
por HEV39L Actualmente, el trasplante hepético es el Unico tratamiento validado y la

Unica opcion para los pacientes con FHF37.

12.PROFILAXIS

Con respecto a la profilaxis, actualmente no se dispone globalmente de vacunas
comerciales contra el HEV pero si se encuentran en desarrollo varias que utilizan una
proteina de la capside (que contiene epitopes antigénicos que se relacionan con la
producciéon de anticuerpos neutralizantes) expresada por Escherichia coli, Baculovirus,

0 un plasmido de DNA131-133.

La viabilidad de las vacunas frente al HEV esta basada en numerosas evidencias: 1)
después de la infeccion se produce un aumento de anticuerpos especificos; 2) las
personas que alguna vez se infectaron con el HEV estan protegidas frente a nuevos
contactos con el virus; 3) gracias a la investigacién en animales, se ha demostrado que
la inmunizacion activa induce una inmunidad humoral especifica y 4) la existencia de un
Unico serotipo respalda la idea de crear una vacuna que presente una reactividad

cruzada para los distintos genotipos6/.

Una de las vacunas en desarrollo fue aprobada en 2012 por el gobierno chino después
de la fase Il de ensayos clinicos y ya esta disponible para su uso Unicamente en ese
pais134136. Esta vacuna es comercializada desde noviembre de ese afio por Innovax
(Xiamen Innovax Biotech) bajo el nombre de Hecolin®137138 Un estudio reciente
demuestra una efectividad a largo plazo de esta vacuna. Durante 4,5 afios, un grupo de
investigadores chinos estudié la eficacia, la inmunogenicidad y la seguridad de la vacuna
en comparaciéon con un grupo control que recibié la vacuna del virus de la hepatitis B
(HBV)133 Como resultado de este estudio, se identificaron 60 casos de hepatitis E, de
los cuales solo siete pertenecian al grupo de 239 individuos que recibieron la vacuna en

estudio, lo que demostro la eficacia de la vacuna de un 87% 13
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La distribucion mundial de dicha vacuna seria de gran utilidad en la salud publica para
proteger a las personas de la infeccion por este virus, sobre todo a las mujeres
embarazadas, a los habitantes de zonas endémicas y a los que viajen a esas areas, a
personas con enfermedades hepaticas preexistentes, con trasplantes de érganos o
inmunosuprimidos en riesgo de contraer hepatitis E cronica. Pero hasta ahora no existe
informacién acerca de la seguridad e inmunogenicidad de esta vacuna en estos grupos
de riesgo23. Por otro lado, a pesar de estar disefiada para prevenir infecciones por HEV-
1, la vacuna china ha demostrado ser protectora contra HEV-4 aunque se desconoce
su accionar sobre HEV-3 por lo que no es aplicable en paises endémicos de esta

variante137.

La otra manera clasica de profilaxis de cualquiera de estas infecciones transmitidas por
agua y alimentos contaminados son las medidas de higiene. La provision de agua
potable, la red de alcantarillado sanitario y el tratamiento adecuado de liquidos
residuales son claves para el control de estas infecciones lo que involucra, ademas de
la higiene en cada hogar, politicas sanitarias publicas. También puede ayudar la
educacion masiva durante y entre los brotes, con la recomendacién al publico de seguir
precauciones higiénicas apropiadas y el consumo de agua potable6140. Otra medida es

la de evitar el consumo de carne mal cocida, sobretodo de origen porcino34.

13. RELEVANCIA'Y OBJETIVO GENERAL DEL ESTUDIO

El HEV es un virus ampliamente distribuido pero su circulacion estd mundialmente
subestimada. En Argentina, algunos estudios serolégicos realizados en muestras
humanas y de cerdos en diferentes regiones del pais y el hallazgo de HEV en casos
humanos de hepatitis aguda, muestran que dicho virus circula en el pais. Sin embargo,
hasta el presente estudio, no existian reportes que demostraran la presencia de este
virus en Cérdoba, ni estudios que reporten circulacién del mismo en matrices acuosas,

incluso en Sudamérica.

Es necesario conocer el estado de situacion de la circulacion del HEV en Codrdoba,
considerando aspectos epidemiolégicos de la infeccion en poblaciones
inmunocompetentes e inmunosuprimidas, aspectos medioambientales con el estudio de
acidos nucleicos del virus en matrices hidricas e inferir posibles fuentes de infeccion y

aspectos zoonoéticos al estudiar la presencia del RNA del HEV en piaras locales.

Por dltimo, tanto para la deteccion de HEV en las diferentes fuentes de origen como
para profundizar en la epidemiologia molecular del HEV en nuestra region, surge la

necesidad de implementar y validar a nivel local técnicas de amplificacion de acidos
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nucleicos, lo que permitird luego obtener secuencias de HEV de diferentes fuentes de

origen, genotipificarlas y establecer relaciones filogenéticas entre las mismas.

Este estudio aportara datos inéditos sobre la circulacién del virus HEV en la region
central de Argentina, los cuales seran de gran utilidad en el conocimiento local de este
virus, en tres aspectos importantes: humano, zoonoético y ambiental. Dichos datos
podran ser considerados a fin de reforzar el sistema de vigilancia y mejorar el
diagnostico (incluyéndolo en los algoritmos diagnésticos), ademéas de formular normas
de prevencion y control, haciendo énfasis en fortalecer las buenas practicas higiénicas
y de saneamiento ambiental que puedan atenuar la diseminacion de este virus en

nuestro medio.

Descripto el problema es que se plantea el objetivo general del estudio: Conocer el
estado de situacién de la circulacion del HEV en la region central de Argentina e

identificar sus aspectos epidemioldgicos, zoondéticos y ambientales.
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CAPITULO 1l

VIRUS DE HEPATITIS E EN EL MEDIOAMBIENTE

1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Una de las principales vias de transmision descriptas para HEV es la fecal-oral, por esto,
resulta indispensable estudiar la presencia del virus en matrices hidricas (aguas
residuales y recreacionales) que pueden demostrar por un lado la excrecion viral
poblacional y por otro su posible participacion en el ciclo de transmisién. Este es el punto
por el cual se destaca la importancia de la vigilancia ambiental de los virus entéricos,
sumado a que para muchos de ellos no se tienen datos de su circulacién debido a que

su diagndstico no es frecuente en el laboratorio.

El estudio de liquidos residuales es de gran relevancia a nivel poblacional, ya que brinda
informacidén global de la circulacion de este virus de transmision entérica, y corresponde
a una muestra representativa de la poblacién (61% de la poblacién de la ciudad de
Cérdoba segun el ultimo censo nacional [1.329.604 habitantes: 811.058 personas
muestreadas])14l Ademas, de esta manera se puede incluir el genoma viral proveniente
de heces de individuos infectados sintomaticos (sin necesidad de recurrir a la toma de
muestras de pacientes en un centro de salud) y asintomaticos, que no concurren a
ninguna consulta médica y que no serian incluidos si se hicieran exclusivamente

estudios clinicos.

Por otra parte, detectar virus entéricos en determinadas fuentes de agua recreacionales
sefiala una posible contaminacion con liquidos residuales y marca a dichos recursos
hidricos como potenciales fuentes de infeccion para la poblacion expuesta. Asimismo,
el estudio en aguas de rios y embalses permite brindar informacion sobre la
contaminacion viral de fuentes de aguas usadas para consumo, las cuales podrian
también ejercer un rol como reservorio del virus y fuente de infeccion a huéspedes

susceptibles.

En el mundo la deteccion de virus en el medio ambiente y en muestras de agua potable
esta comenzando a ser una opcion estratégica importante para prevenir brotes de
infecciones con virus de transmision hidrica. En este sentido, el agua, las condiciones
sanitarias y la salud estan intimamente relacionadas, por lo que el monitoreo constante
de cursos de agua es una herramienta muy util para el control y prevencién de estas

infecciones.
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2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Implementary aplicar métodos de concentracion viral, extraccién y deteccién de RNA
de HEV en muestras ambientales (liquidos residuales y agua proveniente de rios y

embalses) de la zona central de Argentina.

¢ Caracterizar genéticamente las cepas de HEV detectadas mediante secuenciacion

directa.

¢ Realizar el analisis filogenético para establecer relaciones parentales entre

secuencias amplificadas de diferentes fuentes de origen.

¢ Correlacionar los resultados de las detecciones del HEV obtenidos con los
indicadores bacterianos utilizados para la determinacion de la calidad microbioldgica

del agua.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1.Areas de muestreo

3.1.1. Planta de tratamiento de liquidos residuales de la ciudad de Cérdoba

La ciudad de Cérdoba capital (31°24'18"S-64°11'24"0) tiene una poblacion de
1.329.604 habitantes segun el Ultimo censo, pero sélo el 61% se encuentra conectado
a la red cloacal, el resto utiliza sistemas de tratamiento in-situ, como zanjas de filtracion
y pozos absorbentesl4l La planta de tratamiento de liquidos residuales "Bajo Grande”
recibe las descargas cloacales de dicho porcentaje de la poblacion (aproximadamente
811.058 personas)l4l Esta planta de tratamiento se encuentra localizada en las

cercanias del rio Suquia, en las afueras de la ciudad (31°24'15"S-64°6'12"0) (Figura 6).

Figura 6: Ubicacion geografica del rio Suquia, rio Xanaes, Embalse San Roque, las Ciudades de Cordoba
y Villa del Rosario y la planta de tratamiento Bajo Grande (adaptado de Google Earth).
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3.1.2. Rio Suquia

El rio Primero o Suquia, nace en el embalse San Roquel® (Figura 6). Este curso de
agua atraviesa la ciudad de Cdrdoba, integrandose al paisaje urbano y a actividades
recreativas, particularmente de la poblacibn de menores recursos socio-
econdmicos1® 143 Su caudal es de 10 m3segundo (rango 1,5-24,0 m3segundo), y tiene
un importante recorrido citadino142 A la salida de la Capital, el rio Suquia continda en
direccion este hasta la localidad de Rio Primero donde comienza a torcer su curso hacia
el oeste para desembocar en la laguna El Plata y después en la laguna Mar Chiquita
(30°40'16"S - 62°33'36"0)142143 Entre el embalse San Roque y la laguna Mar Chiquita,

tiene el rio Suquia una extension aproximada de 200 km.

3.1.3. Rio Xanaes

El rio Segundo o Xanaes es un rio del centro-norte de la provincia de Coérdoba (Fig.6).
Nace en los faldeos orientales de las Cumbres de Achala (a unos 2.000 msnm), estas
cumbres se encuentran en el centro de la llamada Sierra Grande, uno de los principales
cordones de las llamadas Sierras de Cordobal42 Tiene un caudal medio de 14,5 m3sy
recorre 340 km donde atraviesa varios conglomerados urbanos, incluyendo la ciudad de

Villa del Rosario (31°35'00"s-63°32'00"0), y desemboca en la laguna Mar Chiquital42

3.1.4. Embalse San Roque

En la provincia de Cdrdoba, Argentina, y mas especificamente en el departamento
Punilla, se encuentra el embalse San Roque (31°22'32" S, 64°27'56"” O) (Fig.6). El dique
gue le dio origen fue construido con el fin de mitigar las crecientes y proveer de agua a
la ciudad de Cordobal#d Se encuentra a 651 msnm y recibe el aporte de cuatro
tributarios, los rios Cosquin (caudal medio anual de 16,5 m3segundo) y San Antonio
(caudal medio anual de 4,0 m3segundo) y en menor proporcidon por los arroyos Las
Mojarras y Los Chorrillos145 A sus orillas se encuentra la ciudad de Villa Carlos Paz
(62.423 habitantes), a 40 Km aguas arriba de la ciudad capital Co6rdoba, y otras
poblaciones de menor envergadural4l Posee una superficie de 2.478 hectareas, un
volumen méaximo de 350 hm3, con un tiempo de permanencia minimo y maximo de 28 y
247 dias respectivamentel42144145 El embalse San Roque posee mdultiples usos como
suministro de agua potable, riego, generacién de energia y actividades recreativas,
como pesca y natacién, que atraen a una gran cantidad de turistas a la zona sobretodo
en épocas estivalesld Es el responsable de la provision de agua potable a las

poblaciones aledafias y provee agua a la planta potabilizadora Suquia que abastece al
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70% de la ciudad de Cordoba, lo que equivale a un total aproximado de 2.300.000

personas segun el dltimo censo141142.

3.2. Muestras analizadas

3.2.1. Muestras de liquidos residuales

Se analizaron 72 muestras de liquidos residuales obtenidas mensualmente en los afios
2007, 2009-2011, colectadas desde el cafio principal que llega a la planta de tratamiento

"Bajo Grande” de la ciudad de Cérdoba (Figura 7).

3.2.2. Muestras de agua de rio

Se analizaron 31 muestras tomadas de zonas diferentes del curso de rio Suquia (Figura
7). Las colectas se realizaron estacionalmente durante el afio 2010 en ocho puntos de
muestreo: Embalse San Roque, Villa Warcalde, Vado San Antonio, Puente Zipoli, Isla
de los Patos, Puente Centenario, Vado Sargento Cabral y Puente San José. Durante la

primavera el Vado Sargento Cabral no pudo ser colectado.

Figura 7. Mapa que muestra la localizacion de la ciudad de Cérdoba y el Rio Suquia con cada uno de los
puntos de muestreo a lo largo de su recorrido: (1) Embalse San Roque, (2) Villa Warcalde, (3) Vado San
Antonio, (4) Puente Zipali, (5) Isla de los Patos, (6) Puente Centenario, (7) Vado Sargento Cabral y (8)
Puente San José. También se localiza la planta de tratamiento de liquidos residuales de la ciudad de
Cdrdoba (PT) (adaptado de Google Maps).

Adicionalmente, se estudiaron 28 muestras del rio Xanaes (Figura 6). Se realiz6 un
muestreo mensual durante el periodo mayo-noviembre de 2012 (n=28) en cuatro puntos

del rio, correspondientes al area balnearia de Villa del Rosario.

En todos los casos, las muestras fueron cedidas por el laboratorio de Gastroenteritis
Virales del Instituto de Virologia "Dr. J. M. Vanella” de la Facultad de Ciencias Médicas

de la Universidad Nacional de Cérdoba.
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3.2.3. Muestras de agua de embalse

El embalse San Roque (31°22'32"S 64°27'56”0), a 30 km de la ciudad de Cordoba,
constituye una fuente de agua de consumo para la ciudad capital, ademéas de su uso
recreacional y para pesca deportiva. Se analizaron 66 muestras tomadas en seis puntos
diferentes del cuerpo de agua del embalse (Figura 8): Desembocadura rio San Antonio
(DSA), Desembocadura rio Los Chorrillos (DCH), Desembocadura Arroyo Las Mojarras
(DLM), Desembocadura rio Cosquin (DCQ), Centro del embalse (CENTRO) y Toma de
agua (TOMA) de la empresa potabilizadora de agua de la ciudad de Cérdoba. Los
muestreos se realizaron mensualmente entre septiembre de 2011 y diciembre de 2012.
Adicionalmente, se tomaron 30 muestras en tres playas recreacionales del mismo
embalse: Playa Perelli (PP), Bahia El Gitano (BEG) y Club de Pescadores (CP), de

manera mensual entre junio de 2013 y diciembre de 2014.

Figura 8 Ubicacion geogréfica de los puntos de muestreo en € Embalse San Roque: (DSA)
Desembocadura rio San Antonio, (DCH) Desembocadura rio Los Chorrillos, (DLM) Desembocadura Arroyo
Las Majarras, (DCQ) Desembocadura rio Cosquin, (CENTRO) Centro del embalse, (TOMA) Toma de agua
de la empresa potabilizadora de agua, (PP) Playa Perelli, (BEG) Bahia B Gitano y (CP) Club de Pescadores
(adaptado de Google Earth).

3.3.0btencidon y concentraciéon de las muestras de agua

Las muestras se colectaron contracorriente en frascos de vidrio o polietileno estériles e
inmediatamente fueron transportadas y almacenadas refrigeradas hasta su

procesamiento. En cada caso se colect6 aproximadamente 1,5 L de muestra.

Posteriormente se realizé la concentracion de las muestras provenientes de matrices
hidricas del rio Suquia, rio Xanaes y del embalse San Roque aplicando la metodologia
definida por Mueller y col. (2009), la cual se basa en una metodologia previamente
descripta [Lewis y Metcalf (1988) y Greening y col. (2002), con modificaciones descriptas

previamente por Huang y col. (2005)]146. Utilizando esta metodologia cada muestra es
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concentrada 100 veces utilizando ultracentrifugacién, resuspension, sonicacion, y

tratamiento con cloroformo.

El procedimiento constd de los siguientes pasos:

1

2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

9)

Para cada muestra, se rotularon 6 botellas de centrifuga de 250 mL correlativas
del n°1 al n°6 y se registraron los pesos de cada botella. Se distribuyeron 1,5 L
de la muestra (por peso total para balancear en la centrifuga) en las 6 botellas

en campana de bioseguridad. Se balance6 cuando fue necesario.

Se centrifug6 a 4000 rpm (revoluciones por minuto) durante 20 minutos 4°C. Se
decanto el sobrenadante (S1) en un recipiente limpio de 3 Ly se mantuvo a 4°C

para usar mas tarde.

Se pesaron las botellas con el pellet remanente y se calculd el peso de cada

pellet (n° 1-6) (Peso de la botella con pellet - peso inicial de la botella).

Se agreg06 3 veces, respecto al peso del pellet, solucién de extracto de carne 3%
en nitrato de sodio 2M (pH 5,5) para dar una proporcion 1:3 (ej agregar 3 mL a
1 g de pellet). Se homogeneizaron y juntaron los 6 volimenes finales en una
Unica botella de 250 mL. Se midi6 el pH y se registré en la hoja de calculo. Se

ajusto el pH a 5,5 (con HCI 1N).
Se incubd por 1 hora a 4°C con mezclado continuo en agitador a 180 rpm.

Se centrifugd a 8.300 rpm por 20 minutos y se agregd el sobrenadante (S2)

resultante al S1.

Se ajusto el pH del sobrenadante S1+S2 a 6,5-7,2 (con HCI concentrado) y se

midié el volumen total.

Se agreg6 al sobrenadante final (S1+S2) PEG 6000 10% m/v y NaCl 2% m/v (en
este paso ocurre la precipitacion de virus) (e}, se agregé 100 g PEG 6000y 20 g
NaCl por litro de volumen final). Se homogeneizé durante unos pocos minutos a
temperatura ambiente y se dejé en agitacion (aproximadamente 120 rpm) un

minimo de 2 horas (idealmente se debe dejar durante toda la noche a 4°C).

Se centrifugd a 8.300 rpm por 25 minutos a 4°C.

10) Se descart6 el sobrenadante en una botella de 3 L rotulada, teniendo la

precaucion que en la botella no queden rastros de sobrenadante. Se tomo la
precaucion de tratar el sobrenadante con lavandina al 10% durante toda la noche

antes de descartarlo.
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11) Se resuspendio el pellet en PBS (solucion de buffer fosfato) 1/100 del volumen
total de muestra original (pH 7.4) (ej., 15 mL por 1,5 L). Se cambié el pH a 8,0
mediante el agregado de NaOH 0,1N y se chequeé el pH.

12) Se incub6 por 1 hora a temperatura ambiente con voOrtex ocasional.

13) Se centrifugd a 8.300 rpm por 20 minutos. El sobrenadante resultante es el
concentrado, es decir, la muestra concentrada 100X. Se obtuvieron, de los 1,5 L

iniciales, un concentrado de 15 mL.

3.4. Extraccion de acidos nucleicos

La extraccion de RNA presente en las muestras de aguas concentradas se realizd
utilizando diversos protocolos in-house y kits de columnas comerciales para comparar

la eficiencia y practicidad de uso con las muestras de esta investigacion.

Todas las técnicas fueron realizadas bajo campana de seguridad biol6gica, con limpieza
previa y esterilizacion de la superficie de trabajo con luz ultravioleta. Las muestras de
RNA fueron sometidas, inmediatamente, a transcripcidon inversa para la sintesis de
cDNA (DNA complementario, por sus siglas en inglés) o almacenadas a - 70°C hasta

su procesamiento

3.4.1. Protocolo de Trizol

Se utilizé el reactivo comercial Trizol® (Invitrogen BRL, CA, USA) segun indicaciones
del fabricante. A partir de 150 ~L de una muestra concentrada se pueden obtener 20 "L

de RNA. Se siguieron los siguientes pasos:

1) Se adicion6, a cada tubo de reacciéon de 1,5 mL, 10 ~g (1 ~L de tRNA de
concentracion 10 “~g/mL), 750 ~L de la soluciéon de Trizol® (a temperatura
ambiente) y 200 ~L de cloroformo. Posteriormente se agregaron 150 ~L de la

muestra concentrada.

2) Se homogeneizaron las muestras, una a una, mediante el uso de un vértex

durante 1-2 minutos.

3) Se incubd 20 minutos a temperatura ambiente las muestras y luego se centrifugo

a 12.000 rpm durante 20 minutos a 4°C.

4) Se transfirio la fase acuosa, obtenida en la parte superior después de la
centrifugacion, a nuevos tubos que contenian igual volumen de isopropanol a
10°C. Después de una rapida y suave homogeneizacion (por inversion de los

tubos), se incubd la solucion - 20°C toda la noche.
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5)

6)

7

8)

Se centrifugo el RNA precipitado a 12.000 rpm por 20 minutos, a 4°C, se descarto

el sobrenadante y se conservé el sedimento de RNA.

Se lavd el sedimento con 600 ~L de etanol al 75% (a 10°C) y se centrifugd

nuevamente a 12.000 rpm por 15 minutos, a 4°C.

Se mantuvieron los tubos con el RNA extraido abiertos a temperatura ambiente

durante 30-60 minutos para permitir que se sequen.

Se resuspendio el sedimento de RNA en 20 AL de agua libre de RNAasas estéril
(mili Q, tratada con DEPC -dietilpirocarbonato, usado para inactivar RNAasas

presentes en el agua-).

3.4.2. Protocolo de fenol-cloroformo

Este protocolo involucra una clarificacion por centrifugacion y una extraccion del acido

nucleico utilizando una solucion de fenol-cloroformo 1:1. A partir de 15 mL de una

muestra concentrada se pueden obtener 40 *L de RNA.

El procedimiento consta constd de los siguientes pasos:

1) A 15 mL de liquido residual o de agua concentrada se le agregaron 15 mL de

2)

3)

4)

5)

6)

7

solucion de fenol-cloroformo (igual volumen) en un tubo de centrifuga de 50 mL

y se agitd para mezclar.

Se dejo por 15 minutos a temperatura ambiente, con mezclado por inversion

ocasional.

Se centrifugd a 2.500 rpm por 5 minutos. Se obtuvieron tres fases: la superior
acuosa, una interfase y una inferior de solucién de fenol-cloroformo. El virus se

encontraba en la fase acuosa y parte queddé retenido en la interfase.

Se tomé la fase superior acuosa, se la llevo a un nuevo tubo de 50 mL y se volvié

a agregar 15 mL de cloroformo.

Se dejo por 15 minutos a temperatura ambiente, con mezclado por inversion

ocasional.
Se centrifugd a 8.300 rpm por 20 minutos.

Se tomo la fase superior acuosa y se transfiri6 a un nuevo tubo. Se agregaron
300 ~L de solucidn de penicilina/estreptomicina (Penicilina 100.000 Ul/mL;
Estreptomicina 2,5%) y 150 ~Lfungizona (Anfotericina B: 250 *g/mL) para inhibir

el crecimiento bacteriano y fangico respectivamente.
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8) Se alicuoto el volumen final obtenido en crioviales estériles y se almacenaron a

-70°C.

3.4.3. Columnas de extraccion comerciales

Se utilizaron kits comerciales de “extraccién de o RNA/DNA” de tres marcas comerciales

(Qiagen®, Invitrogen®, Axygen®) siguiendo estrictamente las instrucciones de cada

fabricante. Todas las metodologias utilizadas se basaron en una serie de pasos

principales (Figura 9):

1) Lisis de la muestra: La muestra se lisd por incubacion
con la solucién de lisis y proteinasa K bajo condiciones de
desnaturalizacion a temperaturas elevadas (56°C). La
solucién de lisis y proteinasa K inactivaron ambas RNasas
y DNasas, para garantizar la proteccion de los &cidos

nucleicos virales contra la degradacion.

2) Union de &cidos nucleicos virales a la membrana de la
columna de centrifugacion: La muestra lisada se transfirié a
una columna de centrifugacién donde los acidos nucleicos
virales liberados se unieron inmediatamente al filtro a base
de silice en presencia de sales caotropicas. El lisado

restante se elimind por centrifugacion.

3) Lavado de contaminantes: Los contaminantes restantes
se eliminaron durante tres etapas de lavado utilizando
soluciones buffer de lavado, mientras que los acidos

nucleicos permanecieron unidos a la membrana.

4) Elucion de los &cidos nucleicos virales: Los acidos
nucleicos virales puros fueron liberados desde el filtro de
columna de centrifugacion usando una solucion eluyente.
Los acidos nucleicos purificados quedan listos para su uso

en cualquier técnica de NAT y deben conservarse a -70°C.

Figura 9 Pasos generales de extraccion utilizando kits comerciales (adaptado de www.giagen.com)


http://www.qiagen.com
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3.5.Sintesis de DNA complementario (cCDNA)

Por un proceso de retrotranscripcion, se sintetiz6 DNA copia o complementario (cDNA)
a partir del RNA viral extraido de las muestras de liquidos residuales y agua de rio o del
embalse para luego continuar el proceso de amplificacién por técnicas de PCR. Se

siguieron los siguientes pasos:

1) Se colocaron 10 ~L de RNA extraido de cada muestra analizada en un tubo tipo

eppendorf, correctamente identificado.

2) Se introdujeron los tubos en el termociclador a 65°C por 10 minutos (proceso de

desnaturalizacion).

3) Se retiraron los tubos del termociclador y se pusieron en un bafio de hielo

durante 5 minutos.

4) Se agregaron a cada tubo 10 AL de mix que contenia 1,0 *L de dNTP (10 mM),
4,0 AL de buffer 10X, 1,0 ~L de random hexdmeros primers® -oligonucledétidos
hexaméricos que hibridan al azar- (2,5 mM) (Promega), 0,5 *L de RNAseOUT®
(20 U/AL) (Invitrogen), 0,1 ~L de agua mili-Q autoclavada, 1,0 "L de enzima

ImProm-11™® (200 U/~L) (Promega) y 2,4 ~"L de MgCh (25 mM) (Promega).

5) Se colocaron los tubos nuevamente en el termociclador a 45°C durante 60

minutos

6) Se elevo latemperatura del termociclador a 65°C y se mantuvo 10 minutos para

inactivar la enzima.

7) Se almaceno el cDNA sintetizado a -20°C.
3.6.Amplificacion del RNA del HEV por Nested-PCR

Luego de obtener el cDNA a partir del RNA viral de las muestras analizadas se procedi6
a identificar el RNA especifico del HEV por técnicas de amplificacion por PCR. Se
utilizaron técnicas de PCR anidada o Nested-PCR, es decir una PCR inicial (PCR-I) que
utiliza como molde el cDNA seguida por una segunda PCR (PCR-lIl o Nested-PCR
propiamente dicha) que utiliza como molde el DNA obtenido de la PCR-l. Para este
proceso se siguieron dos protocolos modificados a partir de otros dos previamente
descriptos por Wang y col. 1999147y Huang y col. 200264 que amplifican fragmentos
parciales del ORF-1 (418 bp -pares de bases por sus siglas en inglés-) y del ORF-2
(348 bp), respectivamente (Tabla 1). Segun lo describido Huang y col. (2002) el limite de
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deteccion de esta técnica es de 31,6 PID50 (50% pig infectious dose)64 Ambos

protocolos son capaces de detectar los cuatro genotipos conocidos del HEV.

Como se trata de una Nested-PCR, el proceso se realiza en dos etapas (dos ciclos de

amplificacién), cada una con distintos pasos descriptos a continuacion:
¢ Primer ciclo de amplificacion (PCR-I):

1) Se colocaron en tubos tipo eppendorf de 0,5mL 25 jL de la mix-1 conformada
por: 15,8 jL de agua ultrapura (Millipore); 6,0 jL de buffer incoloro de GoTagq®
5X (Promega); 0,6 jLde dNTP (10 mM); 1,0 jL de oligonucledtido externo sense
(10 pmol/jL); 1,0 j L de oligonucleotido externo anti-sense (10 pmol/jL) y 0,6 jL
de GoTag Polimerasa® (5U/jL) (Promega). Se agregaron 5,0 jL de cDNA.

2) Se colocaron los tubos en un termociclador siguiendo el siguiente esquema de
tiempos y temperaturas de ciclado: 5 minutos a 94°C (activacion de la enzima
inicial), 1 minuto a 94°C (desnaturalizacion); 1 minutos a 45°C (hibridacion de los
oligonucleétidos); 1 minuto a 72°C (polimerizacion de la cadena); estos pasos se
repitieron 39 veces (39 ciclos) y finalmente se realizé un Gltimo paso: 7 minutos

a 72° (polimerizacion final).
¢ Segundo ciclo de amplificacion (PCR-Il o Nested-PCR propiamente dicha)

3) Se colocaron en tubos tipo eppendorf de 0,5mL 27 jL de la mix-2 conformada
por: 18,8 jL de agua ultrapura (Millipore); 5,0 jL de buffer incoloro de GoTagq®
5X (Promega); 0,6 jL de dNTP (10 mM); 1 jL de oligonucledétido interno sense
(10 pmol/jL); 1,0 j L de oligonucleétido interno anti-sense (10 pmol/jL) y 0,6 j L
de GoTag® Polimerasa (5U/jL) (Promega). Se agregaron 3,0 jL de producto

de amplificacion de la PCR-I.

4) Se colocaron los tubos en el termociclador siguiendo el siguiente esquema de
tiempos y temperaturas de ciclado: 5 minutos a 94°C (activacion de la enzima
inicial), 1 minuto a 94°C (desnaturalizacion); 1 minuto a 50°C (hibridacién de los
oligonucledtidos); 1 minuto a 72°C (polimerizacion de la cadena); estos pasos se
repitieron 29 veces (29 ciclos) y finalmente se realizé un Gltimo paso: 7 minutos

a 72° (polimerizacion final).
3.7.Visualizaciéon de los productos de PCR

Los productos amplificados por Nested-PCR fueron procesados mediante una
electroforesis en gel de agarosa al 1,4% con 0,5 jg/mL de bromuro de etidio o de

SYBR® de Invitrogen Corporation. Los fragmentos esperados, de 418 bp (ORF-1) y de



Capitulo II: Virus de Hepatitis Een el Medioambiente 33

348 bp (ORF-2), se visualizaron mediante el uso de un transiluminador UV LABNET TM-
26.

Tabla 1 Oligonucledtidos usados para la deteccion del HEV segin Wang y col., 1999 y Huang y col., 2002.
(ES: external sense, EA: external antisense, IS internal sense, IA internal antisense)

Region Sentido Posicion* Secuencia (5’-37)

ORE-L ES 56-79 CTG GCA TYA CTA CTG CYR TWG AGC
(Wang y col. EA 473-451 CCA TCR ARR CGA TAW GTG CGG TC

1999 IS 104-124  CTG CCY TKG CGA ATG CTG TGG

418 bp IA 390-367  GGC AGW RTA CCA RCG CTG RAC RTC

ORE.2 ES 5687-5708  AAY TAT GCM CAG TAC CGG GTT G
(Huang y col. EA 6395-6417 CCC TTA TCC TGC TGA GCATTC TC

2002 IS 5972-5993  GTY ATG YTY TGC ATA CATGGC T

348 bp IA 6298-6319 AGC CGA CGA AAT YAATTC TGT C

* posicién de los nucledtidos comparada con la secuencia de referencia de Burma (GenBank M73218)

3.8.Caracterizaciéon molecular de las cepas circulantes

Los fragmentos nucleotidicos obtenidos se secuenciaron usando el servicio de
MacrogenCorea (10F, 254 Beotkkot-ro Geumcheon-gu, Seoul, Rep. of Corea) y los

andlisis filogenéticos se efectuaron utilizando el programa MEGA 5.05148

Para realizar el alineamiento y andlisis filogenético de las secuencias obtenidas en este
estudio se utilizaron secuencias patron de cada genotipo y subtipo, disponibles en el
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Para construir los arboles
filogenéticos se emplearon métodos de distancia utilizando el test de Neighbor-Joining
y Maximum Likelihood teniendo en cuenta los modelos de sustitucion de nucleétidos y
los pardmetros sugeridos por el mismo programa MEGA 5.05. Para evaluar el soporte
de rama (bootstrap) se utilizaron 2000 pseudoréplicas de remuestreo. Cada secuencia

analizada fue publicada en el GenBank para su libre accesibilidad.
3.9.Andlisis bacteriano

Ademés de los andlisis virales, en las muestras ambientales se determinaron bacterias
consideradas indicadores de contaminaciéon fecal que incluyen bacterias Coliformes
fecales o termotolerantes, Escherichia coli y Enterococos. Como Argentina no dispone
de estudios epidemioldgicos locales que estimen valores de estos indicadores

bacterianos en relacion al riesgo de enfermedad por exposicibn en aguas
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recreacionales, la Subsecretaria de Recursos Hidricos de la Nacion Argentina ha
adoptado el criterio de considerar de manera interina, los niveles guia recomendados
por la Agencia de Proteccién del Ambiente (EPA)10de los Estados Unidos de Américal¥
(Tabla 2).

Tabla 2: Valores limites bacterianos para aguas recreacionales (EPA 2012)

Indicador Valor limite (unidades formadoras de colonias/100mL -UFC/100 mL-)
bacteriolégico
Contacto primario Contacto secundario (actividades
(natacion) acuaticas sin inmersién)

Coliformes fecales o 2nn 2nn

termotdlerantes oy oy

Escherichia coli 235 298

Enterococos 61 89

Las determinaciones bacterianas se realizaron por el método de filtracion por membrana
siguiendo las indicaciones del Standard Methods for the Examination of Water and

Wastewater10.

3.10. Andlisis estadistico

Los resultados fueron analizados utilizando los programas Infostat v201515l y Microsoft
Office Excel v2013152 Se emplearon test de normalidad (Shapiro-Wilks modificado),
prueba T, célculos de intervalos de confianza, x2 de Pearson y Test de Fisher. La

significacién estadistica se definié en 95% (p<0,05).

4. RESULTADOS

En la primera etapa de este estudio se utilizd6 Nested PCR para comparar las técnicas
de extraccion de RNA para decidir cual o cuales eran las mas adecuadas. En una
segunda etapa se modificaron los protocolos de Nested PCR descriptos por Wang y
col.,, 1999147y Huang y col., 2002&4 para la amplificacion de los fragmentos parciales del
ORF-1 y ORF-2 del genoma del HEV. Ambas etapas fueron desarrolladas utilizando un
control positivo de HEV proveniente de un pool de heces porcinas (cedido por el
Laboratorio de Desenvolvimiento Tecnoldgico en Virologia, I0C/Fiocruz, Rio de Janeiro,

Brasil).

Luego de determinar cuales fueron las metodologias de extraccion y de amplificacion
con mejores rendimientos cualitativos, se procedié al procesamiento de las muestras

del estudio.
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4.1.lmplementacion de las técnicas de extraccion

Para llevar a cabo la extraccion del control positivo del HEV se ensayaron tres Kkits
comerciales de extracciéon con columnas de silica (Invitrogen®, Qiagen® y Axygen®) y
dos técnicas de extraccidon in-house (fenol-cloroformo y Trizol) para comparar las
eficiencias de las mismas y decidir cudles serian las mas adecuadas para utilizar con

las muestras del estudio.

A posteriori se realizaron las RT-Nested-PCR para la amplificaciéon de los fragmentos
parciales del ORF-1147 y ORF-264 y se corrié el producto de las PCR mediante
electroforesis en un gel de agarosa. A modo de ejemplo de visualizacién de las corridas
ensayadas, en las Figuras 10 y 11 se muestran fotos de los geles de agarosa con
distintas combinaciones de técnicas de extraccion. En ambas se muestran corridas de
amplificacion de fragmentos parciales del ORF-1 pero las corridas de los fragmentos del

ORF-2 muestran el mismo patrén.

8 9 10 11 12 13

Figura 10: Electroforesis en gel de agarosa para los
distintos métodos de extraccién para HEV ORF-1.
Se observan las calles: (2) el marcador de peso
molecular (100 bp), (3) control negativo, (4-7)
productos de la PCR |, (8) blanco PCR 1y (9-12)
productos de la PCR Il y (13) blanco PCR. Los
fragmentos obtenidos utilizando Invitrogen® se
observan en las calles 4y 9, Axygen® en las calles
5y 10, Qiagen® en las calles 6 y 11, extraccién con
Trizol® en las calles 7y 12

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figura 11: Electroforesis en gel de agarosa para los
distintos métodos de extraccion para HEV o RF-1 Se
observan las calles: (1) e marcador de peso
molecular (100 bp), (2) blanco de reactivos, (3-7)
productos de la PCR |, (8) blanco de reactivos y (9-
13) productos de la PCR II. Los fragmentos de las
calles 5 y 11 se obtuvieron con la técnica de
Invitrogen®, de las calles 6 y 12 con la técnica fenol-
cloroformo y de las calles 7y 13 utilizando la técnica
de Trizol®.

4.2.Implementaciéon de la técnica de RT-Nested-PCR

Se modificaron los protocolos descriptos por Wang y col. (1999)147 y Huang y col.

(2002)64 para poder optimizar el uso de los reactivos en el laboratorio respetando las
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proporcionalidades de los protocolos originales y sin modificar la sensibilidad. Se

disminuyeron proporcionalmente las cantidades de dNTP, oligonucleétidos externos e

internos, sense y anti-sense, y de GoTaq Polimerasa® completando el volumen final

con agua libre de ARN/ADNasas. Para poder realizar esto se procesd en paralelo el

control positivo de HEV, extraido con el kit comercial de Invitrogen®, utilizando los

protocolos originales y los modificados para luego visualizar la intensidad de las bandas

en el gel de agarosa. A modo de ejemplo se muestra el gel de agarosa luego de la

corrida de los fragmentos parciales de ORF-2 (Figura 12).

Figura 12: Electroforesis en gel de agarosa para €
protocolo de Huang y col. (2002) y Huang y col.
modificado que muestra los fragmentos parciales
del ORF 2. Se observan las calles: (1) el marcador
de peso molecular (100 bp), (2-5) productos de
PCR I, (6 y 11) blancos de reactivos, (7-10)
productos de la PCR II. Los productos resultado
del protocolo de Huang y cal. (2002) original se
muestran en la calle 7 -control positivo-y enla 8 -
control negativo-. Los productos de PCR I del
protocolo de Huang modificado se observan en la
calle 9 -control positivo- y 10 -control negativo-.

4.3 .Deteccidon de RNA-HEV en muestras ambientales

4.3.1. Muestras de liquidos residuales

De las 72 muestras analizadas de los liquidos residuales que ingresan a la planta de

Bajo Grande, tres resultaron positivas (4,2% [3/72]) para el fragmento parcial del ORF-

2, las correspondientes a las muestras de Abril-2007, Septiembre-2010 y Marzo-2011

(Figura 13). Solo la muestra correspondiente a Septiembre-2010 resultd positiva para el

fragmento parcial del ORF-1 (1,4%).

Figura 13 Gel de agarosa que muestra los
fragmentos parciales de ORF-2 de muestras de
liquidos residuales. Las calles 6y 12 corresponden
a las muestras de Sep2010 y Mar2011. En la calle
1 se observa el marcador de peso molecular (100
bp), en la 2 el blanco de reactivos y en la 14 €
control positivo.
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4.3.2. Muestras de agua de rio

De las 31 muestras analizadas del rio Suquia, una resulté positiva (3,2% [1/31]) para el
ORF-2, correspondiente al sitio 6 (Puente Centenario), primavera de 2010 (Fig.14 y 15).
Por otro lado, en el rio Xanaes ninguna de las 28 muestras procesadas resulté positiva

para los fragmentos parciales analizados.

Figura 14: Gel de agarosa que muestra los
fragmentos parciales de ORF-2 de muestras de agua
del rio Suquia. La calle 6 corresponde a la muestra
de Primavera2010 en el Puente Centenario. En la
calle 1 se observa el marcador de peso molecular
(100 bp), en la 2 el blanco de reactivos y en las 13y
14 controles positivos.

Figura 15 Mapa que muestra la localizacion del Rio Suquia con los puntos de muestreo: (1) Embalse San
Rogue, (2) Villa Warcalde, (3) Vado San Antonio, (4) Puente Zipali, (5) Isla de los Patos, (6) Puente
Centenario, (7) Vado Sargento Cabral y (8) Puente San José. Se colorean en verde aquellos puntos cuyas
muestras resultaron negativas para HEV y en rojo aquellos positivos (adaptado de Google Maps y
http://elpizarrondelagua.blogspot.com.ar/143

Asimismo, en las muestras analizadas del rio Suquia los recuentos de bacterias
coliformes totales y termotolerantes resultaron superiores a los niveles maximos
aceptados para aguas recreacionales (200 UFC/100 mL)19 en todos los puntos
muestreados salvo en el punto (1) que corresponde al nacimiento del rio, en el embalse

San Roque.

4.3.3. Muestras de agua de embalse

En el embalse San Roque, de las 66 muestras procesadas provenientes del cuerpo de

agua del embalse, una resulté positiva (1,6% [1/66]) para el ORF-2, correspondiente a
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la desembocadura del rio Los Chorrillos (DCH) en Septiembre-2012. Ademas, de las 30
muestras de las playas recreacionales se obtuvo una muestra positiva (3,3% [1/30]) para
la misma regién genomica, correspondiente al Club de Pescadores (CP) en Agosto-

2013 (Figura 16y 17).

Figura 16. Gel de agarosa que muestra los
fragmentos parciales de ORF-2 de muestras de
agua del embalse. La calle A-10 corresponde a la
muestra del Club de pescadores. En las calles A-
1y B1l se observan los marcadores de peso
molecular (100 bp), en las A-2 y B-2 blancos de
reaccion y en las A-13 y B-13 controles positivos.

Figura 17: Ubicacion geogréfica de los puntos de muestreo en el Embalse San Roque (31°22'32'S
64°27'56"O). (DSA) Desembocadura rio San Antonio, (DCH) Desembocadura rio Los Chorrillos, (DLM)
Desembocadura Arroyo Las Mojarras, (DCQ) Desembocadura rio Cosquin, (CENTRO) Centro del embalse,
(TOMA) Toma de agua de la empresa potabilizadora de agua, (PP) Playa Perelli, (BEG) Bahia H Gitano y
(CP) Club de Pescadores. Se colorean en verde aquellos puntos cuyas muestras resultaron negativas para
HEV y en rojo aquellos positivos. (Adaptado de Google Maps y
http://elpizarrondelagua.blogspot.com.ar/143.

Respecto al andlisis bacteriano, un porcentaje de las muestras resultaron con recuentos
superiores al valor limite aceptado para aguas recreacionalesl49 el 20,8% para
coliformes fecales (mayor a 200 UFC/100mL), el 16,7% de las muestras para E.coli
(mayor a 298 UFC/100mL) y el 6,3% para Enterococos (mayor a 89 UFC/100mL) que
correspondieron a muestras de la desembocadura de los rios Cosquin y San Antonio

durante los meses de diciembre de 2011, enero y febrero de 2012. Ademas, en la
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muestra del mes de enero de 2012, en el sitio Toma, se excedid el limite para coliformes
fecales. El resto de las muestras presentd valores aceptables en términos de calidad

bacteriolédgica.
4.4.Caracterizacion genética de HEV en muestras ambientales

A partir de todas las muestras amplificadas, se pudo obtener las secuencias indicadas
en la tabla 3. A partir de las mismas, se realiz6 un alineamiento utilizando el programa

MEGA 5.05, incluyendo ademas secuencias patron de cada genotipo (Fig.18).

Tabla 3 Detalle de las fuentes, fechas de muestreo y nimeros de accesos de las secuencias de nucledtidos
de HEV ingresadas a GenBank en este estudio.

ORF-2: ORF 1
Identificacion de la amplificacion-  amplificacion-
muestra Fuente Fecha numero de numero de
acceso acceso
AmbSCbhaArg01 Liquido Septiembre 2010  Si - KF751218  Si - KF765479
residual
AmbRCbaArg02 Rio (Puente Primavera 2010 Si - KF751219 No
Centenario)
AmbSCbaArg03 Liquido Marzo 2011 Si - KF751220 No
residual
AmbSCbaArg04 Liquido Abril 2007 Si - KF751221  No
residual
Embalse .
AmbLCbaArgAgoP3  (club de Agosto 2013 Si - KX812464 No
Pescadores)

Figura 18 Captura de pantalla del programa MEGA 5.05 que muestra parte de la base de datos de
fragmentos parciales de ORF-2 creada con secuencias de los cuatro genotipos descriptos del HEV
disponibles en el GenBank y donde se incluyeron las secuencias identificadas en muestras ambientales en
el presente estudio.
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La caracterizacion genética y analisis filogenético de los fragmentos parciales de ORF-
2 identificados mostré que todas las muestras agruparon con HEV-3 (Figura 19y Figura

20).

Figura 19: Arbol filogenético construido
por e método de Neighbor-Joining
basado en alineamientos de fragmentos
de 146 nt del OR~1 provenientes de la
secuencia aislada en este trabajo y otras
21 secuencias de referencia. La
secuencia caracterizada en este estudio
se muestra con un & Los asteriscos
indican muestras porcinas. Cada
secuencia viral se identifica con €
nimero de acceso al GenBank, €l pais
de origen y su respectivo genotipo. Una
secuencia de HEV aviar se incluyé como
outgroup. Los valores de bootstrap se
indican en los nodos mayores como
porcentajes de los datos obtenidos de
2000 réplicas (barra: 0.05 sustituciones
por sitio)

Figura 20: Arbol filogenético construido
por € método de Neighbor-Joining
basado en alineamientos de fragmentos
de 280 nt del ORF-2 provenientes de la
secuencias aisladas en este trabajo en
liquidos residuales y rio junto a otras 25
secuencias de  referencia. Las
secuencias caracterizadas en este
estudio se muestran con un & Los
asteriscos simples indican muestras de
cerdos y los dobles de jabali. Cada
secuencia viral se identifica con d
nimero de acceso a GenBank, el pais
de origen y su respectivo genotipo. Una
secuencia de HEV aviar se incluyd como
outgroup. Los valores de bootstrap se
indican en los nodos mayores como
porcentajes de los datos obtenidos de
2000 réplicas (barra: 0.1 sustituciones

por sitio).
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En una segunda instancia, los fragmentos parciales de ORF-2 fueron utilizados para
identificar el subtipo. Los hallazgos de RNA-HEV en las muestras de liquidos residuales
se clasificaron como subtipos 3c (AmbSCbaArg04), 3a (AmbSCbaArg0l) y 3b
(AmbSCbaArg03). El RNA-HEV encontrado en la muestra del rio Suquia (AmbRCbaArg02)
se clasificd6 como subtipo 3c y el hallado en la muestra del CP (AmbLCbaArgAgoP3) se
clasifico como subtipo 3c. EIl RNA-HEV identificado en la muestra del embalse San
Roque de la DCH (Septiembre-2012) no pudo ser secuenciado. La Figura 21 muestra el
arbol filogenético con las secuencias de RNA halladas en las muestras ambientales

descriptas anteriormente.

Los resultados de la presencia del HEV en muestras ambientales del rio Suquia y de los
liquidos residuales fueron publicados: First detection of hepatitis E virus in Central
Argentina: Environmental and serological survey. Journal of Clinical Virology. 2014;

61(3)153 (Anexos).
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Figura 21: Arbol filogenético
construido por € método de
Neighbor-Joining basado en
alineamientos de fragmentos
de 280 nt del ORR2
provenientes de la secuencias
aisladas en este trabajo en
liquidos residuales, rio Suquia
y embalse San Rogue junto a
otras 45 secuencias de
referencia.  Las secuencias
caracterizadas en este estudio
se muestran en rio con un 4,
en aguas residuales con un ¢
y la muestra proveniente del
embalse con un . Los
asteriscos indican muestras
de cerdos. Cada secuencia
viral se identifica con €
nimero de acceso d
GenBank, el pais de origen y
Su respectivo genotipo. Las
secuencias provenientes de
cerdos se marcan con un *
Una secuencia de HEV aviar
se incluy6 como outgroup. Los
valores de bootstrap
superiores a 60 se indican en
los nodos mayores como
porcentajes de los datos
obtenidos de 2000 réplicas
(barra: 0.1 sustituciones por
sitio).
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CAPITULO 11l

VIRUS DE HEPATITIS E EN CERDOS

1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

El HEV también ha sido descripto en animales, principalmente en cerdos,
demostrandose su transmisidn zoonética. En Argentina, si bien hay datos de prevalencia
en piaras en algunas provincias reportados en 2006, no se conocen datos de su
circulacién en criaderos locales. A partir de este estudio, la identificacion del HEV en
cerdos nos acercaria a confirmar o descartar a estos animales como posibles fuentes

de infeccion y/o reservorios del HEV en la provincia de Cérdoba.

En el presente trabajo se estudiaron muestras de materia fecal de cerdo como una
primera aproximacién al reconocimiento de este animal como posible fuente de infeccion
en nuestra region. La informacién recabada sentaria las bases para un estudio sobre
las implicancias que puede tener la presencia de virus entéricos en alimentos, con los

riesgos asociados a su transmisidon por consumo de productos carnicos derivados.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
¢ Implementar y aplicar métodos para concentracion viral y extraccién de acidos
nucleicos en muestras de materia fecal de cerdos de la zona central de Argentina.

¢ Caracterizar genéticamente las cepas de HEV detectadas mediante secuenciacion

directa de las muestras positivas para RNA-HEV.

¢ Realizar el analisis filogenético para establecer relaciones parentales entre
secuencias amplificadas de cerdos y otras fuentes de origen en Argentina,

Sudamérica y el resto del mundo.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1.Muestras analizadas

Se analizaron 108 muestras retrospectivas (2005-2007) de materia fecal de cerdos
recolectadas en granjas locales dedicadas a la comercializacién de carne y derivados

porcinos. Estas granjas estan localizadas en el departamento Santa Maria, provincia de
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Cordoba, una zona rural (31°32'39” S-64°18'38" O) que se extiende al sur de la capital

provincial a 20 km de la ciudad de Cérdoba (Figura 22).

De las 108 muestras recolectadas, 84 provenian de chanchos sin crias y 24 de chanchos
con crias. Ademés dentro del estudio se realiz6 un seguimiento a un cerdo hembra
desde su destete (26 dias después de nacido) y hasta el afio y nueve meses de edad
(694 dias) que incluyen muestras mensuales entre los meses de Agosto-2005 a Junio-
2007. En este periodo de seguimiento se incluyeron tres ciclos reproductivos de la cerda

en estudio.

Figura 22: Mapa de la provincia de Cérdoba -color amarillo-, donde se observa el departamento capital -
color rojo-, alli se encuentra la ciudad de Cérdoba, y € departamento Santa Maria - color verde-. En un
recuadro gris se marca lazona de criaderos de cerdos muestreada.

Los ensayos se realizaron en pools de hasta tres pseudoréplicas provenientes de las
mismas muestras que se habian fraccionado al momento de congelar. Cuando un pool

dio positivo, se procesaron las pseudoréplicas por separado para confirmar las positivas.

Estas muestras fueron cedidas por el laboratorio de Gastroenteritis Virales del Instituto
de Virologia "Dr. J. M. Vanella” de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad

Nacional de Cérdoba.

3.2. Detecci6on de RNA-HEV

El andlisis de la presencia de RNA-HEV en muestras de materia fecal porcina incluyo,
al igual que en las muestras ambientales, procesos de extraccion de acidos nucleicos,
retrotranscripcion, amplificacion de los cDNA mediante técnicas de Nested-PCR vy
corridas en geles de agarosa para la visualizacion de los productos de las PCR. Todas
las técnicas fueron realizadas bajo campana de seguridad biolégica, con limpieza previa

y esterilizacion de la superficie de trabajo con luz ultravioleta.
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Posteriormente se realizé la caracterizacion molecular de las cepas halladas mediante
secuenciacién y analisis filogenético. Adicionalmente, los resultados se analizaron

estadisticamente.

El tratamiento de las muestras de materia fecal porcina comienza con proceso de
clarificacion antes de la extraccion, donde se diluyen dichas muestras con PBS pH=7,2
o solucién de TrisHCI 0,02 M. La extraccion posterior se realiza utilizando la técnica de
fenol-cloroformo con algunas ligeras diferencias respecto de la utilizada para muestras
ambientales. El resto del procesamiento sigue las mismas etapas y técnicas de la
bisqueda de RNA-HEV en muestras hidricas. Estas metodologias se encuentran

descriptas detalladamente en el Capitulo Il: Virus de Hepatitis E en el Medioambiente.

Los pasos que involucran la clarificacién y extraccion con fenol-cloroformo del RNA-HEV

de las muestras porcinas se detallan a continuacion:

1) Preparar el buffer de extraccidon que posee LiCl 50 mM, EDTA-Naz 10 mM y SDS
(detergente no idnico) al 1%. Por ejemplo, para preparar 100 mL de solucién se

deben pesar 2,20 g de LiCl; 2,37 g de EDTA-Nazy 1,00 g de SDS.

2) Suspender al 20% cada muestra de heces porcinas utilizando PBS pH=7,2 o

solucién de TrisHCI 0,02 M pH=7,2.
3) Colocar la suspension en tubos tipo eppendorfde 1,5 0 2,0 mL.
4) Centrifugar a 8.000 rpm durante 15 minutos.

5) Colocar 400 ~L del sobrenadante resultante del punto anterior en tubos tipo

eppendorf con tapa rosca con capacidad de 2 mL.
6) Agregar 400 ~L de buffer de extraccién preparado en el punto 1).
7) Agregar 800 AL de solucion fenol-cloroformo 1:1 y agitar utilizando un vortex.

8) Colocar los tubos en bafo de agua a 60°C durante 10-15 minutos y agitar

nuevamente utilizando un vortex.
9) Centrifugar a 13.200 rpm durante 20 minutos.

10) Transferir cuidadosamente 800 ~L del sobrenadante a tubos estériles tipo
eppendorf de 2 mL que contengan previamente 850 ~L (2,5 vol) de etanol

absoluto y mezclar por inversion.
11) Dejar precipitar toda la noche a -20°C o 2 horas a -70°C.

12) Centrifugar a 13.200 rpm durante 20 minutos.
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13) Descartar el sobrenadante con cuidado para no desprender el pellet y luego
invertir el tubo sobre papel absorbente para lograr escurrir el restante de

sobrenadante.

14) Dejar los tubos bajo campana de flujo laminar boca arriba hasta que se sequen

completamente.

15) Resuspender los pellets en 40 L de agua destilada milli-Q libre de RNAsas y
DNAsas.

Luego de la extraccion, las muestras de RNA fueron sometidas, inmediatamente, a
transcripcion inversa para la sintesis de cDNA o almacenadas a - 70°C hasta su

procesamiento.
3.3.Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados utilizando los programas Infostat v201515l y Microsoft
Office Excel v2013152 Se emplearon test de normalidad (Shapiro-Wilks modificado),
prueba T, célculos de intervalos de confianza, x2 de Pearson y Test de Fisher. La

significaciéon estadistica se definié en 95% (p<0,05).

4. RESULTADOS
4.1.Deteccién de RNA-HEV en muestras de heces porcinas

De las 108 muestras procesadas, 12 resultaron positivas (11,1% [12/108]) para el ORF-
2 y ninguna para el ORF-1. De las muestras positivas, cuatro correspondieron a
chanchos con crias y ocho a chanchos sin crias (Tabla 4). El analisis estadistico
utilizando el test de Chi Cuadrado de Pearson (X2 mostré que no existieron diferencias
significativas entre las muestras positivas de cerdos con crias y sin crias (p=0,3261).
Las Figuras 23 y 24 muestran la corrida en gel de agarosa para los fragmentos parciales

de ORF-2 y ORF-1 respectivamente.

Tabla 4: Resultados del andlisis de RNA-HEV en muestras de cerdos estudiadas

RNA-HEV RNA-HEV

Positivos %(n) Negativos %(n)
Con crias (n=24) 16,7 (4/24) 83,3 (20/24)
Sin crias (n=84) 9,5 (8/84) 90,5 (76/84)

Totales (N=108) 11,1 (12/108) 88,9 (96/108)
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Figura 23: Gel de agarosa que muestra los
fragmentos parciales de ORF-2 de algunas de las
muestras de heces porcinas analizadas. Las calles
A5, A6, A10 y B-6 corresponden a muestras
positivas. En las calles A1 y B1 se observan los
marcadores de peso molecular (100 bp), en las A-2,
A-3 y A-4 blancos de reaccion y en las A-14, B-12 'y
B-13 controles positivos.

3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14

B1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Al 2

Figura 24: Gel de agarosa que muestra los
fragmentos parciales de OR~1 de algunas de las
muestras de heces porcinas analizadas. En las
calles A1 y B-1 se observan los marcadores de peso
molecular (100 bp), en las A-2, A-3'y A-4 blancos de
reaccion y en las A-13, A-14, B-13 y B-14 controles
positivos. Ninguna de las muestras resultd positiva.

Respecto al seguimiento de la cerda hembra, los resultados de los fragmentos parciales
de ORF-2 se muestran en la Tabla 5, que incluye los resultados clasificados por dias de

vida. Los fragmentos de ORF-1 resultaron negativos.
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Tabla 5 Resultados del andlisis prospectivo de RNA-HEV (ORF-2) en las muestras de heces de la cerda
hembra entre Agosto de 2005 y Junio de 2007.

Afio Mes Edad (dias) @ RNA-HEV  Periodos reproductivos
2005 Agosto 26 -
Septiembre 58 +
Octubre 87 +
Noviembre 117 +
2006 Enero 178 +
Febrero 208 -
Marzo 237 -
Abril 268 -
Mayo 297 -
Junio 327 -
Agosto 388 - Primer parto y lactancia
2007 Junio 724 - Tercer parto y lactancia

4.2.Caracterizacion genética de HEV en muestras porcinas

De las muestras positivas, tres lograron ser secuenciadas y luego del analisis
filogenético se clasificaron como genotipo 3, subtipo 3c. Dichas muestras
correspondieron a un cerdo macho recolectada en Noviembre de 2005 y dos muestras
de la cerda a la que se le hizo el seguimiento: una recolectada en Noviembre de 2005 y
otra de Enero de 2006. Las muestras fueron denominadas "SW CbaArg-2-113”, "SW
CbaArg-3-113" y "SW CbaArg-4-113" respectivamente. Las secuencias nucleotidicas
fueron ingresadas al GenBank bajo los nimeros de acceso KX812460, KX812461 y
KX812462 respectivamente.

Las Figuras 25y 26 muestran un ejemplo de los resultados del secuenciamiento directo
sense (5'-3") y antisence (3'-5') de la muestra “SW CbaArg-2-113" utilizados para

generar la secuencia consenso con la que se trabaja en el andlisis filogenético.
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Figura 25: Resultado del secuenciamiento directo en sentido 5-3' (sense) de la muestra rotulada como "SW
CbaArg-2-113" en un fragmento parcial del ORF-2

Figura 26: Resultado del secuenciamiento directo en sentido 3'-5' (antisense) de la muestra rotulada como
“SW CbaArg-2-113" en un fragmento parcial del ORF-2

La Figura 27 muestra el arbol filogenético con las secuencias de RNA halladas en las

muestras de materia fecal porcina conjuntamente con las muestras ambientales

descriptas en el capitulo anterior.
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Figura 27: Arbol filogenético construido por & método de Maximum Likelihood basado en alineamientos de
fragmentos de 235 nt del ORF-2 provenientes de la secuencias halladas en muestras de heces porcinas
conjuntamente con las encontradas en liquidos residuales, rio Suquia y embalse San Rogue junto a otras
32 secuencias de referencia. Las secuencias caracterizadas en este estudio se muestran en rio con un
en aguas residuales con un ¢, en embalse con un ¢ y las de cerdos con un 4. Cada secuencia viral se
identifica con el nimero de acceso al GenBank, € pais de origen y su respectivo genotipo. Los asteriscos
indican fuentes distintas a las humanas: * cerdos, ** jabali y ** camelo. Una secuencia de HEV aviar se
incluyé como outgroup. Los valores de bootstrap se indican en los nodos mayores como porcentajes de los

datos obtenidos de 2000 réplicas.
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CAPITULO 1V

VIRUS DE HEPATITIS E EN HUMANOS

1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

En nuestro medio la hepatitis E es considerada poco comun y los aspectos clinico-
epidemiolégicos de la infeccion por HEV en Argentina son escasos. Existen estudios
seroldgicos realizados hace mas de 10 afios en la region metropolitana de Buenos Aires
que informan bajas tasas de prevalencia en banco de sangre, en poblacion pediatrica y
en pacientes HIV positivos. Ademas, se han diagnosticado casos clinicos en humanos

en la misma region. -

En Argentina no existen estudios de prevalencia en poblacién adulta sana y en la regiéon
central del pais no se han registrado datos de infeccion en humanos, tanto en poblacién

general como tampoco en grupos de riesgo.

La ausencia de un ensayo para la deteccién de anticuerpos anti-HEV, aprobados por
ANMAT en agosto de 2013, fue la causa, en parte, de la falta de datos de prevalencia y

el rol del HEV en la epidemiologia de las hepatitis agudas y crénicas.

Este estudio permitira recabar datos sobre la epidemiologia de la infeccion en seres
humanos inmunocompetentes e inmunocomprometidos, y sobre el papel del HEV como
agente causal de hepatitis agudas y /o cronicas en nuestro medio. Este trabajo
constituye ademas una herramienta de informacion para alertar a las autoridades

sanitarias sobre el estado de situacion de la circulacidon del HEV en la poblacién.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
¢ Detectar la presencia de anticuerpos IgM e IgG anti-HEV muestras de suero de
poblacion general de la zona central de Argentina.

¢ Detectar la presencia de anticuerpos IgM e IgG anti-HEV en individuos

inmunocomprometidos (dializados, trasplantados y pacientes infectados con HIV).

¢ Evaluar factores de riesgo asociados a la infeccion por HEV en las poblaciones

estudiadas.

+ Identificar casos de hepatitis E en humanos a partir del analisis de muestras clinicas

con diagnéstico de hepatitis aguda No A-No C
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¢ Detectar la presencia de RNA -HEV en muestras de suero de pacientes compatibles

con hepatitis aguda No A-No C y en pacientes inmunosuprimidos.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1.Muestras analizadas

3.1.1. Poblacién general

Se realizdé un estudio retrospectivo utilizando 433 muestras de suero proveniente de
individuos que asistieron a centros de salud de la ciudad de Cérdoba entre Septiembre
de 2009 y Septiembre de 2010. Las muestras fueron conservadas a -80°C hasta su
analisis.

Los individuos enrolados fueron clasificados en tres grupos de acuerdo a la edad (rango
entre 18-78 afios de edad): menores de 30 afios, entre 31-45 afios y mayores de 46
afios de edad. Asimismo, los participantes fueron catalogados en dos grupos de acuerdo
a su nivel socioecondmico (bajo y medio/alto) siguiendo una clasificacion propuesta por
la Municipalidad de Cérdoba basada en el nivel econémico, social y educativo de cada
personalsd Se marcé en un mapa de la ciudad de Cordoba la localizacién aproximada
de las muestras utilizando la informacion de los barrios de ddnde provenia cada

individuo participante (Figura 28).

Figura 28: Mapa de la ciudad de Cérdoba (31°23'51" S 64°10'57” O) donde se marcan con puntos negros
la localizacion aproximada de la toma de muestras de suero de poblacion general.
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3.1.2. Pacientes con diagndstico de hepatitis aguda

Para el desarrollo de este estudio se tomaron 318 muestras de suero provenientes de
adultos que asistieron a LACE Laboratorios con sospecha de hepatitis aguda de origen
viral entre Marzo-2014 y Enero-2015. Esos pacientes tenian la indicacion de analisis de
IgM anti-hepatitis A (IgM-HAV), antigeno de superficie del virus de hepatitis B (AgHBS)
e IgG anti-hepatitis C (IgG-HCV). Ademas se les determiné IgM anti- citomegalovirus
(IgM-CMV) e IgM anti-virus de Epstein-Barr (IgM-EBV). Por otro lado, a las mismas
muestras, se les realizaron anticuerpos antinucleares (ANA) (Biosystem®) para
descartar causas autoinmunes. A todas las muestras se les determiné
aspartatoaminotransferasa (AST), alaninoaminotransferasa (ALT), fosfatasa alcalina
(FAL), gamaglutamiltranspeptidasa (GGT) y bilirrubina directa, indirecta y total (BD, Bl y

BT) por métodos colorimétricos (Roche® Diagnostics).

Del total de las muestras analizadas, 92 resultaron negativas para los cinco marcadores
virales antes mencionados y el marcador de hepatitis autoinmune. Luego, a esas
mismas 92 muestras se les realizaron estudios de presencia de HEV. Todas las

muestras incluidas en este estudio fueron conservadas a -80°C hasta su analisis.

3.1.3. Pacientes HIV positivos

Se analizaron retrospectivamente 204 muestras de suero de pacientes HIV[+]
recolectadas en el afio 2010 en distintos centros de salud de la ciudad de Cérdoba. De
estas muestras, 68 provenian de pacientes que recibian terapia antiretroviral (TARV) en
una clinica privada y que fueron estudiadas previamentels, 96 fueron recolectadas en
otras diferentes clinicas privadas (58 de ellos bajo TARV) y 40 fueron recolectadas en
un hospital publico y correspondian a pacientes que habian concurrido por primera vez
a un control luego del diagnéstico de HIV[+] y no estaban bajo TARV. En el momento
de la extraccion de la muestra se recolectaron los datos clinicos y de laboratorio, que
incluyeron valores de transaminasas y recuentos de linfocitos T CD4[+], y ademas

resultados de ultrasonidos realizados al paciente.

3.1.4. Pacientes dializados y trasplantados

Se analizaron un total de 208 muestras de sangre recolectadas entre los afios 2014 y
2015 de pacientes de un centro de salud privado de la ciudad de Cdérdoba, 88 de ellos
sometidos a didlisis (82 con hemodialisis y 6 con dialisis peritoneal) y 120 receptores de
trasplantes de érganos solidos (106 de rifiéon y 14 de higado). Las muestras recolectadas

fueron conservadas a -80°C hasta su analisis.



Capitulo 1V: Virus de Hepatitis Een Humanos 54

En todos los sujetos se analizaron condiciones clinicas, datos de laboratorio (AST, ALT,
FAL, GGT, BD, BI, BT), habitos sociales y la presencia de riesgos potenciales de
infeccion con el HEV (consumo de carne de cerdo y/o pescado, acceso a agua potable,

historia de transfusiones y viajes).

3.2. Metodologias utilizadas

3.2.1. Deteccion de anticuerpos especificos anti-HEV

El andlisis seroldgico fue realizado con la técnica de ELISA Sandwich de 3ra generacion
para la deteccion de IgG e IgM especificos anti-HEV (Dia.Pro® -Milan, ltalia-) siguiendo
estrictamente las indicaciones del fabricante y utilizando un equipo automatizado de
ELISA. Los antigenos utilizados en las placas corresponden a determinantes
antigénicos conservados e imnunodominantes derivados de las regiones de ORF-2 y
ORF-3 de todos los genotipos. Los anticuerpos policlonales que reconocen los
anticuerpos especificos (IgG o IgM) presentes en las muestras se encuentran marcados

con la enzima peroxidasa de rabanito (HRP).

Los resultados fueron interpretados con el indice de reactividad (IR) de las muestras
calculado a partir de la relacion de absorbancias (densidad 6ptica) de la muestra (M) y
el cut-off o valor de corte (CO) (M/CO). El indice de reactividad indica las veces que el
valor de la absorbancia de la muestra supera el valor de la absorbancia del CO. El CO
se calculé de acuerdo a las instrucciones del fabricante y en base al valor de densidad
Optica del control negativo (CN) (IgM anti-HEV [CO=CN+0,250] e IgG anti-HEV
[CO=CN+0,50]). Las muestras con un IR menor de 0,9 fueron consideradas negativas,

entre 0,9 y 1,1 se consideraron equivocas y mayores a 1,1 se consideraron positivas.

El limite de deteccion del kit fue calculado sobre el reactivo de referencia internacional
para anticuerpos anti-HEV aportados por NIBSC/WHO con cédigo N°95/584 vy
corresponde a 10 Ul/mL. La especificidad diagndéstica (probabilidad del ensayo de
detectar negativos en ausencia del analito reactivo) es mayor o igual al 98% vy la
sensibilidad diagnostica (probabilidad del ensayo de detectar positivos en presencia del

analito reactivo) es mayor o igual al 98%.

3.2.2. Deteccion de RNA-HEV

El andlisis de la presencia de HEV en muestras de suero en seres humanos incluy6, al
igual que en las muestras ambientales y de cerdos, procesos de extracciéon de &cidos

nucleicos, retrotranscripcion, amplificacion de los cDNA mediante técnicas de Nested-
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PCR y corridas en geles de agarosa para la visualizacion de los productos de las PCR.
Todas las técnicas fueron realizadas bajo campana de seguridad biolégica, con limpieza

previa y esterilizacidon de la superficie de trabajo con luz ultravioleta.

Todas las metodologias utilizadas para el andlisis de las muestras humanas fueron las
mismas que se utilizaron para la busqueda de RNA-HEV en muestras hidricas y
porcinas utilizando como método extractivo el de columnas comerciales (Qiagen®)
siguiendo estrictamente las instrucciones del fabricante. Estas metodologias se
encuentran descriptas detalladamente en el Capitulo Ill: Virus de Hepatitis E en el

Medioambiente.

3.3. Andlisis estadistico

Los resultados fueron analizados utilizando los programas Infostat v201515]1, Microsoft

Office Excel v2013122y SPSS v17.0 statistical packagels.

En el andlisis de la poblacion general y casos con diagndstico de hepatitis aguda se
utilizaron porcentajes para expresar las prevalencias y se aplicé un test univariado (x2
o test exacto de Fisher) para evaluar las correlaciones entre los marcadores serolégicos
y los factores de riesgo. Se calcularon los intervalos de confianza del 95% (IC95%) y la
asociacion entre las variables se expresd con odds ratios (ODs). La significacion

estadistica se definié con un p<0.05.

En la poblacidon de pacientes HIV[+] se utilizaron test T y test exacto de Fisher para
comparar la variacion de prevalencias. Se consideraron significativos valores de p<0.05.
Se utilizd una regresion logistica para calcular los ODs de los LT-CD4[+] ajustados por
edad y x2 para analizar los valores de corte (cut off) de los LT-CD4[+]. Ademas, se
calcularon medias, medianas, intervalos de confianza del 95% (IC95%) y rangos

intercuartilicos (RIQ) de acuerdo a la homogeneidad de los datos.

Por dltimo, en la poblacion de pacientes dializados y trasplantados, las variables
continuas se expresaron con medias y desvios estandares (SD) o medianas y RIQ de
acuerdo a su homogeneidad. Las variables categéricas se expresaron como nimeros y
porcentajes. Se utilizaron test T independiente o x2 para analizar la asociacién entre los
factores de riesgo individuales y las IgG anti-HEV. Ademas, todas las variables que
fueron significativas en el andlisis univariado considerando un p<0.20, fueron
consideradas en un andlisis multivariado de regresion logistica para determinar los
factores de riesgo independientes para la IgG anti-HEV. Las asociaciones se presentan
como ORs con un IC95%. Un valor de p<0.05 fue considerado significativo en una

prueba de dos colas.
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3.4.Aspectos éticos de la investigacion en seres humanos

Todos los estudios incluidos en este trabajo fueron evaluados y aprobados por Comités
de Etica de Investigaciones en Salud: Oulton-Romagosa (RePIS 001), Cérdoba, -
Argentina, Universidad de Minnesota, Minnesota - Estados Unidos, Hospital Privado

(CIEIS HP 4-231/14), Cérdoba - Argentina.

4. RESULTADOS

4.1.Poblacion general

De las 433 muestras de suero analizadas, 19 resultaron positivas para IgG anti-HEV
(4,4% [IC95%: 2,5-6,3]). La Figura 29 muestra una fotografia de una placa de Elisa
finalizado de IgG anti-HEV y los porcentajes de cada grupo estudiado se detallan en la

Tabla 6.

Figura 29; Fotografia de una placa de Elisa luego
de terminado €l proceso de determinacion de IgG
anti-HEV. En los pocillos A1-D1 se muestran €
blanco, control negativo, control positivo bajo y
control positivo alto. Se observan muestras
positivas en los pocillos A2, D2, F3, C5, C9, G11,
D12, E12y G12

Se observé que la seroprevalencia aumenté con la edad (OR: 3,50; 1IC95%: 1,39-8,87;
p = 0,0065): la mayor prevalencia se observé en los individuos mayores de 46 afios
(8,1%) mientras que en los menores de 30 afios la prevalencia fue menor (0,7%).

Tabla 6: Porcentajes de individuos con anticuerpos 1gG anti-HEV positivos en suero clasificados por rango
etario y nivel socioeconémico

Edad (afios) N IgG anti- IgG anti-HEV+ IgG anti-HEV+ valor de p
HEV+, %(n) en nivel en nivel

socioeconémico socioecondémico

Medio/Alto Bajo

%(n) %(n)
<30 0,7 (1/149) 1,4 (171) 0 (0/78) NS*
31-45 4,4 (6/136) 0 (0/66) 8,6 (6/70) 0,0150
>46 8,1 (12/148) 6,8 (5/74) 9,5 (7/74) NS*
Total 4,4 (19/433) 2,8 (6/211) 5,9 (13/222) NS*

* Un valor de p> 0.05 fue considerado estadisticamente no significativo.
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No se observo diferencia significativa entre las prevalencias halladas en los grupos
segln sus caracteristicas socio-econdmicas. Sin embargo, si se observé diferencia
significativa en las prevalencias halladas entre ambos grupos respecto al grupo etario

de 31-45 afios (p=0,0150).

Los resultados de la presencia del HEV en poblacion general fueron publicados: First
detection of hepatitis E virus in Central Argentina: Environmental and serological survey.

Journal of Clinical Virology. 2014; 61(3)153 (Anexos).
4.2. Pacientes con diagndéstico de hepatitis aguda

De las 318 muestras estudiadas para los cinco marcadores virales (AgHBs, IgM-HAV,
IgG-HCV, IgM-EBV e IgM-CMV) y el marcador de hepatitis autoinmune (ANA),
resultaron positivas 81 para AgHBs (25,47% [81/318]), 4 para IgM-HAV (1,26% [4/318]),
33 para 1gG-HCV (10,38% [33/318]), 25 para IgM-EBV (7,86% [25/318]), 36 para IgM-
CMV (11,32% [36/318]), 47 para ANA (14,78% [47/318]). Del total de las muestras
analizadas, 92 (28,93% [92/318]) resultaron negativas para todos estos parametros. Los
resultados de los marcadores bioquimicos que expresan dafio hepético de las 318

muestras se encuentran expresados en la Tabla 7.

Tabla 7: Marcadores de dafio hepatico en las muestras con diagnostico de hepatitis aguda

Marcadores de dafio

hepético (unidades) Media aritmética IC95% Valores Normales*
AST (UI/L) a1 53-129 menor de 40 UI/L
ALT (UI/L) 82 43-121 menor de 40 Ul/mL
GGT (UIlL) 189 117-261 10-41 UI/L
FAL (UI/L) 375 287-463 40-190 UI/L

BD (mg/dL) 0,52 0,26-0,79 hasta 0,4 mg/dL
Bl (mg/dL) 0,66 0,28-1,05 hasta 0,6 mg/dL
BT (mg/dL) 1,14 0,52-1,77 hasta 1,0 mg/dL

AST: aspartatoaminotransferasa; ALT: alaninoaminotransferasa; GGT: gamaglutamiltranspeptidasa; FAL:
fosfatasa alcalina; BD: hilirrubina directa; Bl: bilirrubina indirecta; BT: bilirrubina total; UI/L: unidades
internacionales por litro; mg/dL: miligramos por decilitro. *; recomendados por la Federacion Internacional
de Quimica Clinica.

De las 92 muestras sin etiologia viral o autoinmune 4 resultaron positivas para IgM anti-
HEV (4,4% [4/92]) y 2 resultaron positivas para 1gG anti-HEV (2,2% [2/92]). Del total de
muestras con diagnéstico de hepatitis aguda, las que resultaron IgM anti-HEV positiva
representan el 1,26% (4/318). Ninguna de las 92 muestras resultd positiva para RNA-
HEV. Las muestras que no fueron positivas para ningdn marcador viral agudo o
autoinmune fueron desestimadas como hepatitis agudas de origen viral u autoinmune,

considerandose otros diagnésticos segun criterio médico.
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Por otro lado, al realizar una comparacién de los porcentajes obtenidos para IgG anti-
HEV en este grupo con la prevalencia obtenida en poblacién general (4,4% [19/433]) no

se observé diferencia estadisticamente significativa (p>0,05).
4.3. Pacientes HIV positivos

De los 204 sujetos HIV[+] estudiados, 15 tuvieron resultados positivos para IgG anti-
HEV en suero (7,37% [IC95% 3,74-10,96]). Al comparar estos resultados con los
obtenidos en poblacion general (4,4% [IC95% 2,5-6,3%], 19/433) no se observo
diferencia estadisticamente significativa (p=0,12). La media de edad en los pacientes
HEV positivos fue de 44,9 afios versus 39,7 afios en aquellos HEV negativos (p>0,05;
no significativo). Cuando se compararon los recuentos de linfocitos T CDA4[+]
(células/mm3) de los pacientes HIV[+] que presentaron IgG anti-HEV con los recuentos
de aquellos que resultaron IgG anti-HEV negativos, el grupo de pacientes HIV[+]lgG
anti-HEV[+] present6 menores recuentos de CD4 que aquellos con IgG anti-HEV[-] (234
células/mma3vs. 422 células/mm3; p=0,01). Basado en el analisis de regresion logistica
el coeficiente del recuento de CD4 fue significativo (Z=-2,44; p=0,01) con un OD menor
de 1:0,967 (IC95%: 0,942-0,994) para un aumento de CD4 de 10 veces, indicando que
aquellos individuos con menores recuentos de CD4 tienen mayor probabilidad de
infeccion por HEV (Figura 30). El mayor riesgo de seropositividad para HEV con
menores valores de CD4 continud siendo significativo después de realizar el ajuste por

edad (Z=-2,69; p=0,006; OR=0,969; 1C95%: 0,943-0,995).

Figura 30 Probabilidad  estimada  de
seropositividad de HEV de acuerdo al recuento de
CD4[+] (linea continua) con su intervalo de
confianza del 95% (lineas punteadas).

Cuando se compararon los pacientes con inmunosupresion severa, definida por un
recuento de CD4 <200 células/mm3, con aquellos cuyos recuentos eran >200
células/mm3, se encontré que la seropositividad de I1gG anti-HEV fue del 16% (IC95%:
5,48-26,5%) versus 4,5% (IC95%: 1,22-7,87), respectivamente (p=0,012). La edad

media para ambos grupos (seropositivos y seronegativos) fue similar: 39 afios para los
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HEV seropositivos (RIQ 35-41) y 38 afios (RIQ 31-46) para aquellos HEV seronegativos
(Tabla 8). No se encontraron diferencias significativas entre aquellos pacientes con

TARV comparados con aquellos sin TARV (8,4% versus 6,4%, p>0,05).

Tabla 8 Seroprevalencia de 1gG anti-HEV de acuerdo a los valores de LT-CDA4[+] informados en cada
paciente.

Cohorte IgG anti-HEV positivos OR de CD4 val
alor
porincremento de 10

. de p&
Total N* n# Prevalencia, I1C95% (%) veces 1C95%

204 15 7,35 (3,74-11,96) 0,967 (0,942-0,994) 0,006
OR para CD4
" ) Valor
Total N* n Prevalencia, 1C95% (%) <200 VS >200 /mm3
de p&
IC95%
CD4 < 200
3 50 8 16,00 (5,48-26,52) 4,00 (1,37-11,67) 0,012
células/mm3
CD4 > 200 )
147 7 4,55 (1,22-7,87) 1 (referencia)

células/mm3

*nimero de muestras estudiadas totales; #nlimero de muestras positivas para IgG-HEV; probabilidad
expresada en logaritmo en base 10

Cinco sujetos que fueron positivos para IgG anti-HEV fueron también positivos para IgM
anti-HEV, sugiriendo infeccién aguda o reciente. En aquellos individuos positivos para
IgG anti-HEV de los cuales contdbamos con informacién clinica (n=4), las enzimas
hepaticas eran normales, no presentaron sintomas gastrointestinales y no mostraban
evidencia clinica de hepatitis crénica, pero todos presentaban anormalidades en el
higado en el estudio con ultrasonido, tales como aumento de tamafio del higado (n=3)

0 aumento de la ecogenicidad (n=3).

Por otro lado, RNA-HEV resultd positivo en una de las 204 muestras de los pacientes
HIV[+] pero no pudo ser secuenciado, probablemente debido a una baja carga viral, ya
gue la banda obtenida por RT-Nested-PCR fue muy débil (Figura 31). Esta muestra
pertenecia a un sujeto con sintomas de nauseas, vomitos y diarrea, severamente

inmunosuprimido (recuento de CD4 = 29 células/mm3 y sin TARV.
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Figura 31: Gel de agarosa que muestra los
fragmentos parciales de ORF-2 de muestras de
pacientes HIV[+]. En la calle 10 se observa una
muestra débil positiva. En la calle 1 se observa €
marcador de peso molecular (100 bp), en la 2 €
blanco de reactivos y en las calles 6 y 12 controles
positivos.

Los resultados expuestos fueron publicados: Increased Hepatitis E Virus
Seroprevalence Correlates with Lower CD4 + Cell Counts in HIV-Infected Persons in

Argentina. PLoS One. 2016;11(7)107 (Anexos).
4.4. Pacientes dializados y trasplantados

De los 88 pacientes en didlisis crdnica evaluados, la proporcién de hombres y mujeres
fue de 2,4/1 con una media de edad de 60 afios (SD=15,57; rango 23-88 afios). De los
120 receptores de trasplante de 6rganos sdlidos estudiados, la relacion hombre/mujer

fue de 1,5/1, con una media de edad de 50 afios (SD=15,62; rango 18-77 afios).

Se observo una seropositividad de I1gG anti-HEV en 9 de los 88 pacientes dializados
(10,2%). La media de la edad de los pacientes que resultaron positivos fue de 59 afios
(sD=14,6; rango 36-75 afios) y la relacion hombre/mujer fue de 2,3/1. Dentro de este
mismo grupo, resultaron positivos 9,7% (8/82) de los pacientes hemodializados y 16,7%
(1/6) de los pacientes con dialisis peritoneal. Respecto al grupo de receptores de
organos solidos, 7 de los 120 resultaron positivos para IgG anti-HEV (5,83%), dentro de
los cuales 6 fueron trasplantados renales (5,7%) y 1 hepatico (7,1%) (Tabla 9). La edad
media dentro de este grupo de pacientes positivos fue de 61 afios (SD=17,0; rango 42-

77 afios) y la relacion hombre/mujer fue de 1,5/1.

Se hallé diferencia estadisticamente significativa entre la seroprevalencia hallada en los
pacientes dializados respecto a la seroprevalencia del grupo control previamente
estudiado (10,22% vs 4,4%: OR = 2,48, 1C95%: 1,08-5,67; p=0.031) (Tabla 9). Sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas entre la seroprevalencia de 1gG
anti-HEV hallada en pacientes trasplantados respecto del grupo control (5,8% vs. 4,4%;
p>0,05), ni entre pacientes trasplantados renales y hepaticos (5,7% vs. 7,1%; p>0,05)
(Tabla 9). Tampoco hubo diferencias significativas entre pacientes trasplantados y

dializados (5,8% vs. 10,2%; p>0,05) (Tabla 9).
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Tabla 9 Comparacion de seroprevalencia de 1gG anti-HEV en pacientes dializados y trasplantados vs grupo
control (poblacion general).

gG anti-HEV OR 95% Cl Valor p
% (n)

Grupo control 433 4,4 (19/433) 1 (referencia)

Dializados 88 10,2 (9/88) 2,48 1,08-5,67 0,031
Hemodialisis 82 9,7 (8/82) 2,36 0,99-5,58 0,052*
Dialisis Peritoneal 6 16,7 (1/6) 4,36 0,48-39,16 0,19*

Trasplantados 120 5,8 (7/120) 1,35 0,55-3,29 0,66*
Rifion - TR 106 5,7 (6/106) 131 0,51-3,36 0,56*
Higado - TH 14 7,1 (1/14) 1,68 0,21-13,49 0,62*

* Un valor de p> 0.05 fue considerado estadisticamente no significativo.

De los 8 pacientes sometidos a hemodialisis IgG anti-HEV [+], 5 (62,5%) resultaron IgM
anti-HEV[+]. No se demostrd presencia de IgM anti-HEV en los pacientes trasplantados.
Ninguno de los pacientes seropositivos mostré sintomas clinicos de hepatitis aguda o
crénica. Finalmente, ninguno de los 202 pacientes estudiados resulté positivo para RNA-

HEV.

No se hallo diferencia significativa en la seroprevalencia de HEV en ambos grupos
estudiados en relacion al género y edad. Entre todas las variables evaluadas mediante
el andlisis univariado, so6lo el consumo de pescado y la ausencia de viajes al exterior
resultaron estadisticamente asociados con la seropositividad de IgG anti-HEV (p<0,05
en cada variable). Llamativamente, el consumo de carne de cerdo o chacinados no se

correlacionaron con la seropositividad del HEV (Tabla 10).

Debido a la dependencia estructural entre covariables se ensayaron modelos de
regresion logistica multiples para poder obtener los estimados de los riesgos ajustados.
Este andlisis multivariado mostré que la mayor frecuencia de consumo de pescado (mas
de una vez a la semana) fue la Unica variable asociada estadisticamente con la infeccién

con el HEV (OR 9,33; IC95%: 2,07-42,2) (Tabla 11).

Los resultados de la presencia del HEV en muestras de pacientes dializados y con
trasplante de drganos solidos fueron publicados: Hepatitis E virus infection among
patients on dialysis and solid organ transplant recipients in Argentina: exploring
associated risk factors. Archives of Virology. 2016 DOI 10.1007/s00705-016-3171-6

(Anexos).
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Tabla 10: Andlisis univariado de los factores asociados con la seroprevalencia de 1gG anti-HEV
Variable IgG anti-HEV+ IgG anti-HEV-
Valorp
n (%) (N=16) n (%) (N= 192)

Edad (afios) 57,3 (SD 15,5) 52,9 (SD 15,9) 0,31

Género, masculino* 9 (56,3%) 103 (52,0%) 0,75

Comorbilidades*

Hemodialisis 8 (9,7%) 74 (90,2%) 0,32

Didlisis Peritoneal 1 (16,7%) 5 (83,3%) 0,94

Trasplante hepatico 1(7,1%) 13 (92,9%) 0,64

Trasplante renal 6 (5,7%) 100 (94,3%) 0,46
Grupo de comorbilidades

Didlisis 9 (10,2%) 79 (89,8%) 0,20

Trasplante 7 (5,83%) 113 (94,2%) 0,24

Transfusion de sangre* 10/16 (62,5%) 109/156 (69,9%) 0,54

Habitos alimentarios*

Carne de cerdo 12/16 (75%) 106/159 (66,7%) 0,59
<l/semana 7/7 (100%) 110/115 (95,7%) 0,67
>1/semana 0/7 (0%) 5/115 (4,3%) 0,67

Chacinados 10/16 (62,5%) 104/159 (65,4%) 0,81
<l/semana 6/7 (85,7%) 99/115 (86,1%) 0,98
>1/semana 17 (14,3%) 16/115 (13,9%) 0,98

Pescado 13/16 (81,3%) 121/159 (76,1%) 0,77
<l/semana 4/8 (50%) 113/125 (90,4%) 0,004
>1/semana 4/8 (50%) 12/125 (9,6%) 0,004

Agua de la canilla 10/15 (66,7%) 94/156 (60,3%) 0,63

Agua mineral 8/16 (50%) 79/156 (50,6%) 0,96

Alcohol 3/16 (18,8%) 55/159 (34,6%) 0,27
<l/semana 2/2 (100%) 58/71 (81,7%) 0,79
>1/semana 0/2 (0%) 13/71 (18,3%) 0,79

Café 13/16 (81,3%) 106/158 (67,1%) 0,39
<l/semana 4/8 (50%) 45/115 (39,1%) 0,81
>1/semana 4/8 (50%) 70/115 (60,1%) 0,81

Residencia*

Ciudad de Coérdoba (urbano) 12/16 (75%) 90/159 (56,6%) 0,19

Periferia de Cérdoba (no urbano) 4/16 (25%) 41/159 (25,8%) 0,94

Otras provincias 0/16 (0%) 28/159 (17,6%) 0,08

Viajes al exterior*

Si 4/14 (28,6%) 52/84 (61,9) 0,04

Nunca 10/14 (71,4%) 32/84 (38,1%) 0,04

* Solo los datos provenientes de individuos con estos factores fueron incluidos en €l andlisis.

Tabla 11: Analisis multivariado de los factores independientes asociados con la seroprevalencia de IgG anti-

HEV.
Variable OR (IC95%) OR ajustado (95% CI) Valor de p
Consumo de pescado >1/semana 9,42 (2,08-42.6) 9,33 (2,07-42.2) 0,04
Nunca haber viajado al exterior 4,06 (1.18-14.04) - NS*

* Un valor de p>0.05 fue considerado estadisticamente no significativo.
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CAPITULO V
NUEVA CLASIFICACION DE SUBTIPOS DEL VIRUS DE

HEPATITIS E

1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La clasificacién original del HEV propuesta por Luy col. (2006)24 diferenciaba genotipos
y subtipos de acuerdo al porcentaje de divergencia de las secuencias nucleotidicas pero
se utilizaban para el analisis fragmentos parciales de los extremos 5’y 3' del ORF-1 y
ORF-2, que variaban entre 287 y 450 nt. De esta manera, clasificaron al HEV en 4
genotipos y 24 subtipos: 1a, 1b, 1c, 1d, le, 2a, 2b, 3a, 3b, 3c, 3d, 3e, 3f, 3g, 3h, 3i, 3j,
4a, 4b, 4c, 4d, 4e, 4f y 4g. Esta clasificacion fue la que se utilizé al inicio de nuestros
estudios en el que publicamos la presencia de HEV en muestras ambientales1s3 (Ver

Capitulo 1)

Posteriormente, Smith y col.(2014 y 2016)43L propusieron utilizar el mismo criterio de Lu
y col (2006) de andlisis de divergencia nucleotidica pero utilizando secuencias de
genomas completos con mas de 7000 nt e incluyendo en los andlisis mayor cantidad de
secuencias publicadas en GenBank, las que aumentaron de manera logaritmica en los
ultimos afios. De esta manera se clasifico al HEV en 7 genotipos4y 31 subtipos3Ll: 1a,
1b, 1c, 1d, 1e, 1f, 2a, 2b, 3a, 3b, 3c, 3d, 3e, 3f, 3g, 3h, 3i, 3j, 3ra, 4a, 4b, 4c, 4d, 4e, 4f,
4q, 4h, 4i, 5a, 6a y 7a. Ademas, debido al patron complejo con multiples jerarquias de
similitud genética que muestran las secuencias dentro del gt3, los mismos autores
sugirieron la conformacién de dos clados en el gt3: “3abchij” que agrupa a los subtipos

3a, 3b, 3c, 3h, 3iy 3jy “3efg” que incluye los subtipos 3e, 3fy 3g.

Asimismo, recomiendan y proporcionan un listado de secuencias de referencia que
deberian ser usadas por los investigadores en lateméatica para lograr un mejor consenso
en la clasificacién de subtipos del HEV que permita comparar los resultados hallados en

todas partes del mundo3L

Esta nueva informacion relacionada con la clasificacion del HEV merece el planteo de
un re-analisis de las secuencias previamente analizadas segun Lu y col. (2006)24,
sumando nuevas secuencias amplificadas en las Ultimas etapas del estudio, lo que
permitira corroborar lo propuesto por Smith y col.3l, aportar datos para la nueva

propuesta de subtipificacién y abordar estudios de evolucion viral.
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2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
¢ Realizar el andlisis filogenético de las secuencias halladas en muestras ambientales
y porcinas utilizando las secuencias de referencia propuestas por Smith y col. (2016).

¢ Re-clasificar las secuencias halladas en muestras ambientales y porcinas respetando

la nueva propuesta de subtipificacion de Smith y col. (20186).

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Secuencias analizadas
Se utilizaron las secuencias del HEV halladas en muestras ambientales y porcinas
pertenecientes a fragmentos parciales del ORF-2:
¢ AmbSCbaArg01: liquido residual (Septiembre 2010)
[GenBank: KF751218]
¢ AmbRCbaArg02: rio Suquia (Primavera 2010)
[GenBank: KF751219]
¢ AmbSCbaArg03: liquido residual (Marzo 2011)
[GenBank: KF751220]
¢ AmbSChbaArg04: liquido residual (Abril 2007)
[GenBank: KF751221]
¢ AgoP3CbaArg2013: embalse San Roque (Club de Pescadores - Agosto 2013)
[GenBank: KX812464]
¢ SW CbaArg-2-113: cerdo macho (Noviembre 2005)
[GenBank: KX812460]
¢ SW CbaArg-3-113: cerda hembra (Noviembre 2005)
[GenBank: KX812461]
¢ SW CbhaArg-4-113: cerda hembra (Enero 2006)

[GenBank: KX812462].
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3.2.Andlisis filogenético

Se realizé un anélisis filogenético con el programa MEGA 5.05 usando los métodos de
Neighbour-Joining y Maximum Likelihood previo alineamiento de fragmentos de 235 nt
de la regibn ORF-2 de las secuencias obtenidas en este estudio y secuencias de
referencia propuestas por Smith y col. (2016)3L (Tabla 12). Ademas se utilizaron otras
secuencias del GenBank provenientes de aislamientos de HEV en humanos y animales

en distintas partes del mundo.

4. RESULTADOS

El arbol filogenético mostré que todas las secuencias de HEV halladas en este estudio
agruparon en el clado 3abchij, coincidiendo con la designacion del subtipo previamente

reportado por nuestro grupo.

Las secuencias AmbRCbaArg02, AmbSCbaArg04 y AgoP3CbaArg2013, agrupan junto
a las tres muestras porcinas (SW CbaArg-2-113; SW CbaArg-3-113 y SW CbaArg-4-
113) con un alto porcentaje de boostrap pero alejadas de las muestras de liquidos

residuales AmbSCbaArg03 y AmbSCbaArg01.
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Tabla 120 Secuencias de referencia de subtipos de HEV segin Smith y cal. (2016)3

Genotipo  Subtipo*

1 la
1b
1c
1d
le
1f

2 2a
2b

3 3a
3b
3c
3d
3e
3f
39
3h
3i
3

N oo &
NJOQIRAREELABEEAEROOXWOWWWOWW
® O D SQ =0 O T Ry

Nro acceso Cepa
GenBank
M73218 Burma
D11092 HPECG
X98292 i1
AY230202 Morocco
AY204877 T3
JF443721 IND-HEV-AVH5-2010
M74506 ML
AF082843 Meng
AP003430 JRA1
FJ705359 wbGER27
AB248521 swJ8-5
AB369687 E116-YKH98C
AF455784 Osh 205
JQ013794 TR19
FJ998008 BB02
AY115488 Arkell
AB290312 swMNO06-A1288
JQ953664 FR-SHEV3c-like
AB369689 E088-STM04C
AB290313 swMNO06-C1056
EU360977 swX07-E1
KJ873911 FR R
EU723513 SW627
FJ906895 GDC9
KJ013415 CHN-BJ-r14(9)
JQO013791 W1-11
AB197673 JKO-ChiSai98C
DQ279091 swDQ
AB074915 JAK-Sai
AJ272108 T1
AY723745 IND-SW-00-01
AB220974 HE-JA2
AB108537 CCC220
GU119961 CHN-XJ-SW13
DQ450072 swCH31
AB369688 E087-SAP04C
AB573435 JBOAR135-Shiz09
AB602441 wbJOY 06
AB856243 wbJNN 13
KJ496143 178C
KJ496144 180C

Secuencias de Referencias
Subgendémicas/Comentarios

AF173231, AF173232, AY903950
(ORF2)#

AF296165-AF296167 (ORF2)#

Aislado de un pool de muestras

Mayormente de raton
De conejo - divergente del clado 3ra
De conejo - divergente del clado 3ra

Proveniente de jabali
Proveniente de jabali
Proveniente de jabali
Proveniente de camello
Proveniente de camello

Se destacan en negrita las secuencias de referencia no asignadas por Lu y col. (2006). *Subtipos no
asignados: se denotan por €l genotipo y sin una designacion subtipo. # Subtipos 3d y 2b se definen de Lu
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CAPITULO VI

DISCUSION

El virus de hepatitis E es un agente subestimado en nuestra regién. Varias causas son
responsables de este hecho, una de ellas radica en que en nuestro medio la mayoria de
las infecciones parecen ser asintomaticas, por lo que su papel como agente causal de
hepatitis aguda es minimizado. Ademas, como recientemente se lo ha considerado a
nivel mundial como un agente emergente, la generacién de conocimientos ha tomado
escalas logaritmicas y la informacién de aspectos asociados a la cronicidad en
inmunosuprimidos es muy reciente, se esta incrementando dia a dia pero aun es
desconocida para muchos. Esto sumado a que las metodologias diagnésticas no se
encuentran globalmente distribuidasi15/, no existe un conocimiento extendido sobre los
aspectos que rodean a la infeccion, ni el alcance clinico - epidemiolégico y menos aun
las caracteristicas de su circulacién, que segun se reporta en otras partes del mundo,
son amplias y diversas. Mucho se desconoce sobre su papel zoonético y sus reservorios
en el ambiente. En este contexto, es necesario ahondar en el conocimiento de este virus
en regiones donde éste es escaso 0 ausente y aunque en Argentina existen algunos
reportes valiosos, algunos son antiguos y se confinan especialmente a la region
metropolitana de Buenos Aires. En la regién central de Argentina no existia, hasta este

estudio, ninguna informacién sobre su circulacion.

1. METODOS DE DETECCION DE HEV

Actualmente no existen técnicas consensos para la deteccion, diagndstico y analisis
filogenético del HEV31158. Se utilizan una variedad de técnicas de PCR, cualitativas y
cuantitativas, que amplifican genomas completos o fragmentos parciales del ORF-1,
ORF-2, u ORF-2/ORF3, una region superpuesta de ambos fragmentos. Desde el punto
de vista serolégico, no difiere mucho la situacion. Existen disponibles en el mercado
internacional una multitud de equipos de ELISAS que determinan anticuerpos de tipo
IgM, 1gG o ambos y que son de marcas comerciales que reportan sensibilidades y

especificidades variables118

En Argentina, el panorama refleja lo que ocurre internacionalmente, sumado a que el
HEV es poco considerado como agente causal de hepatitis, no existiendo muchos
estudios que alerten sobre su circulacion en el pais. Por otro lado, la Administracion

Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologias Médicas (A.N.M.A.T) aprobd no
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hace mucho tiempo, a finales del 2013, el uso diagndstico de un solo equipo comercial
de ELISA (s6lo una marca) para la determinacion de anticuerpos frente al virus, por lo

gue la eleccién es bastante limitada.

Al inicio de este estudio, se ensayaron distintas técnicas de extraccién comerciales
(Invitrogen®, Axygen® y Qiagen®) e in-house (fenol-cloroformo y Trizol®). Al comparar
las eficiencias de las mismas se decidid que las técnicas mas adecuadas para utilizar
con las muestras del estudio eran, dentro de las comerciales, las de Invitrogen® y
Qiagen® y, dentro de las técnicas in-house, la de fenol-cloroformo. Las tres técnicas
extractivas presentaron una sensibilidad comparable y por lo tanto las tres fueron

utilizadas de acuerdo a la disponibilidad en el laboratorio.

Asimismo, se decidié implementar metodologias descriptas previamente por Wang y col.
1999147y Huang y col. 200264 que amplifican fragmentos parciales del ORF-1 (418 bp)
y del ORF-2 (348 bp), respectivamente. Se modificaron estos protocolos originales
disminuyendo proporcionalmente algunos reactivos para lograr una optimizacion del uso
de los mismos en el laboratorio. Se comprob6 que estas modificaciones no alteraron la
sensibilidad y por lo tanto los analisis de las muestras se llevaron a cabo respetando

estos cambios.

Por otro lado, se conoce que el uso de las regiones gendémicas ORF-1 y ORF-2 para la
deteccion de HEV es controvertido. Muchos autores sefialan a la region ORF-1 como la
adecuada para su deteccion1® pero muchos otros la descartan, sefialando a la regién
ORF-2 como la regién de eleccién para su deteccionl8. En este estudio, inicialmente,
se procesaron las muestras utilizando los dos protocolos en paralelo pero luego de
ensayadas varias de las muestras de ambiente y notando que no todas las muestras
positivas para ORF-2 resultaban positivas para ORF-1 se decidié utilizar como técnica
de screening la RT-Nested PCR que amplifica el fragmento parcial de ORF-2 y en

aquellas muestras positivas para este fragmento amplificar ORF-1.

Esto coincidio posteriormente con reportes de los Ultimos afios en los que se mostré que
ORF-2 parece ser la region de eleccion para estudios de vigilancia ambiental de HEV 161
Coincidentemente Munné y col. (2014)30, al analizar muestras clinicas en Argentina,
reportaron la misma sensibilidad en la técnica cuando amplificaba un fragmento parcial
de ORF-2 y/ 0 de ORF-2/ORF-3, siendo mayor que cuando amplificaron la region ORF-
1. Sumado a lo expuesto esta region ORF-2 tiene la ventaja adicional de ser la region

genomica de eleccién para la genotipificacién160-164.

Respecto a la deteccion serolégica, internacionalmente existen muchas marcas

comerciales que producen equipos para la detecciéon de inmunoglobulinas especificas
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anti-HEV (Adaltis -ltalia-, DSI -Rusia-, DRG -Alemania-, Mikrogen -Alemania-, Wantai -
China-, Euroimmun -Alemania- y MP Diagnostics -Singapur- y Dia.Pro -ltalia-) pero
difieren en sensibilidad y especificidad y por lo tanto se dificultan los analisis
comparativos entre estudios de diferentes areas y afios, por la constante actualizacién
de las versiones de los mismos kits19118165. En Argentina, la Uanica marca comercial que
esta disponible en el mercado luego de la aprobacion de la A.N.M.A.T., es Dia.Pro (Milan
-ltalia-) y por lo tanto el estudio fue realizado utilizando estos kits diagnostico. Tiempo
después, Pas y col. (2013)16 reportaron una comparacion de kits de distintas marcas
comerciales, que incluyeron a Dia.Pro y otras siete marcas mas (Adaltis -Italia-, DSI -
Rusia-, DRG -Alemania-, Mikrogen -Alemania-, Wantai -China-, Euroimmun -Alemania-
y MP Diagnostics -Singapur-)165 concluyendo que Dia.Pro resultd eficiente para
diagnosticar la infeccion por HEV-3 en un entorno clinico, con rangos de sensibilidad
entre 52-79% y especificidad de 84-99%. Avellon y col. (2015)118 sefialaron a Dia.Pro,
en su formato de deteccion de IgM anti-HEV, como segundo dentro del grupo de los
mas sensibles (junto a Euroimmun y MP Diagnostics) detrds de DSI, Mikrogen y All Diag.
En dicho estudio se reportdé una sensibilidad de 79% y una especificidad del 90% para
el kit de IgM anti-HEV de Dia.Pro, frente a intervalos de 65-97% y 74-100%
respectivamente para el grupo de kits estudiados (Wantai, Adaltis, Dia.pro, MP
Diagnostics, DSI, Mikrogen recomWell)118 En cuanto al formato 1gG anti-HEV, el kit de
Dia.Pro present6 la mejor sensibilidad, con 77,5%, en un intervalo entre 57,5y 77,5%,

aunque las diferencias entre los kits comerciales no resultaron significativas (p>0,05)118

La implementacién de técnicas de biologia molecular in-house, no disponibles en la
region hasta este estudio, y la incorporaciéon de equipos de deteccion serolégica resultan
en un importante aporte que comienza permitiendo el acceso al conocimiento del virus
en la regioén, y brinda al ambito de la salud publica y privada, herramientas para el

diagnéstico local de un virus considerado emergente a nivel mundial.

2. HEV EN EL MEDIOAMBIENTE

En el mundo, la deteccién de virus en el medioambiente y en muestras de agua potable
estd comenzando a ser una opcion estratégica importante para prevenir brotes de
infecciones con virus de transmision hidrica. En este sentido, la vigilancia ambiental es
una herramienta adicional para determinar la epidemiologia de los virus que circulan en
una comunidad por lo que el monitoreo de los virus entéricos en liquidos residuales se
transforma en una herramienta muy Uutil para conocer su circulacion en una
poblacion16167. Cuando analizamos una muestra de liquidos residuales, estamos

analizando una muestra representativa de esa comunidad ya que incluye los casos
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sintomaticos que asisten a centros asistenciales pero también aquellos casos
asintomaticos que no llegan a la consulta médica. Asimismo, estudios anteriores en
nuestra regién han demostrado una correlacidn entre el patron genético viral detectado
en las aguas residuales y el hallado en los casos clinicos analizados en el mismo periodo
para estudios de rotavirus, por lo que se esperaria un comportamiento similar para el
resto de los virus que comparten la misma via de transmision188 De igual manera, dos
estudios reportaron por un lado la presencia y caracterizacion genética de norovirus y
por otro la vigilancia de excrecion de virus polio vacunal en la regidn, mediante su
estudio en matrices residuales 14616. En el presente estudio ésta herramienta permitid
describir por primera vez en Sudameérica la presencia de HEV en matrices hidricas
recreacionales. El hallazgo de HEV en aguas residuales demostré la excrecion y

circulacion local, histérica y actual, del virus en la poblacion.

Los liquidos residuales actian como una importante fuente de diseminacion de
microorganismos patdgenos en el ambiente y esta situacidn se agrava en aquellas
poblaciones donde los sistemas higiénicos-sanitarios son deficientes. La planta de
tratamiento de liquidos residuales de la ciudad de Cdrdoba se encuentra en el curso del
rio Suquia y en la actualidad, si bien el tratamiento juega un rol preponderante en la
reduccion de microorganismos, la deteccidon viral en los efluentes tratados no esta
reglamentada, planteando un nuevo desafio en el tratamiento cloacal y la desinfeccion.
En este sentido, el rio Suquia ha sido previamente reportado como una fuente hidrica
de transmision de virus entéricos tales como HAV y Norovirus1®170. En este contexto,
la deteccion del HEV en aguas del rio Suquia muestra que dicho curso de agua forma
parte de su historia natural de circulacién y podria constituir un potencial riesgo para los

individuos susceptibles expuestos.

El rio Suquia recorre la totalidad del paisaje de la ciudad de Cérdoba y es un recurso
hidrico recreacional muy importante para un gran ndmero de individuos. Asimismo, el
embalse San Roque, donde también se detecté genoma del HEV, es utilizado como
fuente de agua de bebida y con fines recreativos en la ciudad de Cdordoba y alrededores.
Esto muestra el riesgo que conlleva para la salud y la importancia del monitoreo de virus
entéricos en los cuerpos y cursos de agua recreativos. Recientemente, Prez y col.
(2015)171 realizaron el primer estudio en Argentina de evaluacién cuantitativa del riesgo
microbiano (QMRA, por sus siglas en inglés) en los rios Suquia y Xanaes, demostrando
gue existe un alto riesgo de infeccion por rotavirus en el rio Suquia y un riesgo
significativamente menor de infeccidén en el rio Xanaes, pero que resulta igual un riesgo

para la salud publica.
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La magnitud del problema es tal que la carga de morbilidad mundial por diarrea y
hepatitis virales esta asociada en un 94% a factores de riesgo ambientales tales como

consumo de agua no potable y saneamiento e higiene insuficientes172

En las muestras analizadas para HEV, tanto en el rio Suquia como en el embalse San
Roque, en el marco de otros estudios realizados por el Instituto de Virologia Dr. J. M.
Vanellal43145 no solo se detectd simultaneamente HAV en varios de los puntos en los
que se detecté HEV sino que también se detectaron virus productores de gastroenteritis
como: rotavirus, norovirus, astrovirus, poliomavirus BK y JC, picobirnavirus y
enterovirus viables en todos los puntos de muestreo y durante todo el afio, indicando

gue los cursos y fuentes de agua constituyen un reservorio de agentes virales143145

Es importante mencionar en este punto que en Cérdoba las reglamentaciones vigentes
para el control de aguas y vertidos de efluentes a cursos y cuerpos de agua, incluyen
como parametros de aptitud microbiolégica la medicion de bacterias coliformes totales
y termotolerantes (Decreto 847/16)173 y no se incluyen indicadores virales. Ademas
actualmente no hay consenso a nivel internacional respecto a los valores limites de
deteccion de los indicadores bacterianos en aguas recreacionales que permita
establecer niveles guia para asegurar la salud humana. En Argentina no se dispone de
estudios epidemiolégicos locales que estimen valores de estos indicadores bacterianos
en relacién al riesgo de enfermedad por exposicién a las aguas por lo que se ha
adoptado los niveles guia recomendados por la Agencia de Proteccion del Ambiente
(EPA) de los Estados Unidos de Américaldd En este contexto, en nuestro pais se
encuentran establecidos los niveles maximos de recuentos bacterianos pero no se
especifican indicadores virales de contaminacion fecal. Esto hace que un curso o cuerpo
de agua pueda ser considerado apto para su uso recreativo porque posee niveles
aceptables de contenido bacteriano, pero esto, no necesariamente se correlaciona con

el contenido viral de dicho curso.

Existen escasos estudios sobre vigilancia ambiental a nivel mundial que reporten el virus
HEV en aguas residuales y superficiales. Un estudio realizado en el Sur de India, zona
endémica de HEV, demostrd la presencia del virus en el 55% de las muestras de aguas
residuales analizadas en los afios 2009-2010, los cuales estuvieron intimamente
relacionadas a los casos esporadicos detectados en el mismo periodol74 En Suiza, se
reportd 32,2% de positividad de HEV en liquidos estudiados al ingreso de 32 plantas de
tratamiento17s Sin embargo, otro estudio realizado en Delhi reporto la presencia de HEV
con una frecuencia mucho menor, de 4,5% muy similar a la reportada en el presente
estudiol7/6. En Tanez, un estudio reportd un 2% de positividad de las muestras con

HEV177. En ltalia, el virus fue detectado en 25% de los efluentes no tratados y en 25%
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de las muestras de aguas superficiales estudiadas1/B Recientemente, en una pequefia
isla en Francia ocurrié un brote de hepatitis E, en este contexto, se evalué la asociacion
entre el numero de los casos de hepatitis E en la comunidad con la concentracion de
virus detectados en los liquidos residuales, determinando que el virus se volvia
detectable si entre el 1-4% de los infectados se encontraba conectado al sistema de
drenaje sanitario; esto implicaba que muy poca cantidad de virus era necesaria para

contaminar dichos liquidos residuales17.

En América del Sur, si bien existen gran variedad de reportes previos de la circulacion
de HEV en humanos y animales19 este es el primer reporte de circulacion de HEV en
matrices hidricas ambientales mostrando que el virus circula en nuestra poblacion al
menos desde hace 10 afios, considerando que una de las muestras de aguas residuales

HEV[+] correspondié al afio 2007 .

El andlisis filogenético de los fragmentos parciales de la regidon del ORF-2 secuenciados
muestra la circulacion en el ambiente de HEV-3, subtipos 3a, 3b y 3c, o subtipos
pertenecientes al clado “3abchij” segun la nueva clasificacion propuesta por Smith y col.
(2016)3L Las secuencias de los fragmentos parciales de la region del ORF-1 no se
pudieron obtener en todas las muestras, posiblemente debido a una falta de
sensibilidad, relacionado al bajo nUmero de particulas virales presentes en las muestras
de agua. La deteccion del subtipo 3a y 3b coincide con los subtipos previamente
descriptos en muestras clinicas de pacientes en Argentina26. El subtipo 3c no habia sido

descripto previamente en nuestra region.

Llamativamente, las dos secuencias de 2010 (de rio y liquidos residuales) no agruparon
juntas, lo que podria indicar la circulacién simultdnea de mas de un linaje el mismo afio.
Mas aun, el estrecho agrupamiento de las secuencias de liquido residual de 2007 con
aquellas del rio de 2010 y del embalse de 2013, podria poner en evidencia la circulacién
persistente de una misma cepa a través de los afios proponiendo al medioambiente

hidrico como un posible reservorio del HEV.

3. HEV EN CERDOS

En Latinoamérica se ha reportado la deteccion de IgG anti-HEV en cerdos en
Argentina29, Bolivial8, Brasil181-183 Chilel84, Costa Rical®y Méjico lo que marca la
circulacién del virus en piaras locales pero existen pocos estudios que reporten la
presencia de ,y estos muestran una amplia variabilidad en los porcentajes de positividad
(entre 4 y 98%)21,185. En Argentina, los estudios que determinaron RNA-HEV hallaron
prevalencias del 96% (n=54) en Buenos Aires, 29% (n=21) en Santa Fe, 62% (n=34) y
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97% (n=39) en Mendoza, todos mayores que los reportados en este estudio (11,1%
[12/108]), posiblemente debido a que en el resto del pais los estudios se efectuaron en
cerdos de 1-2 meses de edad, mientras que en nuestro estudio se incluyeron cerdos de
0-2 afios de edad. Dichas diferencias podrian explicarse considerando que reportes
previos plantean que la infeccién en los cerdos ocurre con frecuencia entre las 6 y 10
semanas vida, momento en el cual disminuyen los titulos de anticuerpos protectivos
maternos74. Estas disparidades han sido también reportadas en Brasill86 Jap6nisy,
Holandal83 Canadald, Espafial®y Reino Unido19L Adicionalmente, se ha descripto que
la seroprevalencia observada al final de la etapa de engorde en los cerdos en criaderos
revela una transmision eficaz del HEV entre los integrantes de la misma piaral® Esto
fue confirmado por la valoracién experimental del indice de reproduccién basica del HEV
estimada en 8,8 (IC95%: 4-19), lo que muestra la posibilidad teérica de que 1 cerdo
infectado puede transmitir el virus a mas de 8 animales en una poblacién que nunca
estuvo en contacto con el HEV durante su periodo infecciosol®2 Asimismo, esta
caracteristica de la infeccion temprana también se observa en los resultados de la
presencia del RNA-HEV en la chancha que analizamos en el seguimiento, donde las
muestras positivas corresponden solamente al periodo de 1-5 meses de vida (Sep2005-
Ene2006). Esto indicaria ademas que los anticuerpos resultarian protectivos a largo
plazo e impedirian una reinfeccion, ya que en los ciclos reproductivos, donde se espera
gue tenga una mayor exposicion al virus debido al periodo de primo-infeccion de sus
crias, sumado a un periodo de cambios hormonales e inmunosupresion por el estado
de gravidez, el animal en estudio no volvié a presentar niveles detectables de RNA-HEV

en su materia fecal (Jun-Ago2006 y Julio 2007).

Alrededor del mundo, cada vez mas casos de infeccién por el HEV en humanos se han
relacionado con el consumo de productos alimenticios contaminados1®B194. Se han
detectado secuencias del virus en diversos tejidos y érganos de cerdosi%, ciervos y
jabalies819%, asi como también en bivalvos, como mejillones, berberechos y ostras197-
19 Se ha determinado que en productos derivados carnicos como higados de cerdo
gue pueden ser adquiridos comercialmente en mercados pueden estar contaminados
con HEV2002®R2 y algunos de ellos pueden contener virus infeccioso20L Un estudio
realizado por Di Bartolo y col. (2010)28 en Espafia, Italia y Republica Checa hallaron
HEV en carne de cerdo en los mataderos y en los puntos de venta en salchichas.
Ademés se ha detectado HEV en carne de cerdo ofrecida para el consumo20324 por lo
gue la ingestion de productos crudos o mal cocidos se ha identificado como un factor de
riesgo mas alto2by puede ser causal de casos de hepatitis aguda y/o fulminante206. En

un estudio de casos y controles realizado por Wichmann y col. (2008)2)7 en Alemania,
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se ha demostrado que el consumo de carne de jabali cruda o cocinada
insuficientemente, y de visceras (higado, rifién e intestino) se asocio significativamente
con la infeccion por HEV. Asimismo, utilizando un sistema de cultivo celular se ha
demostrado la presencia de virus de hepatitis E viable en una salchicha Figatelli, un
producto alimenticio tradicional del sur de Francia realizado con higado de cerdo crudo,
secado y ahumado en frio208 Esto pone de manifiesto que el consumo de productos
alimenticios que contengan higado de cerdo crudo debe ser considerado como de alto

riesgo de transmision del HEV.

Por otro lado, y desde el punto de vista molecular de los hallazgos en este estudio, la
caracterizacién filogenética mostré6 que tres secuencias designadas como gt3c
agruparon estrechamente con lo detectado en muestras ambientales lo que nos lleva a
pensar en un posible origen filogenético comun, planteando para el futuro estudios de
evolucion viral para corroborar esta hipétesis. Este hallazgo difiere a lo reportado en
piaras de Buenos Aires y Mendoza donde se hallaron subtipos gt3i30. Sin embargo, si
nos guiamos por la reciente propuesta de subtipificacion de HEV sugerida por Smith y
col. (2016)3 en la que el gt3 es clasificado en dos clados en el que tanto 3c y 3i
agruparian en el mismo clado (3abchij), y considerando: a) las inconsistencias
reportadas en la clasificacion de los subtipos 3iy 3c en las que con la nueva clasificacion
algunas muestras pasaron de ser clasificadas como 3c a ser re-clasificadas como 3i y
viceversa (Smith , 2016) y b) que las muestras reportadas por Munné y col. (2014)30
fueron analizadas con un fragmento gendmico limitado (98bp de regiéon ORF-2),

podriamos estimar que estas muestras pertenecerian a un mismo linaje.

El aumento de la cantidad de secuencias documentadas y el acceso reciente a
secuencias de genoma viral completo de la mayoria de los subtipos, plantea la
posibilidad de mejorar los analisis moleculares y re-clasificar las muestras previamente

analizadas y los futuros aislamientos.

Ademas, tanto las cepas halladas en este estudio a partir de cerdos y en ambiente, en
la regidn central de Argentina estan relacionados con los casos humanos reportados en

nuestro pais en los que se reportd HEV-3, subtipos 3a, 3b y 3i2630.

Finalmente, la descripcion de la circulacion de HEV en cerdos, posiciona a estos
animales en el escenario de circulacion del virus en la region desde hace méas de una
década como reservorios virales y plantea la necesidad de ampliar y profundizar su
estudio enfatizando las implicancias de la transmision alimentaria y el impacto en la

salud en los trabajadores en contacto frecuente con porcinos.
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4. HEV EN POBLACION GENERAL

Argentina es considerado un pais de baja endemicidad para la hepatitis E y por lo tanto
este virus es escasamente diagnosticado. Esta situacion sumada a que la A.N.M.A.T.
aprobo los kits de deteccion de IgM e IgG anti-HEV para diagnéstico recién a finales de
2013, hicieron que el diagnostico de hepatitis E aguda y los estudios de prevalencias
poblacionales sean escasos. En la region metropolitana de Buenos Aires, diez afios
atrds, se reportaron porcentajes de prevalencia en donantes de sangre (1,8%),
poblacion pediatrica (0,15%) y en pacientes HIV[+] (6,6%)4150, sin embargo, cabe
destacar que la sensibilidad y especificidad de los kits diagnosticos usados en ese
momento arrojaban resultados variables segun los genotipos infectantes19. La deteccion
de IgG anti-HEV en poblacion general contribuye a mejorar y actualizar el conocimiento
epidemiolégico de la circulacién del HEV en regiones especificas, como la regién central
de Argentina, donde no existian datos previos. En este sentido, la deteccion de
anticuerpos IgG anti-HEV en individuos sin historia de hepatitis aguda es una
herramienta (til para estimar la presencia de infecciones asintomaticas. Los estudios de
seroprevalencia en poblaciéon general en Sudamérica son escasos. La prevalencia en
nuestra poblacién (4,4%) fue ligeramente superior a la reportada en Brasil (3,3%)209,
pero menor a la encontrada en Cuba (10%)62 Sin embargo, en este caso la comparacion
también se dificulta por la usencia de consenso en el uso de equipos diagnostico y por

lo tanto, surge la disparidad de resultados como ya fue mencionado
anteriormente 1911816

Acordando con estudios previos, la seroprevalencia anti-HEV obtenida en el presente
estudio aumentd con la edad62210213. Los bajos niveles de anticuerpos anti-HEV en
adultos jovenes (<30 afos de edad) confirma la susceptibilidad de este grupo a la
infeccion, como fue reportado en Cuba2i3y en Brasil211213. El alto porcentaje de anti-
HEV hallada en adultos mayores (>46 afios de edad) se puede explicar por la
combinacion de una exposicion acumulativa a través de los afios y un efecto de la
cohorte en la prevalencia, reflejando mayores niveles de exposiciéon al HEV en el

pasado.

Algunos reportes muestran el rol del factor socioeconémico en la transmision de las
infecciones a través del agua212214. Un ejemplo de esto se observa en multiple estudios
respecto al virus de la hepatitis A (HAV), incluso en Cérdoba, donde se reporté mayores
prevalencias de infecciéon por este virus en grupos de condiciones socio-econdmicas
debilitadas215. Para el HEV, en cambio, no pudimos establecer dicha asociacion, si bien

se observé una mayor tendencia de infeccién en pacientes de condiciones socio-
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econdmicas bajas, los resultados no fueron corroborados estadisticamente, por lo que
se necesita ampliar los estudios para corroborar este comportamiento. Un aspecto a
destacar en este estudio, es que la mayoria de las personas involucradas (90%)
habitaba en viviendas con agua corriente, pero algunos individuos vivian en areas
suburbanas donde el servicio de agua potable no estaba disponible. No puede excluirse
la posibilidad de que la infeccion por HEV pueda estar asociada a la contaminacion del
agua con liquidos residuales que contengan el virus, como asi también considerar como
posible fuente de infeccion de esta poblacion el uso recreativo de fuentes de agua
inadecuadas para ese uso. Sin embargo, otras vias de transmision no fueron exploradas
en nuestro estudio abordado en poblacion general, como son: historia de viajes al
exterior, ingestion de carne de cerdo cruda o mal cocida y/o derivados porcinos,
transfusiones de sangre o derivados y trabajos de riesgo asociados a la infeccion por
HEV. Por otra parte, el hallazgo de IgG anti-HEV, muestra que HEV no sélo circula en
ambiente, y esta en cerdos, sino que un porcentaje considerable de la poblacién
contacta con el mismo, aunque aparentemente, sufriendo infecciones subclinicas. La
ausencia de sintomas se podria explicar por la circulacion de un Unico genotipo, el HEV-
3, reportado de ser endémico, producir infecciones subclinicas o reportes de casos
esporadicos leves. 10. En este sentido, las infecciones subclinicas ayudarian a perpetuar
al virus en areas endémicas promoviendo la circulacion en la comunidad y su

mantenimiento a través de los afos.

Finalmente, el hallazgo de prevalencias tan disimiles (HAV ~90%255y HEV ~4%) en la
misma poblacion de estudio plantea un claro interrogante respecto a las vias y ciclos de

transmision que estos virus tienen en nuestro medio.

5. HEV EN PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE HEPATITIS AGUDA

Las hepatitis virales son una de las enfermedades infecciosas mas comunes en el
mundo y los virus de hepatitis A, B, C, Dy E, ademéas de los herpes virus como el
citomegalovirus y virus de Epstein-Barr, son los agentes virales identificados como
principales causantes235L Sin embargo, la epidemiologia mundial ha cambiado en
varias partes del mundo desde la introduccién de los programas de vacunacién anti-
hepatitis A y hepatitis B que ha sido responsable de la disminucién de la incidencia de
las infecciones agudas por estos virus1s/. Al mismo tiempo, el HEV ha sido reconocido
globalmente como causa cada vez mas importante de hepatitis aguda23157. El hallazgo
de un porcentaje importante de IgM anti-HEV (4,35% [4/92]) en muestras con
diagndstico de hepatitis aguda viral “fuera de los agentes convencionales” indicaria que

la region central de Argentina, y muy probablemente el resto del pais, acompafiaria este
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cambio de paradigma global. Asimismo, el hecho que del total de muestras estudiadas
inicialmente, tanto hepatitis A como hepatitis E compartan el nimero de muestras
positivas (1,26% [4/318]), refuerza la presuncion que el HEV seria hoy un agente causal
de importancia por lo menos equiparable al HAV. Por otro lado, los resultados negativos
de RNA-HEV en las muestras positivas para IgM-HEV podrian deberse a una viremia
transitoria ya que el RNA viral se vuelve indetectable dentro de los 21 dias posteriores
al inicio de los sintomas23 y ademas, los requerimientos de conservacion de las
muestras son mas rigurosos, haciendo de la deteccién de RNA un diagnoéstico més
delicado. En cambio, la deteccion de IgM anti-HEV se puede realizar durante la fase
aguda de la enfermedad y hasta 4-5 meses después del inicio de la infeccién23216. Es
por esta causa que si bien la deteccion de RNA es un test confirmatorio indiscutible de
la infeccion posee sus limitaciones, transformando al diagnéstico serolégico como una

alternativa més practica para el diagnostico en el laboratorio del HEV37.

Finalmente, debido a que se ha demostrado la circulacion del HEV en la poblacién y su
causalidad en las hepatitis agudas sumado a la disponibilidad en el mercado de los kits
de diagndstico serolégico de la infeccién, consideramos que se justificaria la inclusion
del HEV en el algoritmo diagnéstico de las hepatitis agudas. Fierro y col. (2016)1%
informaron que mundialmente se estima que existen 2,3 billones de personas infectadas
por HEV, lo que presenta un problema de gran importancia para la salud publica. Mirazo
y col. (2014)37reportan que casi el 50% de las hepatitis agudas en los paises en vias de
desarrollo de Asia, Africa y Latinoamérica son causadas por el HEV, y que los sintomas
en personas entre 15 y 40 afios suelen ser leves. En este contexto, Harvala y col.
(2014)157detallan que se ahorrarian sumas altisimas de dinero con sdlo evitar la solicitud
de IgM-HAYV en aquellos pacientes que no poseen valores de transaminasas mayores a
100 Ul/L y que este dinero seria mas que suficiente para cubrir el costo de la inclusién

de la IgM anti-HEV en el algoritmo diagndstico.

Nuestro estudio permitié incorporar conocimientos y metodologia que acercan a la
comunidad médica y centros de salud de la regién al diagndstico de este agente viral
antes desconocido y subestimado, lo que ademas nos permitira continuar profundizando

en su conocimiento e implicancias en la salud de la poblacion.

6. HEV EN INDIVIDUOS INMUNOSUPRIMIDOS
6.1.HEV en pacientes infectados con HIV

Tal como se expresoO, en individuos inmunocompetentes, la infeccion por HEV es

usualmente asintomatica. Sin embargo, en pacientes inmunosuprimidos, pacientes
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HIV[+], y especialmente, receptores de trasplante de oOrganos sélidos HEV puede

desarrollar una infeccién crénica.

En este sentido, varios estudios sobre seroprevalencia e implicancias clinicas de HEV
en pacientes infectados con HIV revelan resultados controversiales. Sin embargo, ha
sido ampliamente reportado que el recuento de CD4 en sangre de estos pacientes
parece ser uno de los factores de riesgo mayormente asociado a la infeccion por HEV217-
219 mientras que otras variables como consumir carne de cerdo cruda o mal cocida, o
la proximidad laboral a cerdos son factores de asociacion epidemioldgicas con la

infeccion por HEV menos claros241%.

La progresion a la cronicidad, tanto como las manifestaciones extrahepéaticas de HEV
en la poblacion de infectados con HIV parece ser mas rara y las implicancias de HEV

en la progresion a la enfermedad hepéatica alin no son muy claramente comprendidas.

Los estudios que tratan de dilucidar la causa del aumento de los porcentajes de
prevalencia de infeccidn en este grupo son escasos y con resultados discordantes.
Variables asociadas a la infeccion por HEV han sido propuestas incluyendo: edad,
género, etnia, uso de drogas endovenosas, orientacion sexual, contacto con cerdos,
consumir carne de cerdo, recuento de CD4 en sangre, carga viral de HIV, uso de TARV,

estadio clinico de SIDA, coinfeccién con HAV, HBV, HCV y cirrosis219,

Con el fin de aportar en el conocimiento nuestro estudio intentd describir la situacion de
HEV en la poblacién de individuos infectados con HIV en nuestro medio y reconocer

factores de riesgo asociados a dicha infeccidn.

Los resultados muestran que este grupo de pacientes presentd una mayor tendencia a
la infeccidon por HEV, aunque la diferencia respecto de la poblacion general no pudo ser
corroborada estadisticamente. Sin embargo, en aquellos individuos HIV[+] con bajos
recuentos de linfocitos T CD4[+] (<200 células/mm3, la seroprevalencia fue
significativamente mayor que en aquellos sujetos HIV[+] con altos recuentos de CD4 y
cuando se los compardé con la poblacion general HIV[-], sefialando que Ila

inmunosupresion pudo predisponer a la infeccion por HEV.

En concordancia con nuestro hallazgo, la inmunosupresién severa, definida por la
disminucidon de CD4 en <100-200 células/mm3, ha sido reportada como el factor mas
ampliamente asociado a la infeccion en individuos HIV[+]219. De acuerdo a la literatura
8 casos han sido documentados como RNA HEV positivos en este grupo de
individuos16202%. De los cuales 3 casos, presentaban recuento de CD4 <200
células/mm3 y desarrollo de hepatitis persistente. Sin embargo, un estudio reciente

reporté el caso de una mujer que adquirié la infeccion por HEV con un bajo recuento de
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CD4 (<200 células/mm3), pero la viremia de HEV se mantuvo persistente incluso cuando
los linfocitos T CD4 aumentaron por encima de 200 células/mm3 post-infeccién218 De
manera similar, en nuestro estudio logramos detectar genoma viral en un paciente con
inmunosupresion severa, (CD4 <29 células/imm3, signos y sintomas asociados a
afecciéon hepética, lo que nos alerta a incorporar el diagnostico de este virus en esta
poblacion en riesgo de desarrollar hepatitis E crénica. Lamentablemente, no contamos
con la posibilidad de realizar el seguimiento del paciente para comprobar si logro

seroconvertir o progreso a la cronicidad.

Adicionalmente, factores de riesgo tales como la edad, género, condicion socio-
econdmica, carga viral de HIV y tratamiento antirretroviral fueron estudiados pero no

fueron asociados a la infeccion por HEV en esta poblacion.

Basado en los resultados y en la revision de los estudios reportados hasta el momento,
la sola evidencia de la infeccion por HIV parece no ser suficiente factor de riesgo
asociado a la infeccion con HEV. Sin embargo, una vez que el virus afecta
significativamente al sistema inmune de los individuos, éstos estdn en mayor riesgo de

infeccion.

En resumen, los datos sugieren que pacientes infectados con HIV con bajo recuento de

células CD4 pueden ser considerados un grupo de riesgo para HEV.
6.2. HEV en pacientes dializados y trasplantados

En paises que no son endémicos, como la Argentina, las vias de transmisién del HEV-
3 propuestas son aquellas asociadas a reservorios animales (zoonética) y ambientales
(fuentes de agua contaminada). Sin embargo, las rutas de transmisiéon especificas y los
factores de riesgo para el desarrollo de la infeccibn no estdn muy esclarecidos,
especialmente en poblaciones susceptibles donde ha sido descripto, como es el caso

de Argentina, huérfana de conocimientos en esta temética.

Este estudio constituye la primera evaluacion de la seroprevalencia de HEV y los
factores de riesgo en pacientes dializados y receptores de trasplantes de érganos en

nuestro pais.

En pacientes trasplantados reportamos una seroprevalencia de IgG anti-HEV de 5,83%,
mayor que la reportada en ltalia (3,3%)26y menor que el encontrado entre receptores
de trasplante renal en Iran (30,8%)227, usando el mismo kit diagndstico que en este

estudio (Dia.Pro -Milan, ltalia-).
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Globalmente existe una controversia sobre si los receptores de trasplantes de algunos
organos presentan una variabilidad en la prevalencia de HEV. Algunos estudios
sugieren que los pacientes que han sido sometidos a trasplantes renales podrian ser
mas susceptibles a la infeccién por HEV debido a la exposicion a mayores dosis de
drogas inmunodepresoras228 otros indican que aquellos que reciben un trasplante de
higado podrian ser mas propensos a desarrollar una infeccion por el HEV que progrese
a una enfermedad cronica como resultado de una afectacion hepatica generalizada que
generaria un escenario favorable en el érgano targetl15204. En este sentido, nuestro
estudio no mostré prevalencias de HEV significativamente diferentes entre receptores

de rifién o higado.

Numerosos estudios han reportado el desarrollo de enfermedades crénicas por HEV en
pacientes trasplantados113130229-233 Sin embargo, coincidiendo con Harrison y col.
(2013)11 Naik y col. (2013)24 y Scotto y col. (2015)2%6, los cuales no describieron
persistencia viral en sus reportes, en este estudio no se logré amplificar el RNA-HEV en
ninguna muestra, sugiriendo que la infeccidon activa por HEV no seria un problema en

nuestra comunidad.

En este grupo, unos de los factores asociados a la infeccion por HEV descripto es el
uso de la droga inmunosupresora tracolimus, que ha sido reportada como una variable
independientemente asociada a la infeccién cronica con HEV cuando se la compara con
el uso de ciclosporina A115 Sin embargo, es importante notar el hecho que si bien todos
los receptores de trasplantes fueron tratados con tracolimus, ninguno de los pacientes

presenté RNA-HEV en sangre.

Respecto a los pacientes dializados estudiados y su relacion con la seroprevalencia de
HEV, es conocido que la enfermedad renal crénica induce deficiencias en la inmunidad
celular y humoral caracterizada por un incremento en la susceptibilidad a infecciones
virales y bacterianasl® En este contexto, este estudio encontr6 mayores
seroprevalencias en pacientes dializados (10,2%) cuando se las comparé con la
poblacién general (4,4%). Estos resultados son comparables con aquellos reportados
en ltalia (6,0%)22%, Irdn (7,4-10,6%)235-237 y Turquia (20,6%)238 donde todos utilizaron el

mismo kit de ELISA para anticuerpos anti-HEV.

Scotto y col. (2015)2%, reportaron una baja frecuencia de hepatitis E aguda (deteccion
de IgM anti-HEV) en pacientes sometidos a hemodialisis y receptores de trasplantes de
organos (0,9% y 0,8%, respectivamente). Nuestro estudio encontr6 mayores
porcentajes de IgM anti-HEV entre los pacientes hemodializados: 6,09% (5/82) de todos

los pacientes muestreados y 62,5% (5/8) de aquellos con IgG anti-HEV positivos.
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Ninguno de estos pacientes mostraron sintomas consistentes con casos de hepatitis
viral aguda y los niveles de transaminasas en sangre fueron similares a aquellos
pacientes con IgM anti-HEV negativo. Sin embargo, es importante notar que en estos
pacientes hubo un cambio méas pronunciado de ALT (6,75 U/L) comparada con el de
AST (0,86 U/L) tres meses después de la deteccion de IgM anti-HEV. Es dificil evaluar
si estos cambios estaban relacionados o no con la infeccion aguda por HEV debido al

bajo nimero de sujetos positivos involucrados en el estudio.

No se conoce verdaderamente por qué los pacientes sometidos a hemodialisis
presentan mas seroprevalencia de HEV que los controles sanos. Algunos han propuesto
gue la continua exposicidn de estos pacientes a la heparina podria estar relacionado1®.
La heparina es un derivado del intestino del cerdo y el HEV ha sido encontrado en el
tracto digestivo de estos animales luego de infecciones experimentales. Nosotros
realizamos una PCR para la amplificacion de HEV en un pequefio lote de heparina
usada en los pacientes estudiados, pero no logramos amplificar el RNA-HEV en ninguna
de las muestras. La transmision parenteral también ha sido propuesta como una
explicacion posible de las mayores prevalencias en este grupo2%. Los pacientes con
enfermedad renal crénica tienen la eritropoyesis alterada y por lo tanto son propensos
a recibir mas transfusiones de sangre que la poblacidon general. Por otro lado, en nuestro
estudio no encontramos diferencias significativas entre las prevalencias halladas o
factores de riesgo estudiados entre aquellos sujetos sometidos a hemodialisis y aquellos
en dialisis peritoneal, aunque el nimero de pacientes del segundo subgrupo fue
bastante acotado. Se necesitaria aumentar el nimero de sujetos con dialisis peritoneal

para poder emitir mayores conclusiones.

Curiosamente, no se encontraron factores de riesgo cominmente asociados a la
infeccion con HEV como son el consumo de productos carnicos derivados del cerdo, la
ingestion de agua de red o antecedentes de viajes al exterior. Inesperadamente, el
consumo frecuente de pescado (mas de una vez por semana) fue la Unica variable
independientemente asociada con el aumento de la detecciéon de IgG anti-HEV. Una
limitacion de este estudio es que la encuesta no ahondd en el tipo de pescado que
consumian cominmente los pacientes interrogados (pescado de mar, de agua dulce o
mariscos), lugares de donde adquirié el mismo o tipo de consumo (crudo o cocido), lo
qgue habria proporcionado mas informacién sobre esta probable via de transmision.
Aunque no existen estudios que reporten la asociacion entre el HEV y el consumo de
pescado, Yugo & Meng (2013)2®0 reportaron que las aguas costeras que estan
contaminadas con HEV llevarian a la acumulacién del virus en los tejidos digestivos de

los mariscos, lo que aumentaria el riesgo de infecciébn de aquellas personas que lo
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consumen. Muy a menudo mejillones, berberechos y ostras se comen crudos o
ligeramente cocidos, y el hecho de que el HEV es estable en ambientes alcalinos y
acidos, congelado por mas de 10 afios y sigue siendo infeccioso hasta el calentamiento
a 60 °C por 20 minutos, sugiere que mariscos contaminados que se consumen crudos,
ligeramente cocidos o al vapor podrian transmitir el HEV a sus consumidores198239.
También, se ha reportado una alta prevalencia de HEV en trabajadores de
procesamiento de pescados y mariscos en China240. Nuestro hallazgo, aunque
interesante, también estéa limitado por el bajo nimero de pacientes que informaron sobre
el pescado que consumen, y por lo tanto, seria importante abordar estudios con un

mayor nimero de individuos que incluyan estos factores de riesgo.

Finalmente, nuestro estudio encontré una mayor prevalencia de IgG anti-HEV entre
pacientes sometidos a dialisis pero no entre pacientes receptores de trasplantes de
organos solidos cuando los comparamos con controles sanos. No se observaron casos
de hepatitis crénica debido al HEV. Por dltimo, los efectos a largo plazo de la exposicién
al HEV en la funcion hepatica son aun desconocidos, y se necesitan mas estudios de
este tipo que evalien la seroprevalencia y la prevalencia de RNA-HEV en pacientes

inmunocomprometidos y su papel en la fisiologia hepatica.
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CAPITULO VII

CONCLUSIONES

S El virus de la hepatitis E circula en la regién central de Argentina y un elevado

porcentaje de la poblacion adulta es susceptible a la infeccion.

S La seroprevalencia fue diferente en las poblaciones estudiadas siendo, respecto al
grupo control, similar en individuos receptores de trasplantes, dos veces mas elevada
en individuos dializados e infectados con HIV y cuatro veces mayor en individuos con

inmunosupresion severa (CD4 < 200 células/mm?3).

S Se demostré6 asociacidon significativa de la seroprevalencia de HEV con la
inmunosupresién severa, dialisis y el consumo de pescado. No se asocio la infeccion
por HEV con edad, género, condicion socio-sanitaria, carga viral de HIV, tratamiento

antirretroviral, transfusiones, consumo de cerdo y derivados.

S La identificacion de IgM anti-HEV en muestras retrospectivas de pacientes con
hepatitis aguda de causa desconocida muestra que el HEV es un agente emergente

capaz de causar hepatitis aguda en nuestra poblacion.

S Se reportdé por primera vez en Sudamérica la presencia de HEV-3 en muestras
ambientales de origen hidrico (liquidos residuales, fuentes de agua potable y aguas
de uso recreativo), demostrando la excrecién viral poblacional y el posible riesgo de

infeccién a poblacién expuesta a dichos cursos de agua.

S Se demostré una vez mas la utilidad de la vigilancia ambiental como herramienta
para el estudio de circulacion viral y epidemiologia molecular, especialmente para

virus escasamente conocidos en una region.

S La deteccién de HEV-3 en cerdos y la demostracion de la relacién filogenética
estrecha con cepas humanas del mismo genotipo nos acerca a la sospecha de un

ciclo zoonético local de transmision.

S Se hall6 HEV-3 (subtipos a, b, ¢) en todas las secuencias amplificadas de diferentes
fuentes de origenes y afios de recoleccién, evidenciando por un lado, la estrecha
relacién filogenética entre ellas y por otro, demostrando la circulacion constante del
mismo subtipo desde hace al menos 7 afios y de subtipos diferentes en las mismas
fuentes de origen, lo que nos alienta en un futuro a profundizar en estudios de

evolucion y dispersioén viral.
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S La suma de los hallazgos obtenidos sumado a la incorporacién de metodologia
adecuada para la deteccidn de este virus en nuestro medio resaltan la necesidad de

incluir la deteccién de HEV en el algoritmo diagndéstico ante la sospecha de hepatitis

virales de causa desconocida.
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ARTICLE INFU ABSTRACT

Avrticle history: Background: The hepatitis E virus (HEV) is an emergent causative agent of acute hepatitis worldwide,
Received 20June 2014 transmitted by fecal-oral route. In Argentina it is considered rare, so differential laboratory testing is not
Received in revised form 12 August 2014 routinely performed. Besides, in Argentina’s central area epidemiological and molecular characteristics

A ted 19 A t 2014 .
coepte ugus of HEV are still unknown.

Objectives: Provide evidence oflocal circulation of HEV by molecular detection on environmental samples
and by serological survey in healthy adult population of Cérdoba city, Argentina.
Study design: Environmental surveillance was conducted in river and sewage samples collected between
2007 and 2009-2011. Viral detection was performed by RT-Nested PCR of ORF-1 and ORF-2 partial
regions. Anti-HEV IgG was determined by EIAin 433 serum samples collected between 2009 and 2010.
Molecular epidem iology Results: HEV was detected in 6.3% of raw sewage samples and in 3.2% of riverine samples. Nucleotide
Subtyping sequencing analyses revealed that all isolates belonged to genotype 3, subtypes a, b and c. The prevalence
of IgG anti-HEV was 4.4%. Seroprevalence increased with the age of the individuals (OR: 3.50; 95% ClI
1.39-8.87; p =0.0065) and, although the prevalence was higher in low income population, no statistical
relation was found between anti-HEV and socioeconomic level.
Conclusions: The environmental findings added to serological results, demonstrate that HEV circulates
in central Argentina. Contamination of water with HEV could represent aroute of transmission for local
populations, which have ahigh numberofsusceptible individuals. This factalerts local health care systems
in order to include detection of HEV in the diagnostic algorithm of viral hepatitis.
© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Background

The hepatitis E virus (HEV) (Hepevirus, Hepeviridae) is the

causative agent of human acute hepatitis E with a worldwide
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hepatitis E of zoonotic and/or foodborne transmission, mainly from
pigs, caused by genotypes 3 (Gnt-3) and 4 (Gnt-4) [1].

With the exception of Venezuela - where outbreaks of HEV
Gnt-1 have been reported, no epidemics of hepatitis E have been
documented in South America yet [7]. Sporadic cases E have been
documented in Argentina (Metropolitan region), Brazil, Venezuela,
Peru, Chile and Uruguay [7] by IgM detection and/or RNA amplifi-
cation. Until recently, Gnt-3 was the only genotype of HEV detected
in autochthonous cases [8-10]. But recent studies placed Gnt-1 as
the responsible of an autochthonous case of hepatitis in Uruguay
[11],showing more than one genotype circulating in Latin America.
Gnt-3 has also been detected in swine and effluent samples from
farms and slaughterhouses from Brazil [8,12].

Argentina is considered a low endemic country for hepatitis
E [7]. However, seroprevalence data reported are scarce. Previ-
ous studies performed ten years ago in the metropolitan region
of Buenos Aires showed seroprevalence rates 0f0.15% in pediatric
population [13], 1.8% in blood donors and 6.6% in HIV infected
individuals [14]. Furthermore, human clinical cases of hepatitis E
have been diagnosed in the same area [10,15-17]. HEV has also
been detected in pigs of commercial farms in many provinces [18].
However, there are no studies on environmental monitoring or
serological surveys involving healthy adult population in our coun-
try. The lack of epidemiological information is, in part, due to the
absence of commercial kits for detection of IgG and IgM anti-HEV
until the middle of 2013, when the National Administration of
Medicine, Food and Technology (ANMAT) of Argentina approved
their use in our country.

Environmental surveillance using molecular technology is an
additional tool to determine the epidemiology of different viruses
circulating in a given community [19,20]. Previous studies in our
area have shown a correlation between virus detected in sewage
and clinical cases [18], showing that this type of study is very useful
for virus monitoring.

Herein, we present the data from the first study of environ-
mental surveillance and serological survey of HEV in Cérdoba,
Argentina.

2. Objectives

The aim ofthis study was to provide evidence of HEV circulation
in central region of Argentina. For that, molecular detection of HEV
was performed on environmental samples, as well as detection of
IgG-anti HEV in healthy adult population of Cérdoba city.

3. Study design
3.1. Environmental samples collection

Wastewater samples (n=48) were monthly collected in the
years 2007, 2009,2010 and 2011 from the main pipe that enters the
treatment plant which receives sewage discharges from about 61%
of the population of Cérdoba city (1,330,023 inhabitants, census
2010). Samples of the Suquia River (n =31) were collected season-
ally during 2010 in eight sampling points that cover the whole of
its course across Coérdoba city. During spring, point 7 could not be
sampled (Fig. 1).

For each sample, 1500 mL of water were collected in sterile
plastic bottles, stored at 4 °C and transported to the laboratory for
immediate analysis.

3.2. Sample concentration, viral extraction and reverse
transcription

Samples were concentrated 100x by centrifugation and
polyethyleneglycol precipitation (10). RNA was extracted from
140 'L of concentrated samples using a QlAamp® Viral RNA Kit
(Qiagen GmbH, Germany). Then, reverse transcription was per-
formed adding 10 ~L of extracted RNAto 10 |'L of mix containing:
1 "L Reverse Transcriptase (ImPromll - Reverse Transcriptase -
Promega, Madison WI, USA), 0.5 'L RNase Out (RNase Out Recom-
binant Ribonuclease Inhibitor, 40 U/AL - Invitrogen, CA USA), 4 |'L
buffer 5x (ImPromll - Reverse Transcriptase - Promega, Madison
WI, USA), 2.4 'L MgCI2 25 mM, 1 |"Lrandom primers (10 pmol/~L)
(Promega, Madison WI, USA), 1 |'L dNTPs 10 mM and 0.1 L free
RNase water (final volume of 20 |*D).

3.3. PCR, Nested-PCR and molecular analyses

During this study, two Nested-PCR assays were performed, tar-
geting ORF 1 and ORF 2 regions, following protocols previously
described [21,22]. Amplification of ORF 2 was utilized as screening,
and positive specimens were processed for ORF 1 detection.

Specific PCR products of 418 bp and 348 bp respectively were
sequenced directly in both directions by Macrogen automatic
sequencing service, Korea. Phylogenetic analyses were performed
using MEGA software v5.0 [23]. Phylogenetic trees were con-
structed with neighbor-joining method and Kimuratwo-parameter
as model of nucleotide substitution. Bootstrap values were deter-
mined with 2000 resamplings ofthe datasets. Aconsensus tree was
generated and bootstrap values greater than 50% provide signifi-
cant evidence for phylogenetic grouping.

3.4. Nucleotide sequence accession numbers

Nucleotide sequences analyzed in this work were deposited at
GenBank under accession numbers KF751218-KF751221 for ORF
2 genomic region and KF765479 for ORF 1 genomic region (see
Table 1).

3.5. Serum samples

A retrospective study was carried out with 433 serum samples
from individuals who attended health care centers of Cordoba city
during September 2009 and September 2010. The enrolled individ-
uals were classified into three groups according to age (range 18-78
years old: younger than 30 years old, 31-45 years old and older
than 46 years old) and two groups according to socioeconomic level
(low-income population and middle/high-income populations) fol-
lowing a classification provided by the Municipality of Cérdoba,
which is based on the economic, social and educational level ofeach
person [24]. The location of collected samples is shown in Fig. 1.

3.6. Serological test

Athird generation enzyme immunoassay (EIA) for the determi-
nation of 1gG specific antibodies against HEV (Diapro, Milan, Italy)
was used. EIAmicroplates were coated with HEV-specific synthetic
antigens encoding for conservative and immunodominant deter-
minants derived from ORF2 and ORF3 of all genotypes. This EIAwas
performed strictly following the manufacturer’s instructions. Test
results were interpreted as ratio of the sample (S) and the cut-off
(CO) (S/CO). Ssamples with ratio below 0.9 were considered nega-
tive, between 0.9 and 1.1 as equivocal result and above 1.1 were
considered positive results.
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Flg 1. Map showingthe location ofthe cityofCérdoba(31°23/1/#/S64°10;57"0), inthe province ofCérdoba,Argentina,withthe locationofthe sampling pointsthroughout

the Suquia River: (1) Funnel San Roque Dam, (2) Villa W arcalde Bridge, (3) San Antonio Ford, (4) Zipoli Bridge, (5) Ducks Island, (6) Centennial Bridge, (7) Sargento Cabral

Ford and (8) San Jose Bridge. Sewage treatment plant is located between sampling points 7 and 8. This figure also shown the approximate location ofthe serum samples

collected for this study as black dots.

3.7. Statistical analysis

Prevalence values were expressed as percentages and the uni-
variate analysis (x2 test and the Fisher exact test) was performed
to check out possible correlations between the serological marker
and the risk factors assessed. Exact 95% confidence intervals (CIs)
were calculated. Association between the variables was expressed
as odds ratio (OR). Statistical significance was defined atp <0.05.

The statistical package STATISTIC version 6.0 (2300 EAST 14th
Street, Tulsa, OK, USA, 2005) for windows from Satatsoft was used
for the model fitting process.

4. Results
4.1. Environmental surveillance

HEV was detected in 6.3% of sewage samples (3/48: April-2007,
September-2010 and March-2011) and in 3.2% of river samples
(1/31: Spring-2010) by amplification of ORF 2 genomic region.
From these, only one sample tested positive to ORF 1 amplifi-
cation, probably due to a low sensitivity of the technique. The
nucleotide sequencing analysis of both regions allowed assigning
all HEV strains as Gnt-3. All samples formed distinct sequence clus-
ters with high nucleotide similarity (Fig. 2). No segregation of the
sequences was found and they grouped intermittently between
samples from different geographic regions, years of isolation and
origins (human or pig). Analyses of partial ORF2 sequences showed
that samples obtained from the river in 2010 and the wastewa-
ter sample 0f2007 (AmbRCbaArg02 and AmbSCbaArg04) clustered
within subtype G3c and showed high homology between them.
Sequence AmbSCbaArg03 was classifiedas G3b and AmbSCbaArg01
clustered within subtype G3a (Fig. 2).

4.2. Serological survey

The overall prevalence of IgG anti-HEV was 4.4% (19/433). The
percentages for each group studied are shown in Table 2.

Seroprevalence increased with age (OR: 3.50; 95% Cl 1.39-8.87;
p =0.0065): the higher prevalence was found in older than 46 years
old group (8.1%), while in young adults (<30 years old) prevalence
was low (0.7%) (Table 2).

Although higher anti-HEV prevalence was found in the low
income population (5.9%), compared to middle/high income popu-
lation (2.8%), this gap was not statistically significant. Nevertheless,
in the group between 30 and 45 years, significant differences
between both groups (middle/high income population vs. low
income population) was found (0-8.6%) (p=0.0150). It is necessary
to increase the number of samples to corroborate these results.

5. Discussion

The epidemiology of viral hepatitis has changed in several parts
of the world since the introduction of hepatitis A and hepatitis
B immunization programs and the incidence of acute infections
caused by these viruses has been declining [25]. Hepatitis E virus
has been worldwide recognized as an increasingly important cause
of acute hepatitis, but testing is not widely available.

This study reports, for the first time in Argentina, the presence
of Gnt-3 HEV on environmental samples. Having found HEV in
wastewater samples suggests its circulation in general population
and its discovery in riverine samples would indicate the existence
of an environmental reservoir in the city of Cérdoba. This fact alerts
local health care systems in order to consider HEV as a possible eti-
ological agent of hepatitis, because it is not yet considered in the
diagnosis algorithm ofthis group of pathologies. HEV has been asso-
ciated with serious acute hepatitis disease in pregnant women and
in patients with pre-existing chronic liver disease [26]. Chronic HEV
infections with clinical relevance have been described in immuno-
compromised patients, such as organ transplant recipients [27],
and HIV patients [28]. This previous reports, together with our
findings, show the importance of the implementation of specific
diagnostic of HEV in our area, not only in individuals with acute
hepatitis, but also in other populations, like pregnant women and
immunocompromised patients.

Waterborne transmission of HEV from watercourses in direct
contact with humans poses a serious public health problem, espe-
cially in the summertime when these water sources can be used
recreationally.

Phylogenetic analyses based on ORF-2 detection showed envi-
ronmental circulation of HEV Gnt-3 (subtypes 3a, 3b, and 3c).
Sequences of the ORF-1 region could not be obtained in all sam-
ples, possibly due to a sensitivity problem, as a result of the low
number of viral particles present in water samples. This is also
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F|gZ Phylogenetic tree for subtyping studies reconstructed by the neighbor-joining method with common 280 nt ORF-2 sequences from 49 HEV isolates. Each viral strain is
identified by the Genebank accession number, also there is indicated the name ofthe country oforigin and its respective genotype. An avian HEV was included as outgroup
The Argentine environmental sequences are marked with a e Asterisks indicate swine* HEV reference strains. Bootstrap values are indicated for the major nodes as a
percentage ofthe data obtained from 2000 replicates (bar: 0.1 substitutions per site). AmMbSCbaArg01l corresponded to sewage sample/September-2010, AmMbRCbaArg02 to
river sample/Spring-2010, AmbSCbaArg03 to sewage sample/March-2011 and AmbSCbaArg04 to sewage sample/April-2007, respectively.
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Table 1

Source, date of sam pling and accession numbers ofthe nucleotide sequences deposited in GenBank.

Sample ID Source Date ORF 2 am plification - acc. number ORF 1 am plification - acc. number
AmbSCbaArg01l Sewage Sep-10 Yes-KF751218 Yes - KF765479

AmbRCbaArg02 River Spring2010 Yes-KF751219 No

AmbSCbaArg03 Sewage Mar-11 Yes - KF7512120 No

AmbSCbaArg04 Sewage Apr-07 Yes - KF7512121 No

Table 2

Percentage of individuals within each age group and socioeconomics characteristics with anti-HEV 1gG serum antibodies.
Age (y) N anti-HEV 1gG+, % (n) Middle/high income population anti-HEV 1gG+, %(n) Low income population anti-HEV 1gG+, %(n) pvalue
<30 0.7(1/149) 1.4(1/71) 0(0/78) NS*
31-45 4.4 (6/136) 0(0/66) 86(6/70) 0.0150
>46 8.1 (12/148) 68(5/74) 9.5 (7/74) Ns*
Total 4.4(19/433) 8(6/211) 5.9(13/222) NS*

* A Pvalue >0.05 was considered non statistically significant.

evidenced in other reports [21,29]. Even though ORF-2 region
has been extensively studied to infer phylogenetic relationships
among HEV genotypes and subtypes [30-32], phylodynamic and
coalescent studies among this region has been recently reported
[12,29,33,34]. Detection ofsubtypes 3a and 3b agrees with subtypes
previously detected in clinical samples from Argentinean patients
[10]. Subtype 3c had not been previously described in our region.

Interestingly, the two sequences of 2010 (from river and
sewage) did not cluster together, which could indicate more than
one strain circulating simultaneously. Moreover, the clustering of
the wastewater-2007 sequence with the riverine-2010 sequence,
could show circulation ofthe same strain in the general population
through several years.

Detection of IgG anti-HEV antibodies in general population con-
tributes to improve and actualize the epidemiological knowledge
of HEV circulation in specific geographic areas, such as the central
area of Argentina, where there is no previous data. In this sense,
conducting studies of IgG detection in individuals without previous
history of acute hepatitis is auseful tool for estimating the presence
ofasymptomatic HEV infection [35]. Seroprevalence studies of HEV
in the general populations of Latin America are scarce. The preva-
lence found in our population (4.4%) was slightly higher than that
reported in Brazil (3.3%) [36], but lower than the found in Cuba
(10%) [35].Nevertheless, these studies are difficult to compare due
to the different populations studied and different diagnostic tests
used [37].

Inaccordance with previous studies, seroprevalence obtained of
anti-HEV increased with age [35,38-40].The low levels of anti-HEV
in young adults (<30 years old) confirmed the susceptibility of this
group to HEV infection, as reported in Cuba [41] and Brazil [39,42].
The high rates observed in elderly groups could be explained by a
combination of cumulative exposure overtime and a cohort effect
on prevalence, reflecting higher levels of HEV exposure in the past.

Some reports show the important role of low socio-economic
factors in the transmission of water-borne infections [40,43]. In
Coérdoba, it has been reported that low income populations had
higher prevalence of anti-HAV [44] antibodies. For HEV, more
research is needed to establish whether the anti-HEV prevalence
follows the same behavior. It is important to note that most of the
people included in the study (90%) lived in houses with tap water,
but some individuals lived in suburban areas where the potable
water supply was not available. It cannot be excluded that HEV
infection could be associated with the possibility of water contami-
nation with sewage containing HEV. Another contamination source
may be the use of recreational waters that are not appropriate for
that purpose and may contain the virus. However, the international
travel history, ingestion of raw or undercooked pork meet and risk
occupations were not explored among the persons studied.

On the other hand, the findings of IgG anti-HEV show that there
is a portion of the general population that has suffered subclini-
cal infections. This absence of symptoms could be explained by
the circulating genotype 3, found in environmental local samples,
which produces mild or asymptomatic clinical presentation [1].
Sub-clinical HEV infection may well contribute to the perpetuation
of the virus in endemic areas because it promotes its circulation in
the community and its maintenance over the years.

The serological results, added to environmental findings,
demonstrate that HEV circulates in central Argentina and that
contamination of water could represent a significant route oftrans-
mission for local human populations. Sewage may act as a possible
reservoir of HEV in this area. This fact alerts local health care
systems in order to include detection of HEV in the diagnostic algo-
rithm ofviral hepatitis. Recent incorporation of serological kits and
optimized molecular technology, will allow further investigations
gain inside into the knowledge of this virus in our region.
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Abstract

Hepatitis E virus (HEV) is a single-stranded RNA virus that can cause hepatitis in an epi-
demic fashion. HEV usually causes asymptomatic or limited acute infections in immuno-
competent individuals, whereas in immunosuppressed individuals such as transplant
recipients, HEV can cause chronic infections. The risks and outcomes of HEV co-infection
in patients infected with human immunodeficiency virus (HIV) are poorly characterized. We
used a third generation immunoassay to measure serum IgG antibodies specific for HEV in
204 HIV-infected individuals from Argentina and a control group of 433 HIV-negative individ-
uals. We found 15 of 204 (7.3%, 95%CI 3.74-10.96%) individuals in the HIV-positive group
to have positive HEV IgG levels suggestive of previous infection, compared to 19 of 433
(4.4%, 95% CI 2.5-6.3%) individuals in the HIV-negative control group (p =0.12). Among
HIV-positive individuals, those with HEV seropositivity had lower CD4 counts compared to
those that were HEV seronegative (average CD4 count of 234 vs 422 mm3, p = 0.01), indi-
cating that patients with lower CD4 counts were more likely to be HEV IgG positive. More-
over, HEV seropositivity in patients with CD4 counts <200 mm3was 16%, compared to
4.5% in those with CD4 counts >200 mm3 (p = 0.012). We found a positive PCR result for
HEV in one individual. Our study found that increased seroprevalence of HEV IgG corre-
lated with lower CD4 counts in HIV-infected patients in Argentina.

Introduction

Hepatitis E virus (HEV) is a single-stranded, non-enveloped RNA virus that can cause hepatitis
and is transmitted through an enteric route [1]. In the majority of cases, infection with HEV
leads to silent seroconversion or acute self-limited disease [1]. In areas of high endemicity,
HEV genoptypes 1and 2 are common and can present in outbreaks. Particularly severe disease

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0160082 July 28, 2016 1/6


http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
mailto:atdebes003@umn.edu
mailto:debes003@umn.edu

i3)PLOS JOE

careerfrom Consejo Nacional de Investigaciones
Cientificas - CONICET -Argentina.

Competing Interests: MMW is an employee of
LACE, Coérdoba, Argentina. There are no patents,
products in development or marketed products to
declare. This does not alter the authors' adherence to
all the PLOS ONE policies on sharing data and
materials. All other authors report no competing
interests.

HIV and Hepatitis E

can occur in pregnant women during these outbreaks [1]. Clinically evident infections by HEV
genotypes 3 and 4 occur in developed countries as sporadic cases, not associated with outbreaks
[2]. When cases occur in immunocompetent individuals, infection with HEV usually leads to
silent seroconversion and a chronic course is unlikely [2]. In recent years, however, individuals
who are immunosupressed, particularly solid organ transplant recipients, have been shown to
develop acute infection, chronic infection or viral reactivation [3, 4].

Although HEV infection is well characterized in immunosupressed solid organ transplant
recipients, HEV infection in those with immunosuppression due to other reasons such as
human immunodeficiency virus (HIV) infection is less studied. A study from Switzerland
showed a 2% seroprevalence of HEV in HIV-infected subjects, but no comparison was made
with the immunocompetent population [5]. A recent study in the United States showed 20%
seroprevalence of HEV in HIV-infected subjects awaiting liver or renal transplantation [6]. In
the following study, we evaluated for the first time the seroprevalence of HEV in HIV-infected
persons in central Argentina.

Methods
Study population

We analyzed samples from 204 HIV+ persons recruited in Cordoba, Argentina (2010). Of
these, 68 were receiving antiretroviral therapy (ART) in a private clinic and were described pre-
viously [7], 96 were seen at a different private clinic (58 ofthem on ART), and 40 were seen at
a public hospital for the first time in response to a positive HIV test but were not on ART. Clin-
ical, laboratory and ultrasound information was collected from these subjects at the time of
sample collection. A group of433 HIV-negative subjects described elsewhere [8] was used as a
control group. All samples were stored at -80°C before analysis.

Ethics statements

IRB approval for this study was obtained from the University of Minnesota and Hospital Raw-
son in Cordoba, Argentina. Written informed consent was obtained from all subjects.

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

IgG and IgM antibodies against HEV were purchased commercially (Diapro, Milan, Italy) and
ELISAs were performed strictly following the manufacturer’s instructions. ELISA microplates
were coated with HEV-specific synthetic conserved and immunodominant antigens derived
from ORF2 and ORF3 of all genotypes. Test results were interpreted as ratio of the sample (S)
and the cut-off (CO) (S/CO). Samples with ratio bellow 0.9 were considered negative, between
0.9-1.1were equivocal, and above 1.1 were considered positive results.

Polymerase Chain Reaction (PCR)

Nested-PCR was performed targeting ORF 2, following protocols previously described [8, 9].
PCR products (10 Jab) were analyzed by electrophoresis using TBE buffer and a 2% agarose gel
containing 0.5 g/mL of ethidium bromide, and visualized under UV light. The lower limit of
detection of the nested PCR was 31.6 PID (pig infectious dose) [9].

Statistical analysis

When comparing variation of prevalence, students t-tests and Fisher exact test were used. P
values <0.05 were considered significant. Logistic regression was used to compute the odds
ratio for CD4 adjusted for age. The chi-square test was used when analyzing CD4 cut offs.
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Results

In our cohort of204 HIV-positive subjects, 15 (7.35%, 95% CI 3.74-10.96%) were positive for
HEV IgG in serum. In our previous study in 433 HIV-negative subjects at the same research
site, the prevalence of HEV was 4.4% (95% CIl 2.5-6.3%,19/433, p = 0.12) [8]. The mean age of
HEV-positive patients was 44.9 years versus 39.7 years in those HEV-negative (p = 0.11, not
significant). We compared CD4 counts for the HIV-positive subjects who were HEV 1gG posi-
tive versus negative. The group of HIV-infected subjects that were seropositive for HEV had
lower CD4 counts when compared to those that were seronegative for HEV (average count of
CD4/mm3234 vs 422, p = 0.01). Based on logistic regression analysis the coefficient for CD4
count was significant, Z = -2.44, p = 0.01, with an odds ratio lower than 1. 0.967 (95% ClI:
0.942-0.994) for a CD4 increase of 10 counts, indicating that individuals with low CD4 counts
were more likely to be HEV seropositive (Fig 1). The higher risk for HEV seropositivity with
decreasing CD4 count remained significant after adjusting for age (Z = -2.69, p = 0.006,

OR = 0.969, 95% CI: 0.943-0.995).

When we divided patients among those with severe immunosuppression, defined as CD4
counts <200 mm3versus those with CD4 counts >200 mm3, we found that seropositivity for
HEV IgG was 16% (95% CI 5.48-26.5%) versus 4.5% (95% CI 1.22-7.87%) respectively
(p = 0.012). The median age for both groups (seropositive and seronegative) was similar: 39
years for those HEV seropositive (IQR 35-41) and 38 years (IQR 31-46) for those HEV sero-
negative (Table 1). We found no difference in HEV seroprevalence among those on ART or
not on ART (8.4% versus 6.4%, p = 0.59).

Five subjects that were positive for HEV 1gG were also positive for HEV IgM, suggesting
acute or recent infection. We had access to clinical information for only one of these five indi-
viduals; this person had normal liver enzymes and no gastrointestinal symptoms at the time of
sample collection. HEV RNA detection through PCR was positive in only one of the 204 sam-
ples from HIV+ subjects. This sample belonged to a subject with a CD4 count of 29/mm3who

Fig 1. Estimated probability of HEV by CD4 count (full line) with 95% confidence interval (dotted
lines).

doi:10.1371/journal.pone.0160082.g001
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Table 1. HEV seroprevalence according to CD4 count cut off.

Cohort

Total

Total
CD4<200 mm/3
CD4>200 mm/3

OR: Odds Ratio; Cl: Confidence Interval

Cohort Size
N
204

50
147

doi:10.1371/journal.pone.0160082.t001

15

HEV IgG Odds Ratio of CD4
Seropositive byincrease 10 counts, p-value
prevalence, 95% CI (%) 95% ClI log-Likelihood
7.35 0.967 0.006
(3.74-11.96) (0.942-0.994)
Odds Ratio of CD4 <200 versus >200 mm/3, p-value
prevalence, 95% CI (%) 95% CI log-Likelihood
16.00 (5.48-26.52) 4.00 (1.37-11.67) 0.012

4.55(1.22-7.87) 1 (reference)

was not on ART. Interestingly, this subject had symptoms of nausea and vomiting but had neg-
ative HEV IgG and IgM ELISA tests, suggesting that this could have represented a case of acute
HEV infection where seroconversion had not yet occurred.

Discussion

Our study shows that HIV-positive subjects in central Argentina have a higher but not statisti-
cally significant seroprevalence of HEV when compared to HIV-negative controls. In HIV-
infected subjects with low CD4 counts, the seroprevalence was significantly higher than in
HIV-infected subjects with high CD4 counts or HIV-negative subjects.

Our group recently performed a study on HEV infection in immunocompetent persons in
central Argentina and found a seroprevalence of4.4% for HEV IgG [8]. In other studies, the
seroprevalence of HEV antibodies varies among immunocompetent and immunosuppressed
subjects [2]. The increased seroprevalence of HEV in immunosupressed populations is of
importance since immunosuppressed individuals, particularly those that have undergone
solid-organ transplantation, can develop chronic infection with HEV [4]. Hering et al. found
15% HEV seroprevalence among renal transplant recipients, and 10% of these subjects had
positive HEV RNA, suggesting they had chronic infection with persistent viral replication [10].
Very few samples in that study had both positive HEV IgG and HEV RNA, and therefore acute
infection could not be excluded. The prevalence of HEV in transplant recipients varies depend-
ing on geographical location. In France 13% to 39% of renal and liver transplant recipients
were positive for HEV IgG, while this number was 2% and 2.9% in liver and transplant recipi-
ents in the Netherlands and Germany, respectively [4,11, 12].

Although most studies suggest an increased prevalence of HEV in immunosuppressed sub-
jects, as well as a higher risk of chronic disease, little is known about the effect of HIV on HEV
infection and results are mixed across different studies. Kenfak-Foguena et al. reported a sero-
prevalence of HEV 0f2.6% in HIV-infected subjects in Switzerland. Interestingly, this study was
performed on subjects with unexplained elevated liver enzymes, in which a higher seropreva-
lence of HEV might have been expected [5]. Sherman et al. found an HEV seroprevalence of
20% in HIV-infected subjects awaiting solid-organ transplant. The study found no active infec-
tion, based on RNA levels of HEV, in any of the subjects. In that study, patients had well-con-
trolled HIV viremia, as expected in a cohort waiting for solid organ transplantation [6]. Pineda
et al. reported a seroprevalence of HEV IgG 0f26% in an HIV-infected population in Spain [13].

Some of the differences in HEV IgG prevalence across studies can be attributed to differ-
ences in the commercially available assays. While initial assays showed a very high number of
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false positives, newer tests, including the one used in our study, have shown to have good sensi-
tivity and specificity for detecting HEV IgG antibodies [14]. Caution is necessary when inter-
preting results from immunoglobulin assays in the setting of humoral or cellular
immunosuppression, since the assay performance might not be optimal.

Overall, studies addressing HEV prevalence in HIV infected subjects have been cross-sec-
tional and performed on individuals with controlled HIV disease. In our study, although there
was a difference of HEV 1gG seroprevalence in HIV-positive persons compared to HIV-nega-
tive controls, this difference was significant only in the subgroup of subjects with low CD4
counts. This difference was seen regardless of whether or not subjects were receiving ART. Our
results are consistent with Pineda et al., who found increased seroprevalence of HEV in HIV-
infected subjects in Spain with CD4 counts below 500/mm3when compared to those CD4
counts above 500/mm3 [13]. It might be expected that detection of IgG would have lower sensi-
tivity in HIV-infected subjects with lower CD4 counts, and therefore, more profound immuno-
suppression, but we found higher seroprevalence in the subgroup with the lowest CD4 counts.
It appears, however, that marked immunosuppression, indicated by lower CD4 counts, may
predispose subjects to infection with HEV.

There might be differences in the socio-economic status of our HIV-infected subjects from
different clinics. Although we did not use a specific questionnaire to address these differences,
some subjects were seen in a private hospital (likely of higher income), while other subjects
were seen in a public hospital (likely of lower income). In our previous study in immunocom-
petent subjects, we found a difference in HEV seroprevalence based on socioeconomic status
[8]. Since HEV is transmitted in a fecal-oral route, it might be expected to be more prevalent in
populations where hygiene standards are lower.

In those subjects positive for HEV IgG in which we had clinical information available (n =
4), liver enzymes were normal and none showed clinical evidence of chronic hepatitis, but all
had some abnormality on liver US, such as increased size (n = 3) or increased echogenicity
(n = 3). RNA levels were positive in only one sample from the entire cohort of samples. This
subject had symptoms of nausea, vomiting and diarrhea, suggesting an early acute infection
with HEV.

The clinical significance of positive HEV IgG in our population is unclear. With reports
indicating higher likelihood of chronic infection in subjects with solid organ transplant, we
believe studies are necessary to perform longer follow-up of subjects with HIV and HEV to bet-
ter characterize the chronicity of HEV infection in HIV-infected patients, particularly since
HEV can now be treated with ribavirin [15].

In summary, this study shows a higher prevalence of HEV IgG in HIV-positive subjects
with low CD4 counts. Studies evaluating a larger number of HIV-infected subjects, including
those receiving and not receiving ART, are necessary to further understand this finding and its
clinical significance.

Supporting Information

S1 File. Minimal data set Debes et al.
(XLSX)

Author Contributions

Conceived and designed the experiments: JDD PRB VR MBP LGM. Performed the experi-
ments: MMW MBP EB NF MBI ML. Analyzed the data;: JIDD PRB VR LGM NF BH ML. Con-
tributed reagents/materials/analysis tools: JDD VR. Wrote the paper: JDD PRB VR LGM.

PLOSONE | DOI:10.1371/journal.pone.0160082 July28, 2016 5/6


http://www.plosone.org/article/fetchSingleRepresentation.action?uri=info:doi/10.1371/journal.pone.0160082.s001

iB)PLOS |OE

HIV and Hepatitis E

References

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Fujiwara S, Yokokawa Y, Morino K, Hayasaka K, Kawabata M, Shimizu T. Chronic hepatitis E: a review
of the literature. J Viral Hepat. 2014 Feb; 21(2):78-89. doi: 10.1111/jvh.12156 PMID: 24383921

Kamar N, Bendall R, Legrand-Abravanel F, Xia NS, ljaz S, lzopet J, etal. Hepatitis E. Lancet. 2012 Jun;
379(9835):2477-88. doi: 10.1016/S0140-6736(11)61849-7 PMID: 22549046

Abravanel F, Lhomme S, Chapuy-Regaud S, Mansuy JM, Muscari F, Sallusto F, etal. Hepatitis E virus
reinfections in solid-organ-transplant recipients can evolve into chronic infections. J Infect Dis. 2014
Jun; 209(12):1900-6. doi: 10.1093/infdis/iiu032 PMID: 24436450

Kamar N, Selves J, Mansuy JM, Ouezzani L, Péron JM, Guitard J, et al. Hepatitis E virus and chronic
hepatitis in organ-transplant recipients. N Engl J Med. 2008 Feb; 358(8):811-7. doi: 10.1056/
NEJMo0a0706992 PMID: 18287603

Kenfak-Foguena A, Schoni-Affolter F, Burgisser P, WitteckA, Darling KE, Kovari H, etal. Hepatitis E
Virus seroprevalence and chronic infections in patients with HIV, Switzerland. Emerg Infect Dis. 2011
Jun; 17(6):1074-8. doi: 10.3201/eid/1706.101067 PMID: 21749774

Sherman KE, Terrault N, Barin B, Rouster SD, Shata MT, Investigators H-T. Hepatitis E infection in
HIV-infected liver and kidney transplant candidates. J Viral Hepat. 2014 Aug; 21(8):e74-7. doi: 10.
1111/jvh.12233 PMID: 24773782

Isa MB, Pavan JV, Sicilia Don P, Grutadauria S, Martinez LC, Giordano MO, et al. Persistence of mea-
sles neutralizing antibody related to vaccine and natural infection acquired before HIV infection. Epide-
miol Infect. 2014 Aug; 142(8):1708-12. doi: 10.1017/S0950268813002628 PMID: 24139476

Martinez WassafMG, Pisano MB, Barril PA, ElbarchaOC, Pinto MA, Mendesde Oliveira J, etal. First
detection of hepatitis E virus in Central Argentina: Environmental and serological survey. J Clin Virol.
2014 Aug.

Huang FF, Hagshenas G, Guenette DK, Halbur PG, SchommerSK, Pierson FW, etal. Detection by
reverse transcription-PCR and genetic characterization of field isolates of swine hepatitis E virus from
pigs in differentgeographic regions of the United States. J Clin Microbiol. 2002 Apr; 40(4):1326-32.
PMID: 11923352

HeringT, Passos AM, Perez RM, Bilar J, Fragano D, Granato C, etal. Pastandcurrent hepatitis E virus
infection in renal transplant patients. J Med Virol. 2014 Jun; 86(6):948-53. doi: 10.1002/imv.23915
PMID: 24619955

Haagsma EB, Niesters HG, van den Berg AP, Riezebos-Brilman A, Porte RJ, Vennema H, etal. Preva-
lence of hepatitis E virus infection in liver transplant recipients. Liver Transpl. 2009 Oct; 15(10):1225-8.
doi: 10.1002/1t.21819 PMID: 19790147

Pischke S, Wedemeyer H. Chronic hepatitis E in liver transplant recipients: asignificantclinical prob-
lem? Minerva Gastroenterol Dietol. 2010 Jun; 56(2):121-8. PMID: 20485250

Pineda JA, Cifuentes C, Parra M, Merchante N, Pérez-Navarro E, Rivero-Juarez A, etal. Incidence and
natural history of hepatitis E virus coinfection among HIV-infected patients. AIDS. 2014 Aug; 28
(13):1931-7. doi: 10.1097/QAD.0000000000000378 PMID: 24979724

Pas SD, Streefkerk RH, PronkM, de Man RA, BeersmaMF, Osterhaus AD, etal. Diagnostic perfor-
mance of selected commercial HEV IgM and IgG ELISAs for immunocompromised and immunocompe-
tent patients. J Clin Virol. 2013 Dec; 58(4):629-34. doi: 10.1016/i.icv.2013.10.010 PMID: 24210958

Kamar N, Mallet V, Izopet J. Ribavirin for chronic hepatitis E virus infection. N Engl J Med. 2014 Jun;
370(25):2447-8.

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0160082 July 28, 2016 6/6


http://dx.doi.org/10.1111/jvh.12156
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24383921
http://dx.doi.org/10.1016/S0140-6736(11)61849-7
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22549046
http://dx.doi.org/10.1093/infdis/jiu032
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24436450
http://dx.doi.org/10.1056/NEJMoa0706992
http://dx.doi.org/10.1056/NEJMoa0706992
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18287603
http://dx.doi.org/10.3201/eid/1706.101067
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21749774
http://dx.doi.org/10.1111/jvh.12233
http://dx.doi.org/10.1111/jvh.12233
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24773782
http://dx.doi.org/10.1017/S0950268813002628
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24139476
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11923352
http://dx.doi.org/10.1002/jmv.23915
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24619955
http://dx.doi.org/10.1002/lt.21819
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19790147
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20485250
http://dx.doi.org/10.1097/QAD.0000000000000378
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24979724
http://dx.doi.org/10.1016/j.jcv.2013.10.010
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24210958

Arch Virol
DOI! 10.1007/s00705-016-3171-6

ORIGINAL ARTICLE

CrossMark

Hepatitis E virus infection in patients on dialysis and in solid
organ transplant recipients in Argentina: exploring associated

risk factors

Maria Belen Pisanol2 eDomingo Balderramo3 <Maribel Martinez Wassaf24 <
Martin Lottol eYanina Carlino3 =Viviana Elizabeth Rel2 =Jose D. Debes5

Received: 26 October 2016/Accepted: 27 October 2016
© Springer-Verlag Wien 2016

Abstract Infection with hepatitis E virus (HEV) leads to
acute hepatitis infection in immunocompetent hosts. HEV
genotype 3 can present with high frequency and lead to
chronic infection in individuals with a compromised
immune system. The risk factors related to increased
seroprevalence or chronicity in this population are not
entirely understood. Moreover, most studies addressing
risk factors for HEV in non-endemic areas come from
developed areas such as North America and Europe. In this
study we evaluated seroprevalence, chronicity and risk
factors for HEV in 120 transplant recipients and 88 patients
on dialysis in Argentina. We found a significantly higher
seroprevalence of HEV IgG in those undergoing dialysis
compared with healthy controls (10.2% and 4.3% respec-
tively, p = 0.03). No difference in HEV seroprevalence
was observed between healthy controls and transplant
recipients (5.8%). We found no association between pre-
viously identified risk factors for HEV, such as pork
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consumption or use of tacrolimus, and HEV seropreva-
lence. In univariate and multivariate analyses, consumption
of fish was associated with higher seroprevalence of HEV
(OR = 9.33; 95% CI: 2.07-42.2; p = 0.04). None of the
samples showed HEV RNA amplification, indicating that
chronicity does not seem to be an issue in these cohorts.
Our results show increased seroprevalence of HEV in
individuals undergoing dialysis but not in transplant
recipients. We also found that fish consumption can be a
potential risk factor for acquiring HEV.

Introduction

Hepatitis E virus (HEV) infection has traditionally been
considered an acute, self-limited disease, characterized by
the development of hepatitis, when clinically evident.
Recently, HEV, specifically genotype 3 (HEV-3), has been
recognized as a cause of chronic hepatitis in immunosup-
pressed individuals, particularly in solid organ transplant
recipients [1- 3]. Also, some reports indicate a higher
seroprevalence of HEV in patients undergoing hemodial-
ysis, although there is no evidence of chronicity in these
patients [4- 6].

Most studies involving HEV infection in transplant
recipients or patients on hemodialysis have been performed
in high-income developed countries [4, 7, 8]. Little is
known about HEV infection in medically immunosup-
pressed individuals in low- and medium-income countries.
In Argentina, human cases of hepatitis E have been diag-
nosed sporadically in many parts of the country; all
detected viruses belonged to genotype 3 [9, 10]. HEV-3 has
also been detected in pigs of commercial farms in different
areas [11] and our group has reported presence of HEV in
watercourses in the central region of Argentina [12].
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Seroprevalence data reported in the country varied
according to the population studied: 4.4% in healthy adults
[12], 0.15% in children [13] and 1.8% inblood donors [14].
Among HIV-infected individuals, HEV seropravelence
valtes ranged between 6.6 and 35% [14- 16].

Overall, the role of HEV in causing liver disease and the
seroprevalence of HEV in immunocompromised patients in
low- and medium-income countries is not well defined.
Moreover, the risk factors associated with HEV infection
or development of clinical significant disease are unknown
in certain areas such as South America.

The aim of this study was to investigate the seropreva-
lence, presence of chronic infection and associated risk
factors of HEV infection in solid organ recipients and in
patients on dialysis in a prospective fashion.

Materials and methods
Study population

A total of 208 patients, who were on dialysis or who were
solid organ transplant recipients (TR), were randomly and
prospectively evaluated in a healthcare center in Cérdoba,
the second largest city in Argentina (1,329,604 inhabitants,
located in the central area of the country). All subjects were
analyzed according to their clinical conditions, social
habits and the presence of the following potential risk
factors for HEV infection: consumption of pork and/or fish,
access to potable water, history of transfusion and travel-
ling abroad. Each patient had a sample of blood taken
during a clinical visit (for either hemodialysis or clinical
follow up) after written informed consent was obtained by
the primary physician. All samples were stored at —80°C
before analysis. A group of 433 healthy adult subjects
described elsewhere [12] was used as a control group.

Ethical approval

Ethics committee of the Health Ministry of the Province of
Cordoba (CIEIS HP 4-231/14).

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Commercially available 1gG and IgM antibodies against
HEV were used (Dia.pro, Milan, Italy) and ELISA assays
were performed following the manufacturer’s instructions.
ELISA microplates were coated with HEV-specific, syn-
thetic, conserved and immunodominant antigens, derived
from the open reading frames 2 and 3 (ORF-2 and ORF-3)
of HEV genome of all genotypes. Test results were used to
calculate the ratio of the sample (S) and the cut-off (CO)
(S/CO). Samples with S/CO ratio bellow 0.9 were
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considered negative, between 0.9-1.1 as equivocal results,
and above 1.1 as positive results.

Polymerase Chain Reaction (PCR)

Nested-PCR assay, targeting ORF-2, was performed fol-
lowing previously described protocols [17]. PCR products
were analyzed by gel electrophoresis using TBE buffer and
a 2% agarose gel containing GelRed (Biotium, Inc), fol-
lowing the manufacturer’s instructions, and visualized
under UV light. The lower limit of detection for this PCR
was 31.6 PID (pig infectious dose) [17].

Statistical analysis

Continuous variables are expressed as means and standard
deviations (SD) or as medians and ranges, on the basis of
their homogeneity. Categorical variables are expressed as
numbers and percentages. To assess the association
between individual risk factors and IgG anti-HEV, we used
independent t or chi-square tests. All variables that were
significant in the univariate analysis with a P value <0.20
were considered for a multivariate logistic regression
analysis, to determine the independent risk factors for anti-
HEV IgG. The associations are presented as odds ratios
(ORs) and 95% confidence intervals (Cls). A two-sided
probability value <0.05 was considered to be significant.
Statistical analysis was performed with the SPSS 17.0
statistical package (SPSS, Inc., Chicago, IL).

Results

We evaluated a total of 208 patients: of these, 88 were
undergoing dialysis and 120 were solid organ transplant
recipients. The male-to-female ratio for patients on dialysis
was 2.4/1 with a mean age of 60 years (SD = 15,57,
range = 23-88 yrs). The male-to-female ratio in transplant
recipients was 1.5/1, with a mean age of 50 years
(SD = 15.62; range = 18-77 yrs). There were 106 kidney
transplant recipients, 14 liver transplant recipients, 82
patients on hemodialysis and 6 on peritoneal dialysis.
Seropositivity for anti-HEV IgG was observed in 9 out of
88 patients on dialysis (10.22%). The mean age for those
who tested positive for HEV, was 59 years (SD = 14.6;
range = 36-75 yrs) and the male-to-female ratio was 2.3/1.
Prevalence of HEV infection among patients on
hemodialysis was 9.7% (8/82), and this was 16.7% (1/6)
among patients on peritoneal dialysis. Among solid organ
transplant recipients, 7 out of 120 tested positive for anti-
HEV 1gG (5.83%) (Table 1). The mean age among HEV-
positive transplant recipients was 61 years (SD = 17.0;
range = 42-77 yrs) and the male-to-female ratio was 1.5/1.
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Table 1 Comparison of anti-

N
HEV IgG seroprevalence in
transplant recipients, patients on
dialysis and healthy controls
Control group 433
Transplant recipients 120
Kidney - TR 106
Liver - TR 14
Dialysis 88
HD patients 82
Peritoneal dialysis 6

None of the patients showed any clinical symptom that
could be attributed to acute or chronic hepatitis.

Seropositivity for anti-HEV IgM was detected in 5 of
the 8 anti-HEV IgG-positive patients on hemodialysis.
None of the transplant patients had anti-HEV IgM. All
patients were negative for HEV RNA.

In our previous study there was a statistically significant
difference between the rates of HEV 1gG seroprevalence in
patients on dialysis and healthy controls (10.22 % vs.
4.4%) with an OR of 2.48 of being HEV IgG-positive for
dialysis patients vs. healthy controls (95% CI: 1.08-5.67,
p = 0.03). Interestingly, we found no statistically signifi-
cant difference in HEV seroprevalence between transplant
recipients and healthy controls (5.8% vs. 4.4%, p = 0.51),
or between transplant recipients and patients on dialysis
(5.8% vs. 10.2%, p > 0.05). There were also no differences
in HEV seroprevalence between kidney or liver transplant
recipients (5.7% vs. 7.1%, p > 0.05). There was no sig-
nificant correlation between HEV seroprevalence and
gender or age, in any of the patient groups studied.

Among all the variables evaluated by univariate analy-
sis, only fish consumption and lack of traveling abroad
were significantly associated with HEV seropositivity
(p < 0.05 for each variable) (Table 2). Interestingly, con-
sumption of pork or charcuterie did not correlate with HEV
seropositivity. Due to the dependence structure between
covariates, we fitted multiple logistic regression models in
order to obtain the adjusted risk estimates. This multi-
variate analysis found that fish consumption (more than
once a week) was the only statistically significant variable
associated with HEV infection (OR = 9.33, 95% CI:
2.07-42.2) (Table 3).

Discussion

In non-endemic countries, such as Argentina, HEV geno-
type 3 has been proposed to be transmitted to humans in a
zoonotic fashion, from animal reservoirs or from water
sources. However, the specific routes of transmission and
risk factors for the development of infection are not

anti-HEV 1gG 95% CI p-value
Positive samples (%) OR

4.4 Reference

5.8 1.35 0.55-3.29 0.66
5.7 1.31 0.51-3.36 0.56
7.1 1.68 0.21-13.49 0.62
10.2 2.48 1.08-5.67 0.031
9.7 2.36 0.99-5.58 0.052
16.7 4.36 0.48-39.16 0.19

entirely understood. It is therefore important to investigate
the epidemiological pattern of circulation of HEV, espe-
cially in susceptible populations from areas where HEV
has been reported [12].

This is the first assessment of HEV seroprevalence and
risk factors in hemodialysis patients and transplant recipi-
ents in Argentina. In transplant recipients, the HEV IgG
seroprevalence was 5.83%. This prevalence was higher
than that reported in Italy (3.3%) using the same ELISA Kit
(Dia.pro, Milan, Italy) and lower than that found among
Iranian kidney transplant recipients (30.8%) [6, 18].
Globally, there is controversy on whether transplant
recipients of specific organs have variable prevalence of
HEV. Some studies suggest that patients who have
undergone a kidney transplant could be more susceptible to
infection by HEV, due to exposure to higher doses of
immunosuppressive drugs. Other studies indicate that
patients who receive a liver transplant could be more likely
to develop HEV infection and progress to a chronic
infection as a result of local inflammation, which can
generate a favorable environment in the target organ
[19-21]. Our study found no significant differences
between HEV prevalence among recipients of different
organs (kidney or liver).

Numerous studies have reported the development of
chronic infections with HEV in transplant recipients
[7, 22-28]. However, in line with other studies, such as
Harrison et al. (2013), Naik et al. (2013) and Scotto et al.
(2015), which did not describe such viral persistence, we did
not find HEV RNA amplification in any sample, suggesting
that progression of HEV infection to chronicity does not
seem to represent a problem in our community [4, 6, 29].

The use of the immunosuppressive drug tacrolimus has
been found to be a factor independently associated with
chronic HEV infection, when compared with the use of
cyclosporine A [20]. In our study we could not evaluate
this association because all the patients were treated with
tacrolimus. Nonetheless it is important to note that,
although all transplant recipients in our study were treated
with a drug associated to HEV infection, none had HEV
RNA in their blood.
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Table 2 Univariate analysis of

fact iated with i Variable IgG positive, n (%) IgG negative, n (%) p-value
actors associated with anti- (N = 16) (N = 192)
HEV seroprevalence
Age (years) 57.3 (SD = 15,5) 52.9 (SD = 15.9) 0.31
Gender, male* 9 (56.3%) 103 (52.0%) 0.75

Comorbidities*

Hemodialysis 8 (9.7%) 74 (90.2%) 0.32
Peritoneal dialysis 1 (16.7%) 5 (83.3%) 0.94
Liver - transplant 1 (7.1%) 13 (92.9%) 0.64
Kidney - transplant 6 (5.7%) 100 (94.3%) 0.46

Grouped comorbidities

Dialysis 9 (10.2%) 79 (89.8%) 0.20
Transplant 7 (5.83%) 113 (94.2%) 0.24
Blood transfusion* 10/16 (62.5%) 109/156 (69.9%) 0.54

Food habits*

Pork meat consumption 12/16 (75%) 106/159 (66.7%) 0.59
<llweek 7/7 (100%) 110/115 (95.7%) 0.67
>1/week 0/7 (0%) 5/115 (4.3%) 0.67

Charcuterie consumption 10/16 (62.5%) 104/159 (65.4%) 0.81
<l/week 6/7 (85.7%) 99/115 (86.1%) 0.98
>1/week 1/7 (14.3%) 16/115 (13.9%) 0.98

Fish consumption 13/16 (81.3%) 121/159 (76.1%) 0.77
<l/week 4/8 (50%) 113/125 (90.4%) 0.004
>1 week 4/8 (50%) 12/125 (9.6%) 0.004

Drinks tap water 10/15 (66.7%) 94/156 (60.3%) 0.63

Drinks bottled water 8/16 (50%) 79/156 (50.6%) 0.96

Alcohol consumption 3/16 (18.8%) 55/159 (34.6%) 0.27
<llweek 2/2 (100%) 58/71 (81.7%) 0.79
>1/week 0/2 (0%) 13/71 (18.3%) 0.79

Coffee consumption 13/16 (81.3%) 106/158 (67.1%) 0.39
<l/week 4/8 (50%) 45/115 (39.1%) 0.81
>1/week 418 (50%) 70/115 (60.1%) 0.81

Residence*

Cordoba city (urban) 12/16 (75%) 90/159 (56.6%) 0.19

Periphery of Cordoba city (non-urban) 4/16 (25%) 41/159 (25.8%) 0.94

Others provinces 0/16 (0%) 28/159 (17.6%) 0.08

Travel abroad*
Yes 4/14 (28,6%) 52/84 (61.9) 0.04
Never 10/14 (71.4%) 32/84 (38.1%) 0.04

*Only data from individuals having this factor were included

Table 3 Multivariate analysis

. Variable OR (95% CI) Adjusted OR (95% CI) p-value
of factors independently
associated with anti-HEV Fish consumption 9.42 (2.08-42.6) 9.33 (2.07-42.2) 0.04
seroprevalence
>1/week
Never travel abroad 4.06 (1.18-14.04) - NS
Regarding hemodialysis patients and HEV seropositiv- susceptibility to viral and bacterial infections [4]. In this

ity, it is known that chronic renal disease induces defects in context, our study found a higher HEV seroprevalence in
cellular and humoral immunity characterized by increased patients undergoing hemodialysis, compared with a control
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group. These results are similar to those observed in Italy
(6.0%), Iran (7.4-10.6%) and Turkey (20.6%), which were
obtained using the same commercial ELISA test to detect
anti-HEV antibodies, but our seroprevalence data is much
lower than that detected in England (36%) using a different
ELISA test [4-6, 30- 32].

Scotto et al. (2015) reported a low frequency of acute
HEV infection (IgM positive) in hemodialysis patients and
transplant recipients, 0.9% and 0.8%, respectively [6]. Our
study found a high percentage of HEV IgM positivity
among patients on HD: 6.09% of the entire cohort and
62.5% of those who were positive for HEV 1gG. None of
these patients exhibited symptoms consistent with acute
viral hepatitis and liver transaminases level in blood were
similar to those from patients that were HEV IgM-negative.
It should be noted though that there was a more pro-
nounced change in ALT (6.75 U/I) than in AST (0.86 U/I),
three months after diagnosis in those patients with HEV
IgM. Whether these changes were related or not to acute
infection with HEV is difficult to assess, due to the low
number of patients.

Continuous exposure of HD patients to heparin could be
related to higher HEV seroprevalence rates when compared
to healthy controls [4]. Heparin is derived from porcine
small intestine and HEV has been found in the digestive
organs of these animals after experimental infection [33].
We performed PCR for HEV in a small batch of heparin
samples used in these patients, but found no amplification
of HEV RNA. Parenteral transmission has also been pro-
posed as a potential explanation for higher HEV sero-
prevalence in this group [6]. Patients with chronic kidney
disease have impaired erythropoiesis and therefore are
prone to receive more blood transfusion than the general
population. However, in our study, blood transfusion was
not a risk factor independently associated with HEV
infection. We found no significant differences in preva-
lence or risk factors between those on hemodialysis or
peritoneal dialysis. However, the number of patients on
peritoneal dialysis was quite low.

Interestingly, we did not find risk factors commonly
reported to be associated with HEV infection, such as
consumption of pork or sausages, drinking of tap water and
traveling abroad, to correlate with HEV seropositivity.
Unexpectedly, fish consumption, with a frequency of more
than once per week, was the only variable independently
associated with increased IgG HEV detection. A limitation
of this study is that the survey did not inquire about the
kind of fish consumed (sea fish, freshwater or shellfish),
sources of fish or type of consumption (raw or cooked),
which would have provided more information about fish
consumption and routes of transmission. Although there
are no studies that report an association between HEV and
consumption of fish, Yugo and Meng (2013) reported that

coastal waters could be contaminated by HEV, leading to
accumulation of the virus in the digestive tissues of shell-
fish, which could be a risk for human infection through
ingestion [34]. Most often, mussels, cockles, and oysters
are eaten raw or slightly cooked, and HEV is stable in both
alkaline and acidic environments, as well as in frozen food
for more than 10 years, and remains infectious at temper-
atures of up to 60 °C, suggesting that raw, poorly-cooked,
or slightly steamed contaminated seafood may transmit
HEV to consumers [35]. Also, high seroprevalence of HEV
infection in seafood processing workers from China has
been reported [36]. In that study, Cui et al. (2016) showed
that direct contact with raw seafood was a significant risk
factor for HEV infection [36]. Our findings, albeit inter-
esting, are also limited by the low number of patients who
reported consuming fish, and therefore larger studies
addressing this risk factor will be needed.

In conclusion, our study found a higher seroprevalence
of HEV IgG among patients on dialysis, but not in solid
organ transplant recipients, compared with healthy con-
trols. Chronic hepatitis due to HEV was not observed. The
long-term effects of HEV exposure in liver function are
still unknown and further long-term studies are needed to
evaluate HEV seroprevalence and HEV RNA prevalence in
the blood of immunocompromised patients as well as
HEV'’s effect on liver physiology.
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