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l. INTRODUCCION

El término de hepatitis viral indica enfermedad infecciosa e inflamatoria que
afecta al higado, ocasionando la destruccion de pequefias zonas del tejido
hepético. El cuadro sintomatico varia desde una leve dolencia griposa hasta una
deficiencia hepatica grave 3219 Se reconocen en la actualidad seis agentes
virales productores de hepatitis: el virus de la hepatitis A (VHA), virus de la
hepatitis B (VHB), virus de la hepatitis C (VHC), virus de la hepatitis D (VHD),
virus de la hepatitis E (VHE) y virus de la hepatitis G (VHG). Existen ademas
otros virus que pueden originar compromiso hepatico, entre ellos
Citomegalovirus (CMV), virus Epstein Barr (VEB ) y Adenovirus (ADV), sin que
este tejido constituya su principal 6rgano blanco * 63V,

Los virus hepatotroficos asociados a una transmision fecal — oral, son hepatitis
A (VHA) y virus de la hepatitis E ( VHE ), ambos responsables de infecciones
agudas y auto limitantes. Si bien, se han descrito casos que indican que pueden
ser responsables de hepatitis fulminante, las infecciones en la mayoria de los

casos no llegan a evolucionar a un cuadro crénico. % ®

En una primera instancia el virus de la Hepatitis E fue conocido como agente
causal de la hepatitis NoA,NoB,NoC. Recientemente se ha evidenciado que la
infeccion esta en aumento mundialmente. Este virus de transmision entérica,
fue documentado por primera vez en Nueva Delhi (India) entre los afios 50 y 60
como causa de una epidemia de hepatitis®. Puede llegar a producir infecciones
graves en adultos, con tasas de mortalidad del 1 al 2 %, en comparacion con la

hepatitis A que presenta una tasa de mortalidad en adultos menor al 0.4 % ©.

Los investigadores sospechan que un 20 % de la poblacion mundial ha estado

infectado con el virus de la hepatitis E (VHE) ©.

La seroprevalencia de anticuerpos anti — VHE se va incrementando con la edad,
especialmente en areas de alta endemicidad. La prevalencia es mucho mayor

en paises en desarrollo, esto debido a que es un agente de transmision fecal —
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oral, asociado directamente a condiciones inapropiadas de saneamiento. El
diagnodstico es indirecto a través de la determinacion de marcadores
serolégicos, mediante ensayo inmunoenzimatico ( EIA ), basado en la deteccion
de anticuerpos especificos de tipo IgM anti-VHE e IgG anti—-VHE.

Actualmente en Bolivia son escasos los estudios que abordan la importancia de
este agente viral como uno de los principales agentes causantes de hepatitis
viral aguda. Es asi que este estudio pretende contribuir con esta informacion,

todo con el objetivo de orientar a un diagnéstico adecuado de esta patologia.
. ANTECEDENTES.
2.1. GENERALIDADES.

El virus de la hepatitis E (VHE), es un virus de transmision entérica, se
transmite a través del consumo de agua y alimentos contaminados. Agente
causal de hepatitis aguda y autolimitada. Se han registrado epidemias en la
India, Asia, Africa, México y algunos lugares de Sud América " 9. El origen de
la hepatitis E sin embargo no se conoce, se ha sugerido que la enfermedad es
relativamente nueva pero que va tomando creciente importancia, por sus
caracteristicas remarcables de alta incidencia en adultos y de hepatitis

fulminante con elevada mortalidad en mujeres gestantes ©.

A diferencia del virus de la hepatitis A (VHA) que es de alta endemicidad en
nuestro pais y que también es transmitido por via fecal - oral, los casos agudos
de hepatitis E se han descrito en forma esporadica. La fase aguda de la
infeccion con el VHE presenta una respuesta inmune mediada por la
inmunoglobulina de tipo IgM que es muy limitada y de corta duracién, por lo
que en la practica clinica las investigaciones se basan en la determinacion de
la seroconversion de IgG anti-VHE por ser este un marcador de aparicion

precoz y de duracién prolongada .
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2.2. CLASIFICACION.

La clasificacion del VHE no se encontraba completamente establecida. En una
primera instancia a través de una caracterizacion parcial con el microscopio
electrénico y debido a sus caracteristicas (tamafio entre 27 a 32 nm) se lo
relacion6 a la familia Picornaviridae™®. Sin embargo estudios de secuenciacion
y de organizacion genémica del VHE determinaron que era muy diferente a esta
familia. Otros estudios subsecuentes indicaron que el virus, debido a sus
caracteristicas estructurales podia pertenecer a la familia Caliciviridae como un
género separado ©. Segun las dltimas recomendaciones del Comité
Internacional de Taxonomia Virica, VHE se clasifica en una familia diferente
llamada “virus HEV-like” ® 33V El analisis del ARN del virus muestra que este
forma un grupo genéticamente diferente, siendo inclusive mas cercano al virus

de la Rubéola que a la familia de los calicivirus tipicos © .
2.3. ESTRUCTURA.

Los estudios de inmunomicroscopia electronica (IME) describieron las
caracteristicas morfologicas. VHE es una particula esférica, que presenta
dimensiones que oscilan entre los 27 a 32nm de diametro. Este virus no
presenta envoltura lipidica, su capside presenta simetria icosahédrica que

recubre el genoma viral 1% 114 15:53),
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Hepatitis E Virus

Figura 1. vVirus de la Hepatitis E. Micrografia electrénica de particulas del virus (reproducido con autorizacién del
CDC, Centers for Disease Control).

2.4. ORGANIZACION GENOMICA.

El genoma virico se ha clonado y secuenciado a partir de fragmentos de VHE
aislados en pacientes procedentes de diferentes zonas geograficas y muestran
un alto grado de conservacion genOmica, tanto en nucle6tidos como en

aminoacidos ©V,

El genoma o material genético, esta conformado por ARN monocatenario, de
polaridad positiva, con un tamafio de 7.2 a 7.5 Kb de largo, el cual presenta tres

marcos abiertos de lectura. % 41530

Las secuencias de las regiones no codificables (RNC) 5y 3" son de 27 y 68

nucleétidos respectivamente y los genes considerados no estructurales se

localizan en el extremo 5" y los estructurales en el extremo 3" del genoma ©.
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El primer marco abierto de lectura (MAL1) comienza 28 nucledtidos después
del extremo 5" y se extiende hasta 5079 pares de bases (pb) antes de terminar
en el nucleétido de la posicion 5107, el (MAL2) comienza en el nucleétido de
la posicién 5147 y se extiende 1980 pb, el MAL3 comprende 369 pb y solapa
al MAL 1 en su extremo 5 por un nucleétido y también solapa
significativamente al MAL 2, asi el virus de la hepatitis E tiene tres marcos
abiertos de lectura que se solapan entre si durante su replicacién, por lo tanto

utiliza los tres marcos codificantes © 2.

Las funciones de las proteinas codificadas por los MAL del VHE no han sido
demostradas directamente, pero sobre las bases de extensos andlisis de
secuencia del genoma se cree que el MAL 1 codifica las proteinas no
estructurales (nsP), como una metiltransferasa, una proteasa, una ARN helicasa
y una ARN polimerasa dependiente, se piensa que el MAL 2 (2 Kb) esta
localizado en la zona 3’ y codifica la proteina mayor de la cépside virica
(72 KDa) y el MAL 3, que se solapa con los MAL1 y MALZ2, codifica una
fosfoproteina muy pequefia e inmunogénica de 123 aminoécidos asociada al

citoesqueleto 471359,

El MAL 2 contiene una tipica secuencia sefal cercana a su extremo 57,
inmediatamente seguida por una region de 300 nucleotidos, rica en codones de
arginina y de carga altamente basica. Regién que se cree que esta involucrada
en la codificacion gendémica de la proteina de encapsidaciéon, a su vez en esta

misma regién se codifica un epitope inmunogénico principal.
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Figura 2 . Organizacion gendmica del virus de la hepatitis E (VHE)

La proteina principal de la capside codificada por MAL 2 es una glicoproteina de
88 KDa expresada intracelularmente, asi como en la superficie celular y tiene la
posibilidad de formar homo dimeros no covalentes, esta es sintetizada como
una proteina precursora de MAL 2 (pMAL 2) la cual es glicosilada
posteriormente (gpMAL 2), contiene una secuencia primaria de aminoacidos
con tres sitios potenciales de glicosilacién, que son conservados en todas las
cepas del VHE ®7.

El MAL 3 contiene una secuencia cerca de su extremo 5 que codifica una
proteina de funcion desconocida, por otro lado también codifica un epitope

inmunogénico cerca de su extremo 3" 19,
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2.5. REPLICACION VIRAL.
a) Adhesién y penetracion.

El mecanismo de unién, entrada y desnudamiento del VHE no es conocido
totalmente, pero se asume que comienza con la unidon del virus a receptores
especificos sobre los hepatocitos y posiblemente también en células del
intestino, seguido de la internalizacibn de las particulas virales y el

desnudamiento de la capside que permite la liberacion del ARN viral ¢4,

b) Replicacién del genoma viral.

Debido a la gran dificultad para el aislamiento viral en cultivo celular se conoce
muy poco acerca de su ciclo replicativo. Se ha propuesto un modelo general de
replicacion y expresion génica de VHE, basado en las similitudes y en la
homologia de secuencias con otros virus ARN de polaridad positiva

perfectamente caracterizados ©©.

El ciclo replicativo se inicia con la expresion de los genes que codifican
proteinas no estructurales. Estos productos génicos individuales se involucran

por lo tanto en los estadios tempranos de la replicacion viral 9.

El proceso comienza con la penetracion del virus en la célula permisiva, el ARN
virico se traduce en el citoplasma de las células infectadas produciendo una
proteina no estructural (nsP) codificada por el MALL1. Esta poliproteina contiene
la replicasa virica que estaria implicada en la sintesis de intermediarios

replicativos de polaridad negativa a partir de la cadena genémica positiva ¢ 9.

Estos intermediarios, actian como molde para la sintesis de copias adicionales
de las cadenas gendmicas, asi como de cadenas positivas subgendmicas. Esas
cadenas subgendmicas de ARN-VHE pueden ser traducidas en proteinas

estructurales en los estadios tardios de la replicacion virica.
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c) Ensamblaje y liberacion.

Las proteinas estructurales que forman la capside engloban una copia del

genoma virico sintetizado para formar una particula virica 5 & 31

, proceso
llevado a cabo en el citoplasma de la célula infectada. La nueva progenie viral

seguidamente es liberada.
2.6. PATOGENIA.

La presentacion clinica de la hepatitis E es indiferenciable con la hepatitis A
desde el punto de vista clinico patolégico. La infeccidn se inicia con la ingestion
principalmente de agua y también de alimentos contaminados con materias
fecales provenientes de un individuo infectado. El VHE al ser capaz de iniciar la
infeccion por ruta digestiva, llega a ser un virus resistente a acidos y sales
biliares, asi como a la IgA secretora especifica, que actia como mecanismo de
defensa inicial en el tracto digestivo. Se asume que la replicacion viral se
inicia en la células del tubo digestivo, seguidamente los virus tienen la
capacidad de diseminarse hasta su 6rgano blanco que es el higado a través de
la vena porta, infectando a una gran proporcién de hepatocitos. Una vez que
alcanzan sus receptores especificos en la célula huésped se unen a ellos, para
asi penetrar en ella y llevar a cabo su ciclo replicativo y concluir con la
produccién y liberacion de una nueva progenie viral. Todo esto sin causar dafio
citolitico directo pero induciendo una respuesta inmune celular responsable del

dafio hepatico 19,
Las evidencias sugieren que las manifestaciones clinicas y la evolucion
después del dafio hepatico agudo asociado con la hepatitis viral quedan

determinados por la respuesta inmunolégica del hospedero ©.

Las particulas virales son excretadas a través de la bilis al tubo digestivo, para

ser eliminadas al medio externo junto con la materia fecal. Si bien la excrecion

SELADIS - VIROLOGIA
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y la depuracion viral se producen en unas 5 a 6 semanas, existen casos
documentados de excrecion prolongada. Se ha establecido que la mayor
fraccion de la progenie viral, durante la infeccién, es excretada en las heces, sin

embargo también existe viremia que puede abarcar algunas semanas 2.

e) Cuadro clinico.

El cuadro clinico de hepatitis E, se presenta como una enfermedad tipica
de las hepatitis virales. Si bien es una infeccion aguda y autolimitada que
no evoluciona a la cronicidad, presenta una alta mortalidad en mujeres
gestantes y una alta tasa de infeccién entre adultos jévenes y de edad

media.

Sin embargo, la colestasis es un rango predominante en 20 % de los
pacientes y debe ser diferenciada de la obstruccion de los grandes
conductos biliares ®?. El higado parece ser el 6rgano diana para la

infeccion y las manifestaciones extrahepéticas son raras.

El periodo de incubacion fluctia entre 26 — 42 dias es decir de 3 — 7
semanas, donde los sintomas pueden empezar a presentarse seguido del
periodo de incubacion . Se pueden encontrar particulas virales en las
heces de los infectados a partir de la quinta o sexta semana después de la
exposicion por lo que la infectividad maxima ocurre durante la segunda
mitad del periodo de incubacion y se reduce drasticamente con la aparicion

de ictericia 9.

La fase preictérica o prodromica puede durar entre 5 a 10 dias donde
existira un predominio de los sintomas y signos gastrointestinales, tales
como el dolor epigastrico, hiporexia, nduseas y vomitos que se reportan

con frecuencia 2,

La fase ictérica comienza abruptamente con la aparicion de ictericia, orina
oscura (coluria) y heces de color de arcilla, el pico méaximo lo alcanza la
ictericia entre los 5 a 15 dias y perdura 5 semanas 29,

SELADIS - VIROLOGIA
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Cerca de la mitad de los pacientes desarrolla fiebre y dos tercios se quejan
de artralgias, las pruebas de funcidén hepatica son indicadoras de necrosis
hepatica, estudios clinicos han demostrado que la elevacién de los niveles
de alanina aminotransferasa ( ALAT ) sérica coincide con el comienzo de la

ictericia ©.

Hasta ahora no se ha reportado que la infeccién por VHE conduzca a la
cronicidad. Sin embargo se ha descrito la persistencia de la Ig M anti-VHE
de 21 meses en un caso Yy viremia prolongada (42 — 112 dias) en 4
pacientes, con liberacion fecal del virus hasta la séptima semana de la
enfermedad, bastante tiempo después de la recuperacion clinica y
bioguimica. Estos hallazgos de liberacion prolongada pueden ser
responsables de la contaminacion epidémica y esporadica y al mismo
tiempo abren la posibilidad a una posible cronicidad de la infeccion la cual

es dependiente de la respuesta inmunolégica de cada individuo ©.

b) Manifestaciones clinicas.
Dentro de las manifestaciones clinicas se presentan ictericia, malestar en
general, anorexia, fiebre, dolor abdominal, cefalea, vomitos, exantema vy
artralgias. Una vez que la enfermedad se auto limita se da la posterior
desaparicion de los sintomas y signos. El problema radica en las infecciones
por el VHE cuando este infecta a mujeres embarazadas en las cuales puede

ocasionar una hepatitis fulminante con altos niveles de mortalidad % V.

) Factores de riesgo

Edad: Las infecciones generalmente son asintomaticaS en los nifios, pero

tiende a ser mas severa en sujetos mayores y mujeres embarazadas.
Higiene: La hepatitis E llega a ser endémica en paises en donde los
estandares sanitarios y medidas de higiene son escasos, puesto que la

transmision del virus es principalmente por via fecal-oral, las personas

SELADIS - VIROLOGIA
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estan en riesgo si beben agua infectada, ingieren alimentos contaminados

y se ponen en contacto con heces humanas infectadas.

Viajes: Las personas que normalmente viven en paises no endémicos
pueden infectarse con hepatitis E al viajar lugares si endémicos pudiendo

ser fuente de nuevos brotes.

RESPUESTA INMUNITARIA.

En cuanto a la respuesta inmune que se monta frente a las infecciones por VHE
puede ser de dos tipos humoral y celular. En la respuesta inmune de tipo
humoral intervienen ambos tipos de anticuerpos, IgM e IgG anti-VHE los cuales
se detectan en el curso de la enfermedad. La fase aguda de la infeccion con el
VHE presenta una respuesta inmune mediada por la inmunoglobulina de clase
IgM que es de corta duracion. Esta aparece a las 2 semanas de la exposicion al
virus, hasta desaparecer aproximadamente 12 a 13 semanas después b 29,
Los anticuerpos antivirales tipo 1gG aparecen después de las IgM y su titulo se
va incrementando desde la fase aguda hasta la fase de convalecencia,
permaneciendo elevada de 1 a 4 afios después. Por ello la determinacion de los
anticuerpos de clase IgM es util para el diagnéstico de infeccion aguda. La
presencia de IgG indica infeccidén por el VHE, pero no determina si se trata de
una infeccion reciente, sin embargo es de gran utlidad para estudios de

seroprevalencia Y.
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Hepatitis E Virus Infection
Typical Serologic Course

Symptoms
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Figura 3. Curso serolégico de la infeccién por el virus de la hepatitis E (VHE).

Estudios realizados, indican que es la respuesta inmune celular la que
interviene en la patologia hepatica, ya que se encuentra mediada por la accion
de las NK en una primera instancia y seguidamente linfocitos citotoxicos, esto
origina la citélisis mediada por células de los hepatocitos infectados dando

origen al dafio hepético.

2.6. DIAGNOSTICO.

Las pruebas de laboratorio utilizadas para el diagnostico de la infeccion por el
VHE, incluyen técnicas moleculares e inmunomicroscopia electronica que
detectan el virus en heces o0 en suero, también pruebas serolégicas para la

identificacién de anticuerpos anti-VHE de clase IgM e IgG ©3Y.

Hasta hace un tiempo el método mas utilizado para el diagndstico de las
infecciones por el VHE era la inmunomicroscopia electronica ( IME ), el cual

era problematico, poco sensible y solo disponible en centros especializados. La
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secuenciacion del genoma viral del VHE facilitaron un progreso significativo en
el desarrollo de métodos para su identificacion, la deteccion de secuencias
gendmicas amplificadas mediante la reaccion en cadena de la polimerasa -
transcriptasa inversa llegd a ser una técnica molecular aplicable con alta

sensibilidad y especificidad ©.

Actualmente el ensayo inmuenzimatico constituye el método mas utilizado,
debido a que es una técnica muy conveniente y facilmente disponible para la
deteccion de la IgM y la IgG anti-VHE , constituyendo una via de diagnostico

indirecto de dichas infecciones ©V,
a) Diagnostico clinico.

Una primera etapa en el diagndstico de hepatitis E lo constituye el estudio viral
clinico, que generalmente tiene un caracter de orientacion. Se basa
principalmente en una evaluacién del cuadro clinico, es decir la presencia de
signos y sintomas asociados al virus de la hepatitis E. También son

considerados antecedentes personales, familiares y la situacién epidemioldgica.

Dentro los sintomas y signos que son evaluados clinicamente en el diagnéstico
de una hepatitis E, se encuentran la presencia de alteraciones intestinales como
nauseas, vomitos, dolor abdominal, anorexia entre otros, por otro lado también

se evalla la presencia de ictericia y fiebre.

Al llevar a cabo una evaluacién del funcionamiento e integridad hepatica
mediante la realizacion del perfil biogquimico hepatico tales como la
determinacion de los niveles de bilirrubina, encontramos que estos marcadores
estan elevados con este tipo de infecciones, asi como la alteracion de la
capacidad excretora del érgano. También los marcadores enziméticos de
hepatopatias ( enzimas séricas ) entre las principales transaminasas ( ASAT o
GOT aspartato amino transferasa y ALAT o GPT alanino amino transferasa )
pueden llegar a elevarse de 20 a 40 veces como indicador de dafo
hepatocelular,
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f)  Inmunomicroscopia electronica ( IME).

La inmunomicroscopia electrénica se basa en la deteccién directa de particulas
virales a partir de una muestra de heces fecales de pacientes infectados. La
IME tiene un numero de desventajas como medio de diagndstico, debido a que
requiere de un observador altamente entrenado, suficiente tiempo y grandes
cantidades de antigeno y anticuerpo. Ademas, el virus con frecuencia, se libera
en heces en forma degradada Y. De hecho, en un estudio que se realizo
sobre la base de 2200 muestras de heces obtenidas de casos de hepatitis E en
distintas regiones geograficas del mundo, s6lo dos muestras contenian un

nimero adecuado de particulas en forma de virus ©.

Por otro lado la IME electrénica llega a ser un método directo de diagndstico

gue resulta util solo en la etapa de excrecion viral por el huésped.

c) RT-PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa - transcriptasa

reversa).

El ARN del VHE se detecta en heces mediante RT-PCR, una semana antes del
inicio de la enfermedad y persiste 2 semanas mas tarde. En algunos casos se
ha detectado 52 dias después del inicio de la enfermedad. El ARN-VHE se ha
encontrado en suero en todos los pacientes en las primeras 2 semanas
después del inicio de la enfermedad, con un rango de positividad de 4 a 16

semanas.
d) Diagndstico seroldgico.

El proceso de exploracion de la respuesta inmunologica, primordialmente de
anticuerpos, constituy0 por varias décadas una valiosa herramienta para
investigar la presencia de procesos infecciosos tanto virales como bacterianos,
conformando, la base operativa de la serologia. Ciertamente, esta concepcion

en cuanto a la serologia, no solo ha permanecido, sino se ha ampliado con la
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introduccion de adelantos tecnoldgicos, entre los cuales resaltan: el ensayo
)(22,,35)

inmunoenzimatico ( EIA
Las infecciones virales por VHE recientes o pasadas en un individuo se pueden
estudiar mediante la determinacion de anticuerpos anti-VHE de tipo IgM o IgG
utilizando el ensayo inmunoenzimatico. Desde 1977 esta técnica, ha tomado un
valor potencial como método de diagndstico de enfermedades infecciosas,
alcanzado una elevada sensibilidad, detectabilidad, especificidad, precision y
exactitud. Al mismo tiempo de requerir equipamiento relativamente barato y
procedimientos técnicos rapidos y sencillos 133,

En efecto, la respuesta inmune primaria, por lo tanto se caracteriza por un alza
de la IgM anti-VHE llegando a ser el marcador de eleccion para el diagndstico
de una infeccion aguda. La IgG anti-VHE un marcador de respuesta inmune
secundaria o de memoria inmunoldgica se lo utiliza en estudios

seroepidemiologicos ©3V.

Ensayo inmunoenzimatico (EIA).

La técnica de EIA, recurre al empleo de inmundgenos, haptenos 6 anticuerpos
marcados con una enzima, para revelar el reactivo complementario a nivel de

distintos fluidos bioldgicos 3%,

Fue concebida independientemente en 1971 en Suecia y Holanda, siendo
aplicada posteriormente a la revelacion y a la cuantificacion de los mas diversos
tipos de sustancias presentes en liquidos organicos (antigenos, anticuerpos,

hormonas, farmacos, etc.) 2.

El area de sus aplicaciones médicas se ha expandido en forma sostenida,
siendo utilizada como el primer sustituto de la técnica de Radioinmunoensayo,
debido a su comparable sensibilidad, sin los problemas de manejo, eliminacion

y corto tiempo de vida de los materiales radioactivos, en la medicion de
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hormonas, inmunoglobulinas, antigenos y anticuerpos en infecciones

bacterianas, micésicas, parasitarias o viricas .

.La técnica de EIA se basa en el empleo de un soporte al cual se fija uno de los
componentes de la reaccion inmunolégica (Ag o Ac); con el fin de investigar
posteriormente el componente complementario en una determinada muestra. El
complejo inmunolégico asi formado es enfrentado luego a las moléculas
marcadas con una enzima capaces de reconocer al componente mas superficial
del complejo, posteriormente se agrega un sustrato cromégeno para la enzima
marcadora. La existencia de reaccion inmunolégica se demuestra midiendo

espectrofotométricamente la cantidad de producto enzimatico resultante 23> 2*

25)

Como en el EIA el anticuerpo o el antigeno esta adsorbido a una fase sélida,
este ensayo también es denominado ensayo Inmunoadsorbente Ligado a
Enzima (ELISA) #239),

Los métodos enzimaticos de acuerdo a la actividad enzimatica se dividen en

dos tipos: ELISA competitivo y no competitivo.

ELISA competitivo.- En este tipo de ensayo el anticuerpo de la muestra va
competir con el conjugado por un numero limitado de sitios de union del
antigeno. Habréd ausencia de color en una muestra positiva debido a que el
sustrato no encontrara a la enzima porque el conjugado ha sido remplazado por

el anticuerpo presente en la muestra @337,

ELISA no competitivo.- Consiste en enfrentar la muestra con el antigeno o
anticuerpo de la fase sélida, si una muestra es positiva se formara el complejo
Ag-Ac y al agregar el conjugado reaccionard con el respectivo sustrato
desarrollando color ?% %% 37 Dentro de los no competitivos tenemos los directos
que detectan antigenos y los indirectos que detectan anticuerpos. En el

presente trabajo se utilizara la modalidad de ELISA no competitivo indirecto.
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2.9. EPIDEMIOLOGIA.

La hepatitis E se ha considerado tradicionalmente, junto a la hepatitis A, como
una de las hepatitis de transmision feco-hidrica mas importante. Con este
patron epidemiolégico se reconoce que en los paises en vias de desarrollo,
puede ocasionar epidemias, a veces muy importantes, relacionadas con el

consumo de agua contaminada. Sin embargo, el concepto de la enfermedad en
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los paises desarrollados esta cambiando, pasando de ser considerada como
una patologia importada de regiones endémicas, preferentemente por viajeros a
estas regiones, a definirla como una infeccién que podria tener un reservorio
animal y un nivel de incidencia mucho mas elevado de lo que pudiera parecer

por el nimero de casos sintomaticos ©V.

En la dltima mitad del siglo XIX a través de Europa y otras regiones de Australia
ocurrian regularmente hepatitis epidémicas y endémicas en adultos con las
caracteristicas de una enfermedad transmitida entéricamente y diseminada por
el agua. A partir de varios estudios realizados sobre anticuerpos anti-VHA se
pudo inferir que estas hepatitis no eran causadas por este virus, de modo que
muchas de las enfermedades parecidas a la hepatitis A que ocurrian en Europa

y otros lugares antes de 1990 eran probablemente hepatitis E ©.

En 1980 se demostré por primera vez una epidemia de hepatitis viral que no
era causada por el VHA si no por otro agente, ese fue un hito en la historia de la
hepatitis E y se comenzd una busqueda activa para la caracterizacion del

agente etiologico.

La primera epidemia reportada de hepatitis E ocurrio en la Nueva Dehli-India en
1955 cuando 2999 casos de hepatitis ictérica se identificaron después de la
contaminacién fecal de aguas de beber ©*?. También se han observado
presuntas epidemias en la republica de Kirkizia en la antigua Union Soviética y

en varios paises de Africa y también en el continente Americano ©.

En si la infeccion por el VHE llega a ser endémica en el centro y sudeste de
Asia. Varias epidemias de hepatitis E se han producido en Oriente medio, norte

G En el resto del mundo, la infeccién por el VHE

y oeste de Africa 'y en México
se considera poco frecuente y se describe como restringida a personas que han
viajado a zonas donde la enfermedad es endémica. Las epidemias de hepatitis

E son de larga duracion, afectando desde cientos a miles de personas y varian
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desde brotes agudos a epidemias prolongadas que pueden durar hasta mas de
1 afio.

Durante estas epidemias, la proporcion de poblacién afectada varia desde un
1% a un 15%, siendo mas frecuente los casos en adultos (3%-30%) que en
nifios (0,25% al 10%) > Estas cifras pueden indicar que los nifios presentan
mayor frecuencia infecciones anictéricas o subclinicas. Las epidemias descritas
han presentado una alta proporcion de mortalidad entre embarazadas,
alrededor del 20 a 25% ©* %2,

No se ha reportado ningun brote de hepatitis E en los Estados Unidos, Canada
0 en los paises desarrollados de Europa y Asia, sin embargo, la enfermedad en
estos paises ha sido descrita principalmente como importada. Recientemente,
aparecido casos muy recientes en Europa y Estados Unidos donde los
pacientes afectados no documentaban la visita a lugares endémicos o de haber
estado en contacto con personas provenientes de estas zonas. Pero no se debe
descartar que en los ultimos afios la utilizacibn combinada de técnicas
serolégicas y moleculares ha permitido comprobar una incidencia y prevalencia
muy superiores a las previstas en los paises desarrollados, encontrando su
justificacion en la posible existencia de un reservorio zoonético entre los
animales domesticos. De este modo se ha demostrado la infeccion del ganado

porcino y su posible relacién con los casos en humanos ©V.

En cuanto a Sudamérica algunos estudios realizados en Chile demuestran que
a diferencia del virus hepatitis A (VHA), que es de alta endemicidad y que
también es transmitido por via fecal-oral, los casos agudos de hepatitis son
menos frecuentes. Un estudio de prevalencia en donantes de sangre, realizado
en distintas ciudades, muestran una presencia del anti-VHE 1gG entre 4 y 7%,
considerablemente mas bajo que el VHA. (60,56). Pero sin descartar la

presencia del VHE circulando en su medio.
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Un estudio realizado en Bolivia en el afilo 1999 indica que el VHE circula en
todos los ambitos del territorio boliviano. La seroprevalencia de anticuerpos
anti-VHE es en general, mas alta que en otros paises latinoamericanos

alcanzando valores de 2 a15% @,

2.10. TRATAMIENTO

Hasta el momento, no existe ningun tratamiento para la hepatitis E. Los Unicos
tratamientos que hay se ocupan de los sintomas, no de la enfermedad. Ningun
tratamiento antiviral ha demostrado ser efectivo contra este virus en
experimentos de laboratorio. Estudios preliminares en cultivos de células
sugieren que el interferén alfa pueden inhibir la multiplicaciéon del virus de la
hepatitis E. Segin Jameel, los posibles compuestos del virus que serian blanco
del medicamento son algunas de sus enzimas, pero todavia se necesita una
investigacion mas profunda para establecer este tratamiento.

La uUnica cura es la prevencion, que en los paises en desarrollo requiere
purificar el agua potable y mantener las aguas residuales y aguas no tratadas

separadas de las fuentes de agua potable 7239,

Desarrollo de una vacuna contra la hepatitis E

Actualmente, no existe una vacuna que evite la hepatitis E. Ni siquiera la
inmunoglobulina preparada con plasma extraido de personas infectadas con
hepatitis E es efectiva para evitar la enfermedad. Los estudios experimentales
de vacunas contra la hepatitis E en animales, muestran que con ellas se reduce
la infeccion de la hepatitis E, pero no evitan la eliminacién del virus en las heces
de animales inmunizados infectados. Hoy en dia se esta usando la ingenieria

genética en busca de crear la vacuna contra este agente viral.
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Il PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El virus de la hepatitis E (VHE) causa grandes brotes de hepatitis virica aguda
en paises en vias de desarrollo, constituyendo un problema de salud publica
que requiere atencioén prioritaria ya que la enfermedad es causa considerable de
morbimortalidad en escala creciente. El virus de la hepatitis E (VHE)
probablemente llega a ser el patdégeno oportunista mejor descrito, ya que tanto
el virus como la enfermedad pueden aparecer en cualquier lugar del mundo

con frecuencias que varian entre las distintas regiones.

En Latinoamérica, la epidemiologia de esta infeccién, parece seguir un patrén
complejo asociado con la diversidad de climas y la heterogeneidad étnica y
cultural de la poblacion. En Centroamérica y Sud América se han documentado
brotes y casos esporadicos de hepatitis E. Los datos epidemiolégicos
disponibles sugieren que este virus circula en ambas regiones, aunque aun no

se habria evaluado sus repercusiones sanitarias.

La presentacion clinica de las hepatitis por virus A y E es indiferenciable desde
el punto de vista clinico y patolégico. Sin embargo la infeccion por el VHE
presenta una caracteristica remarcable dada la prevaléncia de alta mortalidad
durante el embarazo. Aproximadamente un 25 % de las pacientes infectadas
por el virus durante el tercer trimestre del embarazo mueren debido a una falla
hepatica fulminante de rapida evolucién. En el resto de la poblacion la tasa de

hepatitis fulminante también es elevada alcanzando el 1 % de casos.

Por lo expuesto anteriormente el presente trabajo pretende determinar la
frecuencia de hepatitis E mediante la deteccion de marcadores seroldgicos.
Actualmente y debido a la limitada informacidén acerca de este agente viral, la
seroldgia para hepatitis E no forma parte de la bateria de pruebas solicitadas
para el diagndstico de hepatitis infecciosa. Hecho que enmascara la verdadera
realidad acerca del patron de circulacién, lo que imposibilita un diagnéstico

adecuado.
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IV.  JUSTIFICACION.

El presente trabajo pretende determinar la frecuencia de circulacion de casos de
hepatitis viral causada por el virus de la hepatitis E. La carencia de informacion
acerca de la biologia y epidemiologia de este virus, asi como su asociacion a
patologias humanas y particularmente a las enfermedades transmitidas
entéricamente, evidencian la necesidad de conocer la circulacibn de este
agente infeccioso en nuestro medio. Mas aun debido a que aproximadamente
un 25 % de pacientes infectadas durante el tercer trimestre del embarazo
mueren debido a una falla hepatica fulminante de rapida evolucion, en el resto
de la poblacion la tasa de hepatitis fulminante también es elevada alcanzando

el 1 % de casos.

Este estudio seroldgico contribuye en gran manera a cumplir este objetivo. La
deteccion de anticuerpos ANTIVIRALES, permite realizar un diagnéstico
preciso y rapido de la frecuencia de casos reactivos de hepatitis E. Esto
permitird obtener informacién preliminar acerca de la circulacién de este agente
viral en nuestro medio. Sensibilizar e informar al sector médico sobre su
importancia como uno de los agentes virales mas importantes causante de

hepatitis viral aguda.

V. PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢Es necesaria la determinacion de la frecuencia de casos de hepatitis
causada por el virus de la hepatitis E mediante la deteccion de marcadores

serologicos en la poblacion en estudio?
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VI.  OBJETIVOS.
5.1. OBJETIVO GENERAL.

Establecer la frecuencia de casos de hepatitis E mediante la deteccién de
marcadores seroldgicos en pacientes asistentes al Instituto SELADIS con

diagndstico clinico de hepatitis aguda de origen viral durante la gestion 2006.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

- Determinar la frecuencia de casos de hepatitis E aguda o activa mediante la
deteccion del marcador IgM anti-Virus de la hepatitis E.

- Determinar la frecuencia de casos que presenten memoria inmunologica al
virus de la hepatitis E mediante la deteccion del marcador IgG anti-virus de la
Hepatitis E.

- Determinar la frecuencia de casos reactivos para los marcadores serologicos
del virus de la hepatitis E segun edad, sexo y procedencia.

- Evaluar la relacién climética estacional con el nUmero de casos de Hepatitis

E de tipo agudo.
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VI. DISENO METODOLOGICO.

REVISION DE LA DOCUMENTACION 2006
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6. 1 TIPO DE ESTUDIO.

El estudio es de tipo transversal, descriptivo, debido a que se realizo la
determinacion de infecciones por el virus de la hepatitis E mediante la
determinacion de los marcadores serologicos especificos: IgM anti-VHE e IgG

anti-VHE a través de un ensayo inmunoenzimatico indirecto.

VIl.  MATERIAL Y METODOS.

7.1. DESCRIPCION DEL AMBITO DE ESTUDIO.

El presente estudio se llevo a cabo en la unidad de Virologia perteneciente al
Instituto de Servicios de Laboratorio de Diagndstico e Investigacion en Salud
SELADIS, ubicado en la ciudad de La Paz, zona de Miraflores (Avenida
Saavedra N° 2224). Esta institucion tiene la capacidad de prestar servicios
clinicos en diferentes &reas, siendo precisamente el area de Virologia
encargada de realizar pruebas seroldgicas, deteccion de antigenos virales,
genoma viral y actividad replicativa, para el diagnostico de diferentes

infecciones virales.

7.2. POBLACION EN ESTUDIO.

La poblacién esta constituida por 123 pacientes de 1 a 88 afios de edad, que
acudieron al instituto SELADIS durante la gestiéon 2006, con diagndstico clinico

de hepatitis viral aguda.

a) Criterios de Inclusion.

- Pacientes con diagnéstico clinico de Hepatitis viral de tipo agudo
asistentes al instituto SELADIS, gestién 2006.
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b) Criterios de Exclusion.
- Pacientes reactivos al marcador IgM anti-VHA

- Pacientes reactivos a alguno de los marcadores serolégicos de

los virus de la Hepatitis By C.

7.3. OBTENCION DE LAS MUESTRAS.

Las muestras de suero utilizadas en el estudio fueron obtenidas a partir de una
toma de muestra de sangre venosa a cada paciente, bajo los criterios de
buenas practicas de laboratorio. El suero fue obtenido por centrifugacion a 2000

rpm durante 5 minutos y almacenado a -20 ° ¢ hasta el momento del analisis ®
23, 35, 37)

7.6. SELECCION DE LAS MUESTRAS.

La seleccion de los sueros con los que se trabajé en el presente estudio se lo

llevd a cabo de la siguiente manera:

Revisién de documentacion.- En una primera instancia se realizé una
revision de los registros de la gestion 2006, donde se encontraban
documentados todos los pacientes que solicitaron los servicios de la unidad de
virologia. Los datos generales que se tomaron en cuenta fueron:

- Nombre completo del paciente.

- Sexo

- Edad

- Procedencia

- Fecha de asistencia

Los datos laboratoriales registrados fueron:
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- Pruebas solicitadas.
- Absorbancia de la muestra.

- Validacion de cada ensayo.

A partir de esta informacion, se elaboré un registro de pacientes con sus
respectivos datos personales y el resultado de sus pruebas solicitadas que
fueron incluidos en el estudio. Es decir, pacientes con diagndéstico clinico de
hepatitis viral aguda, seronegativos para los marcadores de infeccion por virus
de la hepatitis A, B y C, durante la gestion 2006.

Clasificaciéon de los sueros.- De acuerdo al registro establecido previamente,
se procedidé a la seleccion de las muestras de suero que correspondian a los
pacientes involucrados en la investigacion. Todos los sueros se encontraban
almacenados en la seroteca de la unidad, identificados y clasificados segun el
mes que fueron analizados. Con el objetivo de evitar confusiones el momento
de la clasificacion, todos los sueros incluidos en el estudio debian estar
correctamente identificados con el nombre del paciente, fecha y cédigo de
laboratorio, caso contrario fueron desechados, bajo las normas de Bioseguridad
y desecho de residuos biolégicos. Las muestras una vez seleccionadas fueron
recodificadas segun el cédigo establecido en el estudio, esto con el objetivo de

contar con un registro propio de los sueros de trabajo.

Distribucién y mantenimiento de los sueros.- Cada suero seleccionado fue
distribuido en tres diferentes alicuotas, esto con el objetivo de evitar continuos
ciclos de congelacion y descongelacion de las muestras. De acuerdo al volumen
de cada muestra se distribuyo una cantidad minima de 25 ul y maxima de 50ul,
cada alicuota fue identificada para el analisis del un marcador y una alicuota
restante para cualquier tipo de repeticion de andlisis. Todas las alicuotas
debidamente identificadas fueron almacenadas a -20°C hasta el momento de

su analisis 16:2335.37)
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7.7. DETECCION DE MARCADORES SEROLOGICOS

b) Determinacién de infeccién aguda por VHE.

Las infecciones agudas o activas por el virus de la hepatitis E, fueron
detectadas mediante la determinacion del marcador seroldgico de respuesta
inmune primaria IgM anti-VHE. La determinacién de esta inmunoglobulina se la
realizo a través de la técnica de ensayo inmunoenzimatico indirecto no
competitivo & & 13 % 218 jilizando el set comercial marca ORGENICS

importado desde Israel.

En el ensayo, los micropozos estaban sensibilizados con antigenos especificos
del virus, los cuales eran péptidos antigénicos sintéticos basados en las
secuencias de distintas regiones del genoma viral del VHE. Una vez adicionada
la muestra de suero los anticuerpos tipo IgM anti-VHE interactian con los
antigenos formando el complejo (Ag-Ac). Seguidamente fue adicionado el
conjugado (anticuerpo policlonal anti-inmunoglobulina IgM ligado a una enzima
peroxidasa), el cual forma un segundo complejo inmune. Finalmente la adicion
del cromdgeno/sustrato (tetrametilbenzidina/H202) permiti6 evidenciar la
presencia de los complejos inmunes mediante la formacién de un complejo
coloreado, cuya intensidad de color fue directamente proporcional a la

concentracion de anticuerpos IgM anti VHE.

Previamente para evitar interferencias con anticuerpos IgG provenientes de la
muestra se realizd un bloqueo directo de estos anticuerpos con un reactivo
neutralizador, el cual interactué con la muestra el momento de adicionar ambos

al micropozo. ",
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Procedimiento:

Ne PROCEDIMIENTO TEMPERATURA | DILUCION VOL/POZO | TIEMPO | OBSERVACIONES
Todos los reactivos
1° fueron atemperados
a temperatura 25°C
ambiente.
Adicion del Adicionado a todos
2°0 | Neutralizador de 1gG 25°C - 50 uL los pozos para
(buffer proteico) muestras y no para
controles.
Dilucién de las Adicionado a cada
3° muestras 25°c 1:101 100 ul respectivo pozo
Adicion de controles Adicionado a sus
40 25°c 100 uL respectivos pozos
Incubacion de los
50 micropozos 37°c --- 1 hora
Se realizo un ciclo
6° Lavado de la placa 25¢°c 300 ul de 5 lavados.
Dilucién del Adiciono a todos
7° conjugado 25°c 1.20 100 uL los micropozos.
Incubacién
8° De los micropozos 37°c --- - 1 hora
Se realizo un ciclo
90 Lavado de la placa 25°c 300 ul de 5 lavados.
Adicion del Fue adicionado a
10° | cromogeno/sustrtato 25¢°c --- 100 uL todos los pozos
Se realizo en
11° Incubacién 25°c¢ 20 min oscuridad
Adicion de la Fue adicionado a
12° | soluciéon de frenado 25°C 100 uL todos los pozos

Tabla.1l Procedimiento de la determinacién del marcador IgM anti-VHE:
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Con la ayuda del lector de ELISA, se procedio a la lectura de la intensidad de

color formado en medio acido a una longitud de onda de 450 nm. La intensidad

de color fué interpretada como directamente proporcional a la concentraciéon de

anticuerpos IgM anti-VHE.

Componentes

Descripcion

Reactivo neutralizador

Diluyente de muestra
Controles positivo
Controles negativo
Solucién de lavad

Conjugado

Diluyente de conjugado

Cromogeno/Sustrato

Solucién de frenado

Buffer proteico para la neutralizacién de
anticuerpos 1gG de las muestras.

Buffer proteico adicionado con Tween 20

Suero humano con anticuerpos IgM anti-VHE
Suero humano libre de anticuerpos IgM anti
Buffer fosfato y Tween 20

Anticuerpo policlonal anti-lgM humana ligada a
enzima peroxidasa.

Solucién de buffer con albumina sérica bobina 'y
gentamicina como preservante.
Tetrametibenzidina (TMB) y H202

Solucion de acido sulfurico 0,3 M.

Tabla.2 Reactivos utilizados para la determinacion del marcador IgM anti-VHE:

Calculo de resultados.

Para la interpretacion de los resultados se determiné el valor del Cut-off (linea

de corte, valor umbral del ensayo), mediante la siguiente formula.

Donde:

SELADIS - VIROLOGIA

COV =CN + 0.250

CN = Absorbancia del control negativo a 450 nm

0.250 = Factor proporcionado por el set.
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Interpretacion de resultados.

La interpretacién de los resultados se lo llevo a cabo relacionando el valor de
la absorbancia de cada muestra con el valor del cut-off, para lo cual se obtuvo el

promedio de dos lecturas de absorbancia obtenidas por cada muestra.

- Si la absorbancia de la muestra es menor que el valor del cut-off es
considerada no reactiva. Lo cual es indicativo de la ausencia de
anticuerpos antivirales frente a VHE en la muestra o su concentracion

se encuentra por debajo del limite detectable.

- Si la absorbancia de la muestra es mayor o igual al valor del cut-off es
considerada como reactiva. Lo que determina que el paciente esta

cursando por una infeccion activa por el virus de la hepatitis E.

Criterios de validacién para la prueba.

1. El valor de la absorbancia del control negativo a 450 nm de longitud
de onda, debe ser menor a 0,200 para que la prueba sea aceptada,
caso contrario el ensayo fue considerado no valido y debe repetirse la

prueba.
2. El valor de la absorbancia del control positivo a 450 nm de longitud de

onda, debe ser mayor a 0,500. Caso contrario el ensayo fue

considerado no valido y debe repetirse la prueba.

SELADIS - VIROLOGIA
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b) Determinacion de memoria inmunoldgica para VHE.

Las infecciones pasadas o memoria inmune frente a VHE fue establecida
mediante la determinacién del marcador serolégico IgG anti-VHE. La
determinacion de esta inmunoglobulina se la realizé a través de la técnica de

ensayo inmunoenzimatico no competitivo indirecto ¢ 8 % 29)

, para lo cual se
recurrio al empleo del kit comercial marca ORGENICS importado de Israel y

EQUIPAR importadote desde ltalia.

Los micropozos suministrados por el set se encuentran sensibilizados con
péptidos antigénicos sintéticos de VHE, con determinantes antigénicos
conservados para la unién especifica de la inmunoglobulina de tipo IgG anti-
VHE. Tras la adicion del suero los anticuerpos especificos contra el virus; se
unen con los antigenos para formar el complejo inmune (Ag-Ac). Seguidamente
se adiciona el conjugado, que es una antinmunoglobulina IgG humana ligada a
la enzima peroxidasa. La formacion de los complejos inmunes fue evidenciada
mediante la formacion de un complejo coloreado resultado de la actividad
enzimatica y la adicion del cromogeno sustrato (TMB/H20,), finalmente la
reaccion es detenida con una solucion de parada (H,SO,). La formacion de

color fue medida en el espectrofotdmetro.
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Ne PROCEDIMIENTO TEMPERATURA | DILUCION VOL/POZO | TIEMPO | OBSERVACIONES
Todos los reactivos
1° fueron atemperados
a temperatura 25°C
ambiente.
Dilucién de las Adicionado a cada
3° muestras 25°c 1:101 100 ul respectivo pozo
Adicion de controles Adicionado a sus
40 25°c 100 uL respectivos pozos
Incubacion de los
50 micropozos 37°c 1 hora
Se realizo un ciclo
6° Lavado de la placa 25¢°c 300 ul de 5 lavados.
Dilucion del Adiciono a todos
7° conjugado 25¢°c 1:20 100 uL los micropozos.
Incubacién
8° De los micropozos 37°c 1 hora
Se realizo un ciclo
90 Lavado de la placa 25°c 300 ul de 5 lavados.
Adicién del Fue adicionado a
10° | cromogeno/sustrtato 25°c 100 uL todos los pozos
Se realizo en
11° Incubacién 25°c¢ 20 min oscuridad
Adicion de la Fue adicionado a
12° | soluciéon de frenado 25°C 100 uL todos los pozos

Tabla.3 Procedimiento de la determinacion del marcador IgG anti-VHE:

Con la ayuda del lector de ELISA, se procedio a la lectura de la intensidad de

color formado en medio acido a una longitud de onda de 450 nm. La intensidad

de color fué interpretada como directamente proporcional a la concentracion de

anticuerpos IgG anti-VHE.
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Componentes

Descripcion

Diluyente de muestra
Controles positivo
Controles negativo
Solucién de lavad

Conjugado

Diluyente de conjugado

Cromaogeno/Sustrato

Solucién de frenado

Buffer adicionado con Tween 20

Suero humano con anticuerpos IgG anti-VHE
Suero humano libre de anticuerpos IgG anti-VHE
Buffer fosfato y Tween 20

Anticuerpo policlonal anti-IgG humana ligada a
enzima peroxidasa.

Solucién de buffer con albumina sérica bobina y
gentamicina como preservante.

Tetrametibenzidina (TMB) y H202

Solucién de acido sulfurico 0,3 M.

Tabla.4 Reactivos utilizados para la determinacién del marcador IgG anti-VHE

Calculo de resultados.

Para la interpretacion de los resultados se obtuvo el valor del Cut-off mediante

la formula:

SET ORGENICS:

Donde:

SET EQUIPAR:

Donde:
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COV =CN + 0.200

CN = Absorbancia del control negativo a 450 nm

0.200 = Factor proporcionado por el SET

COV =CN + 0.250

CN = Absorbancia del control negativo a 450 nm

0.250 = Factor proporcionado por el SET
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Interpretacion de resultados.

La interpretacién de los resultados se lo llevo a cabo relacionando el valor de
la absorbancia de cada muestra con el valor del cut-off, para lo cual se obtuvo el

promedio de dos lecturas de absorbancia obtenidas por cada muestra.

- Si la absorbancia de la muestra en menor que el valor del cut-off es
considerada como negativa a la presencia del marcador IgG anti-VHE.
Lo cual es indicativo de la ausencia de anticuerpos antivirales tipo IgG
frente a VHE en la muestra o su concentracién se encuentra por debajo

del limite detectable.

- Si la absorbancia de la muestra en mayor que el valor del cut-off es
considerada como positiva a la presencia del marcador IgG anti-VHE. Lo
cual es indicativo de que el paciente ha cursado con la infeccion o se

encuentra en fase convaleciente.

Criterios de validacion para la prueba.

SET Orgenics:

1. El valor de la absorbancia del control negativo, debe ser menor a
0.200 para que la prueba sea aceptada, caso contrario fue

rechazada para una nueva realizacion.

2. El valor de la absorbancia del control positivo, debe ser mayor a
0.800, caso contrario el ensayo fue rechazado para una nueva

realizacion.
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SET EQUIPAR:
1. El valor de la absorbancia del control negativo a 450 nm de longitud de

onda, debe ser menor a 0.200 para que la prueba sea validada, en caso

contrario es rechazada para una nueva realizacion.

3. El valor de la absorbancia del control positivo a 450 nm de longitud de
onda, debe ser mayor a 0.500 para que la prueba sea validada, en
caso contrario es rechazada para una nueva realizacion.

7.6. Control de calidad.

El control de calidad adoptado fue precisamente, la utilizacion de controles

provenientes del set denominados primarios, tanto positivos como negativos,

suministrados por el kit comercial.

Del mismo modo fueron también utilizadas muestras no reactivas de pacientes

con absorbancias conocidas, dichos controles fueron denominados controles

secundarios.

7.7. Analisis estadistico.

El analisis estadistico de los resultados obtenidos se los realizo con el empleo

del programa Microsoft Excel.
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VIIl. RESULTADOS.

7.1. Determinaciéon de la frecuencia de reactividad a los marcadores
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serologicos analizados para el virus de la hepatitis E.

De 123 pacientes involucrados en el estudio, los casos reactivos a la deteccion
de marcadores serologicos para hepatitis E fue de 26% (n=32) pacientes

reactivos y 74% (n=91) pacientes no reactivos a los marcadores estudiados

(fig5).

100%
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60%

40%

20%

FRECUENCIA DE REACTIVIDAD

0%

Figura 5: Frecuencia porcentual de casos reactivos a los marcadores seroldgicos de hepatitis E, en
pacientes asistidos al instituto SELADIS, con diagnéstico clinico de hepatitis viral aguda
correspondientes a la gestion 2006. Se evidencio 26% (n=32) de reactividad a alguno de los marcadores
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7.2. Determinacion de la frecuencia de reactividad al marcador IgM anti

Hepatitis E .

La determinacion de frecuencia de reactividad al marcador serolégico IgM anti-
VHE, fue realizado en un total de 123 muestras. El estudio determiné 13 %
(n=16) de casos reactivos y 87%(n= 107) casos no reactivos al marcador. (fig.
6)

100%
90% | 87%
80% -
70% -
60% -

50% |
40% -
30% -
20% 1 13%

0% 1

REACTIVOS NO REACTIVOS

FRECUENCIA DE REACTIVIDAD

Figura 6: Frecuencia porcentual de reactividad al marcador de infeccion aguda IgM anti
Hepatitis E. De 123 muestras analizadas 13% (n=16) fueron reactivas a este marcador.
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7.3. Determinacion de la frecuencia de reactividad al marcador IgG anti
VHE .

De los 123 pacientes en estudio, 13% (n=16) corresponden a casos reactivos a

este marcador, 86% (n=107) fueron no reactivos frente al marcador. (fig7)

100%
90% - 87%
80% -
70% -
60% -
50% -

40% -

30% -

FRECUENCIA DE REACTIVIDAD

20% - 13%
0% -

REACTIVOS NO REACTIVOS

Figura 7. Frecuencia porcentual de reactividad al marcador 1gG anti Hepatitis E. Se
determind 13% (n=16) muestras reactivas al marcador a partir de 123 analizadas.
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7.4. Clasificacion segun fase de infeccion de acuerdo al perfil

serolégico.

La fase de infeccion fue clasificada de acuerdo al perfil serolégico de cada
paciente de acuerdo a la tabla:

FASE DE LA INFECCION PERFIL SEROLOGICO
Infeccion aguda o activa | IgM anti VHE reactivo IgG anti VHE no reactivo
IgM anti VHE reactivo IgG anti VHE reactivo

Infeccion  pasada o | IgM anti VHE no reactivo | IgG anti VHE reactivo

memoria inmunoldgica

Ausencia de infeccion IgM anti VHE no reactivo | IgG anti VHE no reactivo

Tabla 5. Clasificacién segun fase de infeccion de acuerdo al perfil serolégico.

De las 32 muestras reactivas a los marcadores frente a VHE, 13% (n=16) eran
casos de infeccion activa, reactivos al marcador IgM anti-VHE y no reactivos al
marcador IgG anti-VHE o reactivos a ambos marcadores, 13% (n=16) solo eran
reactivos al marcador IgG anti-VHE determinando infecciones pasadas, el resto
de las muestras analizadas 74% (n=91) no eran reactivas a ninguno de los

marcadores determinando ausencia de infeccion..(fig8)

CLASIFICACION DE ADUERDO A PERFIL SEROLOGICO

74%

13%

O AGUDAS m PASADAS O SIN INFECCION

Figura 7: Clasificacion porcentual de los casos reactivos de acuerdo al perfil serologico de
henatitis F Se evidencia 13% (n=1R) rasns reactivns aniidns
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7.5. Determinacion de la frecuencia de reactividad a los marcadores

serologicos del virus de la hepatitis E, segun edad.

Marcador IgM anti-VHE:

Segun los resultados obtenidos, la frecuencia de reactividad, a la
determinacion del marcador de infeccion aguda IgM anti-VHE segun edad,
evidencié un porcentaje de reactividad de 74% (n=12) correspondiente a
pacientes mayores a 21 afios, 13% (n=2) a pacientes de 11 a 21 afios, 13%
(n=2) a pacientes de 6 a 10 afios y 0% (n=0) a pacientes menores de 5 afios
de edad (Fig. 9)
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Figura 9: Frecuencia de casos reactivos para el marcador de infeccion aguda IgM anti
Hepatitis E, segln edad. De los 16 casos evidenciados de infeccion aguda por VHE, 74%
(n=12) son mayores a 21 afios, no se presenta ningin caso en infantes menores a cinco
afios.
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Marcador IgG anti-VHE:

La frecuencia de reactividad del marcador de infeccién pasada o de inmunidad
IgG anti-VHE segun edad, fue de 81% (n=13) correspondiente a pacientes
mayores de 21 afos, 13% (n=2) correspondiente a pacientes de 11 a 21 afios y

6% (n=1) correspondiente a pacientes de 6 a 10 afios de edad (fig10)

100%
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ANOS DE EDAD

FRECUENCIA DE REACTIVIDAD

Figura 10: Frecuencia de casos reactivos para el marcador de infeccion pasada 1gG
anti Hepatitis E, segln edad. Se evidencid que el 81% (n=13) de los casos reactivos
pertenecen al grupo mayores de 21 afios.
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7.6. Determinacion de la frecuencia de reactividad a los marcadores

serologicos anti- virus de la hepatitis E, segun sexo.
Marcador IgM anti-VHE:
La frecuencia de casos reactivos al virus de la hepatitis E, segun sexo

evidencié que el 50% (n=8) corresponde a pacientes del sexo femenino y 50%

(n=8) corresponde a pacientes del sexo masculino.(figl1)
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Figura 11: Frecuencia porcentual de casos reactivos segln sexo, a la determinacion del
marcador de infeccion aguda IgM anti Hepatitis E.
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Marcador IgG anti-VHE:

La frecuencia de reactividad del marcador IgG anti-VHE segln sexo, remarco
un porcentaje relativamente idéntico de reactividad en ambos casos, es decir
37% (n=6) para pacientes del género femenino y 63% (n=10) para pacientes

del género masculino (fig12)
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Figura 12: Frecuencia porcentual de casos reactivos segln sexo, a la
determinacion del marcador de infeccion pasada o inmunidad IgG anti Hepatitis E.
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7.7. Determinacion de la frecuencia de reactividad a los marcadores
serologicos anti- virus de la hepatitis E, segun lugar de procedencia de los

pacientes en estudio.

Marcador IgM anti-VHE:

La frecuencia de infecciones agudas por el virus de la hepatitis E mediante la
determinacion de reactividad al marcador IgM anti-VHE segun lugar de
procedencia, evidencié un porcentaje de reactividad de 69% (n=11) en
pacientes procedentes de La Paz, 25% (n=4) de los casos reactivos residian en
la ciudad de El Altoy 6% (n=1) procedentes de Oruro (Fig. 13)
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Figura 13: Frecuencia porcentual de casos reactivos, a la determinacion del
marcador de infeccion aguda IgM anti Hepatitis E, con relacion al lugar de
procedencia. El 69% (n=11) de los casos reactivos residen en la ciudad de La Paz.
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Marcador IgG anti-VHE:

La frecuencia de reactividad al marcador IgG anti-VHE segun lugar de
procedencia fue: 75% (n=12) corresponden a pacientes procedentes de La Paz,
13% (n=2) residen en la ciudad de El Alto, 6% (n=1) en Oruro y 6% (n=1) con
procedencia de Cochabamba. (Fig. 14)

100%
90%
80% - 5%
70% A
60%
50% -
40%
30% -

20% 13%
10% - 6% 6%
0% - ! |
LAPAZ ELALTO ORURO COCHABAMBA
LUGAR DE PROCEDENCIA

FRECUENCIA DE REACTIVIDAD

Figura 14: Frecuencia porcentual de casos reactivos, a la determinacion del marcador de
infeccién pasada o inmunidad IgG anti Hepatitis E, con relacion al lugar de procedencia. El
75% (n=12) de los casos reactivos son pacientes residentes de la ciudad de La Paz.
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7.8 Determinacién de la frecuencia de reactividad al marcador
serologico IgM anti- virus de la hepatitis E, segun la estacion climética

del afo.

La frecuencia de infecciones agudas de Hepatitis E con relacion a la estacion
climatica determind los siguientes resultados: 44% (n=7) de casos de infeccion
se presentaron en primavera, 12% (n=2) en verano, 19% (n=3) en otofio y 25%

(n=4) en invierno. (Fig. 15)
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Figura 15: Frecuencia de casos reactivos, para la determinacion del marcador de
infeccion aguda IgM anti Hepatitis E, segln la estacion climatica. De los 123 casos
analizados el afio 2006, 44% (n=7) de los casos reactivos se presentaron en primavera, el 19%
(n=3) de los casos se nresentaron en otofio.
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VIll. DISCUSION.

El presente trabajo conté con una poblacion de 123 pacientes, que asistieron al
instituto SELADIS durante la gestion 2006, con un diagndstico clinico de
hepatitis aguda de origen viral. El promedio de edad fue de 44 afios (1 - 86
afos). El estudio comprendia la clasificacion de los casos no reactivos a los
marcadores serologicos para Hepatitis A, B, C. y la determinacion de

marcadores serologicos IgM e IgG especificos contra el virus de la hepatitis E.

Una vez obtenidos los resultados se pudo determinar, una frecuencia de
reactividad del 26% (n=32) para los marcadores estudiados. De los cuales 2
pacientes (2%) eran reactivos a los dos marcadores estudiados, 14 (11%)
casos presentaban solo reactividad al marcador IgM anti-VHE y 16 (13%) eran
solo reactivos al marcador IgG anti-VHE. Si bien el estudio fue realizado en un
poblacion con caracteristicas bien determinadas, se estableci6 una alta

frecuencia de infecciones por este virus.

Los resultados encontrados concuerdan con publicaciones posteriores, en los
cuales se reporta prevalencias de hasta el 66% en poblaciones de la amazonia
@4 2% nuestro estudio que se centra en una poblacién urbana de la regién del
altiplano evidencia una frecuencia del 13% de casos agudos presentados solo
afio 2006 en pacientes que presentaban un cuadro agudo de hepatitis viral, sin
considerar los casos asintomaticos, que pueden ser futuras fuentes de

contaminacion.

Un aspecto muy importante para considerar en el manejo del diagnostico
laboratorial es la cinética de produccion de los anticuerpos antivirales. De
acuerdo a estudios de seguimiento de la respuesta serolégica de tipo IgM en
casos de infeccién aguda por el VHE, este marcador se detectaria, en algunos
pacientes desde la segunda semana después de la exposicién al virus,®* 2 2

3 Sin embargo, la tasa de deteccién de este marcador es decreciente después
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de las 4 semanas post-infeccion © 2. Al contrario el anticuerpo tipo IgG
aparece a partir de la segunda semana de infeccién con una concentracién que
puede ser detectable hasta cuatro afios después © ?®. De este modo su
deteccion puede permitir un diagnostico adecuado, evaluando la seroconversion
del mismo o estableciendo la frecuencia de la infeccion en una poblacion

determinada, como marcador de infeccion pasada o memoria inmunoldgica.

A diferencia de otros paises latinoamericanos, Bolivia presenta una prevalencia
mayor, estudios realizados en otros paises, por ejemplo Chile, reportan un
descenso en su prevalencia, posiblemente debido al mejoramiento de las
condiciones sanitarias, previniendo de esta manera la diseminacion de este

virus entérico 2527,

La distribucidon del virus segun la edad de los pacientes en estudio, mostré un
alto porcentaje de reactividad al virus en pacientes mayores a 21 afios, tanto en
la determinacién de infecciones agudas como pasadas. Datos que concuerdan
con otros estudios, donde se pudo determinar una clara diferencia de
reactividad entre nifios y adultos, con cifras de 0,25% a.10% de frecuencia de
infeccién en nifios y de 3% a 30% en adultos " ?). Estas cifras pueden indicar
que los nifios presentan infecciones anictérica o subclinicas, por tanto son

desapercibidas, pero llegan a ser una fuente potencial de contaminacién ©V.

De acuerdo a los reportes estudiados la prevalencia de anticuerpos anti-VHE se
incrementa con la edad. Hecho que concuerda con los resultados encontrados,
donde se determino una mayor frecuencia de reactividad al marcador IgG anti-
VHE, en el grupo mayor de 21 afios con un 81% (n=13) de casos positivos. Sin
embargo no se debe descartar la variabilidad de respuestas inmunes que
puede existir, al evaluar brotes epidémicos de hepatitis en paises

subdesarrollados o brotes esporadicos en paises desarrollados .
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Por otro lado la frecuencia de seroreactividad a los marcadores de infeccion por
el virus de la hepatitis E con relacion al sexo, determino una distribucion
uniforme entre varones y mujeres, tanto para el marcador de infeccion activa
como para el de memoria inmunoldgica, para IgM el 50% (n=8) de los
seropositivos eran del sexo femenino y 50% (n=8) del sexo masculino. Para IgG
se observo un minimo incremento de casos reactivos en el sexo masculino con
un 63% (n=10). Sin embargo la mayor preocupacion reside en la poblacion
femenina, especificamente en las mujeres embarazadas, que llegan a ser el
grupo de huéspedes del virus mas afectado. Los indices de mortalidad son
elevados, aproximadamente del 25%, esto debido a que la mayoria de los

casos evoluciona a una falla hepatica fulminante ©.

Estudios anteriores determinaron una distribucion del virus de la hepatitis E,
muy amplia en paises subdesarrollados. Con brotes epidémicos agudos y de

@ La via fecal oral es el

larga duracion que pueden durar hasta un afio
modelo predominante de transmision de la infeccion, la mayoria de las
epidemias ocurridas se han relacionado con el consumo de aguas
contaminadas. La contaminacién se debe al continuo fecalismo al medio
ambiente, costumbre que se realiza frecuentemente en las laderas de las
ciudades, al mismo tiempo brotes van precedidos de fuertes lluvias e
inundaciones que arrastran las heces y contaminan las fuentes de riego de

cultivos.

Los resultados encontrados nos permiten inferir que VHE se encuentra
distribuido en todo el territorio nacional, estudios anteriores reportaron su
presencia en comunidades amazoénicas y valles centrales del pais, “?, nuestro
estudio reporta la presencia de este agente viral en dos departamentos de la
region andina La Paz y Oruro. A la vez remarcar que existe una mayor
distribucién en areas urbanas de nuestro pais ®?, lo que evidencia las precarias
condiciones de saneamiento en las ciudades, efecto que incrementa la

transmision del virus.
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En cuanto a la presentacion de infecciones agudas, segun la estacion climéatica,
se pudo determinar mayores brotes en primavera e invierno y una relativa
igualdad de brotes durante las restantes estaciones del afio. Dadas las
caracteristicas climaticas de nuestra region, desde los meses de noviembre y
diciembre comienzan las lluvias, que conllevan a inundaciones y arrastre de
materia fecal, donde ocurre con mayor facilidad la contaminacién de aguas.
Esto explica en parte el fenbmeno de la transmision de hepatitis enteral. Lo
mismo ocurre en los meses de invierno, no son exactamente meses lluviosos
pero si con presencia de vientos que pueden ser un vector para la diseminacion
de particulas virales provenientes de las heces fecales de infectados,

Todos los casos presentaban un cuadro clinico de hepatitis aguda de origen
viral, en el momento de la toma de muestra. Del mismo modo las 6rdenes
médicas solicitaban la deteccion solo de marcadores serolégicos de hepatitis A,
B y C. El estudio seleccioné las muestras seronegativas para estos virus,
detectando reactividad a los marcadores para VHE en 32 de los 123 pacientes
seleccionados. Ese resultado evidencia la necesidad de incluir dichas pruebas
dentro del perfil serolégico para el diagndstico de Hepatitis virales, que hasta

ahora no ha sido tomado en cuenta.

La falta de conocimiento acerca del modo de transmision, cuadro clinico y
distribucién del VHE, es una de las causas mas importantes para no tomar en
cuenta a este agente viral dentro de las Hepatitis virales que afectan en nuestro
medio. Por otro lado muchos de los casos de Hepatitis E no diagnosticados, se
deben a que este agente virico tiene una misma via de transmision y clinica que
el virus de la hepatitis A, el cual tiene una amplia distribucién en nuestro pais.
Factor por el cual el personal médico se limita a investigar la presencia de este
virus. El presente trabajo pretende actualizar los resultados encontrados en
estudios anteriores y confirmar la presencia VHE como patégeno causante de

hepatitis de tipo aguda de etiologia viral.
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Por otro lado las frecuencias de reactividad a VHE sugieren que este virus
circula en forma considerable en nuestro medio. Lo cual justificaria realizar mas
estudios que permitan detectar su circulacion tomando en cuenta poblaciones
mas amplias y variadas en cuanto a distribucién geogréfica. Esto permitira a su
vez tener una visibn mucho mas amplia, conocer y evaluar diferentes
parametros que favorecerian a la propagacion del virus, establecer, reformular o
cambiar las politicas de prevencion, todo con el objetivo de proteger a las

poblaciones mas susceptibles, nifios y mujeres en edad reproductiva.
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IX.  CONCLUSIONES.

Se determino la circulacion del virus de la hepatitis E a través de la deteccion
de marcadores serolégicos especificos contra este virus, tanto de infeccion
aguda (IgM anti-VHE) como de pasada (IgG anti-VHE), en la poblacion en
estudio durante la gestion 2006. Donde se llego a determinar un porcentaje de
reactividad al virus correspondiente al 26% en forma general para ambos

marcadores.

Se pudo determinar una frecuencia de casos reactivos para el marcador de
infeccién aguda o activa por el virus de la hepatitis E IgM anti-VHE, de 13%
(n=16).

La determinacion de la frecuencia de casos reactivos al marcador de infeccion
pasada o memoria inmunoldgica frente al virus de la hepatitis E (IgG anti-VHE),
fue del 13%, (n=16).

El grupo etareo mas afectado son pacientes mayores de 21 afios, lo cual fue
demostrado tanto en los que resultaron seropositivos para el marcador IgM anti-
VHE y el marcador I1gG anti-VHE.

En cuanto a su distribucion por género se determiné una distribucién uniforme
en ambos sexos con valores de 50% (n=8) de casos reactivos en mujeres y
50% (n=8) casos en varones para el marcador IgM anti-VHE y para el marcador

IgG anti-VHE un 37% (n=6) casos en mujeres y 63% (n=10) en varones.
Segun procedencia se reportaron casos reactivos a los marcadores estudiados

en pacientes de diferentes regiones de nuestro territorio como ser Oruro,

Cochabamba, La Paz y la ciudad de EL Alto.
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De acuerdo a la estacion climatica se determino una mayor frecuencia de
casos reactivos agudos durante las estaciones de primavera 44% (n=7), pero
sin dejar a un lado considerables frecuencia de reactividad en las otras

estaciones climaticas del afio.
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X. PERSPECTIVA.

- Realizar estudios mas amplios, incrementando la poblacién en estudio de
tal manera que se pueda determinar prevalencias e incidencias de

hepatitis E en nuestro medio.
- Trabajar en los estudios siguientes con un numero mayor de pacientes
de diferente procedencia, con el fin de conocer la frecuencia de

circulacion del virus de la hepatitis E en todo el territorio Boliviano.

- Complementar el estudio serologico, con otras pruebas de laboratorio

como el perfil hepatico para determinar el dafio del érgano afectado.
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Xl.  RECOMENDACIONES.

En vista de los resultados obtenidos se recomienda la solicitud de las pruebas
para la determinacion de los marcadores especificos de hepatitis E y asi llevar a
cabo la determinacién del perfil seroldgico completo de hepatitis de origen viral.
De esta manera realizar un éptimo diagnostico de infeccion, con el fin de no
descartar cualquier caso posible de infeccion por este agente viral. Debido a
que la presente investigacion determino la presencia de VHE en casos que tal
vez estaban siendo obviados. Con esto poder contribuir al bienestar de la
poblacion afectada.
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