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RESUMEN

El virus de la hepatitis E (HEV, por sus siglas en inglés) es un agente emergente
causante de hepatitis aguda en todo el mundo, zoondtico de transmision entérica, y la
contaminacién de matrices acuosas es una posible fuente de infeccion. En Argentina, se
realizaron escasos estudios de deteccién de HEV en humanos y cerdos en varios puntos
del pais, habiéndose estudiado y detectado en matrices acuosas sélo en Cérdoba. En la
provincia de Salta se registraron 2 casos agudos de hepatitis por este virus. Sin embargo,
su deteccién no esta incluida en el diagndstico habitual, por lo que aln se desconocen

sus implicancias en la produccién de hepatitis y su impacto en la salud en esa regién.

El objetivo de este trabajo fue conocer la circulacion actual de HEV en el norte de
Argentina, particularmente en la ciudad de Salta capital. Para ello, se realizé deteccidn
molecular de este virus en muestras de agua del rio Arias-Arenales en su recorrido por
la ciudad de Salta mediante RT-Nested-PCR (de un fragmento de la region ORF-2 del
HEV) durante dos periodos 2009-2010 y 2013-2014; y deteccidn seroldgica en poblacién
general mediante ELISA (determinacion de IgG e IgM anti-HEV) durante los afios 2015-
2016.

El 1,6% (3/189) de las muestras ambientales resultd positivo para la deteccion de
ARN viral. Estas muestras fueron secuenciadas, y los analisis filogenéticos revelaron que
pertenecian a HEV genotipo 3, agrupando dentro del clado abchij, subtipo 3¢/3i, junto
con cepas de Cérdoba previamente detectadas en el ambiente. La prevalencia general
de 1gG anti-HEV fue del 9,1% (13/143). Cuatro muestras fueron positivas para la

deteccidn especifica de IgM, lo que indicaria infecciones recientes en la regidn.

Los resultados obtenidos demostraron la circulacién del HEV en la ciudad de Salta,
Argentina, mostrando por primera vez presencia del material genético viral en muestras
ambientales de un importante rio de esta ciudad e infecciones en poblacion general.
Estos hallazgos destacan la necesidad de prestar especial atencidon a este virus e

incorporar su deteccion en la rutina del diagndstico de hepatitis virales en la regién.

Palabras clave: HEV, muestra ambiental, seroprevalencia, Salta, epidemiologia

molecular.




Introduccion

1. INTRODUCCION

El virus de la hepatitis E (HEV), es un importante patégeno de distribucién mundial
causante de hepatitis de transmision entérica (Khuroo & Kamili, 2003; Meng, 2011), que
infecta tanto al hombre como a animales (primates no-humanos, roedores, aves,
bovinos, y principalmente cerdos). El HEV replica en el tracto gastrointestinal del
hospedador y es excretado en altas concentraciones en las heces. Ha causado grandes
brotes epidémicos en regiones con condiciones higiénico-sanitarias deficientes,
principalmente en Asia, siendo la quinta forma de hepatitis viral humana y una de las
causas mas comunes de hepatitis aguda e ictericia en el mundo (Purcell & Emerson,

2008; Kamar et al., 2012).

El HEV fue descubierto en 1983 por los investigadores de un brote de hepatitis no
explicada en los soldados soviéticos en Afganistan (Balayan et al., 1983), después de que
un miembro del equipo de investigacion ingiriera un extracto fecal del personal militar
afectado, desarrollara hepatitis aguda, y pequefas particulas virales fueran detectadas
en sus heces por inmunoelectro microscopia. Posteriormente, el genoma viral fue
clonado y secuenciado utilizando muestras de bilis obtenidas de monos infectados
experimentalmente (Reyes et al., 1990; Tam et al.,, 1991). También se desarrolléd un
inmunoensayo enzimatico para la deteccidn de anticuerpos contra HEV (Yarbough et al.,

1991).

Los anadlisis filogenéticos de muchas cepas de HEV basadas en genomas virales
completos y una gama de regiones subgendmicas del virus llevaron al reconocimiento
de 7 genotipos, de los cuales 1, 2 3, 4y 7 infectan a humanos (Smith et al., 2016); aunque

todos pertenecen a un unico serotipo (Hoofnagle et al., 2012).

Altas tasas de anticuerpos positivos fueron observadas en muchas especies en
mamiferos, particularmente en cerdos (Kamar et al., 2014). La primera cepa animal de
HEV, fue identificada y caracterizada en 1997, a partir de cerdos en los Estados Unidos
y se clasifico como HEV-3 (Meng et al., 1997). Poco después, se notificaron casos de
hepatitis aguda por el HEV-3 en humanos en el mismo pais (Schlauder et al., 1998), en
Europa (Dalton et al., 2008; Borgen et al., 2008; Wichmann et al., 2008; Colson et al.,

2010), en Nueva Zelanda y Australia (Kamar et al, 2012). Posteriormente fue identificada
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una cepa de cerdo diferente en Japdn (Masuda et al., 2005; Sainokami et al., 2004) y en

China (Zhang et al., 2011), que fue reconocida como HEV-4.

HEV es probablemente la causa mds comun de hepatitis viral aguda en el mundo
(Purcell & Emerson, 2008; Hoofnagle et al., 2012; Kamar et al., 2012); también se han
descripto infecciones por este virus que incluyen casos de falla hepdtica aguda, cirrosis
y enfermedades hepaticas en estados terminales (Perdn et al., 2007; Kamar et al., 2008;
Kamar et al., 2011), ademas de infecciones crénicas que conducen a hepatitis crénica y

cirrosis en pacientes inmunocomprometidos infectados con HEV-3 (Kamar et al., 2008).
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a. Clasificacion taxondmica

El HEV, actualmente nombrado Orthohepevirus A, pertenece al género
Orthohepevirus, dentro de la familia Hepeviridae. Este género incluye, ademas, las
especies Orthohepevirus B, que infecta aves; Orthohepevirus C, que infecta roedores,

soricomorfos y carnivoros; y Orthohepevirus D, que infecta murciélagos.

De acuerdo a su variabilidad genética, Orthohepevirus A, o HEV, comprende 7
genotipos, nombrados con numeros del 1 al 7: HEV-1 y HEV-2 se limitan a los seres
humanos, mientras que HEV-3, HEV-4 y HEV-7 se encuentran en humanos y una amplia
gama de especies animales: HEV-3 en cerdos, jabalies, ciervos, mangostas, macacos
japoneses y conejos; HEV-4 en cerdos, jabalies y ovejas; HEV-7 en camellos. Por otra
parte, HEV-5 y HEV-6 Unicamente fueron hallados en jabalies (Smith et al., 2014; Lee et
al., 2015; Debing et al., 2016). A pesar de la existencia de estos genotipos, el HEV

presenta un Unico serotipo (Hoofnagle et al., 2012).
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b. Estructura viral y organizacion genoémica

El HEV es un virus pequefio, no envuelto, de cdpside icosaédrica de
aproximadamente 32 a 35 nm de didametro (Bradley et al., 1987) (Figura 1). Su genoma
esta formado por una hebra simple de ARN con polaridad positiva de una longitud de
aproximadamente 7,2 Kb (Reyes et al., 1990), que contiene tres marcos abiertos de
lectura (ORFs, de sus siglas en inglés: ORF 1, ORF 2 y ORF 3) parcialmente superpuestos,

flanqueados por dos regiones no codificantes 5’ y 3’ (Tam et al., 1991) (Figura 2).

Figura 1. Estructura del HEV (Tomado de SIB Swiss Institute of Bioinformatics, 2008-2017).
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Figura 2. Estructura del genoma ARN del HEV (Adaptado de Kamar et al., 2014). ORF1 marcado
en azul, ORF2 en amarillo y ORF3 en verde.

MT: metiltransferasa; Pro: proteasa; Hel: helicasa; Pol: ARN polimerasa; PPR: Regidn
hipervariable; X e Y: regiones de funcidn desconocida.
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ORF1 codifica una proteina de 1693 aminoacidos que contiene dominios
funcionales presentes en las proteinas no estructurales de otros virus con genoma de
ARN de cadena positiva (Koonin et al., 1992). Esos dominios estructurales incluyen una
metiltransferasa, una proteasa, una ARN helicasa, una polimerasa dependiente de ARN
(Kamar et al., 2014), y una region hipervariable, no codificante, que muestra una
diversidad genética sustancial y modula la eficiencia de la replicacion del HEV
(Pudupakam et al., 2011). Cabe destacar que las diferencias en el tamafio del genoma
entre diferentes cepas de HEV se limitan principalmente a esta regién (Mirazo et al.,

2014).

ORF 2 codifica la proteina de la capside viral, de 660 aminoacidos, que es
responsable del montaje del virion (Yamakawa et al., 1997), la interaccidn con las células
diana (He et al., 2008; Kalia et al., 2009) y la inmunogenicidad (Xing et al., 2011). La
proteina codificada por el ORF 2 estd constituida por los siguientes dominios: el dominio
(S) (aminodcidos 129 a 319), el dominio medio (M) (aminoacidos 320 a 455) y el dominio
sobresaliente (P) (aminoacidos 456 a 606) (Meng et al., 2001; Guu et al., 2009;
Yamashita et al., 2009; Xing et al., 2010; Tang et al., 2011).

El ORF 3 se superpone parcialmente al ORF 2, codifica una pequefa proteina de
113-114 aminoacidos que esta involucrada en la morfogénesis y liberacién del virién

(Graff et al., 2006; Yamada et al., 2009; Emerson et al., 2010).
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c. Replicacidn viral

El ciclo de replicaciéon del HEV no es bien conocido debido a la dificultad de la

propagacidon de cultivos celulares. No obstante, se han producido infecciones vy

replicaciones exitosas en algunas pocas lineas celulares, lo que permitié describir el ciclo

de replicacién del virus propuesto por varios autores (Chandra et al., 2008; Meng, 2010,

y Holla et al., 2013) (Figura 3), como se detalla a continuacién:

a.

Las particulas virales se concentran en la superficie de las células diana a
través de proteoglicanos de sulfato heparina (HSPG, HSC70) que actuan
como factores de union.

El HEV se ancla a otro receptor viral, aun desconocido, y entra en la célula
mediante endocitosis. En este punto el virion libera la cadena de ARN viral
en el citoplasma.

En el citoplasma se produce la traduccién del ARN de ORF1 que da a lugar
a una poliproteina no estructural.

La ARN polimerasa dependiente de ARN sintetiza un intermediario de
sentido negativo a partir de la cadena de ARN de sentido positivo.

Este intermediario actia como molde para la sintesis de copias de ARN
viral con sentido positivo, es decir que, por un lado, actian como
plantillas para la sintesis de un ARN subgendmico de 2,2 kb y por otro
lado transcribe el genoma de sentido positivo de longitud completa.

El ARN subgendmico de sentido positivo se traduce en las proteinas ORF2
y ORF3 en el citoplasma.

La proteina ORF2 atraviesa el reticulo endopldsmico y envasa el ARN
gendmico para ensamblar nuevos viriones.

Los viriones recién formados son transportados a la membrana celular.
La proteina ORF3 también esta asociada con endomembranas y puede
ayudar en la salida viral.

Las nuevas particulas virales son liberadas y abandonan la célula.
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Figura 3. Replicacion de HEV (Adaptado de Pérez-Gracia et al., 2014).
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d. Clasificacion genotipica

El HEV estd clasificado en 7 genotipos distintos de acuerdo a su variabilidad
genética (Figura 4), habiéndose establecido como limite una diferencia en la secuencia
aminoacidica de las proteinas codificadas en ORF1 y ORF2 concatenadas de al menos el

8,8% (Smith et al. 2014).
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Figura 4. Clasificacion Genotipica de HEV (Tomado de Martinez Wassaf, 2017).

Dentro de algunos genotipos, se describieron varios subtipos (Lu et al., 2006),
aungue no existe ningun criterio consensuado para la asignacion de los mismos. Asi, la
distancia nucleotidica existente entre los subtipos de HEV-1 es al menos de 0,12,
mientras que para HEV-3 es de entre 0,12 y 0,26. Esta ausencia de criterio (debido a la
gran variabilidad genética viral), sumado a inconsistencias en este agrupamiento,
algunas cepas han sido clasificadas dentro de un subtipo al secuenciar una regién
gendmica, y dentro de otro al analizar otro fragmento genémico (Smith et al., 2016); y
a la falta de secuencias patrén (de referencia) para cada subtipo, han llevado a

replantear esta forma de clasificacion.
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Luego de un extenso andlisis incluyendo genomas completos y secuencias
parciales, Smith et al. (2016) propuso secuencias de referencia para cada genotipo y
subtipo, las cuales han comenzado a ser usadas por algunos grupos de investigacion,
entre ellos el nuestro. Para HEV-1 y HEV-3 se planted la clasificacién en clados. Dentro
de HEV-1 los subtipos 1a, 1b, 1c y 1f forman un clado (1abcf), y los subtipos 1d y 1e
forma otro (1de). Dentro de HEV-3, los subtipos 3a, 3b, 3c, 3h, 3iy 3j forman un clado
(3abchij) y los subtipos 3e, 3f y 3g forman otro (3efg). Las secuencias de HEV-2 fueron
insuficientes para el analisis, y el HEV-4 presenta multiples niveles de ramificaciones,
pero sin presentar grupos claros de nivel superior por lo que se adoptan las
designaciones anteriores, de Lu et al., (2006). Para HEV-5, HEV-6 y HEV-7 muy pocas
secuencias completas del genoma estan actualmente disponibles para cada uno de estos
genotipos, por lo que no se ha hecho ninguna asignacion de subtipo, excepto para

nombrar la primera secuencia de cada genotipo como subtipo “a” (Smith et al., 2016).
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e. Epidemiologia

HEV ha sido detectado en casi todas las poblaciones del mundo, pero los

genotipos encontrados varian dependiendo de la region (Mirazo et al., 2014) (Figura 5).
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Figura 5. Distribucion geografica de los genotipos de HEV (Mirazo et al., 2014).HEV-1 y HEV-2 consisten
en cepas epidémicas reportadas en Asia, varios paises de América Latina, Africa y México,
respectivamente; HEV-3 y HEV-4 comprenden cepas zoondticas y se han aislado de casos esporadicos de
infeccién viral aguda por HEV y de varios reservorios animales, particularmente cerdos domésticos y
salvajes y ciervos; El HEV-3 se distribuye en todo el mundo en seres humanos y cerdos, mientras que HEV-
4 se informad en Asia oriental y Europa central.

Se han observado 2 patrones epidemioldgicos en las infecciones por este virus de
acuerdo al genotipo (Purcell & Emerson, 2008; Teshale et al., 2010; Hoofnagle et al.,
2012; Kamar et al., 2012; Pérez-gracia et al., 2014). En areas de alta endemicidad y
generalmente en paises en desarrollo, con un saneamiento deficiente, como Asia o
Africa, la infeccién es causada principalmente por HEV-1 y HEV-2, los cuales son
transmitidos por la ruta fecal-oral, a través de aguas contaminadas con el virus,
principalmente a través del consumo de agua contaminada con materia fecal. Esta ruta
estd asociada con inundaciones y lluvias torrenciales que mezclan el agua de consumo
con las residuales humanas y de otras especies animales (Pérez-gracia et al., 2014). Esto
resulta en casos esporadicos frecuentes y grandes brotes ocasionales (Kamar et al.,

2014).

El segundo patrdn, observado a nivel global, esta dado por casos esporadicos de

infeccidn viral que han sido cada vez mas reportados en los ultimos afos debido a la
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mejora de las herramientas de diagndstico y estrategias de deteccion (Kamar et al.,
2014). La infeccidn es transmitida por virus zoondticos correspondientes a HEV-3 y HEV-
4, en la que se considera al cerdo como un reservorio viral (Hoofnagle et al., 2012),
ocurriendo la infeccién por contacto directo con animales infectados o debido a la
ingesta de carne cruda o mal cocida de animales (o productos derivados) que contienen
el virus (cerdos, jabalies, ciervos) (Meng, 2011; Hoofnagle et al., 2012). Sin embargo, en
muchos casos de infeccidn por estos genotipos el origen de la misma permanece incierto
(Kamar et al., 2012). En este contexto, la infeccién también puede estar relacionada con
el nivel de inmunidad de la poblacidn, las condiciones sanitarias, las condiciones de vida
y otros factores (Teshale et al., 2010). Investigaciones recientes refuerzan la nocién de
la existencia de tres vias adicionales de transmisidon HEV: transmision parenteral (Colson
et al., 2007), transmision de humano a humano (Mansuy et al., 2009) y vertical de madre
a hijo (transmisiéon perinatal) (Khuroo et al., 2009), aunque se piensa que estas vias de

transmisidn son menos frecuentes (Mirazo et al., 2014).

Se han observado diferencias en las prevalencias de acuerdo al patrén
epidemioldgico: en los paises endémicos, HEV es el responsable del 25% de todos los
casos de hepatitis aguda no A, no B (Teo et al., 2010), mientras que la prevalencia de
inmunoglobulina G (IgG) anti-HEV en individuos adultos oscila entre el 30% y el 40%
(Hoofnagle et al.,, 2012, Mirazo et al., 2014). La gran mayoria de los pacientes
sintomaticos de estas dreas son adultos jévenes, de hasta 40 afios. La razén de ello sigue
siendo poco clara, aunque puede estar relacionada con una exposicion importante al
agua contaminada (Pérez-gracia et al., 2014). Ademas, en esta area el HEV-1 es capaz de

producir hepatitis fulminante en mujeres embarazadas (Kamar et al., 2012).

Por otro lado, los paises industrializados y no endémicos muestran prevalencias
menores, aunque muy variables de un estudio a otro, cuyos valores generalmente no
superan el 30%. (Mushahwar, 2008; Hoofnagle et al., 2012; Fearon et al., 2017). En estas
areas la enfermedad es mucho mas frecuente en personas de mediana edad y ancianos
(individuos de mas de 65 afios), y los pacientes son en su mayoria varones. No se sabe
aun por qué la infeccidon sintomatica es mas comun en esta poblacién, pero puede estar

relacionada con la via de transmision (Pérez-gracia et al., 2014).

11
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En América, existe evidencia serolédgica de infecciéon por HEV desde 1994,
reportada por primera vez en Venezuela (Pujol et al., 1994), halldndose la mayoria de
las tasas en un rango de entre 1% a 10%, no habiéndose detectado diferencias evidentes
en las prevalencias de anti-HEV entre diferentes regiones geograficas (Echevarria et al.,
2013).

En Argentina se han descripto prevalencias de entre 0,15% y 35,7%,
dependiendo de la poblacion estudiada y el kit utilizado (Rey et al., 1997; Fainboim et
al., 1999; Munné et al., 2014; Martinez Wassaf et al., 2014). Ademds, se han reportado
casos agudos esporadicos por HEV-3 en varios puntos del pais, entre ellos 2 casos de
hepatitis aguda en la provincia de Salta (Munné et al., 2011, 2014). Sin embargo, no se
conocen datos de seroprevalencia en la poblacién general para esta region, dato que
arrojaria informacion actualizada acerca de la circulacién de HEV en esta zona de

nuestro territorio.

12
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f. Manifestaciones clinicas

En la mayoria de los pacientes, el HEV causa una infeccidn autolimitada que dura
unas pocas semanas, con un periodo de incubacién de 2 a 6 semanas. Durante el curso
sintomadtico se presentan sintomas de hepatitis aguda, que incluyen nduseas, dolor
abdominal, vomitos, anorexia, ictericia y hepatomegalia, aunque existe una alta tasa de
casos asintomaticos (Kamar et al., 2012). El desarrollo de la enfermedad clinica depende
de numerosos factores incluyendo el estado inmunitario y la edad del huésped, el tipo,
la cepay la virulencia del microorganismo, y la via de infeccién (Haas et al., 1993).

Se han reportado casos de hepatitis fulminante en mujeres embarazadas
asociados al HEV-1 (Kamar et al., 2012). En el embarazo, el nimero de casos de
enfermedad severa y la mortalidad es muy alta, alrededor del 15-20%, y las
complicaciones comunes son el aborto (Aggarwal, 2013), el parto prematuro, la muerte
de la madre y el feto, o del bebé después del nacimiento (Hussaini et al., 1997;
Navaneethan et al., 2008).

En determinados casos la infeccion por HEV puede progresar en una infeccidn
cronica, definida por persistencia de ARN viral en suero o heces durante mds de 6 meses,
muchas veces en asociacidn con niveles aumentados de enzimas hepdticas (Pérez-gracia
et al., 2014). El genotipo implicado en la infeccién crénica por HEV es HEV-3 (Kamar et
al., 2012; Murali et al.,, 2015), ocurriendo los casos principalmente en pacientes
inmunocomprometidos (pacientes con trasplantes de érganos sélidos, linfoma, virus de
la inmunodeficiencia humana, pacientes hematoldgicos, inmunodeficiencias primariasy
aquellos bajo tratamiento con corticosteroides e inmunosupresores) (Hoerning et al.,
2012). Las caracteristicas clinicas de la hepatitis en los pacientes crénicos suelen ser
indetectables. La deteccion de inmunoglobulinas G e inmunoglobulinas M (IgG e I1gM)
anti-HEV en la sangre puede dar resultados negativos debido a la inmunosupresién y
solo la deteccidon de ARN del HEV confirma el diagndstico de hepatitis E crénica. Esta
incapacidad para eliminar el HEV después de una infeccién aguda se asocia con el grado
de inmunosupresion, el recuento de leucocitos y el recuento de células T, caracteristicas
gue pueden considerarse un factor de riesgo para la progresién a la cronicidad (Dalton

et al., 2009; Mateos-Lindemann et al., 2012; Mateos-Lindemann et al., 2014).
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En pacientes con enfermedad hepatica pre-existente las manifestaciones clinicas
iniciales en una infeccién por cualquier genotipo son similares a la hepatitis aguda, pero
pueden presentarse complicaciones por la descompensacién de la enfermedad hepatica

cronica, la aparicion de ascitis y la encefalopatia hepatica (Pérez-Gracia et al., 2014).

El consumo de alcohol se considera un factor de riesgo importante ya que
favorece a los sintomas clinicos y esta relacionado con la gravedad de la hepatitis (Dalton
et al., 2011). El riesgo de una mala evolucién en ausencia de trasplante hepatico es muy
alto, con una mortalidad cercana al 70% en pacientes infectados con HEV-1 (Kumar
Acharya et al., 2007). En los pacientes con cirrosis subyacente, la histologia hepatica de
la hepatitis E generalmente no es especifica y puede ser confundida con hepatitis

alcohdlica (Dalton et al., 2008)
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g. Curso natural de la infeccion

Aligual que en otras formas de hepatitis viral, la viremia surge durante el periodo
de incubacién de la hepatitis E, y los anticuerpos (tanto 1gG como IgM) aparecen justo
antes de elevaciones de los niveles séricos de aminotransferasa y de la aparicién de los
sintomas (Kamar et al., 2012) (Figura 6). Los sintomas suelen durar de cuatro a seis
semanas, pero pueden permanecer mas de 100 dias en algunos casos (Blood Advisory
Committee, 2012). Los valores de las enzimas hepaticas alcanzan un pico unas seis
semanas después de la exposicién antes de disminuir hacia niveles normales en la

semana 10 (Dalton et al., 2008).

En el curso seroldgico tipico de una infeccién por HEV, la IgM anti-HEV aparece
durante la fase aguda de la infeccidn (Favorov et al., 1992), muestra un aumento inicial
y permanece detectable durante 3 a 12 meses hasta disminuir a niveles basales (Purcell
& Emerson, 2008; Dalton et al., 2008; Kamar et al., 2012). Los anticuerpos IgG anti-HEV
son detectables poco después de la aparicion de la IgM anti-HEV y persiste durante afios,

si no durante toda la vida (Hoofnagle et al., 2012).

La recuperacién esta marcada por la eliminacién viral, un aumento en los titulos
de IgG y una disminucion en los niveles de IgM. El HEV también esta presente en las
heces, generalmente durante el periodo de incubacién, durante la infeccidén activa y en

la parte inicial del periodo de recuperacién (Hoofnagle et al., 2012).

RNA HEV (heces) Figura 6. Cinética de la infecciéon por HEV
(Adaptado de Hoofnagle et al., 2012).
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- . El ARN del HEV se hace detectable en heces
1000- Anticuerpos IgG anti - HEV ) i -
900- y suero durante el periodo de incubacion,
- al con la aparicion posterior de los

& o A anticuerpos IgM e IgG anti-HEV. El nivel de

8 - anticuerpos IgM alcanza un pico temprano

> | y se vuelve indetectable durante Ia

g ¥ recuperacién, mientras que el nivel del

= u .

;t‘ 40 anticuerpo 1gG continla aumentando vy
300 . . ; persiste a largo plazo. Los sintomas clinicos
2004 Anticuerpos IgM anti - HEV . . o .

TS (fatiga, nduseas e ictericia) comienzan

100 - poco después de elevaciones en los niveles

0= ngeiedadie T T T #—  séricos de alanina aminotransferasa (ALT).
0 2 4 6 8 10 12 16 20 24 48

Semanas post exposicion El ARN viral desaparece del suero con la
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h. Diagnoéstico y deteccion

Existen tanto métodos directos como indirectos para el diagndstico y deteccién
de HEV. La infeccidn por HEV suele diagnosticarse mediante la deteccion de anticuerpos
anti-HEV especificos (IgM e 1gG) (Hoofnagle et al., 2012). El aumento de los niveles de
IgM es indicativo de infeccidn aguda, mientras que los niveles de IgG estan relacionados

con una exposicion previa al HEV (Pérez-gracia et al., 2014).

El rendimiento de los distintos ensayos serolégicos disponibles no es éptimo, y
se observan valores muy variables dependiendo del ensayo comercial empleado
(Bendall et al., 2010; Rossi-Tamisier et al., 2013). En la actualidad, los inmunoensayos
comercialmente disponibles para la deteccidn de anticuerpos anti-HEV especificos
difieren drasticamente en su sensibilidad y especificidad, lo que puede explicar en parte
las discrepancias en la seroprevalencia del HEV observada en diferentes estudios (Slot

et al,, 2013).

Por otro lado, ensayos que detecten presencia del material genético viral en
muestras bioldgicas tales como heces, suero y biopsia hepatica son utilizados para la
deteccion e identificacion del HEV (Mirazo et al., 2014). Estos ensayos incluyen: la
transcripcion inversa seguida de PCR (RT- PCR), RT-PCR en tiempo real, y RT-LAMP (por
su sigla en inglés: reverse transcription loop-mediated isothermal amplification), todos
ellos diseflados y optimizados para detectar los cuatro genotipos de HEV mas
prevalentes en humanos (1 al 4) (Huang et al. 2002, Jothikumar et al., 2006; Gyarmati et
al., 2007; Lan et al., 2009;).

La deteccion de ARN viral en muestras bioldgicas puede identificar con precisién
la infeccidn activa y ayudar a confirmar los hallazgos seroldgicos (Huang et al., 2010)
Desafortunadamente, en muchos casos no es posible realizarla debido a que la muestra
es tomada en un momento en el que la viremia y/o la excrecidn viral en materia fecal ya

ha ocurrido (Mirazo et al., 2014).
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i. Vigilancia ambiental

De forma natural, los ecosistemas acuaticos, contienen cantidades variables de
virus que constituyen universalmente su comunidad microbiana (Berg et al., 1989;
Maranger & Bird, 1995). Sin embargo, en las zonas cercanas a nucleos poblacionales,
adicionalmente el medio acudtico recibe aportes de grandes concentraciones de virus
excretados por el hombre y animales a través de las heces y la orina de individuos
infectados, incluso sin que presenten signos de enfermedad aparentes (Melnick, 1984).
Estos pueden sobrevivir durante varios meses en el medio, pueden resistir los procesos
de tratamiento convencionales del agua, incluso la cloracién con un nivel de
supervivencia superior al de las bacterias, constituyendo un riesgo potencial de nuevas
infecciones (World Health Organization, 1979).

El agua, por lo tanto, constituye una via de transmisién de los virus en el medio
ambiente de diversas formas, directa o indirectamente, a través de la ingestion de agua
contaminada o de vegetales que se han regado con aguas insuficientemente tratadas o
gue se han cultivado en terrenos abonados con lodos de depuradora que contenian virus
infecciosos, o por ingestidn de carne cruda o poco cocida, proveniente de animales que
hayan crecido en zonas que reciben aporte de aguas residuales o por el contacto con
aerosoles generados a partir de aguas contaminadas (Melnick et al., 1978), e incluso
pueden ser transmitidos por actividades recreativas en aguas contaminadas (Bosch,
1998, Martinez Wassaf et al. 2014).

El analisis molecular a partir de muestras acuosas ambientales es una
herramienta de importancia para determinar la epidemiologia de los diferentes virus
gue circulan en una comunidad determinada, y aporta evidencias de gran ayuda para la
vigilancia ambiental (Kokkinos et al., 2011; Prado et al., 2012). En Argentina, se ha
reportado deteccién de varios agentes virales [rotavirus, virus de la hepatitis A (HAV,
por su sigla en inlgés), norovirus, adenovirus] en muestras ambientales de origen hidrico
en Buenos Aires, Cérdoba y Salta (Yanes et al., 2014; Barril et al., 2010; Poma et al.,
2012). Sin embargo, HEV sdlo ha sido reportado en matrices acuosas de Cérdoba, en
aguas recreacionales (rio Suquia y Embalse San Roque) y residuales de esta provincia
(Martinez Wassaf et al., 2014; Pavéan et al.,, 2016), y aun no ha sido reportado en

alimentos en nuestro pais.
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j. Prevencion

La prevencidn en dreas endémicas se basa en la implementaciéon de medidas
higiénicas y sanitarias adecuadas para evitar la transmision fecal-oral, como el
tratamiento de aguas residuales y la prevencién del consumo de alimentos crudos. Esto
es especialmente importante en mujeres embarazadas en el tercer trimestre del
embarazo, debido al mal pronéstico de la infeccion en esta poblacién (Pérez-gracia et
al., 2014).

Por otra parte, en las regiones no endémicas, donde la transmisién ocurriria
principalmente por el consumo de productos contaminados con el virus, las
recomendaciones incluyen, ademas, coccién completa de la carne, principalmente la de
cerdo (calentamiento a 71 °C durante al menos 20 minutos) (Barnaud et al., 2012). Con
el tratamiento adecuado y buenas condiciones sanitarias e higiénicas, los brotes de
hepatitis E son poco probables (Pérez-gracia et al., 2014).

Se han reportado varios casos de transmisién de HEV a través de transfusiones
de sangre (Boxall et al., 2006; Matsubayashi et al., 2008, Vollmer et al. 2016), por lo que
esta via también debe ser tenida en cuenta a la hora del diagnéstico y la prevencion.

Hasta la fecha, se han desarrollado dos tipos de vacunas recombinantes de HEV.
La primera, desarrollada por Reino Unido y EE. UU, fue probada en varones nepalies (n
=1900) con alta seguridad y niveles de eficacia después de tres dosis. La segunda vacuna
se probd en mas de 12000 participantes chinos, y demostré una eficacia muy alta, de
alrededor del 94% al 100% (intervalo de confianza del 95%). Esta vacuna, conocida como
HEV239, fue autorizada en la Republica Popular de China en diciembre de 2011 y esta
aprobada para grupos de alto riesgo (Mirazo et al., 2014). Ambas vacunas basaron su
desarrollo en el HEV-1. En una de ellas, se observé que también presentaba alta eficacia
para HEV-4, demostrando proteccién cruzada (Hoofnagle et al., 2012). Sin embargo, su
eficacia en la prevencion de la infeccion por HEV en areas no endémicas (donde
predominan otros genotipos) es un tema de debate y necesita ser investigado. Los
desarrollos futuros, incluidos otros genotipos, en particular el HEV-3, permitiran la
prevencion de la infeccién crénica por HEV y podrian considerarse como una medida de

inmunoprofilaxis en receptores pre-transplantados (Mirazo et al., 2014).
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2. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Si bien la hepatitis E es considerada una enfermedad zoonética, principalmente
en paises no endémicos (Meng et al., 2011), existen estudios en los que no se ha logrado
dilucidar esta via de transmision en determinados casos clinicos, donde la
contaminacién de matrices acuosas podria constituir el nexo epidemioldgico que
confirme las fuentes de infeccion (Van den Berg et al., 2005).

El agua es un recurso indispensable y su uso expone a la poblacién a numerosos
agentes microbioldgicos, algunos de ellos patdgenos, que ingresan a ella a través de
diferentes vias, tales como los afluentes industriales, las aguas residuales tratadas y sin
tratar, el agua de lluvia y el escurrimiento de estiércol de animales, ademas de la
eliminacidn de residuos sdélidos por parte de las industrias y los hogares (Van den Berg
et al., 2005).

En Argentina, se reporté la detecciéon de varios agentes virales en estudios
previos (Yanes et al., 2014; Barril et al., 2010; Poma et al.,, 2012), mostrando una
correlacién entre virus detectados en aguas y casos clinicos. Sin embargo, HEV sélo ha
sido reportado en matrices acuosas de Cérdoba (Martinez Wassaf et al., 2014), pero se
desconoce la circulacion del HEV en el resto del pais. La tecnologia molecular es una
herramienta importante y util para monitorear y determinar la circulaciéon viral en una
poblacién, y puede ser usada para tal fin (Barril et al., 2006; Kokkinos et al., 2011; Prado
et al., 2012).

Por otro lado, los ensayos para la deteccién de IgM e IgG anti-HEV fueron
aprobados hace pocos afios en Argentina, por lo que los estudios de diagndstico y
seroepidemiolégicos de este virus son escasos. La disponibilidad de diagndstico
serolégico permitid realizar estudios que permitieron determinar una prevalencia de
anticuerpos IgG anti-HEV de 4,4 % y de 9,5% en individuos sanos de Cérdoba y Buenos
Aires, respectivamente (Martinez Wassaf et al., 2014; Munné et al., 2014). Sin embargo,
no se cuenta con informacién acerca de la prevalencia del virus en otras regiones,

incluyendo Salta.

Con este trabajo se pretende aportar resultados que amplien el conocimiento
acerca de HEV en el pais, que enriquezcan los escasos datos viroldgicos existentes en la

zona y provean evidencias de su circulacién en la poblacién de Salta.
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3. OBIJETIVOS

Objetivo general

Determinar la circulacién del virus de la hepatitis E (HEV) en Salta, Argentina,

mediante la deteccion serolégica en humanos y molecular en muestras ambientales.

Objetivos especificos

1. Detectar ARN de HEV en muestras de agua del Rio Arias-Arenales de la
provincia de Salta durante dos periodos 2009-2010 y 2013-2014.

2. ldentificar el genotipo de las secuencias de HEV detectadas y compararlos
con las amplificadas en el resto del pais.

3. Detectar la presencia de anticuerpos Ig G e Ig M especificos contra HEV
en suero de individuos de la poblacion general de la ciudad de Salta, durante los

afos 2015- 2016.
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4. MATERIALES Y METODOS

a. Vigilancia ambiental
i. Area de estudio y sitios de muestreo

El rio Arias-Arenales pertenece a la cuenca Juramento-Salado, en la provincia de
Salta, al noroeste de Argentina (Figura 7). Este sistema hidrico drena gran parte del Valle
de Lerma y de las serranias que lo conforman. El rio Arias nace en la confluencia de los
rios Pefialoza y San Lorenzo, y se dirige con direccidén sureste hasta las serranias que
limitan el sector este del Valle de Lerma. Se une con el rio Arenales y, luego de recibir al
rio Ancho, continta hacia el sur con el nhombre de rio Arias, atravesando la ciudad de
Salta en su recorrido, hasta desembocar en el embalse Cabra Corral ubicado al sur,
proporcionando energia hidroeléctrica y agua para diferentes usos en localidades de la
zona (Figura 7) (Paoli et al. 2011, Poma et al. 2012).

Este rio estd sujeto a fluctuaciones estacionales en el flujo de agua: flujo muy alto
durante la estacién lluviosa en el verano (noviembre a abril) y muy bajo durante la
estacion seca en el invierno (mayo a octubre). En su origen se extiende de oeste a este
a través de una zona semi-rural donde los usos principales son el abastecimiento de
agua, el riego agricola, actividades recreativas y mantenimiento del ganado (Poma et al.,

2012).

Al cruzar la ciudad (12,5 km), el rio recibe el impacto de sitios de alta y baja
polucion: aguas pluviales, aguas residuales ilegales, efluentes industriales y la
eliminacion ilegal de residuos sélidos en las zonas mas pobres de Salta (que se

desarrollaron a través de los afos sin planificaciéon) (Poma et al., 2012).

Once puntos (P) a lo largo del paso del rio por la ciudad fueron identificados como
criticos (Figura 7) y de los cuales se tomaron las muestras. Cinco puntos estuvieron
directamente situados en el rio, mientras que los otros 6 correspondieron a canales de

descarga directa en el rio:

° P1y P2 fueron seleccionados como controles de baja polucion en los rios
Arias y Arenales respectivamente, antes de su entrada a la ciudad.

° P3, P7, P8 y P9 son fuentes de agua pluviales que desembocan en el rio.
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° P4 esta en el arroyo Isasmendi, en la confluencia con el rio Arias, donde
se encuentra una planta empacadora de res.

. P5 es un punto de descarga importante de aguas residuales no tratadas.
. P6 es un punto ubicado en un darea recreacional llamada Parque Los
Sauces, con mesas, asadores y un lugar de juegos para nifos.

. P10y P11 son puntos ubicados aguas arriba (P10) y aguas abajo (P11) de

la planta de tratamientos de liquidos cloacales y vertedero municipal.

A,
A | Frotnbisesans

{ }1 T

Figura 7. Sitio de estudio.(-24.8001989,-65.4439798) Tomada de Google maps, 2017. A.
Ubicacidn de la provincia de Salta y de la Ciudad Capital de Salta. B. Imagen satelital de la
ciudad de Salta, en la que se muestra la localizacidn de los rios estudiados y los 11 puntos de
muestreo (P1 al P11).
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ii. Muestras ambientales

Las muestras de agua fueron colectadas mensualmente en los 11 puntos
mencionados durante febrero de 2009 a febrero de 2010 (n=117) y en 4 puntos (P6, P7,
P8 y P10) entre abril de 2013 y diciembre de 2014 (n=72). Las muestras fueron
colectadas por personal del Instituto de Investigaciones para la Industria Quimica-
CONICET (INIQUI-CONICET) de la Universidad Nacional de Salta, de la ciudad de Salta. Se
colectaron 20 | de agua en bidones estériles, que fueron trasladadas al laboratorio de

esa institucion y se mantuvieron refrigeradas a 42C hasta que fueron concentradas.

iii. Concentracion de virus a partir de muestras de aguas

La carga viral en aguas ambientales puede ser suficiente para producir infeccién,
pero demasiado bajo para alcanzar el limite de deteccion de los métodos utilizados, por
lo que se requiere una etapa de concentracion.

Las muestras utilizadas en este estudio fueron concentradas por personal del
INIQUI-CONICET (Salta), mediante ultracentrifugacién a partir de los 20 L colectados,
para obtener 50mL finales (factor de concentracién=400), siguiendo protocolos
previamente descriptos (Poma et al., 2012), brevemente las muestras de agua de 20 L
se filtraron a través de dos tamices de acero inoxidable (74 y 37 um) para retirar los
solidos y se introdujeron en el depdsito de alimentacién. A partir de ahi, se bombed el
agua (usando una bomba peristaltica Apema BS6D) a través de la unidad de
ultrafiltracion con un corte de membrana de 50.000 MW (Microza AHP 1010, Pall Life
Sciences, East Hills, NY) hasta que el volumen se redujo a aproximadamente 30 ml. Se
llevaron a cabo dos etapas de elucién con glicina / NaOH 0,05 M (pH 7,0) y Tween 80 al
0,1% para recuperar el material unido al tubo con el fin de aumentar la recuperacion.
Una vez concentradas, una alicuota de cada muestra fue cedida por el INIQUI-CONICET
al Instituto de Virologia “Dr. J. M. Vanella” de la UNC para su procesamiento para

deteccion de HEV.
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iv. Extraccion de ARN viral

Cada muestra de agua concentrada fue sometida a extraccion de ARN mediante el
kit comercial QlAamp® Viral RNA, Qiagen (GmbH, Alemania), siguiendo las
especificaciones del fabricante. Brevemente, se partié de 140 pL de muestra, a la que se
sometid a sucesivos pasos de lisis (ruptura de células y desnaturalizacién de proteinas),

centrifugacion, pasaje por columna de silica gel y lavado, para finalmente eluir 60 pL.

v. Transcripcion reversa

Para la sintesis de ADN complementario (ADNc) se mezclaron 10 pL del ARN
extraido a partir de cada muestra, previa incubacidn por 10 min a 65 °C, con 10 pL de
mezcla de reaccion (volumen final 20 L) conteniendo:

. 1 uL de dNTPs (10mM).

o 4 pL de buffer 5X (IMPROM-II™-Promega).

. 1 uL de random hexamer primers (Promega, 2,5mM).

° 0,5 uL de RNAsa OUT (Invitrogen, 40Ul/uL).

° 0,1 pL de agua mili-Q.

° 1 pL de enzima Transcriptasa Reversa (ImMPROM-II™-Promega, 200UI/uL).
° 2,4 uL de MgCl; (25mM).

Los parametros de reaccion fueron: 60 minutos a 42 °C, 10 minutos a 65 °C. El

ADNCc obtenido fue almacenado a -20 °C.

vi. Deteccion de HEV por PCR

Para la amplificacién del genoma de HEV se utilizd el protocolo de Nested-PCR
previamente descripto para la deteccién de los 4 genotipos principales de HEV (HEV-1,
HEV-2, HEV-3 y HEV-4) dirigido para la amplificacién parcial del ORF-2 (Huang et al.,
2002). Las proporciones de reactivos utilizados para el primer y el segundo ciclo de PCR,

se encuentran en las Tablas 1 y 2 respectivamente.
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Tabla 1. Reactivos utilizados en el primer ciclo de PCR para

amplificacién de ORF2 de HEV.

Reactivo Volumen
Agua 29,75 pL
Buffer GoTaq (Promega) 5X 10 uL
dNTPs (10mM) 1pL
Primer sense (10uM) 2puL
Primer antisense (10uM) 2L
GoTaq (Promega) 0,25 uL
ADNCc (muestra) 5puL
Total 50 pL

Tabla 2. Reactivos utilizados en el segundo ciclo de PCR para

amplificacién de ORF2 de HEV.

Reactivo Volumen
Agua 32,75 pL
Buffer GoTaq (Promega) 5X 10 uL
dNTPs 10mM luL
Primer sense 2puL
Primer antisense 2 uL
GoTaq (Promega) 0,25 uL
Producto de PCR | 2L
Total 50 pL

Las condiciones de amplificacidn para ambas PCR fueron: 94 °C por 5 minutos, 39
ciclos de 1 minuto a 94 °C, 1 minuto a 45 °Cy 1 minuto a 72 °C, seguido de una extensién

final a 72°C por 7 minutos.

Los productos amplificados fueron corridos mediante una electroforesis en gel de
agarosa al 1,5% teiiido con Gel Red (Biotium). El fragmento esperado de 348 pb se
visualizé mediante el uso de un transiluminador UVP Benchtop UV Transilluminator

Biodoct - It™.

vii. Extraccion y purificacion de ADN producto de PCR I

Las bandas correspondientes al producto de PCR esperado fueron purificadas a
partir del gel de agarosa empleando el Kit QlAquick Gel Extraccion Kit (Qiagen, Valencia,
California, EEUU) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Brevemente, a partir

de 100 pL de producto amplificado presente en el gel de agarosa se realizaron sucesivos
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pasos de disolucion, centrifugacion, pasaje por silica gel y lavado, para finalmente eluir

50 uL.

viii. Analisis de las secuencias y genotipificacion

Los productos de PCR purificados fueron secuenciados en ambas direcciones

mediante el servicio de secuenciacion automatica de Macrogen Inc., Corea.

Los analisis filogenéticos se realizaron utilizando el software MEGA v6.0 (Tamura
et al., 2013). Las secuencias fueron editadas y alineadas junto a secuencias de HEV de
referencia para cada genotipo (Smith et al. 2016), mas aquellas secuencias argentinas
previamente publicadas (Martinez Wassaf et al., 2014) u obtenidas por nuestro
laboratorio. Todas las secuencias utilizadas se encuentran en la base de datos de

GenBank (Anexos).

Para identificar el genotipo infectante, se construyé un dendograma con el
método Neighbor-joining, tal como se reportd previamente por el grupo de trabajo del
Laboratorio de Hepatitis Virales del InViV (Martinez Wassaf et al, 2014). Como
extragrupo se utilizé una secuencia de HEV aviar (nro. Acceso GenBank: AY535004). Los
valores de bootstrap se determinaron con 1000 réplicas. Se generd un arbol consenso y
los valores de bootstrap mayores del 50% proporcionaron evidencia significativa para el

agrupamiento filogenético.

Las secuencias de nucledtidos analizadas en este trabajo se depositaron en el

GenBank bajo los NUmeros de Acceso: KX812463 y KY511413.

b. Prevalencia seroldgica
i. Muestras de suero

Se realizd un estudio retrospectivo (observacional descriptivo), anénimo, no
vinculante utilizando 143 muestras de suero almacenadas en la seroteca del laboratorio
del primer nivel de deteccién del Ministerio de Salud de la ciudad de Salta, previamente
obtenidas de personas que concurrieron a centros de salud cercanos al rio Arias-

Arenales de la ciudad de Salta para un control de rutina durante el afio 2015 y hasta julio
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de 2016, las cuales fueron seleccionadas al azar. En todas las muestras se conté con el

dato del sexo, mientras que para 103 muestras se conocia la edad.

ii. Deteccion de IgM e IgG-anti HEV

El andlisis serolégico fue realizado mediante la técnica de ELISA Sandwich
utilizando kits comerciales disponibles para deteccion de IgG e IgM especificos contra
HEV (Dia.Pro, Mildn, Italia) y fueron llevados a cabo en 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 los 4
genotipos (HEV-1, HEV-2, HEV-3 y HEV-4). Los anticuerpos policlonales que reconocen
los anticuerpos especificos (IgG o 1gM) presentes en las muestras se encontraban

marcados con la enzima peroxidasa (HRP).

El valor de corte se calculé de acuerdo a las instrucciones del fabricante y en base
al valor de densidad dptica del control negativo. Los resultados se interpretaron como
la razén entre el valor de la muestra y el valor de corte de la reaccién en términos de
absorbancia. Muestras con un cociente menor a 0,9 fueron consideradas negativas,
entre 0,9y 1,1 como resultados indeterminados, y por encima de 1,1 fueron resultados
positivos. El limite de deteccién del kit fue calculado sobre el reactivo de referencia
internacional para anticuerpos anti-HEV aportados por NIBSC/WHO con cédigo
N295/584 y corresponde a 10 Ul/ml. La especificidad diagndstica (probabilidad del
ensayo de detectar negativos en ausencia del analito reactivo) es mayor o igual al 98 %
y la sensibilidad diagndstica (probabilidad del ensayo de detectar positivos en presencia

del analito reactivo) es mayor o igual al 98 %.

iii. Analisis estadistico

Los valores de prevalencia fueron expresados como porcentajes. Para evaluar la
asociacién entre sexo y edad y la 1gG anti-HEV, se utilizaron pruebas independientes t o
chi-cuadrado. Se calcularon intervalos de confianza (IC) del 95%. La significacidon

estadistica se definié en p <0,05.

27




Materiales y métodos

Se utilizé el programa estadistico InfoStat v2016 (grupo InfoStat, Universidad

Nacional de Cérdoba, Argentina, http://www.infostat.com.ar) (Di Rienzo et al., 2016).

iv. Declaracion de ética

Este estudio fue disefiado como un estudio observacional descriptivo
retrospectivo a partir de muestras presentes en la seroteca del laboratorio del primer
nivel de deteccidén del Ministerio de Salud de la ciudad de Salta; los datos con los que se
contaba fueron el numero de muestra, la fecha del muestreo, la edad del paciente
(afos), el sexo y el barrio. Las muestras se procesaron en conformidad con el Ministerio

de Salud de la ciudad de Salta.
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5. RESULTADOS

a. Vigilancia ambiental

Del total de muestras analizadas, se detecté ARN de HEV en el 1,59% de las

muestras (3/189). Al analizar los dos periodos estudiados, este porcentaje de positividad

fue similar. En la primera tanda de muestras (2009), se detectaron dos muestras

positivas (2/117; 1,71%) en junio y agosto, correspondientes a los puntos P7 y P8

respectivamente, ambos de baja polucién. En el segundo grupo de muestras (2013-

2014) se detectd una muestra positiva (1/72; 1,39%) obtenida en mayo del 2013,

correspondiente al P10, de alta polucién (Tabla 3). Dos muestras pudieron ser

secuenciadas. El analisis filogenético mostré agrupamiento de las mismas dentro del

genotipo 3 (HEV-3), clado 3abchij, subtipo 3c/3i (Figura 8).

Tabla 3. Muestras positivas para la deteccion de ARN-HEV obtenidas del rio Arias-Arenales de Salta.

Muestra Fecha Punto de % positividad por  Secuenciada Numero de
muestreo periodo de Acceso
muestreo GenBank
AmbRSalta_Jun8 Junio 2009 P8 1,71% (2/117) No* -
AmbRSalta_Ago7 Agosto 2009 P7 Si KX812463
AmbRSalta_May10 Mayo 2013 P10 1,38% (1/72) Si KY511413
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@ AmbRCbaArg02 2010
47! @ AmbRsalta MayP10

2| m SWCbaArg-2-113 2005
99| @ AmbSCbaArg04 2011

M SWcCbaArg-3-113 2005

M SWCbaArg-4-113 2006

@ AmbLCbaArg 2013
45| @ AmbRsalta AgoP7
G3/Bolivia (JQ424442)
G3i/Germany (FJ998008)+
G3/Bolivia (JQ424443)
A HumSCABA 10-10
A HumSBsAs 9-6
A HumMFBsAs 9-14
99 r G3/Uruguay (J1X880202)
G3/Uruguay (JX880203)
G3c/Brazil (JN983198)
G3c/France (KJ701409)
G3c/Germany (FJ705359)+
G3c/Germany (KC618402)
G3h/France (JQ013794)+
53 G3b/ Japan (AP003430)+
G3b/Japan (AB369691)
G3b/China (FI527832)
G3b/Japan (AB073912)
@ AmbSCbaArg03 2011
99~ A HumMFBsAs 10-12
G3j/Canada (AY115488)+
A HumMFCABA 10-15
@ AmbSCbaArg01 2010
G3a/South Corea (F1426404)

Clado abchij

57

G3a/USA (AF082843)+
G3a/USA (AB074920)
92— G3a/ Japan (AB089824) n
59 — G3d/Twaiwan (AF296166)+
G3d/Taiwan (AF296167)+
G3d/Taiwan (AF296165)+
G3g/Kirgizstan (AF455784)+
G3f/Brazil (JN983195)
G3f/Thailand (EU375463)
G3f/Thailand (AB369687)+
G3f/Japan (AB850879)
G3e/Hungary (HM055578)
G3e/Japan (AB291958)
G3e/France (KF922359)
G3e/Japan (AB248521)+
G3/Bolivia (JQ424449)

Clado efg

Muestras:
A Humana Bs As.
M Cerdo Cba.
@® Ambiental Cba.

® Ambiental Rio Arias-
Arenales, Salta
(secuenciadas

durante este trabajo)

Genotig

99' G3/Bolivia (JQ424448)
G5a/Japan (AB573435)+

49 G7a/United Arab Emirates(KJ496143)+

69 Gla/Burma (M73218)+
70 G1f/India (JF443721)+
G1b/China (D11092)+
G1c/India (X98292)+
Gle/France (AY204877)+

G1d/Morocco (AY230202)+
G2a/Mexico (M74506)+

G4a/China (AB197673)+

a7 G4b/China (DQ279091)+

G4e/India (AY723745)+

93

G4d/China (AJ272108)+
G4h/China (GU119961)+
G4i/China (DQ450072)+
G4g/China (AB108537)+
G4c/lapan (ABO74915)+
G4f/lapan (AB220974)+

63
Avian HEV (AY535004)+

0.05

Figura 8. Dendograma construido utilizando el método de Neighbor-Joining con secuencias de HEV
correspondientes al fragmento ORF2, de 237 nucleotidos (software Mega 6) (Anexos). Cada secuencia se identifica
por el nimero de acceso de GenBank, el pais de origen y su respectivo genotipo. Se incluyeron secuencias de
referencia propuestas para cada subtipo e indicadas con + (Smith et al., 2016). Se incluyé un HEV aviar como grupo
externo. Los valores de bootstrap se indican para los nodos principales como un porcentaje de los datos obtenidos

a partir de 1000 réplicas (bar: 0,1 sustituciones por sitio).
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b. Prevalencia seroldgica

Se analizaron 143 muestras, de las cuales 13 fueron positivas, lo que arrojé una
prevalencia general de IgG anti-HEV del 9,09%. De estas 143 muestras, 91
correspondieron a mujeres y 52 a hombres (relacion mujer-hombre: 1,75:1), resultando
positivas 7 y 6 muestras respectivamente, lo que se traduce en prevalencias de 7,69%
en mujeres y 11,54% en hombres. Esta diferencia no fue estadisticamente significativa

(p=0,4933).

Del total de muestras analizadas, en 103 se contaba con el dato de la edad, las
cuales fueron divididas en 4 grupos etarios para su andlisis, como se muestra en la Tabla
4. Si bien se determind que no existe diferencia significativa entre las prevalencias de
HEV en estos grupos etarios (p>0,05), se observd una tendencia de aumento de este

valor con la edad (Tabla 4).

Se detectd IgM anti-HEV en el 31% de las muestras IgG anti-HEV [+] (4/13; relacion
de hombres y mujeres de 1,17:1) evidenciando infecciones recientes. No se encontré
diferencias significativas entre sexo y grupo etario respecto a la presencia de
anticuerpos IgM anti-HEV. Sin embargo, todas las muestras IgM [+], correspondieron a
adultos mayores de 46 afios, por lo que deberia ampliarse el nUmero de muestras para

corroborar si existen diferencias estadisticamente significativas.

Tabla 4: Prevalencia de Ig G anti-HEV segun caracteristicas demograficas.

Ig G[+](%)(n) Ig G [-] (%) (n) p valor
Edad
<16 4,3% [1/23] 95,7% [22/23]
17-30 0% [0/18] 100% [18/18]
31-45 7,4% [2/27] 92,6% [25/27]
246 25% [9/36] 75% [27/36] >0,05
Sexo
M 7.69% [7/91] 92.31% [84/91]
H 11.54% [6/52] 88.46% [46/52] >0,4933

M: Mujeres; H:

Hombres.
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6. Discusion

Durante este estudio se detectéd por primera vez en la provincia de Salta,
circulacion ambiental de HEV en un curso de agua, como asi también la presencia de
anticuerpos anti-HEV en la poblacidon general, mostrando una correlacidon entre virus

detectado en el ambiente y evidencia de infeccién en humanos.

En Argentina, se ha reportado deteccién de varios agentes virales (rotavirus, HAV,
norovirus, adenovirus) en muestras ambientales de origen hidrico en Buenos Aires,
Cordoba y Salta (Barril et al., 2010; Poma et al., 2012; Yanes et al., 2014). Sin embargo,
existe escasa informacion acerca de la circulacién ambiental de HEV en matrices acuosas
y solo se ha descripto la deteccion de este virus en cursos de agua de la provincia de
Cérdoba (Martinez Wassaf et al., 2014; Pavan et al., 2016). El hallazgo de HEV en
muestras ambientales pertenecientes al rio Arias Arenales de la ciudad de Salta,
posiciona a un nuevo recurso hidrico de nuestro pais como un posible reservorio viral y
fuente de HEV a la poblacidn expuesta. Sin embargo, el porcentaje de positividad
obtenido en estas muestras ambientales (1,59%) fue menor que el reportado en
Cdérdoba (3,20%, Martinez Wassaf et al., 2014), lo que podria deberse a una menor
circulacion viral, producto de una menor polucién del rio de Salta respecto al de
Cérdoba. La ciudad de Salta presenta una tasa demografica inferior a la de Cérdoba
(probablemente con menor nimero de asentamientos poblacionales en la ribera del
rio), lo que conlleva a un menor niumero de descargas cloacales e industriales en el
mismo. La frecuencia de deteccién de HEV en los 2 periodos estudiados en Salta (2009
y 2013) fue similar, lo que reflejaria que este virus circula de manera continua en esa
ciudad. Por otra parte, estos resultados muestran que el rio Arias Arenales presenta una
polucion difusa, sin una fuente de contaminacidn puntual, ya que se detecté HEV tanto
en puntos de muestreo de baja contaminacién (P7 y P8) como puntos de contaminacién
alta (P10). Todas las detecciones fueron realizadas esporadicamente durante la estacion
seca, en meses de bajas temperaturas (otofio e invierno), lo que se correlaciona con lo
hallado para Norovirus (NoV), otro virus entérico, que comparte la misma via de
transmisién (Poma et al., 2012). Esto podria estar relacionado a una mejor conservacién
de los virus en los meses frios y al menor efecto de dilucidon que el rio presenta en ésta

época (en meses de mayor temperatura, cuando las precipitaciones aumentan, el efecto
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de dilucion aumenta, disminuyendo las chances de deteccion viral) (Cann et al., 2013).
Sin embargo, existen reportes en los que se describe mayor deteccidn viral en estacion
lluviosa, lo cual es atribuido a que el rio arrastra mas polucidn de las superficies cuando
aumenta su caudal (Maurer et al., 2015; Vieira et al., 2016), por lo que su deteccién en

meses calidos no debe ser subestimada.

Adicionalmente, se sabe que la contaminacién del agua deriva a diversos modos
de transmision: ingestién de agua contaminada, ingestién de vegetales contaminados
con aguas insuficientemente tratadas o cultivados en terrenos abonados con lodos que
contenian virus infecciosos, ingestiéon de carne cruda o poco cocida, proveniente de
animales que hayan crecido en zonas que reciben aporte de aguas residuales o por
contacto con aerosoles generados a partir de aguas contaminadas y por actividades
recreativas en aguas contaminadas (Melnick et al., 1978; Bosch, 1998; Rodriguez-Lazaro
et al., 2016). Asi, el rio Arias Arenales es utilizado para riego de cultivos como el tabaco,
hortalizas de hojas y, en menor proporcion, frutales de carozo, como asi también es
fuente de agua potable sobre los diferentes afluentes que conforman el cauce principal
(Paoli et al. ,2011). Por otro lado, también se conoce que algunos sectores dominados
por esta red de riego han sido urbanizados o estan ocupados por pequefias fincas de uso
recreacional. El punto de muestreo 6 (P6) es un sitio recreacional con asadores a donde
los habitantes locales suelen asistir para hacer actividades al aire libre, lo que demuestra
gue este rio, ademas, es usado con fines recreativos en la ciudad, pudiendo estar las
personas en contacto directo con sus aguas. Todas estas actividades podrian ser fuente
de transmisidon del HEV, generando un escenario favorable para las infecciones de origen

hidrico.

Los resultados demuestran una vez mas la importancia de la vigilancia ambiental
como una herramienta muy util para conocer y caracterizar la circulaciéon viral en una
poblacion, y contribuir a su prevencion (Bosch, 1998). Sin embargo, hasta ahora los
estandares y legislaciéon que rigen el tratamiento de aguas incluyen Unicamente al
estudio y eliminacidn de bacterias, a pesar de que la presencia y persistencia de los virus
en agua parece comportarse de manera independiente, por lo que éstos no siempre son
efectivamente eliminados con los tratamientos convencionales (Rodriguez-Lazaro et al.,

2016). Es entonces inseguro confiar en estdndares bacterioldgicos para evaluar la
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calidad viroldgica de cualquier tipo de agua. Existen informes sobre brotes de
enfermedades virales relacionados con el agua potable que cumplen con las normas
bacterioldgicas, tanto de HEV como de otros virus (HAV, rotavirus, enterovirus) (Hejkal
etal., 1982; Bosch et al., 1991; Chen et al., 2016), lo que ha sido explicado por una mayor
resistencia de los virus a la degradacién en el ambiente, comparado con las bacterias
(Wyn-Jones et al., 2011). Por otra parte, en el rio Suquia y en el Embalse San Roque de
la provincia de Cérdoba dicha situacién ha sido demostrada, donde varios virus entéricos
han sido detectados en puntos de muestreo con pardmetros bacterianos apropiados
(Pavén et al., 2014; Pavan et al., 2016). Si bien en el presente estudio no se realizaron
pruebas de deteccién de bacterias, por lo que no se conoce si ocurre esta situacién
(presencia de virus en muestras aptas bacteriolégicamente), los resultados del mismo
apoyan el monitoreo de la contaminacion viral en matrices hidricas y la implementacion
de medidas de prevencién, tales como el control de las descargas residuales sin
tratamiento y/o clandestinas, la ejecucion de actividades o campanfias educativas y de
informacién a la poblacidn, el control de alimentos obtenidos de campos cercanos al

curso de agua, etc.

Los anadlisis filogenéticos basados en la deteccidn del ORF-2 mostraron que las
secuencias amplificadas agruparon con HEV-3, dentro del clado abchij, junto a
secuencias previamente detectadas en nuestro pais, provenientes de Cérdoba
(ambientales y de cerdos) y Buenos Aires (humanas). Las muestras de Salta se ubicaron
dentro del subtipo 3c/3i, formando un grupo definido con las secuencias de
Cérdoba (Martinez Wassaf et al., 2014), indicando la circulacién de cepas muy similares,
relacionadas unas con otras, a lo largo de una amplia regién geogréfica. Estas ultimas,
habian sido clasificadas como subtipo 3c (Martinez Wassaf et al., 2014), pero en nuestro
analisis el grupo de secuencias Cérdoba-Salta se ubicd mas cercano al subtipo 3i. Ambos
subtipos estdn estrechamente relacionados, y este comportamiento (inconsistencias en
la clasificacién subtipica) ha sido observado en estudios previos (Oliveira-Filho et al.,
2013; Smith et al., 2016), posiblemente debido a que el fragmento analizado es acotado,
sumado a la gran variabilidad genética dentro del HEV-3. Es por esto que recientemente
se ha realizado una revision de la clasificacién de los subtipos, en la cual se los agrupé

en clados (Smith et al., 2016). Dentro de HEV-3, se describieron 2 clados: los subtipos
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3a, 3b, 3¢, 3h, 3i y 3j forman un clado (3abchij) y los subtipos 3e, 3f y 3g forman otro

(3efg). Las secuencias de Salta, agruparon en el clado HEV-3 abchij.

En muchas areas geograficas, estudios filogenéticos han demostrado que las cepas
de HEV que circulan en cerdos y seres humanos estan estrechamente emparentadas
(Norder et al., 2009; Fu et al., 2010). Si bien en este estudio no se realizé deteccion de
HEV en cerdos, las secuencias de Salta agruparon, ademds de con las secuencias
ambientales previamente reportadas, con secuencias aisladas de cerdos de la provincia
de Coérdoba, lo que indica estrecha relacién entre cepas ambientales, de humanos y
cerdos, a través de varios afios y en amplias regiones geograficas a lo largo del pais. Esto
aporta mas evidencia a la hipdtesis de transmisién zoondtica del HEV-3. Recientemente
un estudio evalué dos posibles fuentes de infeccién por HEV: por un lado, se examinaron
muestras de agua y sedimentos de un rio, y por otro, productos derivados de cerdo de
la misma drea. Se detectd el virus Unicamente en las muestras de alimentos, sugiriendo
que los mismos podrian ser la fuente de infeccion en esa region (Heldt et al., 2016).
Dichos antecedentes, sumados a nuestros hallazgos, motivan a enfocar las
investigaciones en la busqueda de virus en cerdos y/o alimentos derivados en el

Noroeste argentino, a fin de dilucidar su rol en la transmisién del HEV.

La ejecucidn de estudios seroldgicos de deteccidn de IgG en la poblacién general
para distintos agentes infecciosos es una herramienta de utilidad que permite evidenciar
de manera indirecta la presencia de microorganismos que circulan en una determinada
region, contribuyendo asi a mejorar y actualizar el conocimiento epidemiolégico. El
presente trabajo revela la presencia de anticuerpos IgG anti-HEV en poblacién general
de la ciudad de Salta, complementando los resultados de deteccidn ambiental de este

virus en la region.

La seroprevalencia obtenida (9,09%) fue similar a la hallada en Buenos Aires (9,5%)
(Munné et al., 2014) pero mayor a la encontrada en la poblacién de Cérdoba (4,4%)
(p=0,035) (Martinez Wassaf et al.,, 2014), utilizando el mismo kit diagndstico, en
poblaciones equivalentes. Estas diferencias en las seroprevalencias en las distintas areas
pueden deberse a las diferencias en las condiciones sanitarias, a los distintos usos del
rio (recreativos, riego, suministro de agua potable), como asi también a las diferencias

en el numero de muestras analizadas (n de Cérdoba fue mayor). Ademas, en Salta y
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Buenos Aires, donde las tasas de prevalencia son mas altas, se han registrado
previamente casos agudos de hepatitis E (Munné et al., 2011; Munné et al., 2014), lo

gue no se ha evidenciado aun en Cérdoba.

Durante este estudio, a pesar de no haberse hallado diferencia significativa entre
las prevalencias de IgG anti-HEV obtenidas en los distintos grupos etarios, se observo
una tendencia de aumento del valor de prevalencia de este marcador con la edad, lo
que concuerda con estudios previos realizados en Argentina (Cérdoba) (Martinez
Wassaf et al. 2014) y otras partes del mundo (Carrilho et al., 2005; Montalvo Villalba et
al., 2010; Fierro et al., 2016). Esto podria explicarse debido a la exposicion acumulada al
HEV a lo largo del tiempo (Martinez Wassaf et al., 2014). Los bajos niveles de deteccién
de anticuerpos anti-HEV en individuos menores de 46 afios sugieren la susceptibilidad a

la infeccion por este virus en este sector de la poblacion.

Hasta la ejecucidn de este estudio, sélo existia el reporte de 2 casos clinicos de
hepatitis E en Salta, investigados de manera retrospectiva, correspondientes a un nifio
co-infectado con el HAV que presentd falla hepatica fulminante en el afio 2004 (Munné
et al., 2011), y a una mujer infectada con HIV, en el 2013 (Munné et al., 2014). Estos
antecedentes y los hallazgos de IgG anti-HEV, sumado a la detecciéon de IgM especifica
para el mismo, indicativa de infecciones recientes, muestran que una porcién de la
poblacién general sufrié infecciones subclinicas, y que otra porcién pudo haber
presentado signos y sintomas, pero no fue diagnosticada. Este sub-
diagnéstico, frecuente en varias regiones de nuestro pais, se debe a un gran
desconocimiento del virus y su circulacidn, a un alto indice de casos asintomaticos y a la
falta de acceso al diagndstico de rutina especializado. En este sentido, la infeccién
subclinica por HEV puede contribuir a la perpetuacién del virus, ya que promueve su
circulacion en la comunidad y su mantenimiento a lo largo de los afios generando un
escenario favorable para la presentacion de casos clinicos en individuos susceptibles
(Martinez Wassaf et al., 2014). Nuestros resultados ponen en evidencia la circulacién del
HEV autdctono en Salta, por lo que el diagndstico clinico especializado deberia ser
considerado. En este punto es necesario resaltar que la epidemiologia de las hepatitis
virales ha cambiado en varias partes del mundo desde que se introdujeron los

programas de inmunizacién contra la hepatitis A y la hepatitis B, y la incidencia de
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infecciones agudas causadas por estos virus ha disminuido (Harvala et al., 2014). En
Argentina, tras la aplicacion de la vacunacion universal contra el HAV en el afio 2006, el
numero de casos de hepatitis A ha disminuido drasticamente, presentando una
reduccién del 88% con respecto al periodo de pre-vacunacién (Vacchino, 2008).
Mientras, el HEV ha sido reconocido mundialmente como una causa cada vez mas
importante de hepatitis aguda. En Reino Unido, por ejemplo, se observé una frecuencia
de hepatitis E aguda de 6,1%, que fue 31 veces superior a la de hepatitis A (0,2%,) y 7
veces mayor que la de hepatitis B (0,7%), lo que apoyd la introduccidn de la prueba de
deteccidon de HEV en los diagndsticos de rutina en Europa (Harvala et al., 2014). Ademas,
en los ultimos afios se ha reportado a este virus como agente productor de hepatitis
crénicas en individuos inmunosuprimidos (Dalton et al., 2009; Mateos-Lindemann et al.,
2012, 2014; Pérez-Gracia et al., 2014), lo que refuerza aun mas la introduccidn de este

virus al algoritmo diagndstico de las hepatitis virales en nuestro medio.
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7. Conclusion

Los resultados ambientales, sumados a los hallazgos seroldgicos, demuestran que
el HEV circula en Salta, Argentina, y que la contaminacion del agua podria representar
una potencial via de transmisién para la poblacién susceptible local. De esta manera, se
alerta a los sistemas locales de atencion de la salud con el fin de incluir la deteccidn del
HEV en el algoritmo de diagndstico de la hepatitis viral. La incorporacién reciente de kits
seroldgicos y la tecnologia molecular optimizada, permitird investigaciones adicionales

qgue profundicen en el conocimiento de este virus en la region.
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8. Anexos

Tabla 5. Secuencias de HEV correspondientes al fragmento ORF2 utilizadas para la
elaboracion del dendograma.

(*) Secuencias de referencia de Smith et al. (2016) propuestas para cada subtipo.
(*) Secuencias halladas en el presente estudio.

(**) Secuencias no publicadas.

N° acceso GenBank Secuencia Genotipo Origen
KY511413* Ambiental HEV-3 Salta
KX812463* Ambiental HEV-3 Salta
KF751218 Ambiental HEV-3 Cérdoba
KF751219 Ambiental HEV-3 Cérdoba
KF7512120 Ambiental HEV-3 Cérdoba
KF7512121 Ambiental HEV-3 Cérdoba
AmbLCbaArg 2013** Ambiental HEV-3 Cérdoba
SWCbaArg-3-113 2005** Cerdo HEV-3 Cordoba
SWCbaArg-4-113 2006** Cerdo HEV-3 Cordoba
SWCbaArg-2-113 2005** Cerdo HEV-3 Cordoba
HumSCABA 10-10** Humana HEV-3 Buenos Aires
HumSBsAs 9-6** Humana HEV-3 Buenos Aires
HumMFBsAs 9-14** Humana HEV-3 Buenos Aires
HumMFBsAs 10-12** Humana HEV-3 Buenos Aires
HumMFCABA 10-15** Humana HEV-3 Buenos Aires
1Q424442 Cerdo HEV-3 Bolivia
FJ998008* Cerdo HEV-3 Alemania
1Q424443 Cerdo HEV-3 Bolivia
JX880202 Humana HEV-3 Uruguay
JX880203 Humana HEV-3 Uruguay
JN983198 Cerdo HEV-3 Brasil
KJ701409 Humana HEV-3 Francia
FJ705359* Jabali HEV-3 Alemania
KC618402 Humana HEV-3 Alemania
JQ013794* Humana HEV-3 Francia
AP003430%* Humana HEV-3 Japén
AB369691 Humana HEV-3 Japén
F1527832 Cerdo HEV-3 China
AB073912 Cerdo HEV-3 Japén
AY115488* Cerdo HEV-3 Canada
Fl426404 Cerdo HEV-3 Corea del Sur
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AF082843*
AB074920
AB089824
AF296166*
AF296167*
AF296165*
AF455784*
JN983195
EU375463
AB369687*
AB850879
HMO055578
AB291958
KF922359
AB248521*
1Q424449
1Q424448
AB573435*
AB602441*
KJ496143*
M73218*
JF443721*
D11092*
X98292*
AY204877*
AY230202*
M74506*
AB197673*
DQ279091*
AY723745*
AJ272108*
GU119961*
DQ450072*
AB108537*
AB074915*
AB220974*
AY535004*

Cerdo
Humana
Humana
Cerdo
Cerdo
Cerdo
Cerdo
Cerdo
Cerdo
Humana
Humana
Cerdo
Humana
Humana
Cerdo
Humana
Humana
Jabali
Jabali
Camello
Humana
Humana
Humana
Humana
Humana
Humana
Humana
Humana
Cerdo
Cerdo
Humana
Cerdo
Cerdo
Humana
Humana
Humana

Aviar

HEV-3
HEV-3
HEV-3
HEV-3
HEV-3
HEV-3
HEV-3
HEV-3
HEV-3
HEV-3
HEV-3
HEV-3
HEV-3
HEV-3
HEV-3
HEV-3
HEV-3
HEV-5
HEV-6
HEV-7
HEV-1
HEV-1
HEV-1
HEV-1
HEV-1
HEV-1
HEV-2
HEV-4
HEV-4
HEV-4
HEV-4
HEV-4
HEV-4
HEV-4
HEV-4

HEV-4

USA
USA
Japdn
Taiwan
Taiwan
Taiwan
Kirguizistan
Brasil
Tailandia
Tailandia
Japdn
Hungria
Japdn
Francia
Japdn
Bolivia
Bolivia
Japdn
Japdn
Emiratos arabes
Birmania
India
China
India
Francia
Marruecos
México
China
China
India
China
China
China
China
Japén

Japén
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