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RESUMEN

Introduccion:

La hepatitis E (HE) representa actualmente una de las principales causas de
hepatitis aguda en el mundo. Este trabajo se ha planteado tras observar el
aumento de casos de IgM anti virus hepatitis E (VHE) positivos en los ultimos

afnos con una predileccién por determinadas zonas geograficas de Aragon.

Objetivos:

Evaluar distintos métodos seroldgicos comerciales para diagndéstico de la HE, en
funcién de las manifestaciones clinicas, tiempo de evolucion y tipo de paciente,

entre otros y estimar la situacion de la HE en Aragon.

Material y métodos:

Durante los afios 2011-2018, en el Hospital Clinico Lozano Blesa, se ha realizado
la serologia del VHE de todo Aragdn. Las muestras con el marcador IgM positivo

por DIA.PRO se guardaron a -80°C hasta su analisis.

Se han clasificado los pacientes en base a la sintomatologia clinica, marcadores
de infeccibn aguda y analisis bioquimico en: hepatitis aguda, infeccion
asintomatica/anticuerpos residuales y falsos positivos. Posteriormente, se han
realizado 3 técnicas IgM de distintos fabricantes, una técnica IgG, PCR y
secuenciacion. Ademas, ha sido posible el desarrollo de una prueba de avidez
IgG. En los pacientes con muestras de seguimiento, pudimos analizar la

persistencia de positividad de los distintos marcadores.



Resultados:

El diagnostico de infeccion por VHE ha aumentado de 0,96% en 2011 a 7,40%

en 2018, asi como el numero de peticiones solicitadas.

La prevalencia de IgG en la zona noroccidental de la provincia de Zaragoza fue
de 18,83%, siendo esta la zona donde se concentran la mayoria de los casos

diagnosticados de HE.

Existen discordancias entre las técnicas IgM debidas principalmente, a los
diferentes antigenos usados en el disefio de las mismas. DIA.PRO ha resultado
ser la prueba mas sensible, pero con bajo valor predictivo positivo. indices
mayores a 8 y menores a 5 permiten discriminar hepatitis agudas y falsos
positivos, respectivamente. La IgM detectada con el equipo de VIRCELL fue la

que mejor se asocid con la infecciéon aguda/reciente, avalando su mayor VPP.

Se ha detectado que la IgM puede persistir de manera prolongada, en especial
con el equipo de DIA.PRO que llegd a ser mayor a 2,5 afios, aunque también se
han detectado con las otras técnicas, en el caso de MIKROGEN 2,5 afios y
WANTAI 1 afio, y 7 meses en el caso de VIRCELL, lo que complica la

interpretacion de la IgM como unico marcador de infeccion aguda.

La PCR fue util en pacientes con sintomatologia de hepatitis aguda en casos de

menos de 30 dias de evolucidon. La avidez tuvo una buena correlacidon en



pacientes con PCR positiva (indice kappa: 0,88). En las muestras de
seguimiento, se comprobd como la avidez aumentaba en un periodo de 8 a 10

Semanas.

Se han secuenciado 27 muestras de pacientes con PCR positiva a VHE y se ha
comprobado que el genotipo que mayoritariamente circula por Aragoén es el 3f, a

pesar de que también se han detectado casos con genotipo 3m y 3c.

Se han identificado dos pacientes con Sindrome Parsonage-Turner asociado a

infeccion por VHE.

Conclusiones:

El numero de pruebas solicitadas de HE ha aumentado considerablemente en

los ultimos afos, asi como, el numero de casos positivos en Aragon.

El diagnéstico de la HE sigue siendo un reto, por la corta duracion de la viremia
en sangre y la variabilidad de las pruebas serologicas. La PCR y la avidez han

resultado ser herramientas utiles en el diagndstico de la HE.

En el analisis por secuenciacion, ha demostrado que, en Aragon, el genotipo que
circula es principalmente el 3f, el que circula mayoritariamente en Europa, y

especialmente en Francia y Espania.

En pacientes con sintomas neuroldégicos no asociado a traumatismo es

necesario realizar diagnéstico diferencial de VHE






ABSTRACT

Background:

Hepatitis E (HE) currently represents one of the leading causes of acute hepatitis
in the world. This work has been raised after observing the increase of cases of
positive IgM anti hepatitis E virus (HEV) in recent years, particularly in a certain

geographical area of Aragon.

Objectives:

Evaluation of different commercial serological assays for the diagnosis of HE,
according to the clinical manifestations, time of evolution and type of patient,

among others and to estimate the epidemiological situation of HE in Aragon.

Material and methods:

During the years 2011-2018, in the Clinical Lozano Blesa Hospital, HE serology
was performed for all the population of Aragon. Samples determined as positive

HE IgM by DIA.PRO were stored at -80°C for further analysis.

Patients have been classified on the basis of clinical symptoms, acute infection
markers and biochemical analysis in the following groups: acute hepatitis,
asymptomatic infection/residual antibodies and false positives. Subsequently,
three IgM techniques were performed from different manufacturers, one 1gG

technique, PCR and sequencing for samples PCR positive. In addition, it has



been possible to develop an IgG avidity test. In patients with follow-up samples,

we were able to analyze the persistence of positivity of the different markers.

Results:

The diagnosis of HEV infection increased from 0.96% in 2011 to 7.40% in 2018,

as well as the number of requests.

The IgG prevalence in the north-western area of the province of Zaragoza was

18.83%, this area concentrates most of the cases diagnosed with HE.

There are discrepancies between the IgM assays due mainly to the different
antigens used in the design of the kits. DIA.PRO proved to be the most sensitive
test, but with low positive predictive value. Rates greater than 8 and less than 5
allow for discrimination between acute and false positive hepatitis, respectively.
The IgM detected with VIRCELL assay was best associated with the acute/recent
infection, endorsing its higher PPV. It has been detected that IgM can persist for
a long time, however its detection vary among the different assays, as the
DIA.PRO and MIKROGEN kits are able to detect it after 2.5 years, but WANTAI
kit only detected by after 1 year, and 7 months for VIRCELL kit, which complicates

the interpretation of IgM as the only marker of acute infection.

PCR was useful in acute hepatitis diagnosis in patients with less than 30 days of
evolution. Avidity had a good correlation in patients with positive PCR (kappa
index: 0.88). In the follow-up samples, the avidity increased in a period of 8 to 10

weeks.



Twenty-seven samples were sequenced from patients with positive PCR and it
was found that the genotype that mostly circulates in Aragon is 3f, although cases

with 3m and 3c genotype have also been detected.

Two patients with Parsonage-Turner syndrome associated with HEV infection

have been identified.

Conclusions:

The number of tests requested for HE has increased considerably in recent years,

as well as, the number of positive cases in Aragon.

The diagnosis of HE remains a challenge, due to the short duration of viremia in
blood and the variability of serological tests. PCR and avidity have proved to be

useful tools in the diagnosis of HE.

Sequencing analysis showed that, in Aragon, the genotype circulating is mainly

3f, which circulates mostly in Europe, and especially in France and in Spain.

In patients with neurological symptoms not associated with trauma, differential

diagnosis of HEV is necessary.
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ABREVIATURAS

ADN: Acido Desoxirribonucleico

ADNCc: Acido Desoxirribonucleico complementario
ALT: Alanina Aminotransferasa

AST: Aspartato Aminotransferasa

ARN: Acido Ribonucleico

CLIA: Ensayo de Quimioluminiscencia

CMV: Citomegalovirus

CO: Punto de corte (Cut-Off)

CT: Ciclo umbral (Cycle Threshold)

Curva ROC: Curva de caracteristica operativa del receptor (Receiver Operating

Charasteristic)

dNTPs: Desoxirribonucleétidos trifosfato

EIA: Enzimoinmunoanalisis

ELISA: Ensayo por Inmunoabsorcién Ligado a Enzimas
GeHEP: Grupo para el Estudio de las Hepatitis viricas
GGT: Gamma glutamil transferasa

IgG: Inmunoglobulina G

IgM: Inmunoglobulina M

IgA: Inmunoglobulina A

NA: Neuralgia Amniotrofica

OMS: Organizacion Mundial de la Salud



ORF: Marco de lectura abierto (Open Reading Frame)

PBS: Tampdn fosfato salino (Phosphate Buffered Saline)

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)
RT-PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
RVS: Respuesta Viral Sostenida

S/CO: Muestra/punto de corte (Sample/Cut-Off)

SPT: Sindrome de Parsonage-Turner

Tiempo real-qPCR: Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en

tiempo real

UI/L: Unidades Internacionales por Litro
URL: Unidades Relativas de Luz

VEB: Virus Epstein-Barr

VHB: Virus de la Hepatitis A

VHB: Virus de la Hepatitis B

VHC: Virus de la Hepatitis C

VHD: Virus de la Hepatitis D

VHE: Virus de la Hepatitis E

VHS: Virus Herpes Simple

VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana
VVZ: Virus Varicela Zoster
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1. INTRODUCCION






INTRODUCCION

Khuroo MS en 1980 planted por primera vez la existencia de un nuevo virus de
hepatitis tras una epidemia relacionada con el agua ocurrida en el valle de
Cachemira, en el Norte de la India. Este nuevo virus seria llamado virus de la
hepatitis E (VHE). Se denomind con la letra E aludiendo a su caracter entérico y
epidémico. Identificado en 1983 (Balayan MS et al., 1983), se le considera la
principal causa de hepatitis aguda en los paises subdesarrollados, sobre todo en
Asia y en Africa subsahariana. Produce una infeccién hepatica, mayoritariamente
asintomatica, de la que se ha detectado un creciente numero de casos en los
paises desarrollados, diagnosticados mediante la deteccion de IgM especifica.
El virus infecta a mamiferos, incluido el ser humano, aves y peces (Kamar N et

al., 2012).
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1.1. CARACTERISTICAS DEL VIRUS

El VHE es un ribovirus monocatenario de polaridad positiva de clase IV
(Rodriguez-Frias F et al., 2012), con una longitud de 7,2 Kb. Presenta forma
esférica de 32 nm de didmetro, posee simetria icosaédrica y carece de envoltura
(Figura 1). Su cépside consta de una unica glicoproteina estructural (Jameel S et
al., 1999; Labrique AB et al., 1999). El virus presenta un coeficiente de
sedimentacién de 183s. Resiste en condiciones de ligera acidez o alcalinidad
como lo prueba su supervivencia en el intestino (Quintana-Gonzalez A et al.,
2003). Tiene un unico serotipo, a pesar de las diferencias clinicas y

epidemioldgicas. (Pas SD et al., 2013).

Figura 1. Micrografia electréonica del VHE
[CDC Public Health Image Library. Image credit: CDC/ (PHIL #5605)]
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El genoma del VHE fue clonado en 1990 (Reyes GR et al., 1990) y secuenciado

en 1991 (Tam AW et al., 1991; Tsarev SA et al., 1992).

Su genoma presenta 3 ORF solapadas y tiene una cola Poli A en su extremo 3.
Contiene dos pequenas regiones no codificantes en los extremos 3’y 5" de 68 y
27 nucledtidos, respectivamente. Los genes no estructurales se situan en el
extremo 5’ del genoma viral, abarcando las dos terceras partes del mismo, y los
estructurales, en el extremo 3’ (Figura 2) (Panda S et al., 2007; Kamar N et al.,

2012).
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Figura 2. Estructura del genoma del VHE
(https://epidemiologiamolecular.com/wp-content/uploads/2011/07/clip_image0023.jpg)

- ORF1 (5Kb), de 1693 codones, que se encuentra en el extremo 5’ del genoma
y codifica una poliproteina (proORF1), de la que proceden las proteinas no
estructurales: metiltransferasa, proteasa, helicasa y polimerasa, que intervienen

en la replicacion del virus.
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- ORF2, de 660 codones que se ubica en el extremo 3’ del genoma. Codifica la
unica proteina estructural (proORF2), de la que deriva el péptido de la capside.
Esta region se relaciona con la encapsidacién. En el extremo 3’ existe un epitopo
inmunogénico principal. La proteina proORF2 posee 3 dominios (Xing L et al.,
2010): el dominio S (aa:119-319), que forma la capside, y los dominios M (aa:320-
454) y P (aa:320-606), relacionados con la interaccion entre el virus y el
hepatocito. El dominio P, en la parte externa de la capside, puede ser la diana
de los anticuerpos neutralizantes y, por tanto, de las vacunas (Holla RP et al.,

2013).

- ORF3 empieza tras los ultimos nucleétidos del ORF1y se solapa con la ORF2.
Codifica una fosfoproteina inmunogénica (proORF3) de 123 aminoacidos que, al

parecer, interviene en el ensamblado de los viriones.

1.2. TAXONOMIA

El VHE fue asignado provisionalmente a la familia Caliciviridae y, en 2004,
reclasificado como el unico miembro del género Orthohepevirus, familia

Hepeviridae.

El género Orthohepevirus consta de 4 especies, A a D que infectan a mamiferos
y aves. La especie A es la que afecta al ser humano. El género Piscihepevirus

infecta a las truchas (Smith DB et al., 2015).
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1.3. GENOTIPOS

Existen 8 genotipos de Orthohepevirus A (Quintana-Gonzalez A, 2003; Sridhar
S etal., 2017). Cuatro de ellos infectan a los seres humanos, presentando diverso
grado de virulencia y diferente distribucion geografica. Los diferentes genotipos
se relacionan con determinados patrones epidemioldgicos (Fogeda M et al.,
2009). Los genotipos 1 y 2 son responsables exclusivamente de infecciones
humanas y tienen presentacién epidémica. El genotipo 1, que consta de 5
subtipos, tiene como unico huésped al ser humano y es endémico de centro, sur
y sureste de Asia y de Africa, pero también se detecta en Cuba (Montalvo MC et
al., 2008) y Venezuela (Gutiérrez C et al., 2012). Los casos detectados de
hepatitis E aguda por genotipos 1y 2 en Europa son importados de Asia. El
genotipo 2a se ha descrito una unica vez en una epidemia en México (Huang CC
et al., 1992), mientras que el genotipo 2b es de origen africano (Nigeria y Chad)

(Kmush B et al., 2013).

Los genotipos 3 (10 subtipos) y 4 (7 subtipos) son zoonéticos y pueden infectar
a hombres o animales. El genotipo 3 es ubicuo (Europa, Estados Unidos, Japon,
China y Taiwan) e infecta al hombre y a diversas especies de mamiferos salvajes
y domésticos: cerdos, conejos, jabalies, ciervos, mangostas y ratas. Estas cepas
causan casos esporadicos humanos de hepatitis E aguda por transmision de
fuente zoondtica o alimentaria (Risalde MA et al., 2017; Meng XJ., 2013). También
se han detectado en moluscos (ostras y mejillones) en Europa (Crossan C et al.,
2012; Diez-Valcarce M et al., 2012). En pacientes inmunodeprimidos el genotipo
3 puede producir hepatitis cronica y cirrosis (Aggarwal RA et al., 2013). Existe

gran homologia entre los genotipos descritos en humano y cerdo.
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El genotipo 4 tiene un comportamiento similar al genotipo 3, aunque su
localizacion geografica es mas restringida al Sudeste Asiatico y Extremo Oriente.
No obstante, se ha descrito un brote epidémico en lItalia relacionado con ingesta

de ostras contaminadas (Garbuglia AR et al., 2013).

El genotipo 5 es de origen aviar (Huang F et al., 2004) e infecta al jabali (Izopet
J., 2017). El genotipo 6 infecta al jabali (Izopet J., 2017). Los genotipos 7 y 8
infectan a dromedarios y camellos. El genotipo 7 se relacion6é con transmision
por leche y carne de camello (Lee GH et al., 2016) en un paciente de Oriente

Medio que recibio un trasplante hepatico.

En la figura 3 se muestra los huéspedes relacionados con los distintos genotipos.

491em pajeuwenod

© Reported or known
route of transmission

© Transmission
to humans

O Natural host
O Genotype

Figura 3. Variedad de huéspedes segun genotipos
(Nimgaonkar | et al., 2018)
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Human HEV Porcine HEV
Genotype 1 Genotype 3 W Genotype 3 (IIT)
Genotype 2 Genotype 4 Genotype 4 (IV)

Figura 4. Distribucién mundial por genotipos en humanos y cerdos
(Purcell RH et al., 2008)

Se ha detectado la existencia de cuasiespecies en un mismo paciente, con
heterogeneidad del 0,11 a 3,4% (Huang F et al., 2004). Se esta evaluando su

papel en la patogenia de la infeccion.

1.4. CULTIVO

Se han desarrollado numerosos intentos de cultivo celular sin éxito, sin embargo,
solo dos sistemas de cultivo celular han conseguido ser eficientes. (Tanaka T et

al., 2007; Sukla et al., 2011).

El VHE existe como forma envuelta y sin envuelta, en heces se encuentra como
no envuelto, mientras que las particulas de virus secretadas de las células tienen
una envuelta lipidica. La forma envuelta ofrece proteccion a anticuerpos
neutralizantes contra pORF2 y pORF3, sin embargo, es mucho menos eficiente

en su entrada a la célula que la forma no envuelta (Yin X et al., 2016; Nimgaonkar
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| et al., 2018,). Debido a que el virus desnudo es mucho mas infeccioso, esto
podria explicar su presencia en las heces, como la razon de que sea la principal

via de transmision (Fu RM et al., 2019).

En el afo 1986, la cepa 87A fue aislada en células 2BS de un paciente con
hepatitis E, fue también cultivada en células A549, detectandose efecto
citopatico y PCR positiva en el sobrenadante, sin embargo, la eficiencia de este
cultivo no ha sido descrita completamente. (Huang RT et al., 1992; Zanetti AR et
al.,1999). También en la linea celular PLC/PRF/5 (Gupta H et al., 1988; Maneerat
Y et al., 1996), se encontré6 VHE en las células y en el sobrenadante. Se ha
observado en cocultivo de células FRhK4 con células primarias de rifidn de mono
Cynomolgus, empleando muestras obtenidas en la fase aguda de la infeccion
por VHE, que no hubo efecto citopatico, pero se detecto el virus por hibridacion
mediante dot-blot con un clon de VHE y por inmunofluorescencia con sueros de
convalecientes (Tsarev SA et al., 1999). En cultivos primarios de hepatocitos de
monos Cynomolgus (Meng J et al., 1997), tras la siembra de una suspension de
heces con VHE, se detectdé por inmunofluorescencia la presencia de ARN. Este
proceso pudo neutralizarse con sueros que contenian Anti-VHE, pero no con
sueros negativos. En un sistema de cultivo celular sin suero fetal bovino (Tam
AW et al., 1996) con hepatocitos de monos Cynomolgus infectados
experimentalmente con VHE (cepa de Birmania), se detecté ARN de VHE en el
hepatocito y en el medio de cultivo. También se detectd, en el medio de cultivo,
presencia de viriones por inmunomicroscopia electronica (IME) (Reyes GR et al.,
1993). Estos estudios demuestran que el VHE se puede adaptar al crecimiento

en cultivo celular.
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En el ano 2009, se describié por primera vez un sistema de cultivo eficiente de
genotipo 3, con células de hepatoma PLC/PRF/5 y células de cancer de rifidn
A549 y muestra de heces de un paciente con hepatitis aguda en Japén. (Tanaka
et al., 2007). También se han conseguido cultivar en estas células los genotipos
1y 4 en muestras de suero y genotipo 4 en muestras de heces. En el ano 2011,
una cepa de genotipo 3 también fue capaz de cultivarse, tras varios pases, en
células de hepatoma HepG2/C3A. (Shukla et al., 2011). Sin embargo, los aislados
de pacientes son ineficaces en la diseminacion y la variabilidad entre las cepas
podria conducir a inconsistencias en los resultados, lo cual resta al cultivo valor

diagnodstico (Nimgaonkar | et al., 2018).

Debido a las dificultades del cultivo viral, algunos investigadores han creado
clones infecciosos de cDNA de VHE para estudiar caracteristicas del virus, como
la funcién de algunas proteinas virales, estudios de neutralizacion, entre otras

(Panda SK et al., 2000).

1.5. EPIDEMIOLOGIA

Se pueden observar dos patrones epidemiolégicos en la hepatitis E. En areas
con alta endemicidad, principalmente paises en desarrollo de Asia y Africa, la
hepatitis E se debe a los genotipos 1y 2, que son transmitidos por consumo de
agua contaminada, y producen brotes y casos esporadicos de hepatitis aguda

(Wang Y et al., 2016).

En paises desarrollados, se han observado casos esporadicos por los genotipos

3 y 4. Los estudios epidemiologicos atribuyen al cerdo el papel de principal

M
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reservorio animal del VHE (Meng XJ, 2000). El VHE se ha descrito en diversos
animales: cerdos, roedores, monos, ciervos, cabras, vacas, perros y pollos. La
prevalencia del VHE en el cerdo, es del 80%, por lo que la hepatitis E se
considera una zoonosis en los paises desarrollados. Existe la posibilidad de
transmision del virus del cerdo a humanos y viceversa y esto mismo podria
ocurrir entre el ser humano y otros primates: chimpancés, monos rhesus,
tamarinos y monos verdes africanos (Meng XJ et al., 1998). Se considera que el
ser humano es un huésped natural. No obstante, algunas cepas humanas tienen
estrecha relacion genética con cepas de cerdos, pollos y ratas, lo que justificaria
la transmisién zoondtica (Sanchez DA et al., 2012). La prevalencia de Anti-VHE
en animales domésticos y roedores en Catalufa es del 11% (Peralta B et al.,
2009). La infeccion puede transmitirse por alimentos: consumo de carne o de
visceras no cocinadas, poco cocinadas, o curadas, procedentes de animales

infectados, especialmente el cerdo y el marisco.

El VHE se transmite por via fecal-oral (Rein DB et al., 2012). Los viriones se
encuentran en la bilis y en las heces de las personas infectadas, desde el final
del periodo de incubacién hasta varias semanas después del inicio de la
enfermedad (Ticehurst J et al., 1992; Nanda SK et al., 1995). El virus puede
encontrarse en heces durante 5 semanas y durante mas tiempo en

inmunocomprometidos (Kamar N et al., 2014; Hewitt PE et al., 2014).

La exposicién de tipo profesional a heces de cerdo infectadas también provocaria
la transmision (Echevarria JM et al., 2015). Se ha demostrado la transmision del
virus a través de la sangre (Arankalle VA et al., 1999; Matsubayashi K et al., 2008;
Laperche S et al., 2014; Riveiro-Barciela M et al., 2017), incluso en zonas no

endémicas, y por trasplante de érganos (Schloser B et al., 2012; Pourbaix A et

12
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al., 2017). En Suecia se ha encontrado ARN de VHE en sangre de una de cada
7980 donaciones de sangre, en ausencia de Anti-VHE, en la mayoria de los
casos (Baylis SA et al., 2012). La probabilidad de transmisién de persona a
persona es baja (1-2%) (Somani SK et al., 2003), al ser, posiblemente, dosis
dependiente. No existe evidencia de que el mecanismo sexual, la lactancia o la
transmision de persona a persona jueguen un papel importante en la

epidemiologia de la infeccion (Sanchez DA et al., 2012; Aggarwal R et al., 2000).

En Espafia la infeccidén puede ser importada o autéctona (Sanchez M et al., 2002,
Mateos ML et al., 2005; Riveiro-Barciela M et al., 2012). La primera descripcion
de casos de hepatitis E aguda en Espafia se produjo en 1993 (Jardi R et al.,
1993). La mayoria de infecciones autéctonas en Espafia estan producidas por el
genotipo 3f, con un probable origen porcino (Fogeda et al., 2009; Echevarria JM
et al., 2013). De hecho, el VHE ha sido identificado en aguas residuales de un
matadero en Barcelona (Pina S et al., 2000). Las infecciones importadas en

Espaia tienen origen en la India y paises proximos (Echevarria JM et al., 2011).

La prevalencia de IgG Anti-VHE en la poblacién general de la Comunidad de
Madrid es del 3,5% (Fogeda M et al., 2012), del 2,8% en donantes de sangre y
del 6,3% en enfermos en tratamiento de hemodialisis (Mateos ML et al., 1999).
Echevarria et al. (Echevarria JM et al., 2015) estimaron una prevalencia de IgG
Anti-VHE en Espanfa inferior al 10%, siendo mayor en adultos, especialmente
mayores de 50 afos, que en nifios. La prevalencia en Aragén no se ha precisado,
pero se han comunicado casos que demuestran que el virus circula en dicha

comunidad (Benito R et al., 2015; Bueno J et al., 2015).

13
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Se han descrito casos en el sur de Francia (Colson P et al., 2017) y se ha
estimado una incidencia de infeccién por VHE entre 0,7 y 2,7% en trasplantados
renales (Moal V et al., 2013). En este pais los virus B y E han sido la principal
causa de hepatitis en trasplantados hepaticos entre 2006 y 2010. La prevalencia
global en Francia en donantes de sangre de IgG e IgM es del 22% y del 1%,
respectivamente, y de ARN del 0,4% (Colson P et al., 2017). En donantes de
sangre del centro de ltalia, la prevalencia de IgG es del 49%, de IgM, del 0,6% y
de ARN, del 0,6%, siendo todos los casos asintomaticos y con ALT normales
(Lucarelli C et al., 2016). En los paises del norte de Europa, la situacion es

parecida (Norder H et al., 2009; Kantala T et al., 2009).

Segun la OMS, la prevalencia de VHE en la zona europea varia entre 0,03% al
52% en la poblacion general y donante, siendo la mas alta en donantes de
sangre de Francia y Holanda (WHO, 2014). Las variaciones en la prevalencia se
atribuyen a la falta de estandarizacion de los reactivos usados, por lo que podria
haber cifras infra o sobreestimadas. En estos paises el VHE puede ser una
amenaza para los pacientes inmunodeprimidos (Clemente-Casares P et al.,

2016).

En Latinoamérica hay dos patrones epidemioldgicos, uno propio de paises como
Brasil o Argentina, similares a los de los paises occidentales, y otro propio de
paises como México o los del Caribe, similar a los de Asia y Africa (Echevarria

JM et al., 2013).

En la figura 5 se muestra la distribucién geografica del VHE,
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Figura 5. Niveles de endemicidad de VHE

(Centers por Disease Control and Prevention)
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Figura 6. Distribucién mundial por genotipos VHE
(Wedemeyer H et al., 2012)
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1.6. PATOGENIA

Existen todavia muchas lagunas en el conocimiento de la patogenia de la
hepatitis E. Al igual que ocurre con otros virus productores de hepatitis, parece
que la respuesta del sistema inmune es la responsable de las lesiones en el
hepatocito y que él no produce efecto citopatico por si solo (Tam AW et al., 1997).
Sin embargo, se ha detectado efecto citopatico en determinados modelos de

cultivo celular, como se ha sefalado en el apartado de cultivo.

El virus penetra por via oral y se replica en el aparato digestivo. Llega al higado
a través de la vena porta y replica en el citoplasma de los hepatocitos (Dienstag

JL et al., 1994), desde donde pasa a la bilis y a la sangre.

Tras la inoculacion del VHE por via oral a un voluntario, se detecto viremia el dia

22 tras la infeccion (7 dias antes de la aparicién de los sintomas) y viriones en
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heces, por IME, a los 34 dias de la inoculacién (Belabbes EH et al., 1988). El pico
de ALT se produjo el dia 46. Los Anti-VHE aparecieron el dia 21 y seguian
positivos a los dos anos de evolucién. En otro estudio similar, la viremia se
detecto el dia 28 y el pico de ALT a los 42 dias (Balayan MS et al., 1983). En un
tercer estudio, se analizé la respuesta inmune y el patron de viremia en pacientes
(Chauhan A et al., 1993). En algunos pacientes se ha producido un doble pico de

ALT (Chauhan a et al., 1993).

En funcién de estos estudios, se ha propuesto la siguiente historia natural de la
hepatitis E (Quintana-Gonzalez A, 2003). La presencia de virus en sangre, orina
y heces se produce en la fase preictérica (Geng Y et al., 2016; Zhao C et al.,
2016). En sangre, dura hasta 10 dias después de la aparicion de los sintomas, y
en heces, 2 semanas mas que en sangre. Las IgM e IgG aparecen precozmente.
Las IgM duran 6 meses, aproximadamente. Las IgG especificas pueden durar
mas de 10 afos, aunque se desconoce si confieren inmunidad (Khuroo MS et al.,
1993). Las IgA se detectan en la fase aguda. En casos en los que no hay
aparicion de anticuerpos se produce una persistencia de la viremia (Chauhan A
et al., 1993). Este fendbmeno se ha detectado en el 10% de los pacientes
infectados por VHE (Quintana-Gonzalez A, 2003) y puede ser responsable de la
transmision parenteral en zonas endémicas (Jameel S et al., 1992; Nanda SK et

al., 1995; Wang JT et al., 1994; Brazilai A et al., 1995; Sylvan SP et al., 1995).

La cinética de la respuesta Anti-VHE es compleja. Puede ser diferente para cada
epitopo y ser de duracién variable. Por otra parte, puede ser escasa en la
infeccion subclinica (Aggarwal R et al., 2001) y sufrir un descenso importante

después de la infeccion aguda (Khuroo MS et al., 2010).
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1.7. CLINICA DE LA HEPATITIS E

La hepatitis E es habitualmente oligo o asintomatica sin secuelas. Menos del
5% de los pacientes expuestos desarrollan hepatitis (Said B et al., 2009;
Wedemeyer H et al., 2012; Rein DB et al., 2012). Se estima un periodo de
incubacion de 2 a 9 semanas (6 de promedio) (Sanchez DA et al., 2012).
Generalmente, se trata de una hepatitis aguda autolimitada, similar a la
hepatitis A (0,5-3% de mortalidad). Puede aparecer colestasis en el 20% de los
casos. Ocasionalmente, la hepatitis E puede ser fulminante (0,5-3%), sobre todo

en embarazadas, poblacion en la que puede alcanzar alta mortalidad (20%).

El genotipo 3 y, en menor medida el 4, puede causar infeccion cronica
(persistencia de ARN en suero o heces superior a 3 meses), con rapida evolucién
a cirrosis, en pacientes inmunodeprimidos, como receptores de trasplante de
organo solido y en tratamiento con quimioterapia (Gerolami R et al., 2008;
Haagsma EB et al., 2008; Kamar N et al., 2008; Halac U et al., 2012; Ollier L et
al., 2009; Koning N et al., 2013; Fujiwara et al., 2014; Kamar N et al., 2014,

Tavitian S et al., 2010).

Aunque se describe a la hepatitis E como una infeccion autolimitada. EI VHE
también puede agravar una hepatitis crénica de otra etiologia (Kamar N et al.,
2010). Se han descrito casos de hepatitis E en pacientes con Anti-VHE, tras
finalizar el tratamiento de la hepatitis C con antivirales de accion directa. Esto
plantea la posibilidad de reinfeccién o de reactivacion del VHE (Rivero-Juarez A
et al., 2017), al igual que se ha descrito reactivacion del VHB con infeccion previa
por VHB e infeccion VHC tratada con antivirales de accion directa (US FDA).

Esta posibilidad esta apoyada por la observacion de persistencia de ARN viral
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de VHE en pequeias concentraciones en el higado, cuya consecuencia ha sido
la reactivacion de la infeccidn en sujetos inmunodeprimidos (Le Coutre P et al.,
2009; Geng Y et al., 2014). La persistencia de VHE en higado sin viremia ha sido

demostrada en jabalies (Risalde MA et al., 2017).

El VHE también puede producir manifestaciones extrahepaticas (2-5%), como
sindromes neurologicos de tipo sindrome de Guillain-Barre (Van den Berg B et
al., 2014), neuralgia amiotréfica (sindrome de Parsonage-Turner) (Van Eijk JJ et
al., 2016; Kamar N et al., 2014; Dalton HR et al., 2017; Mendoza C et al., 2020) o
meningitis (Kamar N et al., 2011; Naha K et al., 2012; Rodriguez-Castro E et al.,
2018). Otras manifestaciones extrahepaticas son: lesidn renal, pancreatitis,
trastornos hematoldgicos, linfoma, trombopenia, artralgias (Pischke S et al.,
2017; Quintana-Gonzalez A, 2003). Los pacientes con manifestaciones

extrahepaticas tienen poca o ninguna lesion hepatica.

El virus se encuentra en sangre durante pocas semanas (Bradley DW et al.,
1988). Los sintomas aparecen entre los 15 y 60 dias tras el contagio y son
indistinguibles de otras hepatitis agudas de origen virico (ictericia, anorexia,
abdominalgia, hepatomegalia, coluria). La mayoria de los casos de infeccion por
VHE son anictéricos. En los casos sintomaticos, la ictericia se presenta
bruscamente y dura dos semanas aproximadamente. Se acompafa de fiebre,
coluria, acolia y elevacion de los marcadores de citolisis. En mas del 50% de los
casos hay artralgias. Los niveles de ALT se elevan durante 4 a 8 semanas y el
pico coincide con el inicio de la ictericia, que se correlaciona con presencia de

virus en sangre y en heces. Hay elevacion de la bilirrubina directa.
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Tras la aparicion de los sintomas (ictericia, anorexia, hepatomegalia,
abdominalgia, nauseas, vomitos), desaparece la viremia, pero el virus persiste
en heces. Las IgM especificas alcanzan un pico en la fase sintomatica y se
negativizan a los 3 a 6 meses de evolucién. Las IgG especificas pueden
detectarse mas de 10 afos después (Jameel S, 1999). Pese a ello, no es seguro
que produzcan inmunidad, porque pueden aparecer reinfecciones (Balayan MS

et al., 1997).

Se han descrito casos de persistencia prolongada de la IgM (21 meses) (Lee SD
et al., 1994), y de la viremia (42-112 dias), con eliminaciéon por heces hasta 7

semanas, a pesar de la normalizacién bioquimica y clinica (Khuroo MS et al.,

1993).
Fase aguda Convalecencia
l B |
ARN-VHE
— ALT
Sangre
Orina  E— — mﬁj:g
e Ag en suero
- = - Agenorina
_ - . Agenheces

N

.
R o e pe—
Ll v hd L - L)

0 1 2 3 B 5

Meses después de la infeccion

Figura 8. Dinamica de marcadores serologicos y virologicos
(https://amhigo.com/images/actualidades/noticias/Hepatitis/serologia-VHE.jpeg)
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A Acute self-limited infection (HEV)
+ + + + + +HEV-RNA (stool)
A+ + 4 +HEV-RNA (blood)
Anti-HEV 1gG

[ ]ALT

Anti-HEV IgM
>
Weeks
B Chronic hepatitis E
A
+ O+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+ +HEV-RNA (stool)
Anti-HEV IgG
[ ]ALT
>
Weeks

Figura 9. Dinamica de marcadores en hepatitis aguda vs cronica
(Wedemeyer H et al., 2012)

La infeccidon puede evolucionar de forma grave en mujeres gestantes (15-25% de
mortalidad), especialmente cuando la infeccion es mediada por los genotipos 1y
2. (Quintana-Gonzélez A, 2003; Kamar N et al., 2014). Presenta una mortalidad
del 25%, sobre todo en 2°-3° trimestre de la gestacion, en parte a expensas de
una forma fulminante (Jilani N et al., 2007; Rathi U et al., 2007) y puede
desencadenar abortos espontaneos o partos prematuros. La infeccién

intrauterina puede producir morbimortalidad perinatal (Rathi U et al., 2007).
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La muerte se produce por coagulacién intravascular diseminada, insuficiencia

renal o encefalopatia (Quintana-Gonzalez A, 2003).

La causa de esta alta mortalidad es desconocida, pero algunos autores (Jilani N
et al., 2007) relacionan esta mayor mortalidad en las embarazadas con un
descenso de la respuesta inmune celular, con disminucién del cociente CD4/CD8
por descenso de CD4 y aumento de CD8, y ascenso de las concentraciones de
hormonas esteroideas. Estos factores favorecerian la replicacién y expresion

virales.

1.8. DIAGNOSTICO

El diagndstico de la infeccidn por VHE recae sobre las pruebas de laboratorio ya
que sus manifestaciones clinicas son similares a la que producen otros agentes
de hepatitis. EI VHE no se cultiva de forma eficiente. Por ello, la deteccion de
IgM e IgG especifica y la deteccidon de antigeno o de ARN viral son las pruebas
actualmente utilizadas en el diagnéstico (Huang S et al.; 2010; Kamar N et al.,

2014).

Las pruebas serologicas utilizan bien antigenos recombinantes o sintéticos
(Myint KS et al., 2006), equivalentes a los codificados por las ORF 2 o 3 para
detectar IgM, IgA o IgG Anti-VHE. Los codificados por la ORF2 estan mas
conservados en cepas del virus genéticamente alejadas. Los antigenos
codificados por la ORF3 solo tienen el 37,5% de similitud entre cepas
genéticamente alejadas (Hsieh SY et al., 1998). Por ello, las pruebas basadas en
antigenos de la ORF2 son mas sensibles que los relacionados con la ORF3
(Ghabrah TM et al., 1998; Hsieh SY et al., 1998; Anderson DA et al., 1999;
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Obriadina A et al., 2002) que, al parecer son mas especificos de cada cepa

(Coursaget P et al., 1993; He J et al., 1993; Khudyakov YE et al., 1994).

Los equipos comerciales no estan estandarizados y han mostrado resultados
variables (Takahashi M et al., 2005; Avellon A et al., 2015). Las diferencias
pueden ser debidas a una menor sensibilidad para detectar anticuerpos en la
convalecencia, lo que se traduciria en resultados falsos negativos (Aggarwal R,
2011). Los resultados de los estudios comparativos de las pruebas comerciales
son mas consistentes en el caso de la IgM, que en el caso de la IgG (Echevarria
JM et al., 2015). En un estudio comparativo (Myint KS et al., 2006) parece que

todos son mas sensibles para detectar casos sintomaticos que asintomaticos.

Los antiguos equipos comerciales disefiados para detectar anticuerpos contra
los genotipos 1 (Birmania) y 2 (México) no eran sensibles para detectar los
genotipos 3y 4 (Pas SD et al., 2013). Los equipos actualmente comercializados
son adecuados para el diagndstico de las infecciones por VHE genotipo 3 (Huang
WJ et al., 2009; Huang S et al., 2010; Pas SD et al., 2013; Zhao C et al., 2016).
Estos se basan en péptidos sintéticos o antigenos recombinantes de la region
ORF2 y ORF3 procedentes del genotipo 1 del VHE, que pueden detectar la
presencia de anticuerpos IgG e IgM inducidos por los 4 principales genotipos, ya

que constituyen un solo serotipo.

Existen varios estudios que comparan la especificidad y sensibilidad de los
ELISA comerciales (Avellon A et al., 2015; Pas SD et al., 2013, Norder H et al.,

2016).
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En el estudio de Avellon et al. (Avellon A et al., 2015), se compara la sensibilidad
de 6 equipos comerciales, para deteccién de anticuerpos frente al genotipo 3,
siendo mas sensibles para la detecciéon de IgM los de DSI, MIKROGEN vy
ALL.DIAG que los de Euroinmun, MP y DIA.PRO, mientras que para la deteccion
de IgG todos los equipos mostraron similar sensibilidad, pero con falta de
concordancia en conjunto. Los datos de estos autores difieren de estudios
previos, sobre WANTAI, Adaltis, DIA.PRO, MP, MSI y MIKROGEN, resumidos
por Avellon et al. (Avellon A et al., 2015) (Tablas 1y 2). Estos estudios previos
muestran buena especificidad, pero sensibilidad variable, incluso con la misma
técnica. Las diferencias entre este estudio y los estudios previos son atribuidas

a las mejoras introducidas por MP y DIA.PRO.

Tabla 1: Sensibilidad y especificidad de IgM Anti-VHE
(Modificada de Avellén A et al., 2015)

Marca Sensibilidad (%) | Especificidad (%) Bibliografia
Zhou H et al., 2008
WANTAI/Fortress 74-971 99-100 Abravanel F et al., 2013

Pas SD et al., 2013

Abravanel S et al.,

2013

Pas SD et al., 2013

Wu WC et al., 2014

DIA.PRO 81 98 Pas SD et al., 2013

Myint KS et al., 2006

Drobeniuc J et al., 2010

MP/Genlabs 72-80 74-93 Zhou H et al., 2008

Pas SD et al., 2013

Wu WC et al., 2014
Drobeniuc et al., 2010

DS 71-98 90-98 Pas SD et al., 2013

Drobeniuc J et al., 2010

MIKROGEN 65-93,3 88,4-99 Pas SD et al., 2013

Wu WC et al., 2014

Adaltis 88-97 87,4-100
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Tabla 2: Sensibilidad de IgG Anti-VHE
(Modificada de Avellon A et al., 2015)

WANTAI | ADALTIS | MP Bibliografia
45 15 Abravanel F et al., 2013
. 93 8 Abravanel F et al., 2013
Hepatitis E 95,8 66,6 Jiang YZ et al., 2007
aguda 98 56 Bendall R et al., 2010
83 80 53 Schnegg A et al., 2013
: Trasplar}wt.e 31,3 10,9 | Rossi-Tamisier M et al., 2013
organo solido
52,5 16,6 Mansuy JM et al., 2011
Donantes 16,0 3,6 Bendall R et al., 2010
de sangre 31,7 7,8 Jiang YZ et al., 2007
21,8 4,2 4,9 Schnegg A et al., 2013
Seguimiento
de hepatitis 100 50 Bendall R et al. ,2010
aguda VHE

La especificidad de WANTAI y Adaltis han sido determinadas en el
97,8% y 90% respectivamente (Abravanel et al., 2013).

Los anticuerpos IgM, detectados por inmunoensayo o por inmunocromatografia,
son un marcador de infeccion reciente (Ghabrah TM et al., 1998; Yu C et al.,
2003) y se detectan en mas del 90% de los casos, disminuyen rapidamente tras
la fase temprana de convalecencia y se vuelven generalmente negativos a las 13
semanas, cayendo por debajo del nivel de corte en la mayoria de los pacientes
después de 32 semanas. Esta prueba es util para hacer el diagnéstico diferencial
con otros virus productores de hepatitis. La respuesta de IgM es débil y
retardada, incluso indetectable, en pacientes inmunodeprimidos (Legrand-
Abravanel F et al., 2010; Takikawa Y et al., 2012). En estos casos, el diagndstico
se basa en la deteccion de ARN (Pas SD et al., 2012). En caso de IgM sin IgG,

se debe considerar la posibilidad de un falso positivo o esperar a la
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seroconversion de IgG o confirmar el resultado con inmunoblot, prueba de

deteccion de antigeno o PCR.

Ademas, los anticuerpos IgG frente a VHE pueden usarse para evaluar la
prevalencia de la infeccion por hepatitis E en una poblacion y suelen ser positivos
a las 2-3 semanas del contacto, alcanzando el pico al mes de la infeccion. Los
anticuerpos IgG se desarrollan temprano tras el inicio clinico de la hepatitis E y
son de larga duracién, hasta mas de 10 afios (Jameel S, 1999; Khuroo MS et al.,
1993; Huang S et al., 2010; Abravanel F et al., 2013; Pérez-Gracia MT et al., 2014).
Los métodos de deteccion basados en quimioluminiscencia han recibido mucha
atencion debido a su menor ruido de fondo, linealidad y amplio rango dinamico.
Cuando se acoplan a inmunoensayos enzimaticos, el efecto de amplificacion de
la sefal proporcionada por la enzima permite el disefio de pruebas de CLIA con
tiempos de incubacién mas cortos, manteniendo o mejorando su sensibilidad. Se
puede determinar la avidez de las IgG, como prueba diagnéstica
complementaria. La avidez de IgG ha mostrado ser un marcador eficaz en la
diferenciaciéon de infeccion actual o pasada, por lo que puede ser un marcador
muy util acompafando a la IgM (Zhang JZ et al., 2002; Bendall R et al., 2008;
Bigaillon C et al., 2010; Huang S et al., 2010). El significado de las pruebas para

IgA, como marcador de infeccion aguda debe ser determinado definitivamente.

También se ha sefialado que los anticuerpos aparecen en distintos momentos

segun cual sea el determinante utilizado como antigeno (Zhang JZ et al., 2002).

La deteccion de ARN (RT-PCR) puede hacerse en sangre, bilis, heces o en
biopsia hepatica (Zhao C et al., 2016). EI ARN de VHE es detectable en suero 1

a 2 semanas antes del comienzo de los sintomas y, generalmente, persiste
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durante una semana, con sondas para las regiones conservadas de ORF3
(Abravanel F et al., 2013; Kamar N et al., 2014). No obstante, se ha descrito

persistencia de la viremia de 4 a 16 semanas (Rodriguez-Frias F et al., 2012).

La persistencia en heces es de hasta 6 semanas (Huang S et al., 2010), con una
media de 28 dias (rango 17-48 dias) (Dalton HR et al., 2008). Esta prueba permite
hacer el diagnoéstico durante el periodo de ventana (Echevarria JM et al., 2015).
Debido a la corta duracion de la viremia, un resultado negativo de la PCR no
descarta el diagndstico, por lo que la serologia es necesaria. Hay que tener en
cuenta que el genoma del VHE es muy inestable. Esto aconseja hacer el analisis
de ARN sobre muestras recientes, lo que puede restar valor a las muestras

conservadas en seroteca (Echevarria JM et al., 2015).

La determinacion de ARN es necesaria para el diagndstico precoz, para
determinar si estamos ante una infeccion autdctona o importada (genotipado),
para el seguimiento del tratamiento y para establecer el diagndstico en los casos
con sintomatologia extrahepatica (Pischke S et al., 2017), especialmente en LCR

en los casos de afectacion neuroldgica (GeHEP, 2018).

El antigeno de VHE también puede ser detectado (Zhao C et al., 2016) por
inmunoensayo indirecto con antigeno pORF2 en sangre y orina (Zhang H et al.,
2017; Lu J et al., 2020). Es menos sensible que PCR para cargas virales
inferiores a 3 logaritmos. También es posible el diagndstico de la infeccidén por
inmunomicroscopia electrénica, cultivo celular e inmunohistoquimica, aunque
son métodos complicados y poco sensibles (Zhao C et al., 2106; Zaki MS et al.,

2009).
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En resumen, los criterios diagndsticos son los siguientes (Echevarria JM et al.,
2013): 1) Anti-VHE negativo/ARN positivo (periodo de ventana); 2) Anti-VHE IgM
positivo/ARN positivo (periodo de seroconversién precoz); 3) Anti-VHE IgM
positivo/ARN negativo (periodo postseroconversion); 4) Seroconversion Anti-
VHE durante el seguimiento. La presencia de IgG sin IgM ni ARN indica infeccién

pasada.

CMV y VEB pueden producir falsos positivos en la IgM de VHE por estimulo
policlonal de los linfocitos B. Esto debe de ser tenido en cuenta en el diagndstico
diferencial de los casos IgM Anti-VHE positivos/ARN negativos (Fogeda M et al.,

2009).

En todo caso, el diagndstico de la hepatitis aguda E obliga a descartar otros
agentes hepatotropos primarios (VHA, VHB, VHC), asi como a CMV y VEB
cuando se detecta IgM Anti-VHE y la PCR es indetectable, como consecuencia

de la falta de estandarizacion de las pruebas seroldgicas.

La IME permite detectar viriones en las heces, utilizando suero de fase aguda.
Tiene como inconveniente las complicaciones técnicas y que el virus puede
encontrarse degradado en las heces, lo que disminuye el numero de particulas

visibles.

1.9. TRATAMIENTO

La infeccion aguda por el VHE suele cursar de forma leve y es suficiente con
medidas de apoyo, sin embargo, algunos pacientes pueden desarrollar fallo

hepatico agudo, y se podria valorar el uso de rivabirina en estos casos, ya que
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ofrece beneficios claros, en cuanto a la duracién de la sintomatologia. (Gerolami
R et al., 2011; Kamar N et al., 2012; EASL 2018). En las embarazadas esta

contraindicada.

La infeccion crénica se observa especialmente en pacientes inmunodeprimidos,
como receptores de trasplante de érgano sélido, pacientes VIH positivos, etc. En
estos casos, uno de las actuaciones mas importantes, sera reducir el tratamiento
inmunosupresor en los pacientes en los que sea posible, ya que ayudara a la
erradicacion viral (Ahmed A et al., 2015). El interferén a pegilado es efectivo en
pacientes receptores de trasplante hepatico, pero presenta efectos adversos,

como el rechazo agudo. (Kamar N et al., 2010).

En la infeccion cronica por el VHE, se observé que los pacientes con ARN viral
de mas de 3 meses, serian incapaces de aclarar el virus espontaneamente sin
ayuda de tratamiento (Kamar N et al., 2014). El objetivo del tratamiento es la
erradicacion del VHE, en términos de respuesta viral sostenida (RVS) con
negativizacion de ARN en suero y heces a las 12 semanas del fin del tratamiento
(GeHEP, 2018). El uso de rivabirina durante 12 semanas, ha demostrado la
eliminacién del virus en pacientes trasplantados con infeccidén cronica (Kamar N

et al., 2014; Rivero-Juarez A et al., 2019).

En pacientes receptores de trasplante de érgano sdlido, la infecciéon por VHE

puede evolucionar a cirrosis y requerir trasplante hepatico (Kamar N et al., 2011).
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1.10. PROFILAXIS

La educacion sanitaria, las medidas de higiene, el adecuado saneamiento de los
sistemas de abastecimiento de aguas, la higiene de los alimentos y su consumo
adecuadamente cocinados son procedimientos necesarios en este tipo de

infecciones.

La administracion de gammaglobulina ha demostrado que no es un

procedimiento eficaz (Aggarwal R et al., 2009).

Shrestha MP et al. (Shrestha MP et al., 2007) han evaluado una vacuna
recombinante administrada en 3 dosis a los 0, 1y 6 meses en 2000 adultos sanos
en Nepal. La vacuna mostré una eficacia del 95%. En China se ha desarrollado
una vacuna (Hecolin®, Xiameng Innovax Biotech, China) basada en el genotipo
1 que puede proporcionar proteccidon cruzada frente a otros genotipos (Kamar N
et al., 2014), gracias a la existencia de un unico serotipo. La vacuna mostré una
eficacia del 86,8% en un estudio a los 4 afios (Zhang J et al., 2013). A pesar de
lo esperado, se observo que la mayoria de los casos que desarrollaron hepatitis
E en el grupo de vacunados, se infectaron por el genotipo 4 y la vacuna habia

sido desarrollada con el genotipo 1.

La persistencia de la IgG a los 6,5 afios es significativamente mayor en los
inmunizados con una vacuna en fase Ill en China (30%) que en los que han

padecido la infeccion natural (18,6%) (Kmush BL et al., 2019).

En este momento, no se recomienda la vacunacion rutinaria en menores de 16

anos, mayores de 65 anos, pacientes con hepatopatia cronica, pacientes en lista
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de trasplante de 6rgano soélido, mujeres embarazadas, ya que no hay estudios

suficientes de post-comercializacion.

Los procedimientos actuales para inactivar los agentes infecciosos en los bancos
de sangre no son efectivos frente al VHE (Agencia Europea del Medicamento,

2016).

En varios estudios realizados en donantes de sangre en Espafia, se observo que
la prevalencia de ARN del VHE detectable fue del 0,05%-0,02% (Sauleda S et

al., 2015; Ojea A et al., 2017; Piron M et al., 2017; Rivero-Juarez A et al., 2019).

Por ello, el cribado de los donantes se presenta como una alternativa eficaz. Este
procedimiento se utiliza en Irlanda desde 2016 y en Holanda y Reino Unido desde
2017. En Francia y Alemania, solo se criba el plasma destinado a enfermos de

riesgo.

Ademas, se recomienda la realizacion de cribado de VHE en todos los donantes
de dérgano sdlido, aunque el riesgo de transmision sea muy bajo. La posibilidad
de que la infeccion cronifique en este tipo de pacientes es mayor, debido al

estado de inmunosupresion (Kamar N et al., 2011).

1.11. HEPATITIS E Y SINDROME DE PARSONAGE-TURNER

En los ultimos afios, ha aumentado el conocimiento sobre las manifestaciones
extrahepaticas de la infeccion por VHE (Kamar N et al., 2011; Cheung MCM et
al., 2012; Mendoza C et al., 2020). Algunos autores han descrito complicaciones

neurolégicas en el 5,5-7,5% de pacientes con infeccion por VHE (Woolson K et
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al., 2014; Ripellino P et al., 2018), incluida la neuralgia amiotréfica, también

conocida como sindrome de Parsonage-Turner (SPT).

El SPT fue descrito por primera vez por Feinberg en 1897 en un paciente con
gripe. En 1948, Parsonage y Turner (Parsonage MJ et al., 1948) describieron el
sindrome en 136 soldados con el nombre de neuralgia amiotréfica de la cintura
escapular. Este cuadro es una rara neuropatia del plexo braquial que afecta
principalmente a la cintura escapular y la extremidad superior. Sus
manifestaciones clinicas incluyen dolor repentino e intenso en el hombro y en la
extremidad superior, que se exacerba por la noche y en reposo, junto con
paralisis y amiotrofia (Van Eijk J et al., 2014). Se han descrito casos de SPT en
varios paises. El diagndstico se ha facilitado por la disponibilidad de pruebas

serologicas y moleculares.

No se conoce su etiologia. Se han identificado diversos factores relacionados:
enfermedades infecciosas, vacunas, traumatismos, cirugia, gestacion,
quimioterapia y radioterapia (Van Eijk J et al., 2016). Es posible que esté
relacionado con predisposicidn genética, susceptibilidad a lesiones mecanicas
del plexo braquial o procesos autoinmunes desencadenados por una infeccion

del sistema nervioso central (Van Alfen N, 2011).

La asociaciéon entre SPT y VHE puede depender del neurotropismo del virus,
recientemente descrito (Drave SA et al., 2016). Estos autores demostraron que
lineas celulares de oligodendrocitos permiten la replicacion del virus. También
se ha demostrado (Shi R et al., 2016) que VHE es capaz de alterar la barrera

hematoencefalica y replicarse en cerebro y médula espinal de rata.
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El VHE se ha encontrado en el 10% de pacientes con SPT (Van Eijk J et al.,
2014), pero esta relacion esta probablemente infradiagnosticada. No existe

tratamiento especifico.

En el anexo Il se resume la revision bibliografica realizada sobre los casos de

SPT descritos en el mundo.
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OBJETIVOS

1. Analizar la situacién de la infeccion por VHE en Aragon.

2. Evaluar distintos métodos serologicos comerciales para diagndstico de la
hepatitis E, en funcién de las manifestaciones clinicas, tiempo de evolucion y tipo

de paciente, analizando sus ventajas, aplicaciones y limitaciones.

3. Poner a punto una prueba de avidez de IgG especifica para VHE.

4. Evaluar una PCR no comercial para diagnéstico de la hepatitis E, en funcion

de las manifestaciones clinicas, tiempo de evolucién y tipo de paciente.

5. Determinar la persistencia de la positividad de los marcadores IgM e 1gG

especificas de VHE, de la carga viral en suero y de la baja avidez de la IgG.

6. Analizar genotipicamente, mediante secuenciacion, todos los amplicones de

VHE detectados.
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MATERIAL Y METODOS

3.1. PACIENTES

Se han estudiado los marcadores de infeccidén por virus de la hepatitis E en
muestras de suero de varios grupos de pacientes, recibidas entre el 1 de enero
de 2011y el 31 de diciembre de 2018 en el Servicio de Microbiologia del Hospital

Clinico Universitario Lozano Blesa de Zaragoza.

Todas las muestras de todos los grupos se congelaron a -80°C hasta su analisis.

En todos los pacientes, salvo en los procedentes del Centro Regional de
Transfusiones de Granada, se revisaron las historias clinicas para crear una
base de datos con las variables de cada individuo, conforme a lo dispuesto en la

Ley de proteccién de datos (LO 15/1999).

Los datos a registrar fueron:
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- Datos demograficos: sexo, edad, residencia, raza, profesion y pais de origen,
utilizando, cuando era necesario, la Base de Datos de Usuarios (BDU) del
SALUD (Servicio Aragonés de Salud).

- Datos clinicos: fiebre, nauseas, coluria, diarrea, vémito, abdominalgia, artralgia,
ictericia, descompensacién hepatica, fecha de aparicién y duracion de los
sintomas, tratamiento, transfusiones, inmunodepresién, trasplantes,
coinfecciones, embarazo y fechas de obtencién de muestras.

- Datos analiticos: ALT, AST, GGT, bilirrubina total, directa e indirecta, plaquetas,
leucocitos, coagulacion.

- Datos epidemiolégicos: alimentacion, caza, contacto con animales, viajes,
transfusiones, origen del agua de boca, consumo de productos de huerto,
manipulacion de estiércol, hepatitis previas, infeccion por VIH.

- Tratamientos concurrentes.

3.1.1. GRUPO 1: PACIENTES CON SOSPECHA DE HEPATITIS E

Formado por 1166 sueros de 1070 pacientes (615 hombres y 455 mujeres) para
confirmar o descartar el diagnostico de hepatitis E, con edad entre 0 y 94 afios
(media 44,45 + 18,84), procedentes de los distintos Centros Sanitarios de

Aragon. Estas muestras fueron analizadas con IgM DIA.PRO.

El estudio en este grupo se realiz6 para diagnosticar/descartar infeccion por VHE

y estimar la prevalencia de IgM.
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3.1.2. GRUPO 2: 106 PACIENTES DEL GRUPO 1 CON IgM POSITIVA CON

EIA (DIA.PRO) ANALIZADAS CON CLIA (VIRCELL)

Formado por 106 muestras de 106 pacientes procedentes de los 131 que
presentaban indice de IgM de DIA.PRO >1,0, es decir, con resultado positivo o
dudoso, en los que hubo suficiente volumen de suero para otras
determinaciones. Este grupo incluia 70 varones y 36 mujeres. Sus edades

oscilaron entre 13 y 88 anos (media 52,89 +16,74).

El objetivo de este grupo es validar los resultados de la IgM positiva de DIA.PRO,

relacionandolos con los resultados de IgM e IgG por CLIA (VIRCELL).

3.1.3. GRUPO 3: PACIENTES DEL GRUPO 2 CLASIFICADOS DE HEPATITIS

AGUDA CON EIA (DIA.PRO) Y ANALIZADOS PORIC

Formado por 4 muestras de 4 pacientes (3 hombres y una mujer) del grupo 2 con
IgM de DIA.PRO positivas para ser analizados por inmunocromatografia
(ALL.DIAG) (casos 406971, 411105, 411297 y 416208). Sus edades oscilaron entre

44 y 72 anos (media 54,09 + 12,05).

El objetivo de este grupo es validar los resultados de la IgM de ALL.DIAG.
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3.1.4. GRUPO 4
3.1.4.1. GRUPO 4A: DONANTES DEL BANCO DE SANGRE DEL HOSPITAL

CLINICO UNIVERSITARIO LOZANO BLESA

Formado por 72 sueros de 72 donantes (22 hombres y 50 mujeres) de 2014, sin
patologia hepatica, procedentes del Banco de Sangre a los que se extrajo sangre
para la preparacién de colirios autélogos. Su edad oscilaba entre 8 y 88 afos

(media 53,74 + 17,81). Estos pacientes se analizaron con IgM DIA.PRO.

Este grupo 4 se analizé para detectar la posible presencia de infecciones

asintomaticas por VHE en pacientes sin clinica hepatica.

3.1.4.2. GRUPO 4B: PLASMAS DEL CENTRO REGIONAL DE TRANSFUSION

SANGUINEA DE GRANADA

Formado por 687 plasmas de 687 donantes del Centro Regional de Transfusion
Sanguinea de Granada. Estas muestras fueron analizadas por CLIA IgG e IgM

de VIRCELL.

A partir de las muestras IgG positivas e IgM negativas, se realizé un analisis de
curvas ROC, para el establecimiento del punto de corte de la técnica de avidez

IgG a VHE.

En este grupo se pretende analizar marcadores positivos a VHE en una

poblacion sana de diferente zona geografica.
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3.1.5. GRUPO 5: PACIENTES DEL MEDIO RURAL

Formado por 154 sueros de 154 pacientes (53 hombres y 101 mujeres) que fueron
atendidos entre junio y agosto de 2018 en el Hospital Clinico Universitario Lozano
Blesa, procedentes de 13 pueblos del centro de la zona noroccidental de la
provincia de Zaragoza. Presentaban patologia no hepatica (célico renal,
infeccidn urinaria, infertilidad, infeccién de trasmision sexual, vitiligo, accidente
laboral, carcinoma mamario, cefalea, embarazo, etc.). El rango de edad fue entre

4 y 85 anos (media 39,26 + 16,92).

El objetivo de este grupo fue analizar la prevalencia de 1gG Anti-VHE CLIA
(VIRCELL) en una zona rural de la provincia de Zaragoza (Tabla 12) en la que

se concentran los diagnosticos de hepatitis E por DIA.PRO.

Los pacientes procedian de las siguientes localidades: Alagon 13, Borja 19, Ejea
de los Caballeros 35, Epila 6, La Almunia 2, Magallén 1, Mallén 3, Pedrola 1,

Sadaba 6, Sos del Rey Catélico 1, Tarazona 34, Tauste 9 y Utebo 24.

3.1.6. GRUPO 6: PACIENTES CON IgM NEGATIVA FRENTE A VHA

Formado por 50 pacientes (28 hombres y 22 mujeres) con IgM frente a VHA
negativa (CMIA, Architect, Abbott), con edades entre 1y 86 afios (38,84 + 23,14)
que fueron cribados para descartar infeccion por VHA. En este grupo se realizé

IgM Anti-VHE CLIA (VIRCELL).

Este grupo pretende evaluar la presencia de VHE en los pacientes que se habia

descartado infeccion por VHA, cuyos mecanismos de trasmision son similares a
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los de la hepatitis E, y detectar infecciones por VHE infradiagnosticadas por

ausencia de sospecha.

3.1.7. GRUPO 7: SEGUIMIENTO DE PACIENTES IgM ANTI-VHE POSITIVOS

En 31 de los 106 pacientes del grupo 2, pudimos disponer de 42 sueros de
seguimiento, a razéon de 1-3 muestras por paciente, obtenidas entre los 8 y 940

dias de evolucion desde la primera muestra.

Con este grupo se pretende analizar la persistencia de la IgM y la evolucién de

la avidez de la IgG.

3.1.8. GRUPO 8: ESTUDIO COMPARATIVO EN PACIENTES DEL GRUPO 2

Formado por 106 sueros de 106 pacientes del grupo 2 con IgM positiva o dudosa
con DIA.PRO para comparar las técnicas de deteccion de IgM de VIRCELL,
WANTAI'Y MIKROGEN y PCR. Este grupo incluia 70 varones y 36 mujeres. Sus

edades oscilaron entre 13 y 88 afios (media 52,89 +16,74).

El objetivo de este grupo es comparar los resultados obtenidos con las distintas

pruebas utilizadas.

3.1.9. GRUPO 9: ANALISIS MOLECULAR, SECUENCIACION Y ANALISIS

FILOGENETICO

Formado por 106 muestras del grupo 2, sus caracteristicas han sido descritas

anteriormente. Su objetivo es evaluar la replicacion del virus en los pacientes con
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hepatitis E aguda, con infeccidén asintomatica o con anticuerpos residuales y en
pacientes con resultado de IgM DIA.PRO falso positivo. En los pacientes con
PCR positiva, los amplicones se han secuenciado con el objetivo de saber que

cepas estan circulando en Aragon.

3.1.10. GRUPO 10: ESTUDIO DE AVIDEZ DE IgG A VHE

Formado por 96 muestras de 96 pacientes del grupo 2, 67 varones y 29 mujeres,
con edades entre 21y 91 afios (media 57,87 + 15,78). Se realiz6 avidez de 1gG

Anti-VHE (VIRCELL).

Con el estudio de este grupo se pretende evaluar el valor de la prueba de avidez

para diferenciar infecciones recientes de antiguas.

3.1.11. GRUPO 11: PACIENTES CON SINDROME DE PARSONAGE-TURNER

Y VHE

Formado por 4 sueros de 2 pacientes (un varén y una mujer) de 44 y 57 afios de
edad, respectivamente, que fueron diagnosticados de sindrome de Parsonage-
Turner en el Servicio de Neurologia del Hospital Clinico Universitario Lozano

Blesa de Zaragoza.

Paciente 1

Se trata de un vardén caucasico de 44 anos, inmunocompetente, calderero,

vecino de Monzalbarba. El paciente no habia sufrido traumatismos ni presentaba

47



Tesis Doctoral de Claudia Mendoza Lépez

antecedentes clinicos destacables. Ingresé en el HCU Lozano Blesa en mayo
del 2018 por presentar disnea significativa e intenso dolor cervicobraquial,
especialmente en la region deltoidea, que hacia imposible la abducccién y la
rotacion externa del brazo derecho desde hacia 24 horas. Estos sintomas se
acompanaban de parestesia sin pérdida de sensibilidad, pero con sensacion de
hormigueo en la punta de los dedos. El dolor no cedia a los analgésicos no
esteroideos (metamizol y dexketoprofeno). El paciente refirio fiebre antes de los
sintomas. No tuvo ictericia y su exploracion abdominal fue normal.
Posteriormente los sintomas se extendieron al lado izquierdo, pero presentaron
menor intensidad. Sus datos clinicos y analiticos se muestran en la tabla 3. A la
exploracion mostro debilidad en ambas extremidades superiores con dificultad
en la elevacion y abduccion. Sus reflejos estaban abolidos en el lado derecho
del cuerpo y disminuidos en el izquierdo. El paciente no referia viajes fuera de
Espafa, ni contacto con animales, ni transfusiones, tatuajes o “piercings” ni

abuso de alcohol o drogas. Era consumidor de verduras de un huerto local.

La analitica sanguinea fue normal, salvo una ligera elevacion de AST (59 U/L).
La exploracion ecografica abdominal tampoco mostré alteraciones. No se
detectd presencia de autoanticuerpos y la serologia de VHA, VHB, VHC, VEB,
CMV, VIH, VVZ, VHS, Brucella, Borrelia burgdorferi, Treponema pallidum vy
Toxoplasma gondii fueron negativas. El electroneurograma inicial, cinco dias
después del inicio de los sintomas, fue normal y el electromiograma mostro
discretas alteraciones en deltoides y biceps derecho (raices C5-C6 del tronco
superior del plexo braquial). La resonancia magnética permitio excluir lesiones

medulares.
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Paciente 2

Se trata de una mujer caucasica de 57 afos, ama de casa, también vecina de
Monzalbarba. Ingresé en nuestro hospital en mayo de 2018, por presentar dolor
intenso en la zona cervical derecha, irradiado al brazo, de tres dias de evolucién,
acompanado de calambres musculares, sin traumatismo previo. La paciente
también presentaba parestesia bilateral en ambos brazos. Recibié tratamiento
con antiinflamatorios no esteroideos (ibuprofeno y metamizol), previamente al
ingreso, sin mejoria en su sintomatologia. En el ingreso se suprimio el
tratamiento anterior y fue tratada con paracetamol y corticoides. La paciente no
mostraba disnea. A las 24 horas, aparecié dolor en fosa iliaca derecho y
lumbalgia izquierda, irradiada a la zona poplitea. La sensibilidad y los reflejos
estaban conservados. No presentd afectacion del nervio frénico. También
presentd nauseas y abdominalgia sin fiebre ni ictericia ni alteraciones en la

exploracion ecografica abdominal.

Los datos clinicos y analiticos se muestran en la tabla 3. Las pruebas de
coagulacion fueron normales salvo el fibrindbgeno y las plaquetas. El estudio de
autoinmunidad (factor reumatoide, ANA, AMA, ¢ ANCA, p ANCA, IgA anti-
transglutaminasa) también fue normal. Se descarté hemocromatosis. La
paciente era inmunocompetente, no habia viajado al extranjero, no habia
consumido setas, drogas de abuso o alcohol, no habia sido transfundida ni
llevaba tatuajes o “piercings”, no habia recibido traumatismos ni realizado

ejercicio fisico intenso. También consumia verduras de un huerto local. El estudio
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electrofisiolégico fue compatible con lesidon del plexo braquial derecho con
criterios de denervacion. La resonancia magnética descarto lesiones medulares.
Las pruebas seroldgicas para VHA, VHB, VHC, VIH, VEB, CMV, Parvovirus B19,

Borrelia burgdorferiy Treponema pallidum fueron negativas.

Inicialmente, la paciente fue diagnosticada de hepatitis medicamentosa.
Permanecio ingresada cuatro dias, tras los que fue dada de alta con tratamiento

con paracetamol, después de la mejoria de sus sintomas y de la funcion

hepatica.
Tabla 3: Datos clinicos y analiticos de los pacientes con SPT
Caracteristica Paciente 1 | Paciente 2
Edad 44 57
Sexo Hombre Mujer
Immunocompetencia Si Si
Enfermedad hepatica cronica subyacente No No
AST (U/L) 22 565
ALT (U/L) 59 1267
GGT (U/L) 56 224
ALKP (U/L) - 80
LDH (U/L) 149 566
Bilirrubina (mg/dl) - 0,33
Tiempo de protrombina (segs.) 11,2 11,4
Fibrinbgeno (mg/dL) 550 453
Plaquetas/mm? 280000 136000
Autoanticuerpos Negativo Negativo
Ictericia No No
Fiebre Si No
Abdominalgia No Si
Afectacion bilateral Si Si
Afectacion del nervio frénico Si No
Disnea Si No
Hospitalizacion (dias) Si (17) Si (4)
Seguimiento 1ano 12 sem.
AST, aspartato aminotransferasa [rango de referencia (0-31)]; ALT, alanina
aminotransferasa [rango de referencia (0-33)]; ALKP, fosfatasa alcalina [rango de
referencia (35-104)]; GGT, y—guamil transpeptidasa [rango de referencia (0-40)];
LDH, lactato deshidrogenasa [rango de referencia (135-214)]; fibrindgeno [rango de
referencia (200-450 mg/dL)]; Plaquetas [rango de referencia (150000-400000/mm3)]
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3.2. MARCADORES ANALIZADOS

3.2.1. ANTI-VHE IgM: se realizé por enzimoimnunoensayo IgM (EIA) (HEV IgM®,

DIA.PRO SRL, Milan, ltalia), a todas las muestras de los grupos 1, 2,4ay 7.

Las 106 muestras del grupo 2, las muestras del grupo 4B, las 50 del grupo 6 y
las 73 del grupo 7 fueron analizadas también con un ensayo quimiolumniscente
(CLIA) de captura para IgM (Hepatitis E Virclia® IgM Monotes, VIRCELL S.L.,

Granada, Espafia).

Las 4 muestras del grupo 3 también se estudiaron con Inmunocromatografia para

IgM (HEVTOP® IgM, ALL.DIAG, Estrasburgo).

Las 147 muestras del grupo 8 fueron también analizadas por EIA IgM (HEV-IgM
ELISA, Wantai Biological Pharmacy Enterprise, Co, Beijing, China) y por EIA IgM

indirecto (Recomwell HEV IgM, Mikrogen Diagnostic, Neuried, Alemania).

3.2.2. ANTI-VHE IgG: se realiz6 por un ensayo quimioluminiscente (CLIA)
indirecto (Hepatitis E Virclia® IgG Monotest, VIRCELL S.L., Granada, Espaia) a

todos los pacientes de los Grupos 2, 4B, 5y 7.

3.2.3. AVIDEZ DE IgG: se realiz6 un ensayo CLIA no comercial a 96 muestras
de 96 pacientes del grupo 2, ademas de algunos pacientes del 4B y pacientes
del grupo 7. He colaborado en la puesta a punto de esta técnica, que se

comercializara proximamente, durante una estancia en VIRCELL, S.L.
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3.2.4. PCR A VHE: se realiz6 PCR a tiempo real no comercial a todos los
pacientes del grupo 2 y a 11 pacientes del grupo 7 con PCR positiva en el primer

suero.

3.2.5. SECUENCIACION: se realiz6 secuenciacién a todos los pacientes con
PCR positiva con el objeto de completar la caracterizacion de los amplicones

detectados por PCR a tiempo real.

3.3. TECNICAS UTILIZADAS

3.3.1. EIA ANTI-VHE IgM, DIA.PRO SRL (Milan, Italia).

- Fundamento:

Se trata de un EIA indirecto que utiliza microplacas con pocillos tapizados con
antigenos recombinantes de los genotipos 1, 2, 3 y 4 de VHE. Las IgM Anti-VHE
presentes en el suero se unen a los antigenos de la pared de los pocillos. Los
anticuerpos no unidos se eliminan con lavados. Las IgM unidas se detectan con
anti-lgM policlonal marcados con peroxidasa. El enzima capturado en la fase
sdlida actua sobre el sustrato, generando una sefal oOptica de intensidad
proporcional a la concentracion de IgM especifica en la muestra. La técnica

incorpora la absorcion del factor reumatoide para evitar interferencias.
- Reactivos:
e Microplacas con 12 tiras de 8 pocillos sensibilizados con antigeno

recombinante de las ORF 2 y 3 de VHE de los genotipos 1, 2, 3, 4.
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e Control negativo: proteinas de suero de cabra, tampon citrato sédico, Tween
20 y conservantes.

e Control positivo; IgM Anti-VHE, proteinas de suero de cabra, Tween 20 y
conservantes.

e Tampon de lavado concentrado: PBS 10 mM 20X y conservantes.

e Conjugado: anticuerpos policlonales de cabra anti-lgM marcados con
peroxidasa de rabano picante, tampon y conservantes.

e Substrato: tetrametilbenzidina, dimetilsulfoxido, tampoén citrato, H202 y
conservantes.

e Solucién de parada: SO4H2 0,3 M.

¢ Diluyente de muestra: tampon citrato sédico 10 mM, Tween 20 y conservantes.

e Absorbente de factor reumatoide: anti-lgG de cabra, citrato sédico, Tween 20

y conservantes.

- Técnica:

El procesamiento se realiza siguiendo las instrucciones del fabricante, a partir de

una dilucion de suero de 1/101 (Figura 10).
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Figura 10. Tira de una placa micrométodo (DIA.PRO)

- Lectura:

Con fotometro a 450 nm de longitud de onda, con 650 nm como longitud de onda

de referencia.
- Validacion de la prueba:

Control negativo: <0,100.
Control positivo: >0,500.

- Interpretacion:

Calculo del valor de corte: Media de los controles negativos + 0,250.
Calculo del indice de anticuerpos de la muestra = lectura de la muestra / lectura
del valor de corte.

indice <1,0: Negativo; indice 1,0 - 1,2; Dudoso; indice >1,2: Positivo.
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Las muestras con resultados dudosos deben ser reanalizadas y/o solicitar una
nueva muestra para confirmacién de los resultados.
Las muestras con indices inferiores a 1,0 se considera que no tienen anticuerpos

IgM para VHE.

Las muestras con indices superiores a 1,2 se considera que tienen anticuerpos

IgM para VHE.

- Sensibilidad y especificidad:

El limite de deteccién es de 1 Ul/mL. Segun el fabricante (Rev. 5 oct. 2015), la

especificidad es del 95% vy la sensibilidad del 100%.

Esta ha sido nuestra prueba de referencia al ser la que veniamos utilizando en
nuestro Servicio como prueba de diagnéstico y con la que se seleccionaron los

pacientes analizados en este trabajo.

3.3.2. CLIA ANTI-VHE IgM VirClia, VIRCELL S.L. (Granada, Espaiia).

- Fundamento:

Método de CLIA basado en la captura de IgM presente en la muestra por
anticuerpos anti-lgM anti-y unidos a la superficie de poliestireno de los pocillos
de reaccion. Las inmunoglobulinas no unidas son eliminadas en el proceso de
lavado. En un paso posterior el antigeno (ORF 2 y ORF3 de genotipo 1)
conjugado con peroxidasa reacciona con las IgM capturadas y el que no se une

es eliminado por los lavados; el antigeno unido reacciona con el sustrato
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quimioluminiscente que generara una luminiscencia que puede leerse con un

luminédmetro.

- Reactivos:

El

equipo consta de 24 cartuchos para 24 pruebas, cada cartucho consta de 8

pocillos, 3 de reaccién y 5 de reactivos (Figura 11) con la siguiente composicion:

Pocillos A, B, C: de reaccion, cubiertos con anticuerpo anti-IgM.

Pocillo D (conjugado) diluciéon de antigenos recombinantes de VHE marcados
con peroxidasa y con neolone y bronidox como conservantes. Color naranja.
Pocillo E (diluyente): tampon fosfatos con estabilizante de proteinas y con
neolone y bronidox como conservantes. Color azul.

Pocillo F (calibrador): suero positivo diluido con neolone y bronidox como
conservantes. Color claro.

Pocillo G (componente B de sustrato): perdxido. Color claro.

Pocillo H (componente A de sustrato): luminol. Color claro.

Figura 11. Pocillos de reaccion CLIA (VIRCELL)

- Técnica:
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La técnica se realiza con el procesador automatico VirClia® Plus (VIRCELL,

Granada, Espafa) (Figura 12), que diluye la muestra a 1/20.

Figura 12. Procesador CLIA automatico VirClia® Plus (VIRCELL)

- Validacion de la prueba:

Las unidades relativas de luz (URL) del calibrador en el pocillo A y del control
negativo (calibrador diluido) en el pocillo C deben estar en los rangos siguientes:

2-7y <2, respectivamente.
- Interpretacion:

Calculo del indice de anticuerpos de la muestra = URL de la muestra / URL del

calibrador.
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indice <0,4: Negativo; indice 0,4-0,5: Dudoso; indice >0,5: Positivo.

Las muestras con resultados dudosos deben ser reanalizadas y/o solicitar una

nueva muestra para confirmacion de los resultados.

Las muestras con indices inferiores a 0,4 se considera que no tienen anticuerpos

IgM para VHE.

Las muestras con indices superiores a 0,5 se considera que tienen anticuerpos

IgM para VHE.

- Sensibilidad y especificidad:

Segun el fabricante la sensibilidad es del 95% vy la especificidad, del 99%.

3.3.3. CLIA ANTI-VHE IgG VirClia, VIRCELL S.L. (Granada, Espana).
- Fundamento:

Método de CLIA basado en la reaccion de los anticuerpos presentes en la
muestra con el antigeno unido a la superficie de poliestireno de los pocillos de
reaccion. Las inmunoglobulinas no unidas son eliminadas en el proceso de
lavado. En un paso posterior, el conjugado (anti-inmunoglobulina humana) con
peroxidasa reacciona con las IgG unidas al antigeno de la pared del pocillo y el
que no se une es eliminado por los lavados. EI conjugado con peroxidasa unido
reacciona con el sustrato quimioluminiscente que generara una luminiscencia

que puede leerse con un luminémetro.
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- Reactivos:

El equipo consta de 24 cartuchos para 24 pruebas, cada cartucho consta de 8

pocillos, 3 de reaccién y 5 de reactivos con la siguiente composicién:

Pocillos A, B, C: de reaccion, cubiertos con antigenos recombinantes de VHE
(ORF 2 y ORF3 de genotipo 1).

Pocillo D (conjugado) dilucién de antigenos recombinantes de VHE marcados
con peroxidasa y con neolone y bronidox como conservantes. Color naranja.
Pocillo E (diluyente): tampodn fosfatos con estabilizante de proteinas y con
neolone y bronidox como conservantes. Color azul.

Pocillo F (calibrador): suero positivo diluido con neolone y bronidox como
conservantes. Color claro.

Pocillo G (componente B de sustrato): peroxido. Color claro.

Pocillo H (componente A de sustrato): luminol. Color claro.

- Técnica:

La técnica se realiza con el procesador automatico VirClia® Plus, que diluye la

muestra a 1/20.

- Validacion de la prueba:

Las unidades relativas de luz (URL) del calibrador en el pocillo A y del control

negativo (calibrador diluido) en el pocillo C deben estar en los rangos siguientes:

2-7 y <2, respectivamente.

- Interpretacion:
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Calculo del indice de anticuerpos de la muestra = URL de la muestra / URL del
calibrador.

indice <0,9: Negativo; indice 0,9-1,1: Dudoso; indice >1,1: Positivo.

Las muestras con resultados dudosos deben ser reanalizadas y/o solicitar una

nueva muestra para confirmacién de los resultados.

Las muestras con indices inferiores a 0,9 se considera que no tienen anticuerpos

IgG para VHE.

Las muestras con indices superiores a 1,1 se considera que tienen anticuerpos

IgG para VHE.

- Sensibilidad y especificidad:

Segun el fabricante la sensibilidad es del 89% y la especificidad, del 99%.

3.3.4. INMUNOCROMATOGRAFIA IgM VHE HEVTOP®, ALL.DIAG

(Estrasburgo, Francia).
- Fundamento:

Es una inmunocromatografia de flujo lateral para determinacién cualitativa de

IgM de VHE.

Tras anadir el suero sobre una tira de nitrocelulosa (Figura 13) y la difusién del

mismo, la IgM especificas de la muestra se une al antigeno VHE y el
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inmunocomplejo es capturado por los anti-lgM de la tira de nitrocelulosa
originando una banda coloreada. También se produce la captura de las IgG de
conejo conjugadas por las anti-IgG de origen caprino, dando lugar a la banda

control.
- Reactivos: tira de nitrocelulosa con:

¢ Anticuerpos monoclonales anti-IgM (Banda T) y anticuerpos de cabra anti-
IgG de conejo (Banda C).
e Conjugado: antigeno de VHE conjugado con oro coloidal e IgG de conejo
conjugada con oro coloidal.
- Técnica:

Se han seguido las instrucciones del fabricante.

- Validacion:

La banda C debe estar presente siempre.

- Resultados:

La presencia de las bandas T y C indican la presencia de IgM especifica (Figura

13).

Figura 13. IC IgM HEVTOP® (ALL.DIAG)
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3.3.5. EIA DE CAPTURA ANTI-IgM VHE, WANTAI (Pekin, China).

Se trata de un EIA de captura para detectar IgM Anti-VHE.

- Fundamento:

El equipo incluye placas de micrométodo de poliestireno con pocillos tapizados
con anti-lgM humana (cadena ). Tras la adicion de la muestra, las IgM
presentes en la muestra son capturadas en la pared de los pocillos. Los
anticuerpos no unidos se eliminan por lavado. Las IgM especificas capturadas
en la fase sdlida son detectadas por la adicién de antigeno de VHE (ORF 2
genotipos 1 y 2) conjugado con peroxidasa de rabano picante. Un segundo
lavado elimina el antigeno conjugado no unido. Tras la adicion del cromogeno
se forma un producto coloreado en azul, cuya intensidad es proporcional a la
cantidad de analito. El color azul se vuelve amarillo con la adicion de acido

sulfurico para detener la reaccion.

- Reactivos:

Microplacas de 96 pocillos: con anticuerpos anti-IgM (anti-p).

Control negativo: color azul. Tampdn con proteinas estabilizadoras.

e Control positivo: color rojo. Anti-VHE IgM purificada.

e Diluyente de muestras: color azul. Suero, caseina y sacarosa.

e Conjugado: color rojo. Antigeno de VHE recombinante (ORF2) conjugado
con peroxidasa de rabano picante.

e Tampodn de lavado: incoloro. PBS a pH 7,4.

e Soluciéon A de cromégeno: incolora. Solucion de perdxido de urea.

62



MATERIAL Y METODOS

e Solucion B de cromdgeno: incolora. Solucion de tetrametilbezidina.

e Solucién de parada: acido sulfurico 2 M.

- Técnica

Partiendo de una disolucion del suero del paciente a 1/101, se procesa la muestra

siguiendo las instrucciones del fabricante, con lectura a 450/650 nm.

- Criterios de validacion

Valor del pocillo blanco: < 0,080.
Valor del control positivo: = 0,800.

Valor del control negativo: <0,100.

- Interpretacion:

Cut-off (CO): media de los controles negativos + 0,260.
Negativo: <1 muestras con resultado menor al CO.
Positivo: 21 muestras con resultado mayor o igual al CO.

Borderline: muestras con resultado entre 0,9-1,1.

- Sensibilidad y especificidad:

Segun el fabricante la especificidad es del 98,4% y la sensibilidad, del 97,1%.

3.3.6. EIA IgM INDIRECTO recomwell HEV, MIKROGEN DIAGNOSTIC

(Neuried, Alemania).

Se trata de un EIA tipo sandwich indirecto.

- Fundamento:
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La placa de micrométodo esta tapizada con proteinas virales recombinantes

altamente purificadas de VHE (ORF2 de genotipos 1y 3). Las IgM especificas

de la muestra se unen a los antigenos de VHE y se eliminan por lavado los

anticuerpos no ligados. El conjugado anti-lgM humana marcado con

peroxidasa de rabano se une a las IgM del inmunocomplejo inicial. El

conjugado no fijado se elimina mediante un nuevo lavado. Tras la adicion del

substrato se produce la reaccién con la peroxidasa, dando lugar a un color

de intensidad proporcional al analito de la muestra.

- Reactivos:

Tampon de lavado 10X: tampon de fosfato, NaCl, detergente, conservantes:
metilisotiazolinona (0,01%) y oxipirion (0,1%).

Diluyente: proteinas, detergentes, colorante azul y conservantes: metiliso-
tiazolinona (0,01%) y oxipirion (0,1%).

Solucion de parada: acido fosforico al 24,9%.

Microplaca de 12x8 pocillos (tira marcada en verde) recubierta de antigeno
recombinante de las ORF 2 de VHE genotipos 1y 3.

Control positivo (tapén negro):con metilisotiazolinona (0,1%) y oxipirion (0,1%).
Control de corte (tapdn incoloro): con MIT (0,1%) y oxipirion (0,1%).

Control negativo (tapdn blanco): con MIT (0,1%) y oxipirion (0,1%).
Conjugado IgM antigumano (concentrado 101X): con NaNs (<0,1%), MIT

(<0,01%) y cloroacetamida (<0,1%).

- Técnica:
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El procesamiento se realiza siguiendo las instrucciones del fabricante, a partir

de una dilucién de suero de 1/101 y con lectura a 450/650 nm.

- Validacion y control de calidad:

La prueba es valida si:

Los valores de absorbancia individuales para la doble determinacion del control
de corte no difieren en mas del 20% de su valor medio.

La absorbancia del control negativo es < 0,150.

La absorbancia del control de corte menos la del control negativo es = 0,050.
La absorbancia del control positivo menos la absorbancia del control de corte

es = 0,300.

- Interpretacion:

Corte (valor limite) = valor medio de las absorbancias de los controles de corte.

Evaluacion cualitativa:

Zona gris Entre el valor de corte y corte +20 % (Corte x 1,2)
Negativo Muestras con absorbancia por debajo de lazona gris.
Valores limite | Muestras con absorbancia en la zona gris

Positivo Muestras con absorbancia por encima de la zona gris

Evaluaciéon cuantitativa

Muestra U/mL | (Absorbancia de muestra / absorbancia de corte) x 20
Zona gris Valores entre 20 y 24 U/mL.

Negativo Muestra <20 U/mL.

Valores limite | Valores entre 20y 24 U/mL.

Positivo Muestra >24 U/mL.
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- Sensibilidad y especificidad:

Segun el fabricante, la sensibilidad es del 98,9% y la especificidad del 98,6%.

3.3.7. CLIA AVIDEZ ANTI-VHE IgG VIRCLIA®, VIRCELL S.L. (Granada,

Espana) (pendiente de comercializacion).

- Fundamento:

Ensayo inmunoenzimatico con lectura por quimioluminiscencia, que permite

diferenciar anticuerpos de clase IgG de alta y baja avidez.

Se basa en poner en contacto una dilucién de la muestra con el antigeno del
VHE (ORF 2y 3 del genotipo 1), previamente fijado en los pocillos de poliestireno.
Tras un paso de lavado para eliminar las inmunoglobulinas no reactivas con el
antigeno, se compara una condicién en la que el pocillo se mantiene con una
solucion disociante que contiene urea, que separa los enlaces débiles entre IgG
y antigeno, con otra en la que esta incubacion se hace con diluyente universal

PBS.

Solamente los anticuerpos con alta avidez permanecen unidos al antigeno en la
placa en los pocillos sometidos al tratamiento con urea, mientras que los

anticuerpos de baja avidez se separan y son eliminados.

Posteriormente, el anticuerpo anti-lgG humana conjugado con peroxidasa
reacciona con las IgG problema y el que no se une es eliminado por los lavados.
Por ultimo, la adiccidén de un sustrato quimioluminiscente generara una sefnal que

debe leerse con un luminémetro.
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- Reactivos:

e Microplacas de poliestireno con 12 tiras de 8 pocillos sensibilizados con
antigeno recombinante de las ORF 2 y 3 de VHE del genotipo 1.

e Diluyente universal: PBS pH 7,2.

e Diluyente de muestra: PBS pH 7,2 con 10% de albumina bovina con neolone
y bronidox como conservantes.

e Solucion de lavado: PBS con 0,05% de tween 20.

e Conjugado: anti-lgG humana obtenida en cabra, marcada con peroxidasa.

e Solucion disociante: urea al 33% en tampon TRIS pH 7,5 y Tween-20.

e Solucion conservante/bloqueante: suero de ternera al 25% en PBS pH 7,2.

e Componente A de sustrato: luminol al 0,02% en tampén TRIS pH 9.

e Componente B de sustrato: perdxido de urea al 0,05% en tampdn acetato a pH

6.

- Optimizacion de la dilucion de muestras y conjugado:

Las diluciones optimas fueron determinadas por el método de titulaciéon en
tablero de ajedrez. Para ello, se utilizaron 6 plasmas procedentes de donantes
de sangre sanos del Centro Regional de Transfusion de Granada, con indice de
IgG Anti-VHE de VIRCLIA entre 2,25 y 15,81y de EIA WANTAI de 1,17 a 26,28.
Las muestras fueron diluidas a 1/20, 1/40, 1/80, 1160, 1/320, 1/640 y 11280 en
PBS. Cada una de ellas se enfrent6 a diluciones del conjugado antihumano de
1/6500, 1/13000, 1/26000, 1/52000 en tampdn de dilucién de conjugado (Figuras

14 y 15).
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A-71-068 A-79-023
Dilucién conjugado Dilucién conjugado
6500 13000 26000 52000/ 6500 13000 26000 52000
20| 28,633 14,293 9,043 4,097|92,774 57,779 31,922 17,506
40( 15,239 7,579 4,929 2,117(70,735 41,028 23,505 12,326
80| 8,123 4,026 2,365 1,174|50,015 28,113 16,387 8,378
160( 4,118 2,014 1,237 0,651|30,831 16,870 9,991 4,892
320 1,989 1,029 0,667 0,364(17,275 9,530 5,834 2,891
640 0,977 0,518 0,401 0,280 9,352 4,955 3,083 1,548
1280| 0,562 0,312 0,261 0,185| 4,616 2,249 1,538 0,797
Blanco| 0,203 0,161 0,155 0,152| 0,140 0,170 0,157 0,168

Dilucién
plasma

A-79-026 A-68-046
Dilucién conjugado Dilucién conjugado
6500 13000 26000 52000/ 6500 13000 26000 52000
20| 17,702 8,857 5,238 2,551|19,094 8,560 5,895 2,983
40| 8,355 4,250 2,481 1,258 9,855 5246 2,975 1,583
80| 4,246 2,229 1,309 0,667| 5057 2,574 1,552 0,837
160 1,993 1,046 0,656 0,390| 2,385 1,337 0,161 0,487
320 0,863 0,515 0,362 0,293 1,239 0,754 0,422 0,359
640| 0,488 0,345 0,266 0,252 0,642 0,425 0,267 0,303
1280| 0,291 0,251 0,194 0,208| 0,338 0,290 0,195 0,274
Blanco| 0,145 0,250 0,163 0,214| 0,193 0,221 0,113 0,216

Dilucion
plasma

A-68-058 A-79-025
Dilucién conjugado Dilucién conjugado
6500 13000 26000 52000/ 6500 13000 26000 52000
20| 42,129 23,665 13,311 7,014|58,518 33,601 20,215 10,209
40( 24,582 13,332 7,873 3,811|37,083 20,277 11,196 5,972
80| 13,378 6,238 4,315 2,108|21,997 11,404 7,307 3,480
160| 6,842 3,702 2,287 1,083|11,907 6,258 4,097 1,935
320( 3,469 1,851 1,188 0,628| 6,191 3,257 2,081 1,033
640( 1,687 0,975 0,611 0,403 3,166 1,600 1,070 0,601
1280 0,866 0,518 0,362 0,232 1,491 0,784 0,539 0,307
Blanco| 0,156 0,228 0,147 0,181| 0,152 0,216 0,158 0,173

Dilucion
plasma

Figura 14. Optimizacion de la dilucion de suero y conjugado en tablero de

ajedrez
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R A-71-068 RLU A-79-023
35 100
30 90
80
25 70
20 60
50
L 40
10 30
5 20
10
0 0
20 40 80 o 160 320 640 1280 20 40 80 160 320 640 1280
Dilucién plasma Dilucién plasma
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10
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Dilucién plasma Dilucion plasma
e G500 === 13000 ==@==26000 52000 e 6500 ==@==13000 ==@==726000 52000

Figura 15. Optimizacion de la dilucion de suero y conjugado, representacion

grafica en forma de curvas.

Las diluciones 6ptimas fueron 1/20 para las muestras y 1/26000 para el conjugado
por mostrar mejor linealidad en las 6 muestras para una URL <40, en la que no

se produce saturacion del receptor luminico del lector.

- Técnica:

69



70

Tesis Doctoral de Claudia Mendoza Lépez

. Protocolo sensibilizacion de placas:

- Preparacion del antigeno de VHE (ORF 2 y ORF3, genotipo 1) en el tampdn
PBS pH 7,2 a su titulo optimo (1/1000).

- Agitacion en vortex de la solucion.

- Dispensacion de 100 ul por pocillo en la placa de EIA de la solucién de
antigeno.

- Incubacion a temperatura ambiente durante la noche en camara humeda.

- Lavado de la placa con solucion de lavado.

- Bloqueo de los sitios libres del poliestireno con 280 pL/pocillo de solucion
conservante/bloqueante.

- Incubacion a temperatura ambiente durante 2 horas.

- Lavado de la placa con solucién de lavado.

. Avidez:

- Dispensar 100 ul de una dilucion 1/20 de las muestras en duplicado en los
pocillos sensibilizados previamente con el antigeno y bloqueados.

- Incubar 20 minutos a 37°C.

- Realizar 3 lavados con solucion de lavado.

- Anfadir 150 pl de urea (solucién de avidez) a la 12 dilucion de muestra y 150
uL de PBS a la 22 dilucién de muestra.

- Incubar 10 minutos a 37°C.

- Realizar 3 lavados con solucion de lavado.

- Conjugado (anticuerpo de cabra anti-IgG humana diluido a 1/26000) diluido
a 1/2 con solucion de lavado 1X.

- Incubar 20 minutos a 37°C.
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- Realizar 4 lavados con solucion de lavado.
- AfAadir 100 pL/pocillo de sustrato quimioluminiscente (sustrato A+B en
proporcion 1:1).

- Incubar 10 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.

- Lectura:

Se realiza la lectura de las URL en el lector de quimioluminiscencia Thunderbolt

(Gold Standard Diagnostic, Davis, USA) (Figura 16).

Figura 16. Analizador ELISA Thunderbolt

- Determinacion del punto de corte:

El punto de corte de la técnica se ha calculado 69 plasmas procedentes de
donantes de sangre sanos del Centro Regional de Transfusiones de Granada
(Grupo 4B) con IgG CLIA VHE positiva y 39 sueros de nuestros pacientes con
IgG CLIA e IgM CLIA VHE positiva y PCR positiva a VHE. El estudio se realizé
mediante el analisis de curvas ROC con el programa estadistico MedCalc v19.5.3

(MedCalc Software, Mariakerke, Bélgica).
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El programa para la elaboracién de la curva ROC, establecié el punto de corte
de avidez IgG en 41%, con el que encontramos los valores mas altos de
sensibilidad, de 97,4% (95% IC, 86,5% - 99,6%) y de especificidad, de 92,8%
(95% IC, 83,9% - 97,6%). Con un valor predictivo positivo 88,4% y un valor

predictivo negativo 98,5%.

El analisis del area bajo la curva ROC muestra un valor de 0,954 (Figura 17) con
un IC 95% (0,896-0,985, error estandar 0,019) que indica la sensibilidad y
especificidad de la prueba seleccionando como punto de corte < 41% para

diferenciar entre muestras con alta y baja avidez.

AVIDEZ

40 60
100-Specificity

Figura 17. Area bajo la curva ROC del ensayo de avidez IgG

En la figura 18, diagrama de dispersién de los resultados de alta y baja avidez,
puede verse como el punto de corte de 41% discrimina bien entre los pacientes
con hepatitis reciente con PCR positiva de los pacientes sanos del Centro

Regional de Transfusiones de Granada.
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Positive Negative
ooooooopoooooooo

DEED

<=41,0
Sens: 97,4
Spec: 92,8

AVIDEZ AVIDEZ
PCR="POS" PCR="NEG"

Figura 18. Diagrama de dispersion de valores de avidez IgG

- Interpretacion:
Para calcular el indice de avidez de la muestra se procede a realizar el siguiente
calculo:

URL de la muestra (con urea)

indice de avidez = X100 (expresado en %)

URL de la muestra (con PBS)

Se considero baja avidez para los indices <41%; intermedia para los indices entre

42-50% y alta avidez para los indices 251%.

En el caso en el que las URL de la muestra sean > 40, se repetira la prueba tras

diluir la muestra a 1/100.
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En las muestras con indices de IgG inferiores a 1,1 el resultado de la avidez no
se podra interpretar, ya que los niveles de IgG CLIA para VHE estarian por

debajo del limite de deteccion de la técnica.

- Controles:

Como control de baja avidez, se utilizé el suero 411297 del grupo 2 de pacientes.
Se trataba de un paciente con fiebre y dolor en hipocondrio derechos, con
transaminasas de 850 (AST) y 2372 (ALT) de 19 dias de evolucion, e indice de

IgG 4,4, ademas la PCR de VHE fue positiva con 1122820 copias/mL.

Como control de alta avidez, se utilizé el suero 836311 del grupo 7 de pacientes.
Se trataba del segundo suero de un paciente (607357) con antecedentes de
hepatitis E hacia mas de 2 afios, asintomatico con transaminasas normales, IgM

CLIA negativa e indice de IgG CLIA de 11,3 y PCR negativa.

El indice de los controles debia ser + 10% de los valores de la determinacion

inicial.

3.3.8. PCR ATIEMPO REAL CUANTITATIVA PARA VHE (NO COMERCIAL).

a. Extraccion del acido nucleico:

Extraccion de ARN viral siguiendo protocolo de QIAmpMinElute Virus Spin Kit
(QlAgen, Hilden, Alemania) en el sistema automatizado de QIAcube (QlAgen,

Hilden, Alemania) (Figura 19).
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Figura 19. Sistema automatizado de extraccion QlAcube (QIAgen)

- Fundamento:

La extraccion de acidos nucleicos, consiste en tres etapas consecutivas: lisis
celular, inactivacidon de las nucleasas intracelulares y separacion de los acidos
nucleicos de los demas componentes celulares. A continuacion, se lleva a cabo
la purificacion de acidos nucleicos. Los acidos nucleicos quedan retenidos en las
columnas de silice por adsorcion, se lavan las columnas con soluciones salinas
que eliminan las particulas que no se han unido y los acidos nucleicos son

eluidos con una solucion con baja concentracion en sales.

- Reactivos:

e Proteasa de Qiagen.

o Buffer AVE: solucién de elucion.
e Portador de ARN diluido.

o Buffer AL: solucion de lisis.

e FEtanol al 100%.
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e Buffer AW1: solucion de lavado 1.

e Buffer AW2: solucion de lavado 2.

- Técnica:

El kit QlAamp MinElute Virus Spin, purifica el ARN viral a partir de plasma o
suero, utiliza un procedimiento de columna de centrifugado rapido, a partir de
200 pL de suero o plasma. Los acidos nucleicos se unen especificamente a la
membrana de gel de silice mientras pasan los contaminantes. Los inhibidores de
la PCR, como los cationes divalentes y las proteinas, se eliminan en dos pasos
de lavado eficaces. Los acidos nucleicos puros se eluyen en 50 uL de la solucion

de elucion.

b. RT- gPCR:

- Fundamento:

La reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa a tiempo real (RT- gPCR)
para VHE permite detectar la carga viral de VHE en suero o plasma. Es una
reaccién in vitro que amplifica millones de veces una secuencia especifica de
ARN durante varios ciclos repetidos en los que la secuencia es copiada

fielmente.

- Reactivos:

e Primers ORF3 (20 uM) (Abravanel F et al., 2012)
eHEV_Forward_5260: (5'-GGTGGTTTCTGGGGTGAC-3").
eHEV_Reverse_5330: (5'-AGGGGTTGGTTGGATGAA-3").

e Sonda (15 uM):
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eHEV_Sonda_5283: (5-FAM-TGATTCTCAGCCCTTCGC-TAMRA-3").

e Master MIX (Qiagen One-Step RT-PCR Kit, Qiagen, Hilden, Alemania), que
contiene: enzima mix [ADN polimerasa, transcriptasas inversas (Omniscript®
y Sensiscript®), 1 mM ditiotreitol (DTT), 0,1 mM EDTA, 0,5% Nonidet P-40,
0,5% Tween® 20, 50% glicerol, pH 9,0 (20°C)].

¢ Solucion 5x QIAGEN OneStep RT-PCR, con Tris CI, KCI, (NH4)2S0O4, 12,5 mM
MgClz, DTT; pH 8,7 (20°C)

e Solucion 1x dNTP Mix: 10 mM de cada uno, dATP, dCTP, dGTP y dTTP.

e Agua libre de ARNasas.
- Técnica:

Volumen necesario para 1 muestra:
“Primer Fordward” (20 uM): 0,75 pL.
“Primer Reverse” (20 uM): 0,75 pL.
Sonda (15 uyM): 0,75 L.

Master mix: 10,5 pL.
ARN eluido: 6 pL.
Agua libre de ARNasas: 1,25 L.

Volumen final: 20 pL.

La PCR a tiempo real se realiza en el termociclador CFX Connect Real Time

PCR System (Bio-Rad, California, Estados Unidos) (Figura 20).
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Figura 20. Termociclador CFX Connect Real Time PCR System (Bio-Rad)

El perfil térmico es el descrito previamente (Rivero A et al., 2017):

» Retrotranscripcion: 50°C durante 30 minutos.
 Desnaturalizacion: 95°C durante 15 minutos.

» PCR (X45 ciclos):

» Desnaturalizaciéon: 94°C durante 10 segundos.
 Hibridacién: 55°C durante 20 segundos.

» Extension: 72°C durante 60 segundos.

* Frio 4°C.

- Validacion de la prueba:

Como control positivo se utilizo la cepa estandar de VHE de la OMS (Gen Bank:
M73218) suministrada por el instituto Paul-Ehrlich (codigo 6329/10), a
concentracion 250000 Ul/mL; fue reconstituida con 500 uL de agua tratada con

pirocarbonato de dietilo (Thermo Fisher Scientifics, Waltham, MA, USA).
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Como control negativo, se utilizé agua libre de ARNsas.

- Interpretacion:

Analisis de los resultados con el software de CFX Connect Real Time PCR

System.

Se aplica una curva estandar de ejecucién externa para calcular la carga viral de
VHE utilizando la cepa estandar de la OMS (Gen Bank: M73218). La carga viral

se expresa en Ul / mL.

3.3.9. GENOTIPADO Y ANALISIS FILOGENETICO

3.3.9.1. GENOTIPADO

a. RT-PCR:

- Fundamento:

La reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR), es
una variante de la PCR, en la que se retrotranscribe una hebra de ARN a ADNc
usando una enzima llamada transcriptasa inversa, a continuacion, el ADNc se

amplifica por PCR.

La RT-PCR se realiz6 con el equipo SuperScript VILO cDNA synthesis (Thermo

Fisher Scientifics, Waltham, MA, USA).

- Reactivos:

SuperScript VILO cDNA synthesis:

Solucion de reaccion: primers, MgCl, dNTPs.

Solucién de enzima: transcriptasa inversa.

Agua libre de ARNasas.
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e ARN eluido.
- Técnica:
Solucién de reaccion: 4 L.
Solucién de enzima: 2 L.
Agua libre ARNasas: 7 L.
ARN eluido: 7 L.
Volumen final: 20 pL.
Se realizd en el termociclador Labcycler (SensoQuest, Gotinga, Alemania)

(Figura 21).

- Perfil térmico:

Hibridacion primers: 25°C, 10 minutos.
Polimerizacion ADN: 42°C, 60 minutos.
Inactivacion transcriptasa inversa: 85°C, 5 minutos.

Frio 4°C.

Figura 21. Termociclador Labcycler (SensoQuest)
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b. PCR a tiempo final:

- Fundamento:

Se realiz6 PCR a tiempo final para amplificar un fragmento del genoma del VHE,

perteneciente a la region ORF2 (Rivero-Juarez et al., 2017).

- Reactivos:

Sensifast Lyo-ready: Taq polimerasa, solucién de reaccion, dNTPs, MgCla.
e Primers: (0,25 yM).
Fordward_VHE_5687: 5'- AATTATGCYCAGTAYCGRGTTG - 3'.
Reverse_ VHE_6289: 5'- AGCCGACGAAATYAATTCTGTC - 3.
e Agua libre ARNasas.

e ADNCc.

- Técnica:
Sensifast Lyo-ready: 7,5 uL.
Primer Fordward: 0,15 L.
Primer Reverse: 0,15 pL.
Agua libre ARNasas: 2,2 L.
ADNCc: 5 pL.

Volumen final: 15 L.

- Perfil térmico:
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Se realizé en el termociclador Labcycler (SensoQuest, Gotinga, Alemania)
(Figura 21).
Activacion polimerasa: 95°C, 3 minutos.
X 45 ciclos:
Desnaturalizacion: 95°C, 15 segundos.
Alineacién: 57°C, 45 segundos.
Extension: 72°C, 1 minuto.
Extension final: 72°C, 10 minutos.

Frio 4°C.
c. Electroforesis:

- Fundamento:
Técnica de separacion de biomoléculas en disolucion en base a su forma,

tamano y carga cuando son sometidas a un campo eléctrico.
- Reactivos:

e Bromuro de etidio.

e Gel agarosa 1,5%.

e Producto de PCR.

e Tampon TAE 1X (Tris, acetato y EDTA).

e Marcador de peso 100 pares de bases (DNA ladder, BIORON, Mannheim
Alemania).

e Tampon de carga 5X (GoTaqg®, Promega Corporation, Madison, EEUU).

- Técnica:
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Los productos de amplificaciéon de la PCR fueron separados mediante
electroforesis en gel de agarosa, a concentracion de 1,5% elaborado con tampén

TAE 1X.

Se cargaron en el gel 5 yL de cada muestra + 1 yL de tampdn de carga 5X. La
electroforesis se llevd a cabo en una cubeta horizontal con tampén TAE 1X
aplicando un voltaje de 100 voltios y amperaje constante, durante 45 minutos. La
determinacién del tamafno del ADN se realizdé por comparacion con el marcador
de peso molecular de 100 pb y bajo previa tincién con 6 yL de bromuro de etidio.
Por ultimo, se visualizaron las bandas correspondientes a ADN en un

transiluminador de luz ultravioleta. El tamafno del producto separado fue de 611

pb.

- Validacion de la prueba:

En cada ensayo se incluyeron como control positivo el estandar internacional de
la OMS para virus del VHE (cddigo PEI: 6329/10) a dilucion 110 y agua como

control negativo.

d. Purificacién y pureza del ADN:

- Fundamento:

El ADNc fue purificado con el kit NucleoSpin® Gel and PCR clean up Kit

(Macherey-Nagel, Duren, Alemania).

Se lleva a cabo este paso para purificar los fragmentos de ADN y geles de

agarosa a partir de reacciones enzimaticas, como la PCR.

- Reactivos:
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e Solucidon NTI: Soluciéon de union.
e Soluciéon NT3: Solucion de lavado.
e Solucidon NE: Solucién de elucion.

e Columnas NucleoSpin® Gel and PCR clean up.

- Técnica:

Se afiaden 45 L del producto de PCR con 5 uL de agua libre de ARNasas, para
llegar a un volumen de 50 uL. Se anaden 100 pL de solucién NTI a 1:2. El ADN
se une a la columna con membrana de silice, se centrifuga a 11000 x g durante
30 segundos. Se anaden 700 uL del tampon de lavado NT3 y se vuelve a
centrifugar 11000 x g durante 30 segundos. Reemplazar tubo de coleccién y
volver a centrifugar 11000 x g durante 1 minuto para que se elimine totalmente la
solucién NT3. Finalmente, el ADN se eluye con agua, se incuba a temperatura

ambiente 1 minuto y se centrifuga a 11000 x g, 1 minuto.

- Lectura:

Se utilizé el espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientifics,
Waltham, MA, USA) para cuantificar la pureza del ADN obtenido, a una longitud
de onda de 260 nm (A260 nm=1 equivale a 40 ng ADN/uL).

La cuantificacion se realizé utilizando 1 uL del extracto de ADN

e. Preparacion para envio al secuenciador:

- Fundamento:

La secuenciacion tipo Sanger consiste en la deteccion de una secuencia de

nucledticos de un acido nucleico. La enzima Taq polimerasa ira incorporando
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dideoxinucleotidostrifosfato (ddNTPs) marcados con fluorescencia en el extremo
3’. Los ddNTPs al no tener el grupo 3’-OH van a impedir la unién del siguiente
dNTP y detendran la reaccién. Cada fluorocromo corresponde a un nucleétido

especifico y emite luz con una longitud de onda distinta.

Se forman fragmentos de diferentes tamanos distinguibles entre si por el
terminador de la cadena, que son separados mediante una columna

electroforética capilar.

La luz de un laser, excitara cada fragmento que emitira fluorescencia, y sera
transformada por un software de un equipo de secuenciacién de ADN en un

electroferograma.

En la figura 22 se observa el proceso automatizado del método de secuenciacion
Sanger y la obtencion de un electroferograma partiendo de una mezcla de
reaccion que contenga ADN molde, un primer (fordward o reverse), taq
polimerasa, dNTPs y ddNTPs marcados con fluorocromos.

Oligo: 5--CTTAA e

Molde: 3--GAATTCGCTAATGC---5"
I - DNA polimerasa

0

- Nucleétidos Separacién mediante

dATP, dCTP, dGTP, dTTP
-Terminadores fluorescentes

[ddATP;ddCTP, dd G TP, TRl

electroforesis capilar
de los fragmentos de
DNA marcados

~-CTTAAG-3’
‘~-CTTAAGC-3’
‘~CTTAAGCG-3’ g E
~CTTAAGCGHA-3 )

—CTTAAGCG A3’ léser Detector de

, fluorescencia
~CTTAAGCGATHE3 GCGATTACG...

~-CTTAAGCGATTAL-3"
~CTTAAGCGATTAIE-3
~CTTAAGCGATTACG-3

- (

T R R RV R T

Figura 22. Procedimiento secuenciacion automatica Sanger
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Para secuenciar los amplicones obtenidos se debe tomar en cuenta el tamano
del fragmento a secuenciar, en nuestro caso al tratarse de 500-1000 pb, la

cantidad de ADN que se debe enviar es de 10-40 ng y de primers 6,4 pmol.

- Reactivos:

e Primers: (6,4 uM).
Fordward_VHE_5687: 5- AATTATGCYCAGTAYCGRGTTG - 3.
Reverse_ VHE_6289: 5- AGCCGACGAAATYAATTCTGTC - 3'.
e Agua desionizada.

e ADN purificado.

- Técnica:

Para el envio de las muestras se utilizara un tubo tipo Eppendorf de 0,5 mL, en
el que anadimos 1 pL de primer (6,4 pM) (fordward o reverse) + cantidad en uL
de muestra a secuenciar (40 ng/lectura obtenida en el espectrofotdmetro ng/ uL)

+ agua desionizada hasta completar volumen total: 12 pL.

Con los amplicones purificados se realizd secuenciacion de Sanger usando los
primers previamente descritos “Fordward_VHE_5687" y “Reverse_ VHE_6289”.
La secuenciacién de ADN se realiza mediante el procedimiento de secuenciacion
ciclica utilizando la quimica BigDyeTerminator v3.1 (Applied biosystem, Foster
city, EE.UU.) y electroforesis en sistema multicapilar automatico en la unidad de
gendmica de Instituto de Parasitologia y Biomedicina “Lopez-Neyra” (Granada,

Espana) (Figura 22).

f. Analisis datos secuenciados:
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Las secuencias obtenidas se analizaron e interpretaron en el programa
“Sequence scanner v2.0 software” (Applied Biosystem, Foster city, EE.UU.).
Para realizar los alineamientos de las secuencias se realiz6 con el programa
“Multiple alignment program for amino acid or nucleotide sequences v.7”
(https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/).

Para obtener la secuencia inversa se utilizd el programa “Reverse complement”

(https://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html).

Las secuencias obtenidas se compararon con la base de datos de GenBank para
la busqueda de homologias con secuencias previamente conocidas

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

El genotipo se determiné mediante la utilizacion de la plataforma “Hepatitis E
Virus Genotyping Tool Version 0.1” (https://www.rivm.nl/mpf/typingtool/hev/) por
la similitud con secuencias descritas. El fragmento que se amplifico era de 611

pb y correspondia a ORF2.

3.3.9.2. ANALISIS FILOGENETICO

Para la realizacion del arbol filogenético se utilizé el programa MEGA version X

(Kumar S et al., 2018).

El analisis se realiz6 utilizando el método de maxima verosimilitud, que se basa
en el modelo de Tamura-Nei (Tamura K et al., 1993). El arbol filogenético se
construyé con el método de vecino mas cercano (neighborjoining), para
determinar el probable origen y las relaciones evolutivas de las cepas

secuenciadas.
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El analisis incluye 87 secuencias: las secuencias de los pacientes de este
estudio, secuencias descritas en BLAST similares a éstas, y secuencias de
referencia de la reciente propuesta de clasificacion por genotipos de la familia

Hepeviridae de Smith et al. (Smith BD et al., 2020).

Una vez construido el arbol se explora la robustez mediante el método de
“bootstrap”. Se generaron 1000 réplicas del alineamiento mediante un
remuestreo aleatorio con reemplazamiento del conjunto de datos. Se obtiene el
arbol filogenético para cada una de las réplicas y se genera un arbol consenso.
Se representan los porcentajes de fiabilidad de nuestras agrupaciones. Se

acepta un valor de “bootstrap” mayor al 70% como suficientemente robustos.

Se calcul6 la distancia p entre secuencias con el programa MEGA X, que
consiste en la proporcion de nucleétidos en la que dos secuencias comparadas
son diferentes. Se obtiene dividiendo el numero de nucledétidos diferentes entre
el numero total de nucledtidos comparados. Cuanto menor sea el valor de la

distancia p, mayor similitud habra entre las secuencias.

3.3.10. PRUEBAS PARA DESCARTAR OTROS VIRUS HEPATOTROPOS

En todos los casos IgM positivos, se descartaron otras posibles causas de
hepatitis viricas por virus hepatotropos primarios (VHA, VHB, VHC, VHD).

- VHA: CMIA IgM VHA (Architect, Abbott).

- VHB: CMIA HBsAg (Architect, Abbott) y CMIA anti-HBc IgM (Architect, Abbott).
- VHC: CMIA HCV Ag (Architect, Abbott), CMIA anti-VHC (Architect, Abbott) y
PCR a tiempo real (Roche).

- VEB: CMIA IgM VCA de VEB (Architect, Abbott).
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- CMV: CMIA IgM CMV (Architect, Abbott).

- VHD: EIA Anti-VHD (DiaSorin).

Todas estas pruebas se han realizado siguiendo las instrucciones del fabricante
y utilizando, salvo en el caso de Anti-VHD, la plataforma Architect i4000 (Abbott)

(Figura 23).

Figura 23. Analizador de inmunoensayos Architect i4000

3.4. ANALISIS ESTADISTICO

Inicialmente, se ha realizado el analisis descriptivo de los datos y se han
reportado la media y desviacion estandar como medidas de tendencia central y

de dispersion respectivamente.
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Para comparacion de proporciones hemos utilizado el test chi-cuadrado o el test
exacto de Fisher en aquellos casos para los cuales la hipotesis de tamaino

muestral por grupo inferior a 5 no se cumple.

Para la comparacién de medias en distintos grupos de muestras hemos utilizado

la t de Student. Un intervalo de confianza del 95% se aplico a los datos obtenidos.

El célculo del area bajo la curva se utilizoé para determinar el punto de corte en la

técnica de avidez de la IgG Anti-VHE.

Se calculé el indice kappa para conocer el acuerdo entre las técnicas empleadas,
que representa la concordancia observada en un conjunto de datos, mas alla del

azar.

Para los calculos estadisticos se utilizo el programa MedCalc v19.5.3 (MedCalc

Coftware, Mariakerke, Bélgica).
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RESULTADOS

En este estudio se han considerado positivas todas las pruebas serologicas con

resultado positivo o dudoso.

41. RESULTADOS DEL GRUPO 1: PACIENTES CON SOSPECHA DE

HEPATITIS E

En el primer grupo, se detectaron 131 pacientes (12,24%) con indice de IgM Anti-
VHE (DIA.PRO) 21.0. De ellos, 54 (41,22%) fueron clasificados como hepatitis E
aguda por presentar clinica y cifras de transaminasas compatibles con hepatitis
aguda y haberse descartado otras etiologias. Todos presentaban positividad de
IgM DIA.PRO con un indice (S/CO) de IgM DIA.PRO entre 2,05 y 16,00, con
media 11,33 + 2,97 (Tablas 4 y 8). Otros 77 (58,78%) eran asintomaticos con

transaminasas normales o elevadas o tenian datos compatibles con otras causas
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de hepatitis. De los 77 pacientes anteriores, 55 tenian (41,98% sobre los 131) IgG
Anti-VHE positiva y fueron clasificados como infeccion VHE asintomatica o
presencia de anticuerpos residuales en funciébn de sus datos clinicos y
epidemioldgicos. Presentaban indice de IgM DIA.PRO entre 1,00 y 7,51, con
media 2,74 + 1,59 (Tabla 5 y 8). Los otros 22 (16,79% sobre los 131) fueron
clasificados como falsos positivos, por presentar sintomatologia atribuible a
hepatitis autoinmune, por farmacos, por alcohol, gestacién o por otros agentes
infecciosos (VHA, CMV, VEB) u otra patologia hepatica no infecciosa (esteatosis,
colangitis) y mostrar ausencia de 1gG Anti-VHE. Estos presentaban un indice de

IgM DIA.PRO entre 1,01y 4,64, con media 1,90 + 0,88 (Tablas 7 y 8).

Tabla 4: Pacientes grupo 1 clasificados de hepatitis aguda con DIA.PRO

EIA
CASO |ED|SX| AST | ALT | IgM | Resultado Comentarios

VHE
124556 |59 | F | 386| 1441 M, 41 POS Utebo.
211321 | 47 | F | 1109|2047 | 10,94 POS Barboles, fabrica pintura, ingesta de jabali.
302793 | 73 | F | 446| 702| 10,80 POS Zaragoza.
406971 |50 | M | 8025|6394 | 11,59 POS Mallén, almacenero, manipula carne, IC IgM+.
411105 | 72 | M | 2086 | 2728 | 11,29 POS Borja, jubilado, pescadero, IC IgM+.
411297 |54 | F 8501|2372 11,19 POS Alagén, ama de casa, IC IgM+.
416208 | 44 | M | 1341|2552 591 POS Utebo, camionero, ingesta marisco, IC IgM+.
503015 |66 | M | 247| 1211| 11,88 POS Layana, OH.
503455|55| M | 800 1913 | 10,76 POS Zaragoza, mantenimiento en HUMS.
506697 | 80 | M | 1588 | 1559 | 11,04 POS Zaragoza.
506844 | 57 | M 109 | 745| 1,27 POS Barboles, alguacil, cirrosis OH, exitus.
513380 | 64 | M 17| 481| 10,14 POS El Vallecillo, agua manantial, embutido jabali.
530615 | 37 | F | 1264|2000 | 12,01 POS lllueca. Viaje a India 2 m, UCI.
601688 | 24 | F | 1050 | 1157 219 POS Puigmoreno.
604165 | 37 | F 321| 783| 10,14 POS La Almunia.
607357 |45 | M 914 | 2610 | 12,99 POS Epila.
607765 |57 | M | 336| 725| 12,76 POS La Almunia.
610503 | 39 | M 3 70| 12,97 POS Tauste, hepatomegalia, familia de 602647.
613706 | 41 | F | 1346 | 2014| 2,05 POS Sarrién.
613891 | 74 | M | 653]| 1017 | 12,77 POS Zaragoza.
614251 | 61 | M | 598| 649| 12,21 POS Zaragoza.
615414 | 62 | M | 4572 | 5136 | 13,01 POS Ejea, comercial de granjas, OH, carne jabali.
619993 | 67 | M | 239| 696| 12,69 POS Zaragoza, hace 2 m coluria.
621325 | 51 | M | 2218 | 1987 | 13,18 POS Zaragoza, pintor.
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621326 |68 | M | 808 1311] 13,04 POS Zaragoza.
624466 | 42 | M | 7690|5642 | 2,07 POS Barbastro, Bulgaria, IgM+ a VHA, VHE y VEB.
62807246 | M 385| 918 13,23 POS Bombarda, R. Dominicana.
710291 |49 | M | 836 | 1735| 12,67 POS Zaragoza, cazador.
710242 |74 | M 32 24| 13,43 POS Zaragoza, ALT 1178 45 d. antes.
715061 | 63 | M 146 | 749| 13,08 POS Zaragoza, ATC ALT 1084, ALT 2400
722164 |46 | F 225 66| 13,35 POS Jaca. S. Parsonage-Turner.
717213 | 41 | M | 1256|2923 | 12,75 POS Valderrobles, empresa carnica porcina.
719453 |72 | M 861| 1270 | 13,27 POS Zaragoza.
719906 | 63 | M | 782 1900]| 16,00 POS Sadaba, pastor.
722811 |47 | M 48| 95| 12,41 POS Zaragoza, hiperBRB, ALT 1246/252115 d. antes.
724406 | 55 | M 12| 305 213 POS Zaragoza, ATC ALT 1168 15 d antes, consumo
carne de cerdo, huerto y gallinero.
Zaragoza, coluria, ISCiii: IgM e IgG POS, PCR
809536 | 83 | M | 243 | 440| 11,86 POS NEG, esposa 810715,
810715 |83 | F 381 932| 11,56 POS Zaragoza, marido 809536, PCR+ ISCiii
812478 |87 | M | 364| 568| 11,80 POS Zaragoza.
813128 | 53 | M 912 1111] 12,20 POS Zaragoza.
814048 | 44 | M 22 59| 12,00 POS Monzalbarba. S. Parsonage-Turner, calderero.
814689 | 57 | F 565 | 1267 | 12,29 POS Monzalbarba, S. Parsonage-Turner, ama casa.
818111 | 67 | M 30 76| 11,98 POS Zaragoza, ALT 539 e hiperBRB 40 d. antes.
818227 |70 | M 82| 687 1,10 POS Zaragoza, al ingreso AST/ALT: 1930/3486.
819359 |88 | M 74711082 | 13,00 POS Huesca.
819647 | 63 | M | 2248 | 3541| 8,48 POS Huesca.
830159 | 77 | F 491| 696| 13,10 POS La Muela.
830171 |59 | F 147 393| 13,10 POS Pedrola, auxiliar de clinica.
830395 |62 | M | 883|2095| 13,10 POS Sabifanigo.
831740 |64 | M 184 | 569 | 12,34 POS Alagoén.
834083 |48 | M | 6682073 | 12,56 POS Zaragoza.
837376 |59 | M 946 | 1932 | 12,62 POS Gotor, empresa de calzado, OH.
841689 | 59 | M 321 386 12,01 POS Carifiena.
842153 | 58 | M | 1477 | 1467 | 12,04 POS Zaragoza, OH.

ED: edad; SX: sexo; ATC: antecedentes; OH: alcohol, BRB: bilirrubina; HUMS: Hospital Universitario

Miguel Servet.

De los casos con hepatitis aguda, se detectaron 1/104 (0,96%) en 2011, 1/67

(1,49%) en 2012, 1/50 (2%) en 2013, 4/79 (5,06%) en 2014, 6/126 (4,76%) en 2015,

14/239 (5,85%) en 2016, 9/179 (5,02%) en 2017 y 18/243 (7,40%) en 2018.
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Tabla 5: Solicitudes de diagnéstico de
hepatitis E

5 o
Afio | Ne solicitudes | IV NePAUSE | o

aguda

2011 104 1 0,96
2012 67 1 1,49
2013 50 1 2,00
2014 79 4 5,06
2015 126 6 4,76
2016 239 14 5,85
2017 179 9 5,02
2018 243 18 7,40

Se observa un mayor indice de sospecha desde 2012, que se traduce en un

mayor numero de diagndsticos tanto numérica como porcentualmente.

Tabla 6: Pacientes del grupo 1 clasificados de infecciéon asintomatica o
anticuerpos residuales a IgM VHE con EIA (DIA.PRO)

EIA
Caso |ED|SX|AST | ALT | IgM | Resultado Comentarios
VHE
110850 | 54 | M 99 51| 2,95 POS Z’aragoza, cirrosis OH. AST/ALT 169/145 10
dias antes.
116869 |24 | M | 309 | 123| 3,26 POS Zaragoza, hepatitis OH.
407964 | 36 | M 19 20| 3,10 POS lllueca, carnicero. No sintomas.
409046 | 50 | M 21 371 2,30 POS lllueca, carnicero (carniceria de 407946).
409994 | 31 | F 18 12| 5,88 POS lllueca, pareja del caso indice de lllueca.
417772 | 32 | M 17 14| 3,49 POS Pedrola, ADVP,’sexo de riesgo, panadero, IgM
0,92 2 m después.
426432 |76 | M | 102| 237 | 1,61 POS Agon, tumor pancreas.
504340 61| F | 276| 199| 1,78 POS Zaragoza, bronconeumonia (Neumococo)
506604 | 60 | M | 140| 205| 2,40 POS Barboles, hosteleria, pancreatitis.
508948 | 91 | F 78| 107 | 6,08 POS La Muela, vomitos, nauseas, ictericia.
514243 | 77 | F 141 56| 3,24 POS Torralbilla, endocarditis.
514914 | 64 | M | 784 | 1416 | 2,06 POS Alfajarin, carne.jtabali, IgM neg 2 m. después y
ALT alta, hepatitis autoinmune
Burgo de Ebro, hepatitis aguda autoinmune en
528537 | 31| F | 1233 | 1972| 3,15 POS biopsia. En UCI, pre-TOH.
530078 | 16 | F 166 | 199 3,23 POS Zaragoza, infeccion VHE y VEB, linfocitosis.
602647 | 57 | M 35 451 2,95 POS Tauste, hepatomegalia, familia de 610503.
604639 (60 | M | 572| 922| 6,97 POS Tarazona. Hepatitis autoinmune.
613155 |64 | F | 499| 229| 1,70 POS Huesca.
614612 |46 | M | 245| 716| 3,13 POS Gallur. Hepatocarcinoma, ATC hepatitis E.
621101 |46 | M 26 21| 4,00 POS Zaragoza, ATC de hepatitis aguda.
621802 |76 | M | 555| 585| 6,24 POS Alagén, hepatitis medicamentosa.
627851 |69 | F 98| 64 1,02 DUD Huesca, reactividad policlonal.
624844 | 54 | F 29 30| 2,32 POS Utebo. LES, hiperALT, esteatosis hepatica.
625516 |59 | M | 177| 216| 2,54 POS Zaragoza, hemocromatosis.
628769 | 67 | M 29 17| 1,92 POS Mallén, OH, adenocarcinoma pulmonar.
633045140 | M | 675| 1755 5,10 POS Zaragoza, Rumania, hepatitis B aguda.
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701480 | 21 | F | 1096 | 2382 | 1,56 POS Zaragoza, hepatitis autoinmune.

702319 | 61| F | 295| 234 | 7,51 POS Puigmoreno, hiperALT, ATC familiar VHE.

702885 |88 | M | 165| 271| 1,08 DUD Zaragoza, agricultor.

705090 | 53 | F | 1582|2086 | 2,02 POS Zuera. Hepatitis aguda autoinmune.

705027 | 78 | M | 320| 635]| 2,48 POS Tortoles, hepatopartia medicamentosa.

705546 | 81 | M 87| 15| 1,63 POS Zaragoza.

709140 | 63 | M 20 17 | 3,86 POS Zaragoza. ATC ASST/ALT elevadas.

713093 | 64 | F | 1700 | 1069 | 1,83 POS Maria Huerva, hepatitis medicamentosa.

718439 | 75| F | 373 | 465| 4,98 POS Zaragoza, hiperALT por hipertiroidismo?

718459 | 63 | M 28 21| 1,39 POS Utebo, LES.

719572 |69 | F 610 | 398 | 1,30 POS Zaragoza, hepatitis autoinmune.

726583 | 37 | M | 646 | 1715| 2,89 POS Utebo, supermercado, IgM+ VHA, VEB, CMV

802102 | 83 | F 356 | 789 2,35 POS Zaragoza, hepatitis medicamentosa.

804536 |65 | M 31 27| 1,38 POS Zaragoza, dermatosis, ATC ALT elevada.

806822 |65 | M 53 42| 2,74 POS Zaragoza, cirrosis autoinmune.

808646 | 51 | M 21 31| 1,01 DUD Alcaniz, dolor hipocondrio dch.

810677 | 52 | F 56| 138 1,04 DUD Vistgbella, veterina’ria, hepatitis
medicamentosa, cancer de mama.

813420 | 64 | F 136 | 205| 1,04 DUD Zaragoza, hiperALT, LES.

814353 |48 | M | 126| 172 3,95 POS Zaragoza, hepatitis B, TOH, biopsia.

818273 | 47 | M 21 16| 1,11 DUD Casetas, paralisis de Bell.

818447 | 24 | - - -1 1,16 DUD Sin datos.

819056 | 63 | M 27 17| 2,51 POS Zaragoza, polineuropatia axonal mixta.

819597 |44 | M | 169 | 450| 1,00 DUD Zaragoza, dolor flanco, vomitos, coluria.

831541 |42 | F [ 1045]| 1013 | 2,34 POS Zaragoza, colelitiasis.

832658 | 73 | M | 1047 | 2109 | 1,06 DUD Grafién. Abdominalgia.

837497 | 47 | F 11| 276 | 1,66 POS Zaragoza, enfermera, cervicalgia

837879 |23 | M 39 27| 1,31 POS Huesca, gastroenteritis infecciosa.

841018 | 42 | M 85 97| 3,92 POS Sarifiena. Hepatitis OH, pendiente TOH.

841157 | 70 | M | 339 | 347| 2,28 POS Calatayud, cirrosis, cancer higado, exitus.

841418 | 53 | F 48| 100| 415 POS Maria Huerva. Hepatitis medicamentosa.

ED: edad; SX: sexo; DUD: dudoso; OH: alcohol, HTA: hipertensién, LES: lupus, TOH: trasplante
higado, DM: diabetes;

Tabla 7: Pacientes del grupo 1 clasificados de falso positivo a IgM VHE con

EIA (DIA.PRO)
EIA
Caso |ED| SX | AST | ALT | IgM | Resultado Comentarios
VHE
105711 | 27| F 35 721 1,30 POS Zaragoza, Venezuela, gestante.
112744 | 77 | F 48 45| 1,70 POS Zaragoza, Peru.
519650 | 64 | M 53| 106 1,20 POS Alagon, agricultor.
522189 | 27 | F 104| 173 1,30 POS Zaragoza, HiperALT por estatinas.
526330 |33 | F 36 58| 2,91 POS Tarazona, abdominalgia.
528312 |80 | M 35 411 1,25 POS Zaragoza, esteatosis leve, OH.
601557 | 77 | F 28 40| 2,22 POS Grafién, abdominalgia.
603949 38 | F 432 | 643| 1,44 POS Zaragoza, insuficiencia hepatica, exitus.
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610612 |49 | M 26 37| 1,31 POS Maria Huerva, enfermedad autoinmune.
615906 | 77 | M 34 43| 1,24 POS Carifiena, OH.

617060 | 60 | M 21 15| 2,13 POS Zaragoza.

618843 | 61| M 21 18| 1,70 POS Tarazona.

629700 | 61 | M 357| 578] 3,30 POS Zaragoza.

727682 |40 | M 150 | 253| 2,52 POS Maria Huerva, sospecha CMV.
803785|38 | F 19 41| 1,10 DUD Sena, hepatopatia crénica.

812599 | 30| F 148 | 243 | 4,64 POS Huesca, Australia, cervicalgia, colangitis.
813326 |39 | M 776 | 1603 | 1,19 DUD Zaragoza, viaje a Marruecos, hepatitis A.
83873933 | M 871 1880 1,01 DUD Biescas, Marruecos hace 2 m. hepatitis A.
839423140 | F 94 311 1,82 POS Zaragoza, cirrosis OH.

840654 | 62 | M 270 88| 2,06 POS Carifiefia, Rumania, mecanico.

840880 | 13 | F [2455| 2720| 1,18 DUD Almudevar, hepatitia A.

105711 | 61| F 19 12| 1,14 DUD Zaragoza.

ED: edad; SX: sexo; DUD: dudoso; OH: alcohol.

En la tabla 8, se comparan los indices medios de IgM de DIA.PRO de los 3 tipos
de pacientes: hepatitis aguda, infeccion asintomatica/anticuerpos residuales y

falsos positivos.

La media de IgM (DIA.PRO) de los pacientes con hepatitis aguda fue
significativamente mas elevada que la de los otros dos grupos. Aunque hay cierto
solapamiento entre los indices de los 3 grupos, todos los indices de IgM >8
correspondian a pacientes con hepatitis aguda, lo que supone el 90,74% (49 de

54) de las mismas.

El indice medio de los falsos positivos es siempre <5.

Tabla 8: Comparaciéon de medias y rangos de indices de
IgM (DIA.PRO) en el grupo 1

Subgrupo N° Rango Media + DE
Hepatitis aguda 54 | 2,05-16,00 | 11,33 + 2,97
Infegmon asmtomahca o] 55 1,00 - 7,51 274 +159
anticuerpos residuales
Falsos positivos 22 1,01-4,64 1,90 + 0,88
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Las comarcas de Aragon donde se han encontrado casos IgM anti-VHE
verdaderos positivos del grupo 1 (grupo hepatitis E aguda e infeccion E
asintomatica o anticuerpos residuales) son: Alto Gallego (1), Aranda (5), Bajo
Aragén (3), Comunidad de Calatayud (1), Campo de Borja (4), Campo de
Carinena (2), Campo de Daroca (1), Cinco Villas (6), Gudar-Javalambre (1), Hoya
de Huesca (6), La Jacetania (1), Los Monegros (1), Matarrafa (1), Ribera Alta del
Ebro (8), Sierra de Albarracin (1), Somontano de Barbastro (1), Tarazona-El
Moncayo (2), Valdejalén (5), y Zaragoza (59). Se detecta una mayor
concentracion en las comarcas del centro y noroccidentales de la provincia de

Zaragoza (Figura 24).
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Figura 24. Distribucion por comarcas de casos del grupo 1 IgM a VHE
verdaderos positivos en Aragon
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4.2. RESULTADOS DEL GRUPO 2: 106 PACIENTES DEL GRUPO 1 CON IgM

POSITIVA CON EIA (DIA.PRO) ANALIZADAS CON CLIA (VIRCELL)

Hemos comparado los resultados de IgM EIA de DIA.PRO con IgM CLIA
(VIRCELL) en 106 pacientes del grupo 1 en los que se disponia de suficiente
muestra para estudios adicionales. Hemos elegido CLIA porque disponiamos de
reactivos para determinar también la IgG por la misma tecnologia y fabricante,

para avalar la especificidad de los resultados IgM positivos.

Los resultados de la comparacién pueden verse en la tabla 9.

En el conjunto de los 106 pacientes del grupo 2, 44 (41,51%) fueron IgM CLIA
positivos. Este dato sugiere menor sensibilidad de CLIA IgM (VIRCLIA) que EIA

IgM (DIA.PRO).

Las muestras en verde en la tabla 9 corresponden a los 46 pacientes del grupo
2 catalogados como hepatitis aguda. Las muestras en naranja corresponden a
los 49 pacientes del grupo 2 con infeccion asintomatica/anticuerpos residuales.
Las muestras en rojo corresponden a los 11 pacientes del grupo 2 con resultados

falsos positivos.

De los 46 pacientes del grupo 2 con hepatitis aguda, 42 (91,3%) tuvieron IgM
positiva con CLIA, con indices entre 0,6 y 13,5 (media 6,42 + 3,63). De los 4 IgM
CLIA negativo, 3 llevaban menos de 10 dias tras el inicio de los sintomas y uno,
45 dias tras el inicio de los sintomas. Los 46 pacientes (100%) del grupo 2 con
hepatitis aguda tuvieron IgG CLIA positiva, con indices entre 1,5 y 28,2 (media
9,01 + 488). De los 49 pacientes del grupo 2 con infeccidn

asintomatica/anticuerpos residuales, solo 2 (4,00%) fueron IgM CLIA positivos
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(S/CO=2,1 en ambos), los cuales llevaban 53 y 64 dias de evolucion,
respectivamente. Igualmente, los 49 pacientes (100%) del grupo 2 con infeccién
asintomatica/anticuerpos residuales tuvieron IgG CLIA positiva con indices entre
1,2 y 27,6 (media 8,91 + 4,88). Los 11 pacientes con resultados IgM EIA falso
positivo fueron IgM CLIA negativo. Solo uno (9,09%) de los 11 pacientes (paciente
840880) con resultado IgM EIA falso positivo con DIA.PRO tuvo IgG CLIA

positiva (S/CO=1,6). Dicho paciente presentaba una hepatitis A. Estos datos
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sugieren mayor especificidad del CLIA IgM (VIRCLIA).

El analisis conjunto de estos datos refleja una mejor asociacion de IgM CLIA
(VIRCELL) con infeccién aguda por VHE, lo que facilita su interpretacion. La

positividad de EIA IgM (DIA.PRO) sugiere infeccidn previa y debe interpretarse

junto con la clinica/transaminasas.
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Tabla 9: Comparacion de resultados de IgM entre EIA (DIA.PRO) y

CLIA (VIRCELL)
EIA CLIA CLIA
Caso | AST | ALT IgM Resultado | IgM | Resultado IgG | Resultado
VHE VHE VHE

116869 | 309| 123 3,26 POS 0,2 NEG 7,6 POS
211321 | 1109 | 2047 4,7 POS 21,6 POS
302793 | 446| 702 7,9 POS 19,1 POS
406971 | 8025 | 6394 13,5 POS 2,7 POS
407964 19| 20 3,10 POS 0,3 NEG 27,6 POS
409046 21 37 2,30 POS 0,0 NEG 13,8 POS
409994 18 12 5,88 POS 0,1 NEG 23,1 POS
411105 | 2086 | 2728 10,6 POS 13,6 POS
411297 | 850 | 2372 7.1 POS 4.4 POS
416208 | 1341|2552 11 POS 28,2 POS
17772 17 14 3,49 POS 0,1 NEG 1,9 POS
426432 | 102 | 237 1,61 POS 21 POS 3,9 POS
503015 | 247| 1211 10,4 POS 9,4 POS
503455 | 800 | 1913 2,4 POS 9,8 POS
504340 | 276| 199 1,78 POS 0,1 NEG 8,1 POS
506604 | 140| 205 2,40 POS 0,1 NEG 9,8 POS
506697 | 1588 | 1559 6,4 POS 13,1 POS
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506844 | 109 9,2 POS 8,6 POS
508948 78 0,1 NEG 11,6 POS
514243 | 141 0,2 NEG 1,2 POS
514914 | 784 0,1 NEG 2,2 POS
528537 | 1233 0,1 NEG 9,4 POS
604165 | 321 10,8 POS 1,5 POS
607357 | 914 10,4 POS 6,7 POS
607765 | 336 1,7 POS 10,0 POS
610503 31 41 POS 6,1 POS
618843 21 0,1 NEG 0,1 NEG
619993 | 239 3,8 POS 4,9 POS
621101 26 21 POS 7,5 POS
621325 | 2218 3.9 POS 5,0 POS
621326 | 808 11,8 POS 6,9 POS
621802 | 555 0,0 NEG 16,0 POS
624466 | 7690 0,1 NEG 9,0 POS
627851 98 0,0 NEG 2,0 POS
624844 29 0,1 NEG 9,4 POS
625516 | 177 0,1 NEG 5,8 POS
628072 | 385 3,9 POS 8,9 POS
628769 29 0,1 NEG 8,8 POS
629700 | 357 0,0 NEG 0,2 NEG
633045 | 675 0,2 NEG 9,7 POS
701480 | 1096 0,1 NEG 5,2 POS
702319 | 295 0,1 NEG 6,6 POS
702885 | 165 0,1 NEG 9,6 POS
705090 | 1582 0,1 NEG 2,6 POS
705027 | 320 0,0 NEG 11,0 POS
705546 87 0,1 NEG 7,9 POS
709140 20 0,1 NEG 2,0 POS
710291 | 836 0,2 NEG 1,7 POS
710242 32 6,1 POS 10,7 POS
713093 | 1700 0,1 NEG 14,4 POS
715061 | 146 4,9 POS 8,9 POS
722164 | 225 53 POS 11,0 POS
717213 | 1256 41 POS 8,7 POS
718439 | 373 0,1 NEG 14,4 POS
718459 28 0,1 NEG 13,1 POS
719453 | 861 13,3 POS 11,0 POS
719572 | 610 0,1 NEG 9,8 POS
719906 | 782 6,7 POS 1,6 POS
722811 48 3,0 POS 9,8 POS
724406 | 112 0,3 NEG 55 POS
726583 | 646 0,0 NEG 8,5 POS
727682 | 150 0,1 NEG 0,3 NEG
802102 | 356 0,1 NEG 11,4 POS
803785 19 0,1 NEG 0,2 NEG
804536 31 0,1 NEG 71 POS
806822 53 0,1 NEG 2,8 POS
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808646 | 21| 31 1,01 DUD 02| NEG 53| POS
809536 | 243 15| POS 62| POS
810715 | 381 6,7] POS 17| POS
810677 | 56 01| NEG 50| POS
812478 | 364 13,5] POS 16| POS
812599 | 148 01| NEG 06|/ NEG
813128 | 912 22| POS 10,5] POS
813326 | 776 00| NEG 16| POS
813420 | 136 01| NEG 83| POS
814048 | 22 6,6/ POS 27| POS
814353 | 126 01| NEG 123| POS
814689 | 565 10,4| POS 12,0/ POS
81811 | 30 62| POS 97| POS
818227 | 82 06| POS 84| POS
818273 | 21| 16 11| DUD 00| NEG 32| POS
818447 -l -] 116] DUD 00| NEG 17| POS
819056 | 27| 17| 251| POS 00| NEG 26| POS
819359 | 747 1082 77| POS 64| POS
819597 | 169| 450 01| NEG 10,0] POS
819647 | 2248 | 3541 36| POS 58| POS
830159 | 491| 696 45| POS 8,0/ POS
830171 | 147| 393 53| POS 81| POS
830395 | 883]2095 15| POS 79| POS
831541 | 1045 | 1013 02| NEG 56| POS
831740 | 184 569 64| POS 6,5/ POS
832658 | 1047 2109| 106/ DUD | 02| NEG 65| POS
834083 | 6682073 10,4| POS 77| POS
837376 | 946 | 1932 27| POS 10,0/ POS
837497 | M| 276 01| NEG 51| POS
837879 39| 27 00| NEG 56| POS
838739 | 871] 1880 00| NEG 08| NEG
839423| 94| 31 00| NEG 08| NEG
840654 | 270| 88 00| NEG 02| NEG
840880 | 2455 | 2720 01| NEG 04| NEG
841018 | 85| 97 00| NEG 6,6/ POS
841157 | 339| 347 01| NEG 19| POS
841430 | 19| 12 00| NEG 01| NEG
841418 | 48] 100 00| NEG 76| POS
841689 | 321| 386 01| NEG 10,0/ POS
842153 | 1477 | 1467 31| POS 8,6/ POS

Color verde: hepatitis aguda, color naranja: anticuerpos residuales/infeccion
asintomatica, color rojo: falsos positivos, color gris: VIRCELL positivos en pacientes
con hepatitis aguda.




RESULTADOS

4.3. RESULTADOS DEL GRUPO 3: PACIENTES DEL GRUPO 1
CLASIFICADOS DE HEPATITIS AGUDA CON EIA (DIA.PRO) Y ANALIZADOS

PORIC

Cuatro pacientes del Grupo 1 clasificados como hepatitis aguda con IgM positiva
con EIA DIA.PRO fueron analizados para IgM por inmunocromatografia (IC)
(ALL.DIAG). Todos fueron IgM positivos por IC (Tabla 10) y presentaron indices
altos de IgG CLIA (VIRCELL), incluso uno de ellos desde los 6 dias tras la
aparicion de los sintomas. Los cuatro pacientes fueron positivos para IgM e 1gG
por CLIA. Estos datos, pese al bajo numero de pruebas analizadas apuntan a

una buena sensibilidad de la inmunocromatografia.

Tabla 10: Pacientes del grupo 3 clasificados de hepatitis aguda con

EIA (DIA.PRO) y analizados por inmunocromatografia (ALL.DIAG)
caso 0] sx| D¢ [ o [aur | ElglM [ ICEM TCLA M | ol
406971 |50 | M | M 802 |6394 | POS 11,59 | POS 13,5 2,7
41105 |72 | M| 26 208 | 2728 | POS 11,29 | POS 10,6 13,6
41297 |54 | F | 19 850 |2372| POS 11,19 | POS 71 4,4
416208 (44 | M | 6 1341|2552 | POS 5,91 | POS 11 28,2

ED: edad; SX: sexo; IC: inmunocromatografia; Dias evol.: Dias evolucion.

4.4. RESULTADOS DEL GRUPO 4

4.41. GRUPO 4A: DONANTES DEL BANCO DE SANGRE DEL HOSPITAL

CLiNICO UNIVERSITARIO LOZANO BLESA

Cuatro de los 72 donantes (5,55%) fueron IgM repetidamente positivos con EIA

IgM (DIA.PRO) y cuyos indices de la primera determinacién pueden verse en la

Tabla 11.
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Tabla 11: Resultados de los casos IgM EIA (DIA.PRO) positivos del grupo 4

Caso |ED|SX|AST | ALT | EIA IgM Comentarios
403026 | 60 | M 64| 40| P0OS 1,26 | Zaragoza. Leve elevacion de AST/ALT desde hace 4 a.
40344180 | F 23| 13| P0OS1,60 |Ejea.
404356 | 88 | M 23| 12| P0OS1,23 |Ejea.
405367 |82 | M 36| 59| P0OS1,49 | Mallén.

Los indices de IgM oscilaron entre 1,23 y 1,80 (media 1,40 + 0,18) y todos eran
asintomaticos y sin analitica de hepatitis aguda (transaminasas normales o

ligeramente elevadas). En estos donantes no se determiné IgG.

4.4.2. GRUPO 4B: PLASMAS DEL CENTRO REGIONAL DE TRANSFUSION

SANGUINEA DE GRANADA

De los 687 plasmas analizados, 606 resultaron VIRCLIA IgG negativos y 81, IgG

positivos. La prevalencia de IgG en este grupo fue del 11,79%.

Doce (14,81%) de los plasmas con VIRCLIA IgG positivos fueron VIRCLIA IgM

positivos con indices entre 1,18 y 9,53 (4,29 + 2,87).

La avidez de IgG VIRCLIA, de los 69 VIRCLIA IgM negativa/VIRCLIA I1gG

positiva, fue baja en 4, intermedia en uno y alta en 64.

4.5. RESULTADOS DEL GRUPO 5: PACIENTES DEL MEDIO RURAL

Se detecto IgG CLIA en 29 (18,83%) de los 154 pacientes analizados (Tabla 12).
Los casos positivos se concentraron en 7 localidades (Figura 25), en las que
existia una prevalencia superior al 11%. Estas localidades se encuentran en

comarcas donde abundaban los casos de hepatitis E Aguda (Figura 24).
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Tabla 12: Resultados de IgG CLIA (VIRCELL)
en pacientes del medio rural

Localidad N° total N° IgG + %
Alagén 13 2 15,38%
Borja 19 6 31,58%
Ejea 35 9 25,711%
Epila 6 0 0,00%
La Almunia 2 0 0,00%
Magallon 1 0 0,00%
Mallén 3 0 0,00%
Pedrola 1 1 100,00%
Sadaba 6 0 0,00%
Sos 1 0 0,00%
Tarazona 34 4 11,76%
Tauste 9 2 22,20%
Utebo 24 5 20,83%
TOTAL 154 29 18,83%
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Figura 25. Distribucion por comarcas de los casos IgG positivos del grupo 5 en
Aragén
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La edad media de los positivos fue de 60 afios (DE + 19,36), muy superior a la

de los pacientes de este grupo analizados.

4.6. RESULTADOS DEL GRUPO 6: PACIENTES CON IgM NEGATIVA

FRENTE A VHA

Las 50 muestras del grupo 6 (anti-VHA IgM negativas) fueron negativas para

CLIA IgM VHE, con indices entre 0,029 y 0,243 (media 0,057 + 0,034).

4.7. RESULTADOS DEL GRUPO 7: SEGUIMIENTO DE PACIENTES IgM

ANTI-VHE POSITIVOS

Los resultados de los 73 sueros (31 primeros sueros y 42 muestras de
seguimiento) de 31 pacientes en los que se dispuso de mas de un suero pueden

verse en la tabla 13.

Se observa que en los 12 pacientes con hepatitis aguda (en verde en la tabla 13)
la IgM de DIA.PRO fue positiva en todos los casos durante todo el periodo de
seguimiento, que llegd a ser mayor a 2,5 afios (940 dias). En los pacientes con
infeccion asintomatica/lgM persistente (en naranja en la tabla 13), la IgM de
DIA.PRO fue positiva o dudosa durante todo el periodo de seguimiento, que se
prolongé una media de 170,17 dias + 223,12 (rango 8-915 dias), en 15 de los 17
pacientes (88,23%). En los dos pacientes en los que se negativizé la IgM de
DIA.PRO, el periodo de seguimiento fue de 210 y 80 dias, y sus cifras de IgM

basales, de 5,0 y 2,1, respectivamente. Las cifras de IgM en los sueros de los
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dos pacientes falsos positivos (en rojo en la tabla 13) fueron iguales o menores

a 3,3 y en uno, permanecio positiva mas de 200 dias.

La IgM de VIRCELL fue positiva o dudosa en 5 de los 12 (58,33%) pacientes con
hepatitis aguda durante todo el periodo de seguimiento, que se prolongé una
media de 58,8 dias + 27,75 (rango 37-202 dias). En dos pacientes la IgM se
negativizd antes de finalizar el periodo de estudio a los 359 dias (719906) y 180

dias (610503).

En los 17 pacientes con infeccion asintomatica/lgM persistente, la IgM de
VIRCELL fue negativa en todos (100%) durante el seguimiento. La IgM de

VIRCELL fue negativa en todos los falsos positivos.

La IgG de VIRCELL fue negativa en dos pacientes clasificados como falsos
positivos a IgM de DIA.PRO, pero positiva en el resto (infeccion aguda e infeccion

asintomatica/lgM persistente).

La IgM de MIKROGEN fue positiva o dudosa en 10 de los 12 pacientes (83,33%)
con hepatitis aguda en los que se pudo hacer seguimiento durante un periodo
que llego a ser de hasta 359 dias, con una media de 150 dias + 119,79 (rango 37-
359). En los pacientes con infeccidén asintomatica/lgM persistente en los que se
pudo hacer seguimiento, la IgM de MIKROGEN fue negativa 12 de 17 (70,58%)
durante el seguimiento. En un paciente la IgM se negativiz6 antes de finalizar el
periodo de estudio a los 329 dias (801909). La IgM de MIKROGEN fue negativa

en el seguimiento de todos los falsos positivos.

La IgM de WANTAI fue positiva o dudosa en 9 de los 12 pacientes (75%) con

hepatitis aguda durante un periodo de seguimiento que llego a ser de hasta 359
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dias, con una media de 88,50 dias + 132,05 (rango 37-359). En los 17 pacientes
con infeccién asintomatica/lgM persistente, la IgM de WANTAI fue negativa en
15 (88,23%) durante el seguimiento. La IgM de WANTAI fue negativa en el

seguimiento de todos los falsos positivos.
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Tabla 13: Resultados de seguimiento serolégico en pacientes con mas de un suero
disponible

N° DTS DIA.PRO VIR M VIR G MKG WNT PCR AVIDEZ

9 13,0| POS| 10,4| POS| 6,7| POS| 100,7| POS| 14,4| POS| POS| 17| BAJA

351 6,0 POS 01| NEG| 1M,6| POS| 255| POS| 04| NEG| NEG| 89| ALTA

940 16| POS| 0,0/ NEG| 11,3| POS 13,8| NEG 0,1 NEG NR| 92| ALTA

7 20| POS 01| NEG| 26| POS| 256| POS 0,1] NEG| NEG| 69| ALTA

705090
395 26| POS 01| NEG| 18| POS| 454| POS| 0,0 NEG NR| 63| ALTA
2 13,4| POS| 53| POS| 11,0 POS| 90,8| POS| 12,5| POS| POS| 25| BAJA
70 51| POS| 03| NEG| 98| POS| 093,8| POS| 25| POS NR| 63| ALTA
6 11 DUD| 0,2| NEG| 6,5| POS 17,6 | NEG| 05| NEG| NEG| 67| ALTA
832658

40 18| POS| 0,2| NEG| 6,5| POS 17,5| NEG| 0,3| NEG NR| 78| ALTA

- 1,9| POS 01| NEG| 8,8| POS 3,2 NEG| 0,0 NEG| NEG| 58| ALTA

628769 | +14 29| POS 01| NEG| 85| POS 54| NEG| 0,0 NEG NR| 66| ALTA

+34 1,5| POS| 0,0 NEG| 8,4| POS 6,5/ NEG| 0,0 NEG NR| 70| ALTA

1 12,7\ POS| 3,8 POS| 49| POS| 107,4| POS| 14,0| POS| POS| 13| BAJA

50 12,6| POS| 22| POS| 9,0 POS| 149,0f POS| 11,8| POS| POS| 44| INT

819056 120 25| POS| 00| NEG| 26| POS| 14,2| NEG| 0,0| NEG| NEG| 55| ALTA

135 19| POS| 00| NEG| 2,2| POS| 228| DUD| 0,0| NEG NR| 55| ALTA

43 13,4| POS 6,1 POS| 10,7| POS 921 POS| 12,0 POS| NEG| 26| BAJA

353 71| POS| 03| NEG| 14| POS| 675 POS| 23| POS NR| 87| ALTA

50| POS 01| NEG| 14,4| POS 26| NEG| 0,0 NEG| NEG| 94| ALTA

718439 | 54 1,2| POS| 0,0 NEG| 10,0| POS 3,3| NEG| 0,0 NEG NR| 91| ALTA

210 0,7| NEG 0,1| NEG| 10,8| POS 32| NEG| 0,0| NEG NR| 98| ALTA

34 10,8 POS| 24| POS| 98| POS| 1314| POS| 8,2| POS| NEG| 16| BAJA

160 45| POS 01| NEG| 91| POS 14| NEG| 0,2| NEG| NEG| 71| ALTA

15 12,4| POS| 3,0 POS| 98| POS| 1081 POS| 13,4| POS| POS| 31| BAJA

[

45 11,3 POS| 04| DUD| 91| POS| 109,7| POS| 23| POS| NEG| 36| BAJA

- 11| DUD 01| NEG| 9,6| POS 73| NEG| 0,0 NEG| NEG| 94| ALTA

702885 | +37 11| DUD 01| NEG| 9,5| POS 6,9 NEG| 0,0 NEG NR| 91| ALTA

+120 3,8/ POS 01| NEG| 9,2| POS 50| NEG| 0,0 NEG NR| 89| ALTA

- 1,0| DuD| 0,0 NEG| 2.0| POS 10,8| NEG 1,0 DUD| NEG| 36| BAJA
627851

+40 1,2| DUD 0,3| NEG| 25| POS 16,5| NEG 1,4| POS NR| 29| BAJA

15 16,0 POS| 6,7| POS| 16| POS| 86,6 POS| 12,7| POS| POS| 12| BAJA

80 1,8 POS| 23| POS| 89| POS| 127,8| POS| 9,6 POS| NEG| 73| ALTA

202 8,2| POS 0,7| POS| 12,7| POS| 478| POS| 52| POS| NEG| 84| ALTA

359 19| POS| 04| NEG| 9,0 POS| 22,9| DUD 21| POS NR| 98| ALTA

3 1,0| DUD 0,1 NEG| 10,0 POS 13,9| NEG 0,1] NEG| NEG| 76| ALTA

819597 8 19| POS 0,1| NEG| 8,8| POS 18,3| NEG| 0,0] NEG NR| 96| ALTA

94 19| POS 0,1| NEG| 8,6| POS 16,2| NEG 0,1 NEG NR| 91| ALTA

29 1,7| POS 01| NEG| 5,1 POS 17,8| NEG| 0,2 NEG| NEG| 87| ALTA
837497

21 2,7 POS| 00| NEG| 42| POS 18,8| NEG| 0,2| NEG NR| 83| ALTA

13,9| POS 41| POS| 6,1 POS| 1276| POS| 59| POS| NEG| 14| BAJA

+90 10,2| POS 0,7| POS| 12,4 POS| 959| POS 14| POS NR| 77| ALTA
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+180 89| POS| 04| DUD| 123| POS| 96,3| POS| 09| NEG NR| 89| ALTA
+210 1,5 POS| 0,2| NEG| 101 POS| 433| POS| 04| NEG NR| 87| ALTA
201480 18 16| POS 01| NEG| 52| POS 13,9| NEG| 0,0 NEG| NEG| 96| ALTA
24 1,0| DuD| 0,0| NEG| 4,8| POS 19,8| NEG| 0,0 NEG NR| 96| ALTA
14 12,0| POS| 6,6| POS| 27| POS NR NR| NR NR| POS| 33| BAJA
55 91| POS| 09| POS| 49| POS| 103,3| POS| 4,0 POS| NEG| 45| INT
804536 120 14| POS 01| NEG| 71| POS 87| NEG| 0,0 NEG| NEG| 80| ALTA
213 1,2| DUD 01| NEG| 7,5| POS 92| NEG| 0,0 NEG NR| 67| ALTA
9 29| POS| 00| NEG| 85| POS| 27,6| POS 0,1| NEG| NEG| 96| ALTA
726583 | 106 26| POS 01| NEG| 11,5| POS| 249| POS| 04| NEG| NEG| 96| ALTA
329 1,2| POS 01| NEG| 8,6| POS 16| NEG| 03| NEG| NEG| 96| ALTA
7 126 POS| 2,7| POS| 10,0] POS| 148,9| POS| 99| POS| POS| 12| BAJA
37 17,01 POS 21| POS| 11,5] POS| 138,7| POS| 52| POS NR| 14| BAJA
7 1,0 POS| 6,4| POS| 13,1] POS| 107,9| POS| 14,6| POS| POS| 33| BAJA
107 10,1 POS| 0,5| POS| 10,5| POS| 90,7| POS| 23| POS| NEG| 94| ALTA
30 21| POS 01| NEG| 22| POS 91| NEG| 02| NEG| NEG| 65| ALTA
214914 80 0,4| NEG 01| NEG| 14| POS 13,8 NEG| 0,2| NEG NR| 64| ALTA
90 2,7 POS 01| NEG| 2,8| POS 19,2| NEG| 0,0 NEG| NEG| 72| ALTA
806822 210 1,3| POS| 0,0 NEG| 17| POS 18,1 NEG| 0,0| NEG NR| 76| ALTA
508537 3 3,2| POS 01| NEG| 94| POS| 373| POS 01| NEG| NEG| 88| ALTA
915 3,2| POS 0,1| NEG| 88| POS| 339| POS| 0,0 NEG NR| 78| ALTA
810677 - 1,0| DUD 01| NEG| 5,0 POS 36| NEG| 0,0 NEG| NEG| 86| ALTA
+15 1,0| DUD 01| NEG| 52| POS 46| NEG| 0,0 NEG NR| 78| ALTA
- 31| POS| 03| NEG|276| POS| 64,7| POS| 23| POS| NEG| 92| ALTA
407964 +18 45| POS| 0,2| NEG| 10,7 POS| 754| POS 15| POS NR| 94| ALTA
7 12,3| POS| 10,4| POS| 12,0 POS| 107,8| POS| 16,4| POS| POS| 17| BAJA
56 27| POS| 02| NEG| 16,0| POS| 63,4 POS 1,7] POS NR| 72| ALTA
- 21| POS 01| NEG| 0,2| NEG 12,8| NEG 0,1] NEG| NEG| NR| NR
+90 1,8| POS 0,1 NEG| 0,1] NEG 17,5| NEG| 0,0| NEG NR| NR| NR
+200 1,7| POS 0,1 NEG| 0,1| NEG 18,9 NEG| 0,0 NEG| NEG| NR| NR
1 33| POS| 0,0 NEG| 0,2| NEG 82| NEG| 0,0] NEG| NEG| NR| NR
24 09| DuD| 0,0 NEG| 0,2| NEG 74| NEG| 0,0] NEG NR| NR| NR

DTS: Dias tras sintomas; DP: DIA.PRO IgM; VIR M: Virclia IgM; VIR G: Virclia IgG; MKG: MIKROGEN IgM; WNT:

WANTAI IgM; AVIDEZ: Avidez IgG, NR: No realizado, INT: Intermedia. Color verde: hepatitis aguda, color naranja:

infeccion

asintomatica/anticuerpos residuales, color rojo: falsos positivos.

En relacién con la avidez, los 12 pacientes clasificados como hepatitis aguda
presentaron baja avidez de IgG, de los que 10 pasaron a avidez alta (8 casos) o
intermedia (2 casos) en la segunda muestra (Tabla 13 y figura 26). Las dos

muestras con avidez intermedia habian sido obtenidas a los 50 y 55 dias,
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respectivamente. Las dos muestras de pacientes con baja avidez en las

muestras de seguimiento habian sido obtenidas a los 45 y 37 dias,

respectivamente.
Pacientes con hepatitis E aguda

100 —@— 607357
90 —0— 722164

80
© ®— 619993
E 70 —@— 710242

©
Z 60 —— 503455
X 50 ®— 722811
40 —@— 719906
f—

30 —@— 610503
—@— 814048

20
—8— 837376

10
—@— 506697

0
0 10 20 30 40 50 60 —@—746481

Semanas tras sintomas

Figura 26. Avidez en pacientes con hepatitis E aguda

Solo un paciente con infeccion pasada/lgM persistente presento baja avidez en
ambas muestras. El dia del inicio de los sintomas era desconocido y el segundo
suero se obtuvo 40 dias después del primero. En el resto de los pacientes el

valor de avidez se mantuvo alto y sin cambios significativos (Tabla 13 y figura

27).
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Pacientes con anticuerpos residuales o infeccion asintomatica —e— 705090
—@— 832658
®— 628769
—@— 819056
—@— 718439
70 ®— 702885
—@— 627851

60 . —e— 819597
50 —@— 837497
40 —@— 701480
Ob —— 804536
—@— 726583

20 —@—514914
10 —@— 806822
528537

0 10 20 30 40 50 60 810677
®— 407964

Semanas tras sintomas

100
90
80

% Avidez IgG

30

Figura 27. Avidez en pacientes con infeccidon asintomatica o anticuerpos
residuales

En 8 pacientes PCR positiva se pudo volver a realizar la prueba en una segunda
muestra obtenida entre 45 y 351 dias (media 65,40 dias + 120,04). Solo un
paciente fue PCR positiva en una muestra obtenida a los 50 dias. Solo en un
caso el seguimiento fue a corto plazo, 45 dias de evolucion y el resto superaba

los 55 dias.

4.8. RESULTADOS DEL GRUPO 8: ESTUDIO COMPARATIVO EN LOS

PACIENTES DEL GRUPO 2

En las tablas 14, 15 y 16 se muestran los resultados de las distintas pruebas
diagndsticas utilizadas en los 3 tipos de pacientes: hepatitis E aguda, infeccion
asintomatica/anticuerpos residuales y pacientes con resultados falsos positivos

con DIA.PRO.

15



Tesis Doctoral de Claudia Mendoza Lépez

Tabla 14: Resultados de pruebas diagnésticas en casos con hepatitis aguda del grupo 2

Caso
211321
302793
406971
411105
411297
416208
503015
503455
506697
506844
604165
607357
607765
610503
619993
621325
621326
624466
628072
710291
710242
715061
722164
717213
719453
719906
722811
724406
809536
810715
812478
813128
814048
814689
818111
818227
819359
819647
830159
830171
830395
831740
834083
837376
841689
842153

DIA.PRO M

16

VIRC M VIRC G MKG M WANM | PCR 9% AVIDEZ |DTS
4,7 | POS | 216 | POS | 86,9 | POS |12,0 | POS |POS| 5265 36 | BAJA| 21
7,9 | POS | 19,1 | POS | 83,0 | POS |12,3 | POS |NEG - 31 | BAJA| 23
13,5| POS | 2,7 | POS | 94,5 | POS | 16,4 | POS |POS | 2590025 | 8 |BAJA| 1
10,6 | POS |13,6 | POS | 85,8 | POS [10,9 | POS |POS| 35757 | 34 |BAJA| 26
71 | POS | 44 | POS | 946 | POS 13,8 | POS |POS| 1122820 | 10 | BAJA| 19
11 | POS |28,2| POS |108,3| POS | 7,0 | POS |POS| 630592 | 26 |BAJA| 6
10,4 | POS | 9,4 | POS |108,2 | POS | 13,5 | POS |POS | 476070 | 41 |BAJA| 6
24| POS | 98 | POS | 131,4 | POS | 8,2 | POS |NEG - 16 | BAJA| 34
6,4 | POS | 131 | POS |107,9 | POS 14,6 | POS |POS| 37105 33 |BAJA| 7
92| POS | 86 | POS | 10,9 | POS | 13,4 | POS |POS| 20148 31 |[BAJA| 8
10,8 | POS | 1,5 | POS |100,8 | POS | 14,4 | POS |POS| 5663 5 |BAJA| 8
10,4 | POS | 6,7 | POS |100,7 | POS | 14,4 | POS |POS| 961281 | 17 |BAJA| 9
1,7 | POS 10,0 | POS | 107,7 | POS | 10,6 | POS |POS| 38502 13 |BAJA| 7
41 | POS | 61 | POS [127,6 | POS | 5,9 | POS |NEG - 14 | BAJA | -
3,8 | POS | 49 | POS |107,4 | POS | 14,0 | POS | POS 1940 13 |BAJA| 1
3,9 | POS | 50 | POS | 86,2 | POS |[10,8 | POS |POS| 87510 8 |BAJA| 8
11,8 | POS | 6,9 | POS [107,9 | POS | 14,2 | POS | POS 1113 27 |BAJA| 10
0,1 | NEG | 90 | POS | 30,4 | POS | 0,1 | NEG |POS| 35088 | 79 |ALTA| 8
3,9 | POS | 89 | POS | 94,7 | POS | 1,8 | POS | POS 933 37 | BAJA| 23
0,2 | NEG | 1,7 | POS | 91,9 | POS | 11 | POS | POS | 16302290 | 4 | BAJA| 10
6,1 | POS [10,7 | POS | 921 | POS | 12,0 | POS |NEG - 25 | BAJA | 43
49 | POS | 89 | POS |100,8 | POS | 9,7 | POS |POS| 214000 | 26 | BAJA| 5
53 | POS | 11,0 | POS | 90,8 | POS |12,5 | POS |POS| 120410 | 25 |BAJA| 2
41 | POS | 8,7 | POS | 94,8 | POS |13,5| POS |POS | 1856730 | 22 | BAJA| 5
13,3 | POS | 11,0 | POS | 107,7 | POS | 7,8 | POS |POS| 300302 | 35 | BAJA| 25
6,7 | POS | 1,6 | POS | 86,6 | POS | 12,7 | POS |POS| 1330567 | 12 | BAJA | 15
3,0 | POS | 9,8 | POS | 1081 | POS |13,4 | POS |POS| 70145 31 | BAJA| 15
0,3 | NEG | 55 | POS | 33,9 | POS | 1,3 | POS |NEG - 91 | ALTA | 40
15| POS | 6,2 | POS |108,2 | POS | 16,4 | POS | POS 1170 21 |BAJA | 21
6,7 | POS | 1,7 | POS |108,0 | POS |13,4| POS |POS| 32478 | 25 |BAJA| 9
13,5| POS | 1,6 | POS |100,8 | POS | 15,3 | POS | POS | 30569930 | 41 | BAJA| 10
2,2 | POS |10,5| POS |100,7 | POS | 11,8 | POS |POS | 316957 | 18 |BAJA| 5
6,6 | POS | 27 | POS | NR | NR | NR | NR |POS 663 33 | BAJA| 14
10,4 | POS | 12,0 | POS |107,8 | POS | 16,4 | POS |POS | 72200 177 |BAJA | 7
6,2 | POS | 9,7 | POS | 79,7 | POS | 13,0 | POS |NEG - 19 | BAJA | 39
0,6 | POS | 8,4 | POS |107,5| POS | 2,4 | POS |POS| 38218 30 | BAJA | 18
7,7 | POS | 6,4 | POS | 858 | POS | 11,5 | POS |POS| 673998 | 6 |BAJA| 7
3,6 | POS | 58 | POS | 1081 | POS |16,3 | POS |POS| 1331050 | 5 |BAJA| 9
45| POS | 8,0 | POS |108,0 | POS | 13,7 | POS | POS 5187 19 |BAJA| 5
53 | POS | 81 | POS | 924 | POS |14,4 | POS |POS| 58693 | 40 | BAJA| 19
1,5 | POS | 7,9 | POS [108,0 | POS | 7,9 | POS |POS | 1004905 | 9 | BAJA | 10
6,4 | POS | 6,5 | POS |107,8 | POS |12,5| POS |[POS| 616752 | 14 |BAJA| 6
10,4 | POS | 7,7 | POS | 115,0 | POS | 13,0 | POS | POS 904 2 |BAJA| 18
2,7 | POS |10,0 | POS |148,9 | POS | 9,9 | POS |POS| 6776 12 |BAJA | 7
0,1 | NEG [10,0 | POS | 117,6 | POS | 0,2 | NEG |NEG - 39 |BAJA| 5
3,1 | POS | 8,6 | POS |149,4 | POS | 14,7 | POS |POS| 223302 | 3 |BAJA| 5




RESULTADOS

VIRC = VIRCELL; MKG = MIKROGEN; WAN = WANTAI; DTS = DIAS TRAS SINTOMAS

En los casos con hepatitis aguda, la IgM Anti-VHE fue positiva en el 91,30%

(42/46) con VIRCELL; en el 100% (45/45), con MIKROGEN: en el 95,55% (43/45)

con WANTAI; en el 84,78%, (39/46), con PCRy en el 95,65% (44/46), con avidez.

Tabla 15: Comparacion de resultados con las pruebas diagnésticas en casos con
infeccion asintomatica o con anticuerpos residuales del grupo 2

Caso |DIAPROM| VIRC M VIRC G MKG M WANM [PCR| AVIDEZ | DTS
116869 | 3,26 |POS| 0,2|NEG| 7,6|/POS| 66,4|POS| 2,6| POS |[NEG| 81|ALTA| 7

407964 | 310|POS| 0,3|NEG| 27,6 |POS| 64,7|POS| 2,3| POS |[NEG| 92|ALTA| -

409046 | 2,30 POS| 0,0 NEG| 13,8 |POS 45|NEG| 0,0| NEG |NEG 88 |ALTA -

409994 | 5,88 | POS| 0,1|NEG| 231|POS| 23,4/DUD| 0,2| NEG |NEG 97 | ALTA -

47772 | 3,49|POS| 01|NEG| 19|POS| 17,7|NEG| 0,0| NEG |[NEG| 76|ALTA| -

426432| 1,61|POS| 2,1|POS| 3,9|POS| 129|NEG| 4,6| POS |[NEG| 53|ALTA| 15

504340 | 1,78|POS| 0,1|NEG| 8,1|POS| 9,0/NEG| 00| NEG |[NEG| 73|ALTA| 16

506604 | 2,40|POS| 01|NEG| 9,8|POS| 47|NEG| 01| NEG |[NEG| 99|ALTA| 40
508948 | 6,08/ POS| 0,1|NEG| 11,6|POS| 87|NEG| 03| NEG |[NEG| 96|ALTA| 7

514243 | 3,24|POS| 0,2|NEG| 12|POS| 25,6|POS| 0,1| NEG |[NEG| 59|ALTA| 5

514914 | 2,06 [POS| 0,1|NEG| 2,2|POS| 9,1|NEG| 0,2| NEG |[NEG| 65|ALTA| 30
528537 | 3,15|POS| 0,1|NEG 9,4|POS| 37,3|POS| 0,1 NEG |[NEG 88 |ALTA| 3

621101 | 4,00 | POS | 2,1|POS 75| POS| 48,0 POS| 3,4| POS |NEG 64 |ALTA| 25
621802 | 6,24 | POS| 0,0 NEG| 16,0 | POS 3,6 NEG| 0,0 NEG |NEG 96 |ALTA| 20
627851 | 1,02|DUD| 0,0 NEG| 2,0|POS| 10,8(NEG|1,02| DUD |[NEG| 36 |BAJA| -

624844 | 2,32|POS| 01|NEG| 9,4|POS| 4,6|NEG| 00| NEG [NEG| 91|ALTA| -

625516 | 2,54 | POS | 0,1|NEG 58 |POS| 425|POS| 0,0 NEG |NEG 76 | ALTA -

628769 | 1,92|POS| 01|/NEG| 8,8|POS| 3,2|NEG| 0,0/ NEG |[NEG| 58|ALTA| -

633045| 510|POS| 0,2|NEG| 9,7|POS| 319|POS| 14| POS |[NEG| 89|ALTA| 9

701480 | 1,56 | POS| 0,1|NEG| 52|POS| 13,9|NEG| 00| NEG |[NEG| 96|ALTA| 18

702319 | 7,51/|POS| 01|NEG| 6,6|/POS| 18,3|NEG| 0,4| NEG [NEG| 96 |ALTA| 4m
702885 | 1,08|DUD| 01|/NEG| 9,6|/POS| 73|NEG| 0,0 NEG |[NEG| 94|ALTA| -

705090 | 2,02 | POS | 0,1|NEG 2,6 POS| 256 POS| 01| NEG |NEG 69 |ALTA| 7

705027 | 2,48 POS| 0,0 NEG| 11,0/POS| 27|NEG| 0,0| NEG [NEG| 99|ALTA| -

705546 | 1,63|POS| 0,1|NEG| 79|POS| 3,7|NEG| 01| NEG |[NEG| 92|ALTA| 7

709140 | 3,86 | POS | 0,1|NEG 2,0/POS| 357|POS| 0,9| NEG |NEG 80 |ALTA| 15

713093 | 1,83|POS| 0,1|NEG| 14,4|POS| 10,9(NEG| 0,1| NEG |[NEG| 96 |ALTA| 60
718439 | 498 | POS| 0,1|NEG| 14,4 |POS 2,6 NEG| 0,0] NEG [NEG 94 |ALTA| 7

718459 | 1,39 |POS| 0,1|NEG| 13,1|POS 53|NEG| 0,0| NEG |NEG 95 |ALTA -

719572 | 1,30|POS| 01|NEG| 9,8|POS| 142|NEG| 12| POS |[NEG| 68|ALTA| 60
726583 | 2,89|POS| 0,0 NEG| 8,5|POS| 27,6 POS| 0,1| NEG |[NEG| 100|ALTA| 9

802102 | 2,35/POS| 0,1|NEG| M,4|POS| 27|NEG| 00| NEG |[NEG| 95|ALTA| 30
804536 | 1,38|POS| 0,1|NEG| 71|POS| 87|NEG| 00| NEG [NEG| 80|ALTA| 120
806822 | 2,74|POS| 01|NEG| 28|POS| 19,2|NEG| 00| NEG |[NEG| 72|ALTA| 90
808646 | 1,01|DUD| 0,2|NEG| 5,3|POS| 11,6/NEG| 17| POS |[NEG| 90|ALTA| 1

810677 | 1,04 |DUD| 0,1 |NEG 5,0 POS 3,5|NEG| 0,0| NEG |NEG 86 | ALTA -
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813420 | 1,04|DUD| 0,1|NEG| 8,3|POS| 32|NEG| NS| NEG [NEG| 90|ALTA| 7
814353 | 3,95|POS| 01|NEG| 12,3|POS| 26,9|POS| 0,0| NEG |[NEG 51|ALTA| -
818273 1,11|DUD| 0,0|NEG| 3,2|POS| 72|NEG| 01| NEG |[NEG| 69|ALTA| 33
818447 | 1,16 |DUD| 0,0 |NEG 1,7 | POS 1,8 NEG| 0,0 NEG |[NEG| 29|BAJA| -
819056 | 2,51|POS| 0,0/ NEG| 2,6|POS| 142|NEG| 0,0/ NEG [NEG| 55|ALTA| 120
819597 | 1,00|DUD| 0,1|NEG| 10,0/ POS| 139|NEG| 0,1 NEG [NEG| 76|ALTA| 3
831541 | 2,34 | POS| 0,2|NEG| 5,6|POS| 22,2|DUD| 0,7| NEG |[NEG| 74 |ALTA| 15
832658 | 1,06|DUD| 0,2|NEG| 6,5/POS| 176 |NEG| 0,5| NEG [NEG| 67|ALTA| 6
837497 | 1,66 | POS| 0,1|NEG 51|POS| 17,8/ NEG| 0,2| NEG |[NEG| 87 |ALTA| 29
837879 | 1,31|POS| 0,0 NEG| 56|POS| 89|NEG| 0,0/ NEG |[NEG| 72|ALTA| 18
841018 | 3,92|POS| 0,0 NEG| 6,6|POS| 4,6 |NEG| 02| NEG |[NEG| 58 |ALTA| -
841157 | 2,28 | POS | 0,1|NEG 1,9|POS| 22|NEG| 0,2| NEG |[NEG| 87 |ALTA| 12
841418 | 4,15|POS | 0,0 | NEG 76| POS| 20|[NEG| 0,0] NEG |[NEG| 65|ALTA| 39

VIRC = VIRCELL; MKG = MIKROGEN; WAN = WANTAI; DTS = DIAS TRAS SINTOMAS

En los casos con persistencia de IgM/infeccion asintomatica, la IgM anti-VHE fue

positiva en el 4,08% (2/49) con VIRCELL; en el 26,53% (13/49) con MIKROGEN,;

en el 16,33% (8/49) con WANTAI; en el 0% (0/49), con PCR y en el 4,08% (2/49),

con avidez.

618843
629700
727682
803785
812599
813326
838739
839423
840654
840880
841430
DTS = DIAS TRAS SINTOMAS

DIA.PROM | VIRCELL M

Tabla 16: Comparacién de resultados con las pruebas diagnésticas en
pacientes con resultado falso positivo del grupo 2
VIRCELL G | MIKROGEN M | WANTAI M | PCR | DTS
0,1|NEG 0,1|NEG| 18,9| NEG 0,0 [NEG |[NEG| -
0,0 [NEG 02|NEG| 82| NEG 0,0 [NEG |[NEG| M
0,1|NEG 0,3|NEG| 5,0| NEG 0,0 [NEG |NEG| 40
0,1|NEG 0,2|NEG| 31| NEG 0,4 |NEG |NEG
0,1|NEG 0,6 [ NEG| 4,4| NEG 0,0 NEG|NEG| 8
0,0 [NEG 1,6|POS| 39| NEG 0,0 [ NEG|NEG| 45
0,0 [NEG 0,8/NEG| 47| NEG 0,0 [NEG [NEG| 4
0,0 [NEG 0,8 NEG| 12,8| NEG 0,0 [NEG |[NEG| 10
0,0 [NEG 02|NEG| 58| NEG 0,1|NEG|NEG| 30
0,1|NEG 04|NEG| 3,0/ NEG 0,0 [NEG [NEG| 4
0,0 [NEG 0,1|NEG| 25| NEG 0,0 [NEG |[NEG| -

Los 11 casos del grupo 2 clasificados como IgM falsos positivos con DIA.PRO

fueron negativos con VIRCELL, MIKROGEN y WANTAI. Todos fueron también
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PCR negativos. Uno de ellos (813326) fue IgG positivo con VIRCELL. Este

paciente tuvo infeccién por VHA 45 dias antes.

Sin tener en cuenta los resultados de la marca DIA.PRO ya que es la prueba
utilizada para la seleccion de casos, en la tabla 17 se muestran resumidos los
resultados de las distintas pruebas en los tres tipos de situaciones clinicas

consideradas en este estudio.

Tabla 17: Resumen de los resultados de los distintos equipos

Infeccidn asintomatica
Hepatitis aguda 0 anticuerpos Falsos positivos
residuales

+ / Total % + / Total % + / Total %
DIA.PRO M 46 / 46 100% 49/ 49 100% 11/11 100%
VIRC M 42 | 46 91,30% 2/49 4,08% 0/nN 0,00%
VIRC G 46 / 46 100% 49 /49 100% 1/11 9,08%
MKG M 45/ 45 100% 13 /49 26,53% 0o/N 0,00%
WAN M 43 / 45 95,55% 8/49 16,33% 0/nN 0,00%
PCR 39/46 84,78% 0/49 0,00% 0/1 0,00%
Aglaiz 44146 | 9565% | 2/49 | 4,08% 0/11 0,00%

En la tabla 18 se muestran las medias de los indices de IgM de VIRCELL,
MIKROGEN Y WANTAI. Se aprecia que, al gual que con DIA.PRO los valores
de las muestras de casos con hepatitis aguda son significativamente mas
elevadas que en los pacientes asintomaticos/persistencia de IgM y falsos

positivos.

Tabla 18: Comparacion de medias VIRCELL, MIKROGEN y WANTAI

Subgrupo N° | ind. VIRCELL | ind. MIKROGEN | ind. WANTAI
Hepatitis aguda 46 | 6,42 (+3,63) | 100,77 (£ 21,02) | 11,22 (+ 4,39)
Inf.asint./ac residuales |48 | 0,16 (x 0,41) 16,01 (x 15,36) 0,48 (£ 0,95)
Falsos positivos 1 | 0,04 (+0,02) 6,56 (£ 5,01) 0,06 (£ 0,11)
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La concordancia entre las distintas técnicas empleadas en hepatitis aguda, se
evalué mediante el indice de kappa de Cohen. Valores kappa < 0,20 indican
concordancia pobre, débil para valores 0,21-0,40, moderada para valores 0,41-

0,60, buena entre 0,60 y 0,80 y muy buena para valores superiores a 0,80.

Se excluyo a DIA.PRO del analisis al ser nuestra técnica de seleccién de casos.

Tabla 19: indice kappa de concordancia entre las distintas
técnicas
indice kappa Vllgr;(lz\;” ngrl\]/tlal Mlgﬁen A\llécé;az PCR
Vircell IgM - 0,84 0,67 0,87 | 0,81
Wantai IgM 0,84 - 0,74 0,80 | 0,72
Mikrogen IgM | 0,67 0,74 - 0,68 | 0,66
Avidez IgG 0,87 0,80 0,68 - 0,88

4.9. RESULTADOS DEL GRUPO 9: ANALISIS MOLECULAR,

SECUENCIACION Y ANALISIS FILOGENETICO.

4.9.1. ANALISIS MOLECULAR

En la tabla 20 se muestran los resultados de la PCR en los 106 pacientes del

grupo 2, en funcién de la clinica.

La PCR fue positiva en 39 (84,78%) de los casos clasificados como hepatitis

aguda y en ninguno de los casos de los otros tipos de pacientes.

Los 7 casos PCR negativos eran muestras de pacientes obtenidas entre 5y 43
dias tras los sintomas, eran IgM DIA.PRO, MIKROGEN Y WANTAI e IgG CLIA
positivos (Tabla 14) y 5 de ellos, IgM CLIA positivos. Tres tenian IgG CLIA de

baja avidez (14%, 31% y 39%) y 4 de alta avidez (Tabla 14).
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Tabla 20: Resultados de PCR en pacientes del grupo 2

Subgrupo N° PCR positiva %
Hepatitis aguda 46 39 84,78%
Infegmon asmtomatlca o] 49 0 0%
anticuerpos residuales
Falsos positivos 11 0 0%

El resultado negativo en los casos clasificados de infeccién asintomatica o

anticuerpos residuales/falsos positivos confirma lo adecuado de la clasificacion.

La PCR de los pacientes con SPT fue positiva con una carga viral de 663

copias/mL y 72200 copias/mL, respectivamente para los pacientes 1y 2.

4.9.2. SECUENCIACION

Se realiz6é en 34 muestras de las 39 con PCR positiva, en cinco no disponiamos

de volumen suficiente (muestras 607765, 713093, 834083, 837376, 842153).
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1:818227,2: 819359, 3: 810715, 4: 812478,5:722811,6: 715061, 7: 211321, 8:
406971,9: 416208, 10: 506697, MP: marcador de peso molecular 100 pb, CN: control
negativo, CP: control positivo.

Figura 28. Gel electroforesis con amplicones de 10 pacientes

Las muestras sin la calidad necesaria para analisis posteriores fueron 7 (casos
607765, 619993, 621325, 628072, 830159, 830171, 830395). Las lecturas emitidas
por el secuenciador, se revisaron para comprobar su calidad, y se deshecharon

las inconsistentes (Figura 29).

%H I W I .‘I\\q- Tl T
T AT

Figura 29. Lectura de una secuencia con el programa Sequence scanner.
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4.9.3. ANALISIS FILOGENETICO

Todas las secuencias de este estudio fueron depositadas en GenBank (Tabla 21)
y correspondieron por homologia con miembros de la familia Hepeviridae.
Nuestras secuencias se compararon con secuencias depositadas en GenBank,
y mostraron la mayor homologia con las descritas en cerdo, jabali, caballo y

humanos (Tabla 22).

Segun el arbol en la figura 30, todas las secuencias descritas fueron agrupadas

dentro del genotipo 3 de la especie Orthohepevirus.

Se asignaron a las secuencias los subgenotipos de acuerdo a su posicién en el
arbol filogenético y utilizando la herramienta “Hepatitis E Virus Genotyping Tool
Version 0.1". De acuerdo con ésto, 24 secuencias del estudio pertenecen al
subgenotipo 3f y resultaron ser similares a secuencias depositadas en BLAST
de humano, cerdo y caballo descritas en Francia, Espafa y Japdn. La distancia

([l

p” entre las secuencias de este estudio oscilo entre 0,020 y 0,235.

Se encontraron mediante el analisis filogenético dos subtipos distintos al 3f en

las secuencias estudiadas:

Las secuencias pertenecientes a los pacientes 710291 y 719906 resultaron ser
similares entre ellas en el analisis filogenético, formando un clado cercano con
un “bootstrap” de 88% y fueron similares a secuencias anteriormente descritas
como subtipo 3m. El paciente 710291, era cazador y vivia en Zaragoza. La
secuencia presentd la mayor homologia con una depositada en BLAST
encontrada en jabali en Espafa, MH891834 (distancia p: 0,054). A su vez, el
paciente 719906, era pastor y vivia en Sadaba. La mayor homologia fue con una
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secuencia depositada en BLAST, descrita en humano en Francia KU176130

(distancia p: 0,013).

Por otro lado, la secuencia perteneciente el paciente 416208, camionero de
profesion y que vivia en Utebo, pertenece al subgenotipo 3¢ por su similitud con
varias secuencias depositadas en BLAST, la menor distancia p resulté ser con

la secuencia MF444043, descrita en Francia en humano (distancia p: 0,010).

La mayoria de secuencias identificadas pertenecieron al subgenotipo 3f
(88,88%), 2 al subgenotipo nuevo 3m (7,40%) y 1 de ellas (3,70%) al subgenotipo
3c. En el analisis filogenético, los circulos negros son cadenas identificadas en
este estudio. Los pacientes con SPT y VHE estan representados ademas con
los numeros de acceso de GenBank. La distancia p entre estas dos secuencias

fue de 0,115.

Tabla 21: Secuencias descritas en este estudio
Caso GenBank Genotipo | Hospedador Pais
411297 | MW656376 3f Humano Espana
621326 | MW656375 3f Humano Espana
810715 MW685511 3f Humano Espana
411105 MW671052 3f Humano Espana
717213 | MW656362 3f Humano Espana
416208 | MW685506 3c Humano Espana
607357 | MW656363 3f Humano Espana
406971 | MW656364 3f Humano Espana
719453 | MW656365 3f Humano Espana
831740 | MW656366 3f Humano Espana
819359 | MW685512 3f Humano Espana
722811 | MW685508 3f Humano Espana
719906 | MW656367 3m Humano Espana
211321 MW685505 3f Humano Espana
819647 | MW685507 3f Humano Espana
818227 | MW656368 3f Humano Espana
503015 | MW656369 3f Humano Espana
710291 | MW656370 3m Humano Espana
814048 | MT262882 3f Humano Espana
814689 | MT262883 3f Humano Espafia
809536 | MW656371 3f Humano Espafia
812478 | MW685509 3f Humano Espana
506697 | MW656372 3f Humano Espafia
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813128 | MW656374 3f Humano Espana
604165 | MW685513 3f Humano Espana
715061 | MW656373 3f Humano Espafna
624466 | MW685510 3f Humano Espana

Tabla 22: Secuencias similares descritas en BLAST

GenBank Genotipo | Hospedador Pais
LC055973 3f Humano Japon
MH178352 3f Caballo Espana
MN646695 3f Humano Francia
MF444039 3f Humano Francia
MF444061 3f Humano Francia
MF444043 3c Humano Francia
MF444075 3f Humano Francia
MF444076 3f Humano Francia
KU513561 3m Humano Espana
MF444096 3f Humano Francia
EU723516 3f Cerdo Espana
MF444095 3f Humano Francia
MF444127 3f Humano Francia
MH891834 3m Jabali Espana
MF444140 3f Humano Francia
MF444094 3f Humano Francia
KU176130 3m Humano Francia
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4.10. RESULTADOS DEL GRUPO 10: ESTUDIO DE AVIDEZ IgG A VHE

En la tabla 23 se muestran los resultados del analisis de la avidez de IgG en los

pacientes del grupo 2.

En los 44 pacientes con hepatitis aguda la avidez fue baja (95,65%). De los 2
casos con alta avidez, uno fue PCR VHE positiva (caso 624466) y con indices
de IgM bajos y discordantes. Este caso, que llevaba aparentemente 8 dias de
evolucion, era un paciente bulgaro con transaminasas muy elevadas y
positividad para IgM frente VHA y VEB VCA. El otro caso con alta avidez (caso
724406) presentaba 39 dias de evolucién, IgM discordantes y transaminasas

elevadas.

En los casos clasificados como infeccidén asintomatica o residual solo hubo dos
pacientes (4,08%) con baja avidez (casos 627851, 818447 de la tabla 15). Sus
PCR fueron negativas y los indices de IgM bajos o negativos y discrepantes entre

las distintas técnicas.

Tabla 23: Resultados del estudio de avidez en pacientes del

grupo 2
Subgrupo N° Baja avidez %
Hepatitis aguda 46 44 95,65 %
Infegmon asmtor_natlca 0 49 o 4.08 %
anticuerpos residuales
Falsos positivos 1 0 0,00 %

Hubo diferencias estadisticamente significativas (p<0,001) en el porcentaje de
casos con baja avidez entre pacientes con hepatitis E aguda y pacientes con

infeccion asintomatica/anticuerpos residuales.
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La determinacion de avidez no se realizé en 10 de las 11 muestras consideradas

como falsas positivas por ser IgG negativas.

4.11. RESULTADOS DEL GRUPO 11: PACIENTES CON SINDROME DE

PARSONAGE-TURNER Y VHE

En la tabla 24 se muestran los resultados de los analisis microbiolégicos en los

dos pacientes con SPT.

Tabla 24: Resultados de los analisis microbiolégicos en pacientes con
SPT

PACIENTE 1 PACIENTE 2
Dias desde el comienzo 14 | 45 7 | 56
Prueba serolégica indice (S/CO) indice (S/CO)
IgM VHE (EIA) (CO1.2) | 12,00 9,14 12,29 2.74
IgM VHE (CLIA) (CO 0,5) | 6,57 0,94 10,39 0,20
IgG VHE (CLIA) (CO 1,1) 271 4,94 11,99 15,96
Otras pruebas microbiolégicas
Avidez IgG VHE (EIA) (%) | 35 (bajo) | 45 (int) | 17 (bajo) | 72 (alto)
Carga viral (IU/mL) 663 NEG 72000 NEG
Genotipo VHE 3f - 3f -

ElA=enzimoinmunoensayo; CLIA=inmunoensayo quimioluminiscente; CO=
cut-off; Int = intermedia.

En el paciente 1, la IgM Anti-VHE, la IgG Anti-VHE y la PCR, realizadas a los 7
dias de evolucion fueron positivas y la avidez de IgG fue baja. El analisis
filogenético mostré la pertenencia al genotipo 3f (numero de acceso a GenBank

MT262882) (Figura 30).

El paciente fue diagnosticado de neuropatia del plexo braquial (Sindrome de
Parsonge-Turner) asociado a infeccidén por VHE genotipo 3f. Recibio tratamiento

con antiinflamatorios no esteroideos (naproxeno, dexketoprofeno), corticoides
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(metilprednisolona 500 mg/d durante tres dias), analgésicos (tramadol i.v.,
oxicodona, metamizol), gabapentina y rehabilitacion, mostrando una leve mejoria

clinica.

En un suero obtenido durante la convalecencia a los 40 dias del comienzo de los
sintomas, se detectdé un aumento del indice de IgG Anti-VHE (indice CLIA 4,94)
y de avidez (45%). EI ARN fue negativo y las enzimas hepaticas se normalizaron
(ALT 27 UI/L y AST 11 U/L). Un mes después el paciente fue reingresado en el
hospital por dolor persistente, impotencia funcional y disnea, junto con atrofia del
miembro derecho superior. Se le administraron corticoides (metilprednisolona 1
gr/d durante 5 dias) y se repiti6 el estudio electrofisioldgico. En este momento, el
electroneurograma mostro alteracion en el nervio frénico izquierdo (raiz C4,
debilidad diafragmatica) y en el nervio supraescapular derecho (raiz C5-C6,
debilidad del supra e infraespinoso) y el electromiograma, discreta polifasia, en
el biceps y supraespinoso sin otras alteraciones ni ausencia de denervacion en
los musculos explorados. Un afno después el paciente podria trabajar, no
presentaba debilidad muscular ni atrofia significativa, aunque tenia ligera disnea

de esfuerzo (Figura 31).
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Figura 31. Radiografias de térax del paciente 1 con SPT

Izquierda 04/05/18: Ligera elevacion del hemidiafragma derecho. Derecha
09/04/19: Persistencia de la elevacion del hemidiafragma derecho con presencia
de atelectasia laminar.

El caso 2, fue diagnosticado de hepatitis aguda, después de la realizacion de las
pruebas viroldgicas, con neuropatia del plexo braquial (SPT) asociada a la
infeccion viral. La IgM, la IgG anti-VHE y la PCR fueron positivas a los 7 dias de
evolucion. La avidez de la IgG fue baja. El estudio del genoma mostré que se
trataba del genotipo 3f (numero de acceso a GenBank MT262883) (Figura 30).

No se hizo estudio de LCR para VHE.

A los 49 dias de evolucion se volvié a realizar serologia de VHE, la cual mostro
elevacion de la IgG Anti-VHE (indice CLIA 15,96) y de la avidez (72%), siendo la
PCR negativa. Las enzimas hepaticas también se normalizaron (AST 17 U/L y

ALT 20 U/L), pero el dolor cervicobraquial y abdominal persistio.
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DISCUSION

El aumento de los casos descritos de la infeccion por VHE en los paises
desarrollados, en general, y en Espafia, en particular, ha puesto en evidencia la
necesidad de disponer de medios diagndsticos adecuados. En este sentido, han
aparecido guias de diagnéstico de la hepatitis E, como la del Grupo de Estudio
de Hepatitis (GeHEP) de la Sociedad Espariola de Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia Clinica (SEIMC) (GeHEP, 2018), la de la Asociacién Europea para
el Estudio del Higado (EASL, 2018) o la del Centro Europeo para la Prevencion

y Control de Enfermedades (ECDC, 2019).

Todas las guias mencionadas tienen en comun la recomendacion de combinar
métodos moleculares y seroldgicos para el diagndstico de las infecciones por
VHE. EASL y ECDC recomiendan la deteccion de ARN (persistencia al menos
durante 3 meses) o antigeno de VHE para diagnostico de las infecciones

cronicas. Las 3 guias recomiendan investigar VHE en todos los casos con
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hepatitis o sospecha de hepatitis. GeHEP hace énfasis en la equivalencia de la

deteccion de ARN y antigeno de VHE.

El diagndstico de la infeccion por el virus de la hepatitis E se basa en el
diagnéstico de laboratorio, ya que clinicamente, es indistinguible de otras
hepatitis agudas. Con anterioridad a la aparicion de métodos diagndsticos
adecuados de la infeccidn por virus de la hepatitis E, su diagndstico se realizaba,
cuando se pensaba en ella, en buena medida por exclusion de los virus A, B, C
y D. Asi, en muchos casos su sintomatologia ha sido atribuida a una hepatitis
medicamentosa (Dalton HR et al., 2007; Davern TJ et al., 2011; Webb GW et al.,

2019).

En Europa solo dos paises determinan la presencia del VHE de forma
sistematica en los casos de hepatitis aguda: Reino Unido (Escocia), donde los
laboratorios realizan la determinacion si la ALT supera las 100 U/L, e Irlanda,
donde se realiza siempre que se solicita la determinacion del VHA. (Aspinall EJ
et al., 2017; GeHEP 2018). En el resto de paises europeos, la determinacion de
VHE se realiza de forma variable segun el area geografica. Algunos autores,
como Wallace et al. (Wallace SJ et al., 2017) recomiendan realizar diagnostico

de VHE cuando la ALT es mayor a 300 UI/L.

En este sentido, en Europa, en los ultimos afios han surgido diversas pruebas
seroldgicas comerciales para la determinacion de IgM e IgG especificas, a las
que se han sumado las pruebas de biologia molecular. Sin embargo, ninguna de
las pruebas disponibles ha sido aprobada por la FDA (Sauleda S et al., 2015;

CDC., 2020).
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El diagndstico de la hepatitis E se podria realizar mediante diferentes métodos.
El diagndstico directo, mediante cultivo, no es método de referencia debido a la
pobre efectividad de crecimiento de VHE in vitro. El antigeno de VHE, ha
demostrado ser un sistema Uutil con buena correlacion con el ARN de VHE,
aunque, al igual que la deteccion de ARN mediante PCR, tiene sus limitaciones,
debido a la corta duracién de la viremia del VHE vy el largo periodo de incubacion,
lo que implica que un resultado negativo no descarte su diagndstico. Ademas,
su resultado depende de las condiciones de conservacion de la muestra (GeHEP

2018).

Respecto al diagndstico indirecto, el mas utilizado hasta ahora, presenta algunos
inconvenientes, ya que la IgG puede durar hasta 14 afios (Khuroo MS et al., 1993)
y la IgM también puede persistir de forma prolongada, lo que le resta utilidad en
el diagndstico de hepatitis aguda. Ademas, estas pruebas, estan basadas en la
utilizacion de diferentes antigenos y presentan distinto disefio y caracteristicas
(Takahashi M et al., 2005; Avellon A et al., 2015). Su sensibilidad es variable
(74% al 97% para IgM y 16 al 100% para 1gG) y su especificidad (74% al 100%
para IgM y 90% al 97% para 1gG) también. El grado de concordancia también es
mejorable. Segun Norder et al. (Norder H et al., 2016) es el 71 % para IgM y del
70% para 1gG. Algunos autores (Avelldn A et al., 2015) encuentran resultados
discordantes dependientes del tipo de paciente. Por ello, el uso de la avidez IgG
como técnica complementaria al uso de la IgM puede ayudar a diferenciar mejor

entre infeccion reciente o infeccion pasada.
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En el afo 2000 el Servicio de Microbiologia del Hospital Clinico Universitario
Lozano Blesa de Zaragoza introdujo en su cartera de servicios una prueba para
la deteccién de IgM especifica frente al VHE (EIA ANTI-VHE IgM, DIA.PRO SRL,
Milan, Italia), que ha sido nuestra prueba de referencia. Dicha prueba permitié
hacer el diagndstico de algunas hepatitis agudas E, pero también era positiva en
pacientes asintomaticos o que presentaban niveles bajos de transaminasas,
incluso en casos asintomaticos que tenian relacion epidemioldgica con pacientes
con hepatitis E aguda o que tenian antecedentes de una hepatitis aguda no

diagnosticada etiolégicamente.

El Servicio de Microbiologia del Hospital Clinico Universitario de Zaragoza es el
unico de Aragdn que realiza diagnéstico de la hepatitis E y que, por lo tanto,
recibe muestras de toda la Comunidad Auténoma. Esta circunstancia nos

permite conocer la situacion de la hepatitis E en Aragon.

Nuestro interés por la hepatitis E surgio a partir de la deteccion de casos con IgM
frente al virus de la hepatitis E en pacientes asintomaticos relacionados
epidemiologicamente, lo que motivd una revision de los casos diagnosticados
entre 2011 y 2015 (Benito R et al., 2016; Bueno J et al., 2015). Estos casos con
antecedentes de infeccidén por VHE eran especialmente prevalentes en la zona
geografica noroccidental de la provincia de Zaragoza, ademas de en la capital.
La elevada concentracion de casos en la capital es explicable por el hecho de
que Zaragoza concentra la mayor parte de la poblacién de Aragén. Sin embargo,

llamaba la atencion el otro foco mencionado.

Segun el INE (Instituto Nacional de Estadistica) la poblacién en la provincia de

Zaragoza en el ano 2020 era de 972.528 y en la comarca de Zaragoza de 768.141
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(78,98% de la poblacion). En este trabajo se encontraron en el grupo 1 solo un
54,12% de los casos de IgM positiva en la comarca de Zaragoza, lo que nos
puede indicar que hay algunos factores que favorecen la transmision en zonas
rurales, pese a la menor poblaciéon, como puede ser, la existencia de granjas y
ganaderia, huertos de consumo propio regados con aguas que contienen restos

fecales de animales.

Esta impresion también se confirma con los datos obtenidos en los estudios de
prevalencia obtenidos en zonas rurales, con un 82,75% de 1gG positivas frente a

un 17,24% de IgG positivas en la comarca de Zaragoza.

Como se ha sefialado, entre 2011 y 2018 se han detectado 131 casos de IgM
positiva para VHE con DIA.PRO entre los 1070 analizados con sospecha de
infeccion por VHE. Esto supone una prevalencia de IgM del 12,24% entre los
pacientes en los que se queria confirmar o descartar una hepatitis E, que se

reduce al 10,19% si excluimos los falsos positivos.

Aunque la IgM no es un marcador de prevalencia, este dato sugiere que, pese al
sesgo que supone no haber estudiado sistematicamente la presencia de IgM
frente a VHE en pacientes con infeccion aguda, el VHE circula en nuestro medio
con una prevalencia posiblemente mayor a la descrita en Madrid por Mateos et
al. (Mateos ML et al., 2005) y por Fogeda et al. (Fogeda M et al., 2012) en
poblacién general, donantes de sangre y hemodializados, que oscilaba entre el
2,8% y el 6,3% y a la estimacion hecha por Echeverria (Echeverria JM et al.,
2015) de inferior al 10% para Espafia. De hecho, en Aragon se observa un

progresivo incremento del numero de solicitudes (sospechas) diagndsticas de
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hepatitis E y del porcentaje de casos IgM positivos con DIA.PRO en los anos

estudiados.

Este aumento es congruente con el observado en Francia (Nicand E et al., 2008)
y en el conjunto de Europa desde 2005 (Aspinall EJ et al., 2017), que se traduce
en un aumento de las hospitalizaciones relacionadas con VHE de menos de 100

en 2005 a mas de 1110 en 2015) y el registro de hasta 28 casos mortales.

Se ha descrito un numero no despreciable de resultados IgM positivos en
donantes sanos en paises con baja prevalencia. Esta situacidn puede
corresponder a infecciones asintomaticas, infecciones pasadas o a resultados
falsos positivos (Pan JS et al., 2010; Khudyakov Y et al., 2011; Hyams C et al.,

2014; Landry ML et al., 2016).

La prevalencia de VHE en Espafia ha sido estudiada por diversos autores:
Mateos et al. (Mateos ML et al., 1999) en Madrid; por Buti et al. (Buti M et al.,
2006) (7,3%), Lopez-lzquierdo et al. (Lopez-lzquierdo R et al., 2007) (0,8%) y
Fogeda et al. (Fogeda M et al., 2012) (2,1%) en poblacién general de Barcelona,
Castilla-Ledn y Madrid, respectivamente; por Sauleda et al. (Sauleda S et al.,
2014) (19,97%) en bancos de sangre en Cataluina; por Riveiro-Barciela et al.
(Riveiro-Barciela M et al., 2014) en pacientes VIH (9,2%) y en postrasplantados
hepaticos por cirrosis (32,1%); por Lépez-Fabal et al. (Lopez-Fabal MF et al.,
2015) y Rivero-Juarez et al. (Rivero-Juarez et al., 2020) en pacientes VIH (23,5%
y 11,9%, respectivamente) y en pacientes VIH y/o VHC (40%); por Galiana et al.
(Galiana C et al.,, 2008 y Rivero-Barciela M et al., 2012) en poblacion con
exposicion profesional al ganado porcino (18,8% y 19% respectivamente); por

Suarez Gonzalez et al. (Suarez Gonzalez A et al., 2004) (0,6%), Buti et al. (Buti
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M et al., 2010) (5,4%) y Mateos-Lindeman et al. (Mateos-Lindeman ML et al.,

2010) en gestantes 3,6% para IgG y 0,67% para IgM.

Estos datos ofrecen una gran variabilidad en funcion de la poblacién estudiada,
el periodo de tiempo, el tipo de técnica y antigenos utilizados. Lo mismo sucede
en los diversos paises europeos como lo refleja la OMS en su revision de 2014
(WHO, 2014). Por eso los resultados son dificilmente comparables a menos que

sea entre estudios que usen la misma marca.

En nuestro estudio, la prevalencia de la IgM en donantes sanos (pacientes de
Banco de Sangre del HCULB de Zaragoza) ha sido del 5,55%, inferior a la del
grupo 1, pero confirma la circulacion del virus de forma significativa en nuestro
medio. La determinacion de IgG de VHE en muestras del Centro Regional de
Transfusion Sanguinea de Granada ofrece una prevalencia del 11,79%,
superponible a la estimada por Echeverria (Echeverria JM et al., 2015), incluso
se encontraron casos IgM positivos. Los estudios en ambos grupos de donantes
muestran la presencia de infecciones recientes asintomaticas, incluso a niveles
superiores a los descritos previamente en determinadas poblaciones de Espafa
como hemos expuesto anteriormente. Estos datos sugieren la conveniencia de

cribar VHE en este tipo de poblacion.

El estudio de prevalencia en pacientes de pueblos de la zona noroccidental de
la provincia de Zaragoza sin sospecha de hepatitis, donde anteriormente se
habian detectado numerosos casos (Bueno J et al., 2015; Benito R et al., 2016)
y, a pesar de no ser un numero elevado, ha mostrado cifras entre el 1% y el

34%. Estos datos sugieren una importante circulacion del virus en la zona
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probablemente relacionada con la existencia de un numero elevado de granjas

porcinas.

La determinacion de IgM anti-VHE es el marcador mas usado en los laboratorios
para el diagndstico de infeccion por VHE (ECDC 2018). La IgM anti-VHE aparece
durante la fase aguda de la enfermedad, desde los 4 dias del inicio de la ictericia.
Se detecta en >90% de los pacientes entre los 4 y 14 dias tras la aparicion de la
enfermedad, constituyendo un marcador muy adecuado para el diagndstico de

la infeccidén aguda (Rodriguez-Frias F et al., 2012).

Al no disponerse de un sistema efectivo de cultivo celular, no es posible la
utilizacion de antigenos nativos, por lo que los antigenos usados en los ensayos
de anticuerpos se obtienen de polipéptidos sintéticos o proteinas recombinantes.
Las proteinas recombinantes simulan mejor la conformacién de los epitopos

nativos que los péptidos sintéticos (Wang Y et al., 2016).

La capside del VHE contiene diversos epitopos que conforman distintas
estructuras en las distintas cepas virales debido a la variacion de las secuencias
de aminoacidos. El extremo N terminal de las ORF2 y ORF3 presenta diferencias
entre los genotipos 1y 4. La longitud de la ORF2 del genotipo 1 contiene 14
aminoacidos menos que la del genotipo 4, mientras que la ORF3 tiene 9

aminodacidos mas (Ma H et al., 2009).

Los epitopos antigénicos mas importantes para el diagndstico se encontraron en
los dominios 1y 6 ubicados en los extremos N y C de la proteina codificada por

la ORF2 (Ma H et al, 2009). Estos epitopos son dependientes de la
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conformacioén y su conocimiento ha permitido el desarrollo de nuevos versiones

de los reactivos para diagnostico IgM (Khudyakov Y et al., 2011).

Nuestra prueba seroldgica de referencia (EIA ANTI-VHE IgM, DIA.PRO SRL,
Milan, Italia) nos ha permitido detectar 131 casos con IgM positiva frente al virus
de la hepatitis E, entre 2011 y 2018. Las muestras de estos pacientes fueron
conservadas a -80°C y han sido utilizadas para determinar el valor diagndstico
de diversos equipos comerciales alternativos para deteccion de IgM o IgG, asi
como de una prueba de avidez de IgG especifica, puesta a punto por nosotros,
y estudiar el valor de una PCR no comercial. A la vez, hemos podido secuenciar

y genotipar los amplicones detectados por PCR.

Los pacientes IgM anti-VHE positivos detectados fueron clasificados, en funcion
del nivel de IgM, de la sintomatologia clinica, de los datos bioquimicos y
epidemiologicos en 3 grupos: hepatitis E aguda, infeccion asintomatica por

VHE/persistencia de IgM y falsos positivos.

Como era de esperar el indice medio de IgM de DIA.PRO es significativamente
mas elevado en los casos de hepatitis aguda que en los pacientes con infeccion
asintomatica/residual o con resultado falso positivo. El 90,7% de los pacientes
con hepatitis aguda tienen indices mayores a 8 y el 100% de los falsos positivos,
menores a 5. indices mayores a 8 y menores a 5 nos han permitido discriminar
los casos de hepatitis agudas de los falsos positivos, respectivamente. La
elevacion del punto de corte, ayudaria a mejorar el VPP de la IgM de DIA.PRO

para hepatitis E aguda. Esta valoracién es similar a la realizada por Landry ML.,
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2016, que indica que los indices de IgM menores a 4 corresponden a falsos

positivos, mientras que los indices superiores a 9 son verdaderos positivos.

La técnica de DIA.PRO es muy sensible, pero muestra un numero no
despreciable de falsos positivos (16,79%) en pacientes con sospecha de
infeccion por VHE, lo que disminuye su valor predictivo positivo de hepatitis
aguda. Este perfil falso positivo viene definido por presencia de IgM con indices
bajos en ausencia de IgG (Mateos-Lindemann ML et al., 2017). Esta técnica es
un EIA indirecto con antigenos codificados por las ORF2 y 3 para identificar los
determinantes inmunodominantes y conservados de todos los genotipos 1a 4, lo
que puede contribuir a explicar su alta sensibilidad (Norder H et al., 2016) y menor
especificidad para diagnéstico de hepatitis aguda. Aunque ha sido nuestra
técnica de referencia, por razones de disponibilidad, no es el “gold standard” y
eso nos ha impulsado a explorar y evaluar nuevas opciones serologicas

diagnosticas y conocer sus caracteristicas.

La presencia de IgM especifica de VHE con DIA.PRO en pacientes sin
clinica/analitica de hepatitis aguda (58,78%) nos hizo pensar en la necesidad de
verificar la calidad de la mencionada prueba. Para ello comparamos los
resultados de DIA.PRO (EIA) con los obtenidos con VIRCELL (IgM e IgG) (CLIA)

(Grupo 2).

La IgM de VIRCELL fue positiva en menos del 50% de los casos de DIA.PRO
IgM positivos. Esto sugiere una mayor sensibilidad de DIA.PRO que origina una

persistencia prolongada de IgM que le resta VPP para hepatitis E aguda y
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proporciona una elevada tasa de falsos positivos. Esto ultimo obliga a realizar

IgG especifica de VHE en los casos asintomaticos/oligosintomaticos.

Estudios previos sobre DIA.PRO (Pas SD et al., 2013) conceden a la IgM una
sensibilidad del 81% en pacientes PCR positivos y una especificidad del 98%,
pero no hablan de VPP, ni hacen referencia a la clinica que mostraban los
pacientes reclutados, ni al tiempo de evolucidon. Este estudio comparaba 8
equipos comerciales, siendo DIA.PRO el de mayor sensibilidad, mientras que
WANTAI tuvo la mejor especificidad y el indice que mejor identificaba casos de

hepatitis aguda.

La IgM de VIRCELL mostr6 buena sensibilidad en pacientes con hepatitis aguda
E aguda, asociada a indices altos. Tres de las cuatro discrepancias se debieron
a muestras obtenidas antes de los 10 dias de evolucién y la cuarta en un paciente
con 45 dias de evolucion. Solo el 4,09% de los pacientes clasificados como
asintomaticos/persistencia y ninguno de los clasificados como falsos positivos
fueron VIRCELL IgM positivos, o que concede elevado VPP y especificidad a

esta prueba.

Aparentemente, la sensibilidad de CLIA deberia ser mayor que la de EIA (Ghosh
M et al., 2015), cosa que no ha sucedido, Los diferentes antigenos utilizados en

los equipos comerciales pueden justificar dicha paradoja.

El analisis conjunto de estos datos refleja una mejor asociacion de la IgM de
CLIA (VIRCELL) con infeccion aguda por VHE, lo que facilita su interpretacion.

La positividad de EIA IgM (DIA.PRO) sugiere infeccion previa y debe
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interpretarse junto con la clinica/transaminasas ademas de otras pruebas

diagnosticas complementarias.

En el grupo de pacientes con hepatitis aguda, en la comparacion de las técnicas
de VIRCELL, MIKROGEN Y WANTAI con DIA.PRO para detectar IgM se
detectaron 4 casos VIRCELL negativos (624466, 710292, 724406 y 841689). En
tres de ellos, la muestra habia sido obtenida antes de los 10 dias. El cuarto caso
(724406), cuya muestra habia sido obtenida a los 40 dias, mostro indices bajos
de IgM en DIA.PRO, MIKROGEN y WANTAI y PCR negativa y avidez alta de
IgG, lo que sugiere una rapida negativizacion de VIRCELL por su menor

sensibilidad.

MIKROGEN mostro total concordancia con DIA.PRO. WANTAI fue negativo en
dos casos (624466 y 841689) cuyas muestras fueron obtenidas a los 8 y 5 dias

de evolucion, respectivamente, y también habian sido negativas con VIRCELL.

Llama la atencion el caso 624466. Era un paciente bulgaro procedente de
Barbastro (Huesca) con antecedentes de hepatopatia alcohdlica con fiebre,
ictericia y artromialgias de 3 dias de evolucion. La muestra fue obtenida a los 8
dias. Sus cifras de AST y ALT fueron 7690 y 5642 U/L. Presentaba
hiperbilirrubinemia y tiempo de protrombina alterado. El paciente ingresé en UCI
con encefolopatia y fue candidato a trasplante hepatico. Tenia IgM positiva frente
a VHA (10,08) y frente al antigeno VCA de VEB (8,13). La IgM frente VHE era
positiva con DIA.PRO (indice 2,07) y con MIKROGEN (indice 30,4) y negativa
con VIRCELL y WANTAI. La IgG frente a VHE era también positiva (indice 9,0)

con alta avidez (79%). La PCR de VHE mostré una carga viral de 35088
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copias/mL. La deteccion del virus en sangre nos indicd que el paciente padecia

hepatitis aguda E, asociada a infeccién aguda por virus de la hepatitis A,

con reactivacion del VEB, pero caben otras interpretaciones a la vista de la
repetida alta avidez (79%) de su IgG, como una reinfeccion (Bigaillon C et al.,
2010; Huang S et al., 2010; Hyams C et al., 2014). Es cierto que la probabilidad
de coexistencia de hepatitis Ay E es baja (Jang JH et al., 2011), y que la necrosis
celular grave asociada con la infeccion por VHA puede inducir una reaccion
autoinmune como anemia hemolitica o hepatitis autoinmune y aparicion de IgM
inespecifica anti-VHE (Kim HS et al., 2011). La coinfeccién de VHE y VHA ha sido
descrita previamente (Kumar A et al., 2006), aunque con indices mas elevados
para IgM de VHA que para VHE (Rodriguez-Lay LA et al., 2008; Mateos-
LiIndeman ML et al., 2013), como en este paciente, pero nosotros no hemos
encontrado ningun caso descrito de doble positividad confirmada de la PCR para
VHA y VHE en la bibliografia publicada. En nuestro caso, la positividad de la
PCR a VHE hace que nuestra primera opcion en la interpretacion de este perfil

sea la antes mencionada.

Las técnicas de WANTAI y MIKROGEN utilizan, a su vez, antigenos codificados
por la ORF2 de los genotipos 1y 2 y antigenos utilizados por la ORF2 de los
genotipos 1y 3. Zhang et al. (Zhang et al., 2003) sugieren que los péptidos
usados por WANTAI forman dimeros que tienen una reaccion mas fuerte con los
sueros reactivos a VHE que los antigenos monomeéricos usados en otros

ensayos, lo que conferiria a WANTAI una mayor sensibilidad.

Al comparar las técnicas empleadas mediante el indice kappa en los 106

pacientes del grupo 2 y los 96 en los que se realizé la avidez IgG, la técnica que
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mayor concordancia con la PCR mostré fue la avidez IgG. Entre los ensayos IgM,
la mejor concordancia entre técnicas se encontré entre VIRCELL y WANTAL
Nuestros resultados de la comparaciéon entre MIKROGEN Y WANTAI difieren de
los descritos por Pas SD et al. (Pas SD et al., 2013) en los que el indice kappa
de 0,94 fue mayor que el obtenido por nosotros, de 0,74. Pas SD et al. (Pas SD
et al., 2013) realizaron la comparacion sobre pacientes con PCR a VHE positiva,
mientras que en nuestro estudio hemos contemplado los casos IgM positivos de
pacientes con hepatits E aguda y de pacientes con infeccidon

asintomatica/anticuerpos residuales.

Los ensayos que determinan IgM pueden tener gran variabilidad en sensibilidad
y especificidad (Khudyakov Y et al., 2011; Jan JH et al., 2011; Pas SD et al., 2013),
aspecto que se ha puesto de manifiesto también en nuestro estudio. Estos
problemas también ocurren en la determinacién de IgG (Wang Y et al., 2016),

pero no han sido objeto de este estudio.

Estas discrepancias pueden ser debidas a: secuencias genéticas que codifican
distintos epitopos en cada cepa viral; diferencias en morfologia y propiedades de
los antigenos recombinantes producidos por los distintos sistemas de expresion;
diferente capacidad de los fragmentos antigénicos para inducir anticuerpos; y al
momento de aparicion de los diferentes anticuerpos frente a los distintos
antigenos. Esta lista puede no estar completa por lo que seria necesario estudiar
si existen otros factores que influyen en la discrepancia entre los resultados de

las distintas marcas comerciales.

Se ha comprobado (MA H et al., 2009) que los polipéptidos codificados por el

extremo N-terminal de la ORF3 y de la zona media de ORF2 fueron débilmente
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0 nada reactivos con la IgM, mientras que los de las restantes regiones de las
ORF2 y ORF4 se mostraban reactivos. A la vez, las IgM anti-VHE contra
antigenos codificados por los extremos N o C terminales de ORF2 aparecen mas
precozmente y desaparecen mas rapidamente que los dirigidos contra
polipéptidos codificados por la regidn C-terminal de la ORF3. Las reactividades
de las ORF2 de los genotipos 1y 4 fueron similares, mientras que fue diferente
para ambos genotipos en el caso de la ORF3. Igualmente, Zhang et al. (Zhang
JZ et al., 2002) senalan que los anticuerpos frente al péptido pE2 (codificado por
ORF2) son mas precoces, mientras que los producidos frente al antigeno GL
(mezcla de péptidos recombinantes codificados por ORF2 y ORF3) son mas
tardios, pero mas persistentes. Wang et al. (Wang et al. 2016) también
demostraron que la deteccién de IgM es mas temprana para ORF2 que para
ORF3. En todo caso, existe reactividad cruzada entre los genotipos, lo que palia
el problema del diferente disefio de las pruebas diagndsticas, en lo referente a
tipo de antigeno utilizado (Norder H et al., 2016). A pesar de existir varios
genotipos del VHE, solo forman un serotipo (Pas SD et al., 2013), sin embargo,
esto ha sido cuestionado por Ma et al. (Ma H et al., 2009), que sefialaron que
tras evaluar la actividad antigénica de ORF3 entre los diferentes genotipos,
comprobaron que, si existia diferencia antigénica entre genotipos, sin que esto
suceda con ORF2, pero el estudio se realizé en infeccion experimental, sin que

haya sido posteriormente demostrado en humanos.

Por otra parte, el disefio de las pruebas comerciales analizadas es diferente. El
disefio afecta a la presencia de falsos positivos por factor reumatoide en las

técnicas de deteccion de IgM y de falsos negativos a IgM por exceso de IgG
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especificas (Yu C et al., 2010; Wang Y et al., 2016). DIA.PRO minimiza estos
problemas con un reactivo absorbente del factor reumatoide, que también reduce
la concentracion de IgG, mientras que VIRCELL y WANTAI los evitan al ser
enzimoinmunoensayos de captura de IgM. MIKROGEN seria el equipo mas
expuesto a estas situaciones al tratarse de un EIA indirecto sin absorcién del

factor reumatoide.

Las infecciones por CMV o VEB también se han relacionado con resultados
falsos positivos de VHE, ya que la afectacién hepatica es comun en estas
infecciones y la reactividad cruzada es un factor a tener en cuenta. Tanto CMV
como VEB pueden estimular clones heterélogos de memoria de células B
durante la mononucleosis infecciosa, y este mecanismo explicaria la induccion
heterdloga de IgM anti-VHE de bajo nivel, en pacientes con IgG anti-VHE en

suero (Fogeda M et al., 2009; Hyams C et al., 2014).

Por otra parte, la probabilidad de infectarse con el virus varia geograficamente.
Por lo tanto, este es un factor a tener en cuenta a la hora de seleccionar los
reactivos a utilizar, de forma que los reactivos con gran sensibilidad deberian
usarse en zonas con alta prevalencia y los que tienen alta especificidad, en

zonas con baja prevalencia (Wang Y et al., 2016).

La inmunocromatografia avalé los resultados de IgM de DIA.PRO y VIRCLIA en
los cuatro pacientes con hepatitis aguda analizados. La inmunocromatografia
puede ser una prueba util, en funcién de la especificidad descrita en la literatura,
superior al EIA para infecciones por Flavivirus (Koraka P et al., 2002) y de una

persistencia de la IgM mas corta (3 meses) (Legrand-Abravanel et al., 2009).
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En un pequeno grupo de pacientes con IgM Anti-VHA negativa (grupo 7), no se
detectaron casos de IgM Anti-VHE, lo que sugiere que se han dejado de
diagnosticar pocos casos de hepatitis E, ya que se tiene en cuenta la posibilidad

de presencia de este virus en los casos con clinica hepatica.

La IgM anti-VHE persisti6 de forma prolongada en la infecciéon por VHE,
especialmente en los pacientes con hepatitis aguda, independientemente de la
marca del equipo utilizado, pero especialmente con el de DIA.PRO. En el caso
de DIA.PRO persistié durante todo el periodo de observacién que se prolongé
hasta mas de 2,5 afios, fruto de la sensibilidad de esta marca, como ya hemos
sefalado anteriormente. En el estudio de Riveiro-Barciela et al. (Riveiro-Barciela
M et al., 2020) se detectd una persistencia de IgM anti-VHE del 80%-100% en el
segundo ano pasada la infeccién aguda y del 17%-42% pasados los 3 afios, con
WANTAI'Y MIKROGEN, respectivamente. En el estudio de Myint et al. (Myint KS
et al., 2006) se observo persistencia de IgM superior a los 14 meses en el 25%
de los casos con un inmunoensayo no comercial. También, Favorov et al.
(Favorov MO et al., 1992) describieron persistencias de IgM de mas de 6 meses
en pacientes con infeccion aguda y Lu et al. (Lu J et al., 2020), superior a 10
meses con WANTAI. La persistencia de IgM que hemos detectado es la mas alta
de la literatura revisada. En los equipos utilizados por nosotros la persistencia de
la IgM de hasta un maximo de: 940 dias con DIA.PRO, 915 dias con MIKROGEN,

395 con WANTAI y 202 con VIRCELL.

La gran persistencia de la IgM afecta al diagndstico de hepatitis E aguda y explica
el bajo VPP de la prueba por si sola (Lu J et al., 2020). Un resultado IgM positivo

no significa necesariamente hepatitis E actual, pero un resultado negativo, la
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descarta. Un ensayo que determine anti-lgM especifica debe ser sensible, evitar
falsos positivos, y ser capaz de distinguir entre infeccion reciente e infeccion
pasada, evitando excesiva duracion de la positividad de la IgM (Ma H et al.,

2009).

Por otra parte, la IgM también se detecta en casos de activacion policlonal del
sistema inmune por virus productores de clinica similar (Fogeda M et al., 2009;
Bigaillon C et al., 2010; Hyams C et al., 2014) y existen otras circunstancias
productoras de falsos positivos a IgM, descritas por Landry et al. (Landry M et
al., 2016) como pueden ser enfermedades autoinmunes, baja probabilidad

preprueba, reactivacion subclinica de virus latentes, entre otras.

Estas circunstancias afectan al valor diagndstico de esta prueba, pero es el
marcador mas util (Huang S et al., 2010; Alonso R et al., 2015). La IgM detectada
con el equipo de VIRCELL fue la que mejor se asocié con la infeccion
aguda/reciente, avalando su mayor VPP. Liu et al. (Liu J et al., 2020) con
WANTAI confirman una persistencia prolongada de IgM, mayor a 10 meses, que
le resta VPP, sugiriendo que la mitad de los casos con IgM Anti-VHE positivo no

son infecciones actuales.

Un resultado IgM positivo no significa necesariamente infeccién actual, salvo
indice alto y acompanado de gran elevacion de ALT. IgM con indice bajo puede
persistir mas tiempo, pero no se debe realizar un diagndstico de hepatitis E

aguda con indices bajos y solo con IgM (Bendall R et al., 2008).

Debido a la falta de especificidad que se ha observado en las pruebas de EIA, la

confirmacion del diagnéstico de hepatitis E aguda, fuera de las regiones de alta
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endemia, requiere la confirmacién del diagnéstico con otra prueba
complementaria. En algunos trabajos se ha hablado de la necesidad de usar
otras técnicas diagndsticas complementarias a la IgM, para reducir este
problema, como puede ser la avidez IgG, la seroconversion de IgG especifica, o
algoritmos basados en utilizacién de antigeno y transaminasas. (Bigaillon C et
al., 2010; Hyams C et al., 2014; Landry ML, 2016; Trémeaux P et al., 2016; EASL

2018).

Algunos autores, como Landry ML., 2016 recomienda una variedad de
estrategias para mejorar la exactitud de las pruebas que miden IgM para
diagnostico de cualquier tipo de enfermedad infecciosa reciente: valorar la
intensidad de la respuesta de IgM e IgG (en general el indice de IgM deberia ser
mayor que el de IgG), analizar muestras seriadas para comprobar si los niveles
de IgG se elevan, usar un método de captura de IgM, utilizar un punto de corte
mas alto, utilizar una prueba serologica mas especifica como inmunoblot,
detectar el agente causal o sus antigenos, documentar una seroconversion a IgG

y valorar otros hallazgos de laboratorio y el riesgo epidemiolégico.

En el caso de IgG, los anticuerpos dirigidos contra el extremo C-terminal de
ORF2 son de aparicién temprana y larga persistencia. (Wang Y et al., 2016). La
IgG anti-VHE suele aparecer poco tiempo después de la IgM, ambas pueden
detectarse en la fase aguda de la infeccion, la IgG puede persistir hasta 14 afos
(Khuroo MS et al., 1993). La determinacion simultanea de ambos marcadores,
puede ayudar a distinguir entre posibles falsos positivos y verdaderos positivos.
La seroconversion de IgG también podria ser util para distinguir entre infeccion

reciente o pasada, aunque requiere la toma de una nueva muestra, con el
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consiguiente retraso en el diagnostico. Para el ahorro de este tiempo, algunos
autores (Zhang JZ et al., 2002; Bigaillon C et al., 2010; Hyams C et al., 2014), han

recalcado la utilidad de la avidez de la IgG.

Hemos puesto a punto una técnica para medir la avidez de la IgG, procedimiento
que se ha mostrado util en el diagndstico de otras enfermedades infecciosas:
Toxoplasma (Rahbari AH et al., 2012), CMV (Baccard-Longere M et al., 2001;
Delforge ML et al., 2019), mujeres embarazadas con IgM anti-CMV (Prince HE et
al., 2014), infecciones por VEB con presencia de IgG anti-EBNA-1 de dificil
interpretacion (Just-Nubling G et al., 2003), rubéola (Hofmann J et al., 2005),
hepatitis A (Roque-Afonso AM et al., 2004) y virus West Nile (Fox JL et al., 2006).
Se basa en la constatacién de que al principio de la respuesta inmune las IgG
pueden separarse facilmente del antigeno por la actuacion de diversos agentes
disociantes, como la urea (Bigaillon C et al., 2010), el tiocianato de amonio (Otero
AJ., 2010) o el cloruro de guanidinio (Taylor DW et al., 2020). Esto cambia a los
pocos meses de iniciada la respuesta inmune, por lo que seria posible distinguir
anticuerpos IgG formados recientemente de anticuerpos IgG formados mucho

tiempo antes y, por lo tanto, no relacionados con la infeccion actual.

La baja avidez de IgG presenté buena concordancia con la PCR y se asocié con
la infeccidbn aguda en nuestros pacientes y pasé a alta avidez durante el
seguimiento en todos los pacientes en los que la segunda muestra fue obtenida

después de los 60 dias de evolucion (Mendoza C et al., 2019).

Hemos detectado dos pacientes clasificados como hepatitis aguda, con alta
avidez. Uno de ellos, 724406, con 40 dias de evolucion, present6 IgM

discordantes con indices bajos, PCR negativa y antecedente de transaminasas
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superiores a 1000, 15 dias antes. La tardia toma de la muestra podria explicar
este perfil, aunque tal vez pudiera corresponder a una reinfeccion con PCR ya

negativa.

El otro paciente, 624466 presentd IgM discordantes de las distintas marcas
comerciales con indices bajos y ARN detectable en suero, pudiendo tratarse de
una reinfeccion. En la literatura se define una reinfeccién cuando existe avidez
alta, ARN detectable e indices bajos o negativos de IgM (Bendall R et al., 2008;

Bigaillon C et al., 2010; Hyams C et al., 2014; Baylis SA et al., 2015).

En un estudio en el que se reinfectaron macacos con VHE, se concluy6 que tener
anticuerpos especificos con IgG de alta avidez son factores importantes para la
proteccion contra la reinfeccidon. Se comprobd que la avidez de IgG decrece con
el tiempo después de la primera infeccion y esto los hace mas susceptibles a la
reinfeccion. Ninguno de los macacos reinfectados tuvo respuesta IgM o

elevacion de ALT (Choi Y et al., 2019).

En las muestras de dos pacientes con infeccion asintomatica/anticuerpos
residuales (627851 y 818447) se detectod baja avidez. Sus PCR fueron negativas
y los indices de IgM bajos o negativos y discrepantes entre las distintas técnicas.
Los indices de IgG de CLIA también fueron bajos. No dispusimos de datos
clinicos de estos pacientes, pero estos resultados podrian explicarse por
presencia de factor reumatoide o por reactivacion policlonal (el paciente 627851
tenia IgM anti-VEB y anti-CMV y ambos tenian IgM anti-VHE negativa con la
técnica de captura M de WANTAI y VIRCELL), como sugieren algunos autores

(Bigaillon C et al., 2010; Landry ML, 2016) para explicar presencias inesperadas
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de IgM. No obstante, la baja avidez apunta a una infeccion IgG de menos de 6
meses de evolucion, como indica la literatura. (Bigaillon C et al., 2010) con

persistencia prolongada de IgM.

En un estudio se utilizé una clasificacion similar a la de este trabajo, y se
separaron los pacientes en aguda, intermedia y convaleciente segun el tiempo
de evolucién. Con algunas excepciones, la avidez fue baja en los agudos y alta
en los convalecientes (Bendall R et al., 2008). En otro estudio, (Shata MT et al.,
2012), se realiz6é avidez IgG a un grupo de pacientes con infeccién por VHE
sintomaticos y a un grupo de pacientes asintomaticos y se comprob6 que la
avidez aumentaba con el tiempo considerablemente en el primer grupo y no en
el segundo, al igual que lo sucedido en este estudio. Se trata de un procedimiento
muy util como apoyo diagndstico basado en la determinacion de la IgM. La avidez
puede ser un marcador muy util en aquellos laboratorios que no disponen de

PCR a VHE.

Algunos autores han sefialado la importancia de la avidez IgG en el diagndstico
de la VHE, especialmente en casos de infeccion pasada con IgM positiva o
activacion policlonal (Zhang et al., 2002; Bendall R et al., 2008; Bigaillon C et al.,
2009; Huang S et al., 2010; Landry ML, 2016). La avidez ha diferenciado bien las
hepatitis agudas, tanto en pacientes inmunocompetentes como en
inmunodeprimidos, aunque en estos ultimos la maduracion de la avidez puede
tardar mas que en los primeros (Renou C et al., 2010; Sellier P et al., 201).
También puede ser util junto con IgM para diagnosticar infecciones subclinicas
durante brotes de VHE en paises de alta incidencia como India (Majumdar M et

al., 2015).
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No obstante, los resultados de avidez intermedia pueden suponer un problema,
por lo que puede estar indicado repetir la prueba pasados unos dias en una

nueva muestra (Bigaillon C et al., 2010).

La deteccion de virus en sangre o heces es posible desde los pocos dias a las
pocas semanas durante la fase aguda (Lin CC et al., 2000; Aggarwal R et al.,
2000). La carga viral suele oscilar entre 2,0x10% a 1,7x10” copias/mL (Takahashi

M et al., 2007), pero puede ser intermitente (Zhang JZ et al., 2002).

El ARN de VHE puede ser detectado en sueros de donantes de sangre con Anti-
VHE IgM como unico marcador, con IgG como unico marcador, con ambos
marcadores positivos o sin anticuerpos (Norder H et al., 2016). Esta falta de
anticuerpos en PCR positivos en pacientes inmunocompetentes podria
explicarse por tratarse de infecciones muy precoces. Pese a todo,
y en opinion de estos autores, la PCR es un buen complemento en el diagnostico

de la hepatitis E.

En nuestro estudio, la PCR se ha mostrado como un marcador de infeccion
reciente, ya que solo fue positiva en la fase aguda de la enfermedad, con una
excepcion en una muestra de seguimiento, obtenida a los 50 dias. Todas las
muestras obtenidas mas tarde de esta fecha fueron PCR negativas. La
persistencia de la PCR positiva es corta, al menos en los casos sin cronicidad,
lo que confirma los datos referidos en la bibliografia publicada (Norder H et al.,
2016). Solo un caso (624466), que se describe mas adelante, presenté PCR

positiva con IgM negativa en VIRCELL y WANTAI, reflejo de la menor
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sensibilidad de estas pruebas para la deteccidon de IgM, No obstante, los indices

de DIA.PRO y MIKROGEN fueron bajos.

La deteccion de ARN del VHE mediante PCR, pese a no estar estandarizada
(Baylis SA et al., 2011), es el método de referencia, ya que, ademas, puede
aportar informacion muy valiosa como conocer el genotipo mediante

secuenciacion, confirmar los resultados serolégicos y monitorizar el tratamiento.

El periodo de viremia es corto, ya que suele producirse durante el periodo de
incubacion y al inicio de la fase aguda, negativizando poco después del comienzo
de sintomas, siendo detectable durante 3 semanas desde la infeccién, por tanto,
un resultado negativo en un paciente sintomatico no excluye la infeccion. (Pan

JS et al., 2010; Khudyakov Y et al., 2011).

La PCR negativa en casos IgM DIA.PRO positivos se ha dado en 7 muestras de
pacientes con infeccion aguda, de las que 5 fueron obtenidas entre los 23 y 43
dias de evolucion, en una no se pudo precisar la fecha de obtencion y en otra,
que habia sido obtenida a los 5 dias. A veces, el paciente especifica mal los dias
de evolucion y esta puede ser una explicacion a la PCR negativa en fecha tan
temprana. Alternativamente podria tratarse de un caso de negativizacién precoz

de la PCR, que también ha sido descrita por otros autores (Huang S et al., 2010).

Aunque no es objeto de este trabajo, el antigeno VHE puede ser una opcion en
los laboratorios que no disponen de biologia molecular, con la limitacion de su
menor sensibilidad, alrededor del 65% (Trémeaux P et al., 2016; Riveiro-Barciela

M et al., 2020; Liu J et al., 2020; Pankovics P et al., 2020), especialmente cuando
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la carga viral es baja o la IgG anti-VHE esta presente, al competir con la IgG

policlonal que incorpora para capturar el antigeno de VHE (Lu J et al., 2020).

Una combinacion de pruebas (PCR, IgM, avidez de IgG y elevacion del nivel de
IgG en dos muestras), probablemente sea una estrategia mas adecuada para un
diagnostico mas exacto, como también han sefialado algunos autores (Huang S
et al., 2020; Lu J et al., 2020), ya que todas las pruebas son susceptibles de

proporcionar resultados falsos positivos o negativos.

La amplificacion de acidos nucleicos presenta la ventaja de poder realizar
posteriormente secuenciacion, para conocer los genotipos circulantes, estudiar
posibles brotes, reconocer genotipos asociados a enfermedad crénica o

extrahepatica y monitorizar el tratamiento.

Las variantes del VHE genotipo 3 se pueden dividir consistentemente en tres
clados: 3abchij (incluidos los subtipos 3a, 3b, 3c, 3h, 3i, 3j y cuatro variantes no
clasificadas), 3efg (incluidos los subtipos 3e, 3f, 3g y cinco variantes no
clasificadas) y 3ra (Smith DB et al., 2015). El subgenotipo 3ra, aislado en conejos
y humanos, es filogenéticamente distinto al resto y consta de una region
hipervariable en ORF1. Algunos autores lo clasifican como un genotipo distinto

(Izopet J et al., 2012; Smith DB et al., 2015).

El subgenotipo 3f es el que circula mayoritariamente en Europa y especialmente
en Francia y Espafa. Este subtipo circula entre el ganado porcino y algunos
mamiferos salvajes, y se transmiten a humanos por contacto directo con los

reservorios o alimentos contaminados (Lu L et al., 2006; Blasco-Perrin H et al.,
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2015; Mateos-Lindemann ML et al., 2017; Ripellino P et al., 2018). La mayoria

(88,8%) de las secuencias de este estudio pertenecieron a este subgenotipo.

Respecto a los otros subtipos encontrados en este trabajo, Avellon et al. (Avellon
A et al., 2018) describieron la similitud de la secuencia KU513561 descrita en
Espaia a la secuencia KU176130 descrita en Francia, sugiriendo la posibilidad
de un nuevo subgenotipo. En este sentido, Smith et al. (Smith DB et al., 2020)
propusieron un nuevo subtipo 3chi compuesto por 4 secuencias (MF444089,
KU176130, KU513561 y MF444030) divididas en dos grupos, las tres primeras
relacionadas entre ellas y la MF444030 mas distante. Y proponen que este nuevo
subtipo se llame 3m, siguiendo los anteriores consensos de nombres, siendo

KU513561 la secuencia de referencia por ser la primera notificada.

Por tanto, las secuencias pertenecientes a los pacientes 710291y 719906, al ser
similares a KU513561y a KU176130, pertenecerian al nuevo subtipo 3m, descrito
en Francia y Espana (Avellon A et al., 2018; Nicot F et al., 2018). Ademas, la
secuencia del paciente 710291 resultd ser muy similar a MH891834, reportada en
Espafa en jabali (Caballero-Gomez J et al., 2019). El genotipo 3m podria tratarse

de un subgenotipo zoondtico emergente en Europa.

La secuencia del paciente 416208, también se distancié del resto, y presenté
homologia con MF444043 (Nicot F et al., 2018). En el analisis filogenético se
detecta proximidad a secuencias del subtipo 3c, que han sido descritos
mayoritariamente en Alemania, Holanda e Inglaterra, en humanos, cerdos y

jabalies (Vina-Rodriguez A et al., 2015).
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En un estudio realizado en Francia, (Nicot F et al., 2018), la distribucion por
genotipos fue la siguiente 3f (66%), 3c (16%), 3h (6%), 3e (3%), observandose
un claro aumento de subtipo 3c en Europa. En nuestro estudio se cumple esta
proporcion para el subtipo 3f, ya que la gran parte de los amplicones, 24,
pertenecian al subtipo 3f (88,88%), mientras que 2 pertenecieron al subtipo 3m

(7,40%) y una secuencia al 3c (3,70%).

También se ha estudiado si existia diferencia de patogenicidad entre los subtipos
de genotipo 3 entre diferentes grupos de poblacion, pero se concluyd que las
diferencias en la clinica se debian a la susceptibilidad del hospedador o a la
respuesta a la infeccion, mas que a las diferencias entre variantes. (Smith DB et
al., 2015). Estos datos cuadran con nuestro hallazgo de dos variantes distintas

de VHE subtipo 3f capaces de causar SPT.

Hemos descrito dos nuevos casos de SPT en Espafa asociados a infeccion
autoéctona por VHE en dos pacientes inmunocompetentes no relacionados que
vivian en una localidad cercana a Zaragoza. El SPT asociado a VHE es una
situacion poco frecuente. Los casos diagnosticados hasta 2020 estan recogidos

en nuestra revision (Anexo Il) a propdsito del sindrome (Mendoza C et al., 2020).

Resumimos los datos clinicos encontrados en la revision que realizamos de los
trabajos publicados de SPT asociado a infeccién por el VHE (Mendoza C et al.,
2020). Encontramos que un 79,68% de los casos se han dado en hombres, con
una edad media de 45,55+9,68. La media de AST fue de 398,91+348,92 y la
media de ALT fue de 1121£828,18. Un 11,29% de los pacientes tuvieron valores

de ALT ligeramente elevados, por debajo de 100 Ul/mL. Un 77,41% tuvieron
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afectacion bilateral, se utilizd6 como tratamiento ribavirina en el 9,67% de los
casos, y esteroides en el 20,96%, la recuperacién no fue completa en el 82,25%
de los casos. El pais que mas casos ha reportado hasta la fecha es Francia con

23, seguido de Inglaterra 10, Suiza 9 y Espana 6.

Nuestros dos casos, de acuerdo con la bibliografia revisada reflejan el primer
diagnodstico de esta enfermedad en un corto periodo de tiempo en la misma

localidad.

Nuestros dos pacientes reunen los principales criterios de diagnéstico de SPT,
dolor intenso en el hombro resistente a los analgésicos, comienzo brusco y
neuropatia multifocal sensitiva y/o motora (Bricefio F et al., 2010; Van Eijk JJ et
al., 2016). Nuestro diagndstico de SPT se basé en los hallazgos clinicos
reforzados por el estudio electrofisiologico. Ambos casos presentaron afectacion
bilateral y asimétrica de ambos brazos y parestesia. Sin embargo, solo el
paciente 1 mostré debilidad en la extremidad superior derecha. Ninguno tuvo
ictericia, pero el paciente 2 tuvo elevacion de los niveles de ALT. Ambos
pacientes presentaron paresia residual y dolor tres meses después del alta. En
este sentido, Scanvion et al. (Scanvion Q et al., 2017) describieron un fenotipo
particular de SPT con las siguientes caracteristicas: prevalente en hombres
46+9,8 anos, afectacion bilateral y asimétrica, frecuente afectacion del nervio
frénico y lenta mejoria clinica. Las caracteristicas clinicas descritas se cumplen
en el caso 1, pero no en el caso 2, que era una mujer sin afectacion del nervio
frénico. El estudio genético del virus de estos pacientes mostré que la infecciéon
estaba causada por el genotipo 3f, el mas prevalente en Europa (Ripellino P et
al., 2018; Blasco-Perrin H et al., 2015; Lu L et al., 2006). En los casos de pacientes
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con SPT descritos en la literatura en los que se pudo secuenciar el virus todos

pertenecian a genotipo 3 (Rianthavorn P et al., 2010; Mendoza C et al., 2020).

Resulta sorprendente que los dos casos fueron diagnosticados en un transcurso
de tiempo muy corto, mayo de 2018, y ambos pacientes vivian en el mismo
pueblo, Monzalbarba (pueblo de 2000 habitantes, aproximadamente, cercano a
Zaragoza), pero no tenian relacion personal o familiar. Los dos pacientes
consumian vegetales cultivados en huertos locales, regados con agua de la
misma acequia, procedente del rio Jalén, lo cual podria considerarse un factor
de riesgo para VHE. Otros autores han concluido que el consumo de frutas sin
pelar o vegetales crudos son factores de riesgo para VHE, probablemente por
exposicidn a agua contaminada o estiércol de cerdos (Abravanel F et al., 2018;
Slot E et al., 2017). Por lo tanto, los datos de ambos casos del momento de
diagndstico (mayo de 2018), localizacion (Monzalbarba) y epidemioldgicos
(vegetales locales) coincidentes en pacientes de distinta familia sugeririan que
las dos cepas de VHE causales fueran la misma. No obstante, el analisis
filogenético de las dos cepas mostré que tenian secuencias diferentes. Esto
implica la circulacion simultanea de al menos dos cepas diferentes en la misma
area geografica. El escenario conjunto apunta a que el VHE, asociado a otros
factores, puede desencadenar la apariciéon de SPT (Van Eijk JJJ et al., 2014).
Ambos pacientes tuvieron altos indices de IgM, por dos técnicas distintas, y de
IgG pero con baja avidez. Estos resultados son compatibles con hepatitis aguda
E reciente y replicacion viral. Esta interpretacion fue confirmada por un resultado
positivo de PCR en sangre y por los resultados serolégicos de una segunda

muestra de suero. Los datos antes mencionados son compatibles con que la
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neuropatia fue desencadena por VHE, dado que se descartaron otras

infecciones y otras enfermedades autoinmunes.

El diagnostico de VHE pudo haber pasado desapercibido ya que los sintomas
estuvieron ausentes y las alteraciones bioquimicas fueron minimas en el
paciente 1 y la paciente 2 habia sido diagnosticada inicialmente de hepatitis
medicamentosa, lo cual es frecuente en pacientes con hepatitis E (Dalton HR et
al., 2007; Davern TJ et al., 2011). La ausencia de ictericia en ambos pacientes,
las diferencias en las manifestaciones clinicas generales y la levedad de las
alteraciones bioquimicas en el caso 1 no apuntaban a hepatitis E. La sospecha
de infeccién por VHE se produjo cuando aparecieron sintomas compatibles con
SPT, tras los que se realizaron los correspondientes estudios microbiolégicos.
Finalmente, ambos pacientes fueron dados de alta con tratamiento sintomatico
pero sus sintomas persistieron durante un largo periodo de tiempo, a pesar del
tratamiento con esteroides e inmunomoduladores, como previamente habia sido
sefalado por algunos autores (Van Eijk JJJ et al., 2009 y 2016). Los pacientes
no recibieron antivirales, puesto que se necesita mayor experiencia sobre la

eficacia del tratamiento con rivabirina (Scanvion Q et al., 2017).

Por lo tanto, es evidente que es necesaria la realizacion de pruebas
microbiolégicas para VHE en los pacientes diagnosticados de lesiones
neuroldgica no traumaticas, incluso en ausencia de citolisis y que se requieren
investigaciones prospectivas para determinar el tratamiento mas adecuado

(Rodriguez-Castro E et al., 2018).
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La determinacion de IgM es una prueba habitual en el diagndstico de la hepatitis
E, pero deber tenerse en cuenta que un resultado positivo no significa
necesariamente infeccion activa, aunque un resultado negativo virtualmente la

descarta.

El diagnéstico de la hepatitis E es todavia un reto, entre otras cosas por la falta
de estandarizacion de las pruebas comerciales. Por este motivo es necesario
conocer el rendimiento de las mismas y sus ventajas y limitaciones de cara a una

correcta interpretacion de los resultados.
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CONCLUSIONES

1. ElI VHE circula en nuestro medio, especialmente en determinadas comarcas
de Aragdn, con una prevalencia resefable a la descrita hasta ahora en Espafia
por lo que es necesario pensar en el VHE ante una elevacion de ALT.

2. Se aprecia un aumento en los diagnésticos de hepatitis aguda en los afios
analizados, como consecuencia de la implementacion de pruebas adecuadas y
un mayor indice de sospecha.

3. Las pruebas diagndsticas analizadas de infeccion por el virus de la hepatitis E
tienen virtudes y defectos. Es necesario conocer las caracteristicas de las
pruebas diagndsticas comerciales, para una correcta interpretacion de sus
resultados.

4. La persistencia de anticuerpos IgM puede ser prolongada, lo que dificulta la
interpretacion de la serologia.

5. La avidez de IgG ha mostrado ser un marcador eficaz en la diferenciacién de

infeccion actual o pasada.
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6. La técnica de PCR es util en el diagndstico, en el seguimiento y para disponer
de amplicones para estudios genéticos (secuenciacion y tipado) vy
epidemioldgicos.

7. En infecciones por VHE, con largo periodo de incubacion y con alto porcentaje
de casos asintomaticos, es necesaria la asociacion de varios tipos de pruebas
microbioldgicas y bioquimicas para una adecuada interpretacién y un diagnéstico
Mas preciso.

8. El genotipo 3f es el mas habitual en nuestro medio, pero también circulan otros
genotipos como el 3m y el 3c.

9. ElI VHE genotipo 3f puede ser un desencadente del sindrome de Parsonage-

Turner.
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