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Resumen
La infeccién por el virus de hepatitis A (HAV) es endé-

mica en Argentina. El uso de técnicas moleculares per-
mitié extender la deteccion del RNA del HAV en sue-
70 y heces en pacientes con diferentes presentaciones cli-
nicas. Comparamos la sensibilidad del protocolo de
RT-PCR que usamos con cebadores dirigidos a distin-
tas regiones del genoma, resultando la deteccion de la
region VP3 C terminal la mds sensible. Se obtuvieron
prospectivamente muestras de suero y materia fecal de
20 nifios con hepatitis aguda autolimitada por HAV.
El RNA del HAV fue detectado en 18/20 nifios en
muestras basales y en 19/20 sumando una muestra pos-
terior. El RNA del HAV fue detectable en 9/20 pacien-
tes hasta 30 dias en suero; en materia fecal en 2/20
hasta 60 dias y en 1/20 hasta 90 dias. La secuencia ge-
némica para la region VP1/2A en 8 muestras demostré
que todas pertenecian al subgenotipo IA, aunque eran
diferentes entre si. Solo en 1/11 nifios con falla hepdti-
ca fulminante fue posible la deteccion del RNA del
HAV utilizando la region VP3 C terminal y el genoti-
po fue I. La reciente introduccion de la vacunacion
universal en nifios de 1 afio de edad en Argentina po-
dria disminuir drdsticamente la circulacion del virus,
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emergiendo nuevas fuentes de infeccion y permitiendo
la introduccion de nuevos genotipos. Las técnicas mole-
culares aplicadas al estudio de la historia natural de la
infeccidn y a la vigilancia epidemioldgica contribuyen
al control y la toma de decisiones eficientes en politicas

de Salud Piblica.

Summary

Duration of viremia and fecal shedding of the
virus in Hepatitis A infected children

Hepatitis A virus (HAV) infection is endemic in Ar-
gentina. Molecular rools have allowed HAV RNA de-
tection to be extent to sera and feces from patients with
different clinical backgrounds. We compare the sensiti-
vity of the RI-PCR protocol we follow using primers
targeting different genomic regions and VP3 C termi-
nal was the most sensitive. Sequential sera and fecal
samples were obtained from 20 children with acute self
limited Hepatitis A. HAV RNA was detectable in
18/20 children if sera and stool specimens were collec-
ted at the onset of symptoms and in 19/20 if a later
sample was considered. HAV RNA was detectable in
serum from 9/20 patients until day 30 and in feces
from 2 patients until day 60 and until day 90 in one.
Genomic sequences from VP1/2A region in 8 samples
showed they all belong ro subgenotype IA although they
were different between them. HAV RNA was detecta-
ble only in 1/11 sera from children with acute liver
Jailure when VP3 C terminal fragment was searched
and it belonged to genotype 1. Universal vaccination in
one year old children was recently implemented in Ar-
gentina and it will dramatically enable the decrease of
the viral circulation, making new sources of infection
emerge and allowing the introduction of new genoty-
pes. The application of molecular tools to the study of
the natural history of infection and to the epidemiolo-
gic surveillance may contribute to efficient control and
lead to rational decisions in public health policies.
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Index (palabras claves): Hepatitis A, RNA, RI-
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El virus de hepatitis A (HAV), uno de los cinco vi-
rus hepatotropos primarios, es un virus desnudo,
con un genoma RNA de cadena simple y polaridad
positiva, clasificado en el género Hepatovirus de la
familia Picornaviridae. El HAV se transmite princi-
palmente por via fecal-oral. En zonas con patrones
de alta endemicidad los nifios adquieren la infeccién
en los primeros afos de vida y la misma cursa gene-
ralmente en forma asintomdtica. Al mejorar las con-
diciones sanitarias, como sucede en paises con ende-
micidad intermedia o en transicién, un mayor nui-
mero de individuos permanece susceptible y puede
adquirir la infeccién a una edad mds avanzada au-
mentando paradéjicamente el nimero de casos sin-
tomaticos.

Los primeros estudios en humanos determinaron
que la presencia del HAV en suero y su excrecién en
materia fecal eran muy breves luego de la aparicién
de los sintomas.? Posteriormente el uso de técnicas
moleculares en distintos grupos de individuos infec-
tados con HAV, adultos o ninos, han demostrado
que el RNA del HAV puede detectarse por mds
tiempo tanto en suero como en heces, pero se inclu-
yen formas prolongadas, sobre-infecciones en hepa-
titis crénicas, pacientes con inmunidad disminuida
o que han adquirido simultdneamente inmunoglo-
bulinas por inmunoprofilaxis pasiva.*® La sensibili-
dad de las técnicas moleculares para la deteccién del
RNA del HAV, que no son comerciales, ha demos-
trado ser muy variable en funcién de las técnicas de
extraccién, la regién genémica elegida, el protocolo
de amplificacién y el sistema de deteccién del frag-
mento amplificado. Las regiones genémicas que de-
mostraron una mayor sensibilidad frente a un panel
de sueros fueron 5’ no codificante y VP3/VP1.’ Las
regiones del genoma que se utilizan por su variabili-
dad para definir genotipos son: VP3 C terminal,
VP1 N terminal, la unién VP1/2A, VP1/2B y VP1
completa.’

La regién VP1/2A permiti6 originalmente propo-
ner la clasificacién del HAV en siete genotipos y se
ha utilizado extensamente en la epidemiologfa mo-
lecular de este virus. Los genotipos I, II, IIT y VII
fueron encontrados en humanos y los genotipos 1V,
V y VI exclusivamente en simios." Recientemente
se ha confirmado que II y VII serian subgenotipos
de un mismo genotipo.” Los genotipos I y III po-

seen dos subgenotipos llamados A y B. El genotipo
I es el méds abundante en el mundo. En Sudamérica
el dnico genotipo detectado hasta el momento es el
I, siendo predominante el subgenotipo IA. Se ha de-
tectado subgenotipo IB en Rio de Janeiro, Brasil y
en un brote con moluscos provenientes de Perd. En
Buenos Aires, Argentina y sus alrededores se ha re-
portado el subgenotipo IA."1>1¢

Argentina es un pafs que ha ido cambiando de
una mayor endemicidad a una endemicidad inter-
media segtin las condiciones socioeconémicas e hi-
giénico-sanitarias del grupo estudiado.”" La vigi-
lancia epidemiolégica nacional ha permitido detec-
tar que la infeccién por el HAV cursaba un ciclo
epidémico desde 2002, alcanzando en el afio 2004
la mixima notificacién de casos (61.845 casos,
170.6 por 100.000 habitantes) al SiNaVE (Sistema
Nacional de Vigilancia Epidemiolégica del Ministe-
rio de Salud), (Lic. S. Espetxe. Epidemiologfa. In-
formes N° 4 y 5 del Laboratorio Nacional de Refe-
rencia de Hepatitis Virales. www.anlis.gov.ar/inei-
/virolog/hepatitis).

El HAV fue el agente etiolégico del 68% de las
fallas hepdticas fulminantes (FHF) y del 20% de los
transplantes pedidtricos de Argentina.”” Estos datos
ponen de relevancia la importancia en el conoci-
miento de la historia natural de la infeccién en el
control de esta infeccién en Salud Publica.

En nuestro trabajo estudiamos en forma prospec-
tiva y simultdnea la duracién de la viremia y la ex-
crecién fecal del HAV en nifios con una forma de
presentacion autolimitada, que es la forma de pre-
sentacién mds frecuente, eligiendo para la RT-PCR
utilizada los cebadores con mayor sensibilidad.
También buscamos el RNA del HAV en suero en un
grupo de nifios con falla hepdtica fulminante.

Materiales y métodos
Determinacion de la sensibilidad de la RT-PCR.

Se estudiaron diluciones seriadas (de 10 a
1.000.000) de un stock viral de HAV conteniendo
10° dosis infecciosas/ml (gentileza del Dr R. Purcell
del N.I.LH de EE.UU.). Se consideré como sensibi-
lidad limite la dltima dilucién en que 5/5 repeticio-
nes fueron todas positivas.”

El RNA total se obtuvo a partir de 100 pl de
muestra por el método de extraccién de tiocianato
de guanidina, fenol y cloroformo.” Fue precipitado
con isopropanol, lavado con alcohol 70% y disuelto
en 9 pl de agua. La retrotranscripcién se llevé a ca-
bo con hexanucleétidos (Invitrogen, Carlsbad, Cali-
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fornia, EE.UU.) usando la transcriptasa reversa
MMLYV (Moloney murine leukemia virus), (Invitro-
gen,Carlsbad,California, EE.UU.) durante 90 mi-
nutos a 37° C en un volumen final de 20 pl. En la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se utili-
zaron cebadores dirigidos a distintas regiones gené-
micas (tabla 1). Para la regién 5’ no codificante se
ensayaron dos juegos de cebadores, los cebadores in-
ternos del segundo juego se disefiaron con el progra-
ma Primer3.” En la segunda vuelta de amplificacién
(nested PCR) se utilizé 2 pl de la primera. El DNA
amplificado fue visualizado en gel de agarosa al 2%
tefiido con bromuro de etidio con luz UV.

Muestras de nifios con hepatitis aguda autolimitada.
Se estudiaron en forma seriada muestras de suero
y materia fecal de 20 nifios (11 mujeres y 9 varones,
edad media 6 anos, con un rango de 1 a 14 afios) in-
munocompetentes y previamente sanos que consul-

taron en el Hospital de Nifios de San Justo, Provin-
cia de Buenos Aires, por sintomas de hepatitis agu-
da (ictericia, acolia, coluria) que no requirieron in-
ternacién. Se obtuvo consentimiento informado y el
trabajo conté con la aprobacién del Comité de Do-
cencia e Investigacién. El diagndstico de infeccién
aguda por HAV se realiz6 detectando anticuerpos
antiHAV de clase IgM por EIE, que fue en todos los
casos positivo, siendo los otros marcadores de infec-
cién aguda para HBV, HCV, CMV y EBV negati-
vos. Las transaminasas estaban elevadas en todos los
casos en promedio x16 del valor normal (rango x2-
x36). El diagnéstico de laboratorio fue confirmado
en el Laboratorio Nacional de Referencia para He-
patitis Virales utilizando equipos comerciales dispo-
nibles para los marcadores de infeccién para HAV
(Abbott, IL, EE.UU.). Se obtuvieron muestras el
dia de la aparicién de los sintomas, que se conside-
16 la muestra basal y posteriormente a los dias 15,

Tabla 1. Cebadores utilizados para la amplificacion del HAV RNA por RT-PCR. Los
cebadores externos fueron utilizados para la primera vuelta de amplificacion de PCR y
los internos en una segunda vuelta de amplificacion.

Localizacion Nucléotidos Secuencia Referencia  Ultima dilucién
genoémica (HM 175) positiva
VP3 (C terminal)
Externos 2035-2054 cagcacatcagaaaggtgag 23 10°
2208-2226 ctccagaatcatctccaac
VP1/2A
Externos 2799-2822 attcagattagactgccttggta 10 10"
3375-3399  agtaaaaactccagcatccatttc
Internos 2897-2920 ctattcagattgcaaattacaat 8 10+
3288-3310 aacttcattatttcatgctcct
5’ no codificante
Externos 35-54 tcttggaagtccatggtgag 24 No detectable
696-677 agtacctcagaggcaaacac
Internos 55-74 gggacttgatacctcaccge 102
677-658 ccacataaggccccaaagaa
Externos 55-74 gggacttgatacctcaccge 24 10
677-658 ccacataaggccccaaagaa
Internos 179-201 ctgtttctctataagaacactca
494-512 tccactggatgagagtcag  Este trabajo 10°
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30, 60 y 90. De la materia fecal se estudié el sobre-
nadante obtenido de la solucién al 10% en buffer sa-
lino clarificada a 7.000 rpm durante 10 minutos.
Ningtn paciente presentd formas recurrentes (bifd-
sicas) o prolongadas en el seguimiento clinico o de
laboratorio.

Muestras de nifios con falla hepdtica fulminante.

Se analizaron sueros obtenidos al ingreso de 11 pa-
cientes (9 mujeres y 2 varones, edad media 4 afos,
rango 1 a 9 afos) derivados al Hospital Garrahan
con diagnéstico de FHF por HAV (2 eran del afo
2000 y 9 fueron obtenidos entre febrero y julio de
2003) sin antecedentes de ingestién de tdxicos ni
otros marcadores de infeccién aguda para HBYV,
HCV, CMV vy EBV. El diagnéstico de infeccién
aguda por HAV (anticuerpos IgM antiHAV positi-
vo, MEIA IMX, Abbott, IL, EE.UU.) fue confirma-
do en el Laboratorio Nacional de Referencia con
equipos comerciales disponibles.

Determinacion del genotipo.
Los productos de PCR positivos fueron purifica-

dos en columnas (Quiaquick PCR purification,
QUIAGEN, Hilden, Alemania) y secuenciados en

ambos sentidos usando Big Dye terminador Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit (PE, Applied
Biosystems, EE.UU.). Las secuencias nucleotidicas
se determinaron con un secuenciador automdtico
ABI 377 DNA Sequencer (PE, Applied Biosystems,
EE.UU.). Las secuencias se analizaron con el pro-
grama BioEdit (www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioe-
dithtml) y se compararon con secuencias del Gen-
Bank y de la base de datos del Laboratorio Nacional
de Referencia.

Resultados

Los resultados de la sensibilidad para cada regién ge-
ndémica estudiada se resumen en la tabla 1.

La RT-PCR con cebadores dirigidos a la regién VP3
C terminal fue la de mayor sensibilidad con una
tnica vuelta de amplificacién, siendo elegida para la
determinacién de la duracién de la viremia y de la
excrecion fecal para el HAV. (Figura 1)

En solo un paciente no fue posible detectar el RNA
del HAV ni en suero ni en materia fecal.

Dos pacientes tuvieron el RNA del HAV detectable
solo en suero y uno solo en heces.

El RNA del HAV pudo ser detectado en 18/20 ni-

Figura 1. HAV RNA detectado por RI-PCR con cebadores dirigidos a la region VP3 C terminal en muestras
secuenciales de 20 niios con hepatitis A aguda autolimitada.
® AV RNA positivo en suero. O HAV RNA negativo en suero. & HAV RNA positivo en materia fecal. N HAV

RNA negativo en materia fecal.
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fios (90%) cuando se dispuso de suero y materia fe-
cal en el momento de la presentacién de los sinto-
mas y en 19/20 nifios (95%) cuando se incluyé una
muestra posterior.

Pudimos detectar la viremia hasta los 30 dias luego
de la aparicién de los sintomas en 9 nifios y la excre-
cién fecal lleg6 a los 60 dias en dos pacientes y a los
90 djias solo en uno.

Ocho muestras de este grupo de 20 pacientes del
Hospital de Nifios de San Justo fueron amplificadas
y secuenciadas para la regién VP1/2A que es la re-
gién mds utilizada para la caracterizacién molecular.
Todas fueron subgenotipo IA. Todas fueron distin-
tas entre si, aunque los nifios vivian en el drea del
Hospital y la fecha de la infeccién variaba en pocos
meses, revelando una elevada heterogeneidad gené-
mica y la co-circulacién de variantes.

Solo una de las 11 muestras de pacientes con FHF
del Hospital Garrahan incluidas en este trabajo fue
positiva para la regién VP3 C terminal. Todas fue-
ron negativas para la regiéon VP1/2A. Si bien la re-
gién VP3 C terminal ha sido poco utilizada en la ca-
racterizacién molecular, su variabilidad genética
permite la caracterizacién a nivel de genotipo.” El
andlisis de la secuencia determiné que correspondia
al genotipo I (Acceso al GenBank: AY 548059). Las
escasas secuencias disponibles para esta regién gend-
mica no permiten extender el andlisis molecular.

Discusion

No hay reportes en la literatura de antecedentes de
trabajos que estudien simultineamente viremia y
excrecién fecal en forma prospectiva en nifios con
hepatitis A con esta presentacién autolimitada.

La excrecién fecal podria durar mds en nifios que
en adultos® y, como muestran nuestros resultados,
la deteccién del RNA del HAV en nifios con una
presentacién clinica autolimitada puede extenderse
hasta 30 dias en suero y hasta 60-90 dias en materia
fecal con un patrén que es individual en cada uno
de los pacientes estudiados.

Disponer tanto del suero como de la materia fecal
simultdneamente, permitié detectar el RNA del
HAV en el 90 6 el 95% de los nifos segtin se consi-
deren tinicamente muestras basales o se agregue una
muestra posterior a los 15d.

Un estudio de la excrecién fecal en 67 pacientes
de India, incluyendo 59 nifios, contaba en la mayo-
ria de los casos con muestras tinicas. El 50% de los
pacientes tenfa una muestra dentro de la primera se-
mana de la presentacién de los sintomas, siendo el

RNA del HAV positivo solo en 36.6% de ellos. En
4/10 materias fecales el RNA del HAV fue positivo
entre las 4 y 5 semanas y en 0/8 a partir de la sema-
na 6, sin discriminar a qué grupo, adultos o nifios,
pertenecian.” Los autores reconocen la limitacién
de carecer de muestras secuenciales para determinar
el patrén de eliminacién que podria haber sido in-
termitente 0o demorado como se habia encontrado
previamente*
algunos nifios de nuestro trabajo.

Recientemente en un brote en nifios en Tailandia
el RNA del HAV fue detectable en el 34.3% de las
muestras de suero al momento del diagnéstico con
anticuerpos IgM antiHAV positivos. El RNA del
HAV en materia fecal no fue detectado mis alld de
las 3 semanas luego de la presentacion de los sinto-
mas.”

Desde hace décadas se ha determinado que el da-
flo hepdtico serfa inmunomediado,” pero los meca-

y que también hemos observado en

nismos subyacentes en la infeccién por HAV son
desconocidos.” En pacientes adultos la severidad de
la infeccidn estarfa asociada a la edad y a enfermeda-
des hepdticas crénicas, asi como también a la inges-
ta de acetominofeno.” Existen escasos trabajos que
analizan la contribucién de factores virales y los re-
sultados son contradictorios. Mientras que un gru-
po de Francia encuentra que la FHF estarfa asocia-
da a una menor carga viral y a la presencia de un ge-
notipo distinto de IA,” en Japdén encuentran que no
estarfa relacionado al genotipo, siendo en todos los
casos A, sino que podria deberse a diferencias en las
sustituciones nucleotidicas en distintas regiones del
genoma o a un mayor nivel de replicacién del vi-
rus.*** Por otra parte, el genotipo VII (ahora IIB)
se aislé originariamente en uno de dos casos de FHF
relacionados epidemiolégicamente en Africa.”” To-
dos estos trabajos se han realizado en adultos.

No existen estudios publicados en nifios con FHF
que involucren caracteristicas virales.

En este trabajo 10/11 pacientes del grupo con
FHF por HAV tenian viremia indetectable con la
RT-PCR de mayor sensibilidad. En el trabajo de Re-
zende y col, se sugiere que el dano hepético observa-
do en 10 higados explantados con necrosis masiva se
deberfa a la excesiva respuesta inmune que correla-
ciona con la ausencia del RNA del HAV o una baja
carga viral.” El tnico subgenotipo reportado en Ar-
gentina hasta el momento es el IA y la tinica secuen-
cia obtenida en nuestro trabajo en este subgrupo de
pacientes corresponde también a ese genotipo. En
este caso el genotipo no estarfa asociado a esta for-
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ma de presentacién, en concordancia a lo hallado
por Fujiwara y col.”” Nuestros resultados impulsan a
continuar con el estudio de factores virolégicos aso-
ciados a la FHE.

Una de las limitaciones en la comparacién de re-
sultados por técnicas moleculares del RNA del HAV
es el uso de técnicas no comerciales con una estan-
darizacién que es propia a cada laboratorio y que
han demostrado un amplio rango de sensibilidad.’
Ademds, la materia fecal podria contener inhibido-
res de las técnicas de amplificacion enzimdtica.>”

La duracién de la excrecién fecal en nifios, princi-
pales reservorios de la infeccidén en zonas de alta en-
demia con patrones de transmisién fecal-oral, tiene
relevancia en el control y prevencién entre los con-
tactos de casos aislados y en situaciones de brotes.
La excrecién fecal es independiente de los niveles de
transaminasas y se ha demostrado en nifios que par-
ticulas completas del HAV —detectadas por inmu-
nomicroscopia electrénica (IME)- son excretadas al
menos hasta la segunda semana posterior a la apari-
cién de los sintomas; siendo una muestra con parti-
culas completas por IME infectiva al ser inoculada
en macaco Rhesus.”

En pacientes adultos el uso de técnicas molecula-
res de gran sensibilidad, como la RT-PCR en tiem-
po real, ha prolongado la deteccién de la viremia del
HAV en donantes de sangre hasta 60 dfas, sumando
evidencia a la necesidad de detectar el RNA del
HAV para evitar el riesgo de infeccién a través de
transfusiones o el uso de hemoderivados.” La utili-
zacion de esta tecnologia todavia no es generalizada.

En nuestro laboratorio la RT-PCR con cebadores
dirigidos a la regién genémica VP3 C terminal ha
demostrado tener una alta sensibilidad con solo una
vuelta de amplificacién y menores costos.

La deteccién del RNA del HAV por RT-PCR ha
permitido el diagndstico de la infeccién en el perio-
do de ventana de la misma cuando los anticuerpos
IgM antiHAV son todavia negativos.” La deteccién
del RNA del HAV vy su caracterizacién posibilitaron
la determinacién de la fuente de brotes a partir de
alimentos o agua contaminados"* y detectar pa-
trones de circulacién en grupos con distintos facto-
res de riesgo de adquirir la infeccién.”

La estabilidad del HAV y el uso de técnicas de de-
teccién muy sensibles permiten usar este virus para
indicar contaminaciones fecales en el medio am-
biente.*

La regién VP3 C terminal nos ha permitido deter-
minar la presencia de HAV en aguas contaminadas

urbanas en Buenos Aires (Cisterna y col, manuscri-
to en preparacién).

La introduccién de la vacunacién universal para
HAV en nifios de un afio de edad en Argentina
desde junio de 2005 podria disminuir drésticamen-
te la circulacién del virus como se ha observado en
los Estados Unidos y en Israel.*“ Dentro de este
marco, el ingreso y la co-circulacién de nuevos ge-
notipos se ha observado en paises de baja endemici-
dad 34748

Las técnicas moleculares para la deteccién del
RNA del HAV y su caracterizacién molecular po-
drian ser herramientas valiosas en un programa de
vigilancia activa de esta infeccién como se ha imple-
mentado en Israel, luego del inicio de un programa
de vacunacién universal en nifios de 2 afios de edad.

Resumiendo, el uso de técnicas moleculares per-
mite la descripcién mds precisa de la historia natu-
ral de esta enfermedad que la descripta en los afios
setenta cuando todavia no se disponia de ellas y se
basaba en las escasas evidencias clinicas que ocurren
en nifios y en técnicas de IME para la deteccién del
virus en materia fecal. Estas técnicas también son
indispensables para la vigilancia epidemioldgica.

Los datos hallados son relevantes para incremen-
tar la eficiencia en el control de la infeccién en bro-
tes y/o la toma de decisiones de medidas higiénico-
sanitarias en Politicas de Salud.
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