
125"

Resumen

Las cepas de virus de hepatitis E (HEV) encontradas

en casos esporádicos humanos y en cerdos en Argentina

corresponden al genotipo 3. Se han descripto variantes

de este genotipo asociadas a fallas hepáticas fulminan-

tes (FHF) en adultos de Japón e Inglaterra. En Argen-

tina el 30% de las FHF en adultos y en niños es de

etiología desconocida. Para estudiar si el  HEV podría

ser el agente etiológico asociado a FHF en niños se ana-

lizaron el suero y/o la materia fecal de 35 niños (edad

media 6 años, 20 mujeres, 15 varones) durante 2003

y 2004. El HEV RNA fue detectado por RT-nested

PCR con cebadores dirigidos a las regiones ORF 1 y

ORF 2. El HEV RNA pudo detectarse en 3 casos. Dos

eran varones de 12 años residentes en la provincia de

Buenos Aires y el tercero, una niña de 3 años de la pro-

vincia de Corrientes. El análisis de las secuencias mues-

tra que las 3 variantes son distintas, pero pertenecen

todas al genotipo 3 y están muy relacionadas a las ce-

pas encontradas previamente en casos esporádicos en

humanos y en cerdos de Argentina. Estos datos sugieren

una posible relación entre FHF y HEV en niños de Ar-

gentina e indican la necesidad de considerar la infec-

ción con HEV en el diagnóstico diferencial de las FHF.

Se necesitan más estudios que demuestren el verdadero

impacto de esta infección y el beneficio potencial de

una vacuna para HEV, actualmente en fase III. 

Summary

Molecular characterization of hepatitis E virus in

three acute liver failure cases in children in Argen-

tina

Strains of hepatitis E virus (HEV) isolated from Ar-

gentinian patients with sporadic hepatitis, as well as

from swine from Argentina, belong to genotype 3.

HEV genotype 3 variants have been described associa-

ted with acute liver failure (ALF) in adults from Ja-

pan and the United Kingdom. In Argentina, 30% of

ALF in adults and children are of unknown aetiology.

To study if HEV could be an aetiological agent associa-

ted with ALF in children, serum and/or fecal samples

from 35 children (mean age: 6 years, 20 female, 15

male) were analyzed during 2003 and 2004. HEV

RNA was detected by RT-nested PCR with primers de-

signed within ORF 1 and ORF 2 regions. HEV RNA

could be detected in three cases. Two were 12-year-old

boys from Buenos Aires province and the third was a 3-

year-old girl from Corrientes province. Sequence

analysis indicates that the three isolates are distinct

from each other but all belong to genotype 3, exhibi-

ting a close relationship with swine and human strains

from sporadic cases of HEV, previously reported in Ar-

gentina. This data suggests a potential link between

ALF and HEV in children in Argentina and indicates

the need for the determination of HEV status in the

differential diagnosis in ALF. Further studies would

aid in determining the true impact of this infection in

Argentina and the potential benefits of a vaccine

against HEV, presently in phase III trials.

Index (palabras claves): Hepatitis E virus, acute

liver failure, genotype

La infección por el virus de Hepatitis E (HEV),

uno de los 5 virus hepatotropos, se ha detectado re-
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cientemente en forma creciente en todo el mundo,

más allá de los países considerados previamente co-

mo endémicos.1 El HEV es un virus desnudo con

un RNA simple, de polaridad positiva, reciente-

mente clasificado como Hepevirus, familia Hepeviri-

dae.2 Se transmite por vía fecal-oral y su presenta-

ción clínica va desde la forma asintomática hasta la

falla hepática fulminante (FHF).3 A partir de las se-

cuencias disponibles ha sido clasificado en 4 genoti-

pos principales.4 La infección alcanza una mortali-

dad del 25% en mujeres embarazadas en regiones

endémicas 3 donde se ha caracterizado al genotipo 1,

involucrado en brotes y epidemias a partir de agua

contaminada en países de Asia y África.1 En el norte

de India, región donde circula el genotipo 1, la cau-

sa de la FHF en un grupo de niños fue la infección

con HEV en el 27% de los casos y con HEV y virus

de hepatitis A (HAV) en un 11% más.5

Los genotipos 3 y 4 se han encontrado no solo en

humanos sino también en cerdos, jabalíes y ciervos,

los que podrían actuar de reservorio en zonas no en-

démicas en las cuales la zoonosis podría ser una vía

de transmisión.1 Se ha sugerido que el genotipo 3 se-

ría menos patogénico.6 Sin embargo, en Japón y en

Inglaterra se lo ha encontrado en casos de FHF en

adultos.7-10 Variantes del genotipo 3 del HEV han si-

do encontradas en 2 casos esporádicos de hepatitis

aguda en Argentina11 y también en cerdos exhibien-

do una secuencia genómica muy relacionada a las

humanas.12

Argentina es un país endémico para el virus de he-

patitis A (HAV),13 otro de los virus hepatotropos de

transmisión entérica. El HAV es responsable de has-

ta un 68% de las FHF transplantadas en niños.14 La

prevalencia de anticuerpos anti-HEV encontrada en

donantes de sangre de la ciudad de Buenos Aires fue

del 1.8%, semejante a la de otros países no endémi-

cos.15 En Argentina no se realiza habitualmente el

diagnóstico diferencial para el HEV en casos de he-

patitis aguda y aproximadamente el 30% de las

FHF en adultos y niños son de causa indetermina-

da (Villamil FG, comunicación personal).

Métodos
Para la detección del RNA del HEV se estudiaron

muestras obtenidas al ingreso de suero y/o materia fe-

cal de 35 niños derivados al Hospital de Pediatría J P

Garrahan ubicado en la ciudad de Buenos Aires, du-

rante los años 2003 y 2004, con diagnóstico de FHF

de etiología desconocida (marcadores negativos para

infección aguda para HAV, virus de hepatitis B, virus

de hepatitis C, citomegalovirus y virus de Epstein-

Barr, autoinmunidad, sin antecedentes tóxicos). 20

eran mujeres y 15 eran varones, con una edad media

de 6 años (rango 1 mes a 15 años) y provenían de dis-

tintas localidades distribuidas en 16 de las 24 provin-

cias en que se divide Argentina. Las muestras fueron

procesadas cuando se recibían en el Laboratorio Na-

cional de Referencia para Hepatitis Virales.

El RNA de la muestra fue extraído con fenol-clo-

roformo16 a partir de suero (50 µl a 200 µl, según la

disponibilidad) o 200 µl de una dilución al 10% de

materia fecal en buffer salino. El cDNA se obtuvo

por retrotranscripción con hexámeros (Invitrogen) y

MMLV (Invitrogen), y se amplificó por PCR con ce-

badores degenerados dirigidos a las regiones ORF 1

y ORF 2 del genoma como ya ha sido descripto pre-

viamente.11 Se incluyeron suficientes controles nega-

tivos y se siguieron las precauciones recomendadas

para evitar contaminaciones.17 Como control positi-

vo se usó la cepa Meng de cerdo de Estados Unidos

(gentileza Dr R Purcell del NIH, Estados Unidos)

que corresponde al genotipo 3, aunque diferente a

las variantes encontradas en Argentina. El producto

de 145 pb correspondiente al fragmento de la región

ORF 2 fue purificado con columna (Quiagen) y se

secuenció en ambos sentidos en secuenciador auto-

mático ABI Prism 377 DNA Sequencer (Applied

Biosystems). Para analizar las secuencias se usó el pro-

grama Bioedit (www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioe-

dit). Los alineamientos se realizaron con Clustal X.18

El árbol filogenético se construyó con el método de

Neighbor-Joining y la robustez de mismo se demos-

tró con valores de remuestreo (bootstrap) determina-

dos sobre 1.000 réplicas. Se utilizaron programas

del paquete Phylip (Neighbor, Seqboot, Consense),

(Felsenstein J, Department of Genetics University of

Washington, Seattle). Los árboles se visualizaron con

Treeview.19 Se consideraron significativos valores de

bootstrap >70%.

Los números de acceso al GenBank de las secuen-

cias utilizadas para el árbol son: B1: M73218, M1:

M74506; T1: AJ272108; S15: AF082094; H3:

AF082087, US1: AF060668, swUS1: AF082843:

Ar2: AF264012, Ar1: AF264011, EFHFArg12.10:

AY548058; EFHFArg10.7: AY924958; EFH-

FArg13.14: DQ469375; swArg: AY286304.

En los casos en los que el HEV RNA fue detecta-

ble, se hizo la determinación de anticuerpos anti-

HEV de clase IgG con un equipo de ELISA comer-

cial (Abbott) según instrucciones del fabricante.
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pendientes para confirmar el resultado. En los tres

casos, las secuencias de un fragmento de 98 bases de

la región ORF2 (se excluyeron del análisis las se-

cuencias de los cebadores) demostraron que los ais-

lamientos correspondían al genotipo 3 y que presen-

taban una elevada similitud con las variantes de for-

mas agudas en adultos y de cerdo descriptas en Ar-

gentina. (figura 1) Estas secuencias nucleotídicas

Resultados

El HEV RNA fue encontrado en tres niños, 2 va-

rones de 12 años residentes en el gran Buenos Aires

y 1 niña de 3 años de Corrientes. En un caso pudo

amplificarse la región ORF 1 y ORF 2 en suero y en

los otros dos, solo la región ORF 2 en materia fecal.

En las muestras de materia fecal fue posible repetir

el procedimiento desde el inicio en muestras inde-

Figura 1. Árbol filogenético de un fragmento de 98 bases correspondiente a la región ORF2 del genoma del HEV
que muestra la relación entre los tres casos de falla hepática fulminante en niños de Argentina (EFHFArg 10.7,
EFHFArg 12.10 y EFHFArg 13.14) con las variantes de genotipo 3 encontradas en cerdos de Argentina (swArg)
y en  los casos esporádicos agudos de Argentina (Ar1 y Ar2). También se incluyen en el análisis variantes del geno-
tipo 3 encontradas en cerdo de Estados Unidos (swUS1) y en un caso esporádico de ese país (US1), genotipo1 (B1),
genotipo 2 (M1) y genotipo 4 (T1, S15 y H3). Se muestran los valores de bootstrap > 70%.
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presentaron una similitud del 90% al 100% con la

cepa de cerdo SwArg y el caso esporádico agudo

Ar1, siendo de 80% o más con variantes de Estados

Unidos correspondientes también al genotipo 3,

mientras que fue alrededor del 70% con cepas de los

genotipos 1, 2 y 4.

La detección de anticuerpos anti-HEV IgG fue

negativa en los tres casos.

Discusión
La detección y caracterización parcial del RNA del

HEV en estos tres casos no relacionados entre sí y

detectados en distintos momentos del período estu-

diado, indicaría que este virus podría ser el agente

etiológico involucrado. 

Dos de los niños residían en la provincia de Bue-

nos Aires (Pcia Bs As), uno en la localidad de San

Martín y otro en Quilmes. Se han publicado ante-

cedentes que evidencian la circulación de este virus

en esta provincia. Un estudio de prevalencia de mar-

cadores serológicos para la infección con virus hepa-

totropos en pacientes infectados con virus de la in-

munodeficiencia humana demostró que en prome-

dio 6.6% de los mismos tenía anti-HEV IgG detec-

table,20 alcanzando el 12% en el subgrupo del Hos-

pital Posadas, ubicado en la Pcia Bs As (González J,

comunicación personal).

Además, en un estudio de prevalencia de anticuer-

pos anti-HEV en cerdos de distintas localidades de

Argentina se encontró que la mayor prevalencia co-

rrespondía a Carmen de Patagones, Pcia Bs As, al-

canzando un 58%.21 La cepa de cerdo descripta en

Argentina fue encontrada en el único criadero de

cerdos estudiado, ubicado en Pergamino, Pcia Bs

As.12 El tercer caso en que se detectó el RNA del

HEV provenía de la provincia de Corrientes. Como

antecedente debe mencionarse un trabajo realizado

en esa provincia que demostró que en un grupo de

40 pacientes con hepatitis aguda de etiología inde-

terminada, el 78% presentaba anticuerpos totales

anti-HEV frente a 0% del grupo control con hepa-

topatía de etiología conocida.22

Las secuencias caracterizadas en los tres casos pre-

sentan la mayor homología con la cepa de cerdo

descripta en Argentina,12 y se exhiben muy relacio-

nadas a Ar1, variante encontrada en un caso esporá-

dico agudo en Argentina.11 Aunque también perte-

necen al genotipo 3, las secuencias encontradas en

Argentina forman un grupo distinto al que vincula

la variante encontrada en un caso esporádico agudo

en Estados Unidos 23 con la cepa de cerdo encontra-

da en ese país.24 Si bien el tamaño del fragmento

permite asignar el genotipo y observar grupos mo-

nofiléticos entre variantes relacionadas,25,26 creemos

que es pequeño y se disponen de muy pocas secuen-

cias de HEV en Argentina, identificadas en huma-

nos o en cerdos, para inferir otras conclusiones. 

Estos resultados indican la necesidad de mejorar y

profundizar el interrogatorio epidemiológico consi-

derando la zoonosis como una posible fuente de ad-

quisición. La infección a partir de alimentos fue el

factor de riesgo identificado en el 78% de un grupo

con hepatitis aguda por HEV estudiado en Japón,27

donde la ingestión de carne o vísceras crudas o po-

co cocidas de cerdo, jabalí o ciervo han demostrado

ser la fuente de infección.28-31 En otros casos se ha

sospechado la adquisición por la ingestión de maris-

cos,32 por contacto con cerdos,33, 34 animales salvajes35

o domésticos.36

En Argentina no se dispone de equipos comercia-

les de detección de anti-HEV IgM. Sin embargo, se

ha demostrado que en zonas no endémicas el anti-

HEV IgM sería detectable en el 50% de los casos 37

y en zonas endémicas en el 79%.38

La ausencia de anticuerpos anti-HEV IgG podría

deberse a distintas causas. En zonas endémicas se ha

demostrado que los niños montan una respuesta an-

ti-HEV IgG mucho más débil que los adultos ,3,39

pero aún en adultos los anticuerpos anti-HEV IgG

también pueden perderse rápidamente luego de la

infección aguda, incluso no ser nunca detectables en

pacientes sintomáticos o asintomáticos.37-40

En un estudio multicéntrico realizado en Argenti-

na en 104 pacientes con diagnóstico de hepatitis

aguda de etiología no determinada estudiados en

hospitales pediátricos y de adultos de la ciudad de

Buenos Aires y del Gran Buenos Aires, se observó

que los anticuerpos anti-HEV totales eran positivos

en el 10,6%. En los casos que se presentaron con

FHF, el anti-HEV fue positivo en 3/8 adultos y fue

no detectable en los 3 casos pediátricos.41

Por otro lado, las técnicas disponibles han demos-

trado limitaciones en la detección de anti-HEV

IgG. La comparación de distintas técnicas de detec-

ción de anti-HEV demostró un amplio rango de

sensibilidad y una pobre concordancia frente al mis-

mo panel de sueros.42

Los equipos comerciales utilizan antígenos deriva-
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dos de cepas de países endémicos correspondientes a

los genotipos 1 ó 2.  Si bien se ha demostrado reac-

ción cruzada, la detección de anti-HEV con antíge-

nos derivados del genotipo 3 podría ser más sensi-

ble.43

Creemos que en nuestro país se debe realizar y

mejorar el diagnóstico de la hepatitis E, aún con las

dificultades que el mismo ofrece. 

Si bien la detección del RNA del HEV es conside-

rada el gold standard 44 permitiendo hacer el diagnós-

tico de esta infección con marcadores serológicos

negativos,37,38,40 no es una herramienta que pueda

utilizarse de rutina en el diagnóstico diferencial de

presentaciones agudas en Argentina. Su detección

también tiene limitaciones debido a la duración de

la viremia, la baja excreción fecal y la labilidad del

genoma.3,45 Los marcadores serológicos también pre-

sentan limitaciones, pero existen técnicas comercia-

les cuya utilidad no ha sido probada en Argentina.

Se está estudiando una vacuna en fase III en países

considerados tradicionalmente endémicos,6 pero en

nuestro país aún desconocemos el verdadero impac-

to de esta infección y el rol de los cerdos u otros ani-

males como potenciales reservorios en la transmi-

sión del HEV.
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