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RESUMEN

La infeccion por el virus de hepatitis A (VHA) es endemo-epidémica en Cuba.
El objetivo de éste estudio fue caracterizar desde el punto de vista virologico,
clinico y epidemiolégico a la hepatitis A en el periodo 2022-2023, realzado por
la alerta de casos de hepatitis aguda grave de etiologia desconocida en nifios.
Se realiz6 un estudio descriptivo, de corte transversal, en el cual se colectaron
1106 muestras correspondientes a 674 pacientes. Se realizé deteccion de IgM
anti-VHA e IgM anti-VHE y PCR-TR de VHE; ademas se introdujo la PCR-TR
para detectar el ARN-VHA. El VHA fue el agente etiologico del 41.8% y el VHE
del 6.6% de los casos, asi como en los brotes estudiados (92.8%). Entre las
caracteristicas sociodemograficas y clinico-epidemiolégicas de los pacientes de
la vigilancia intensiva de 2022, encontramos que la mediana de edad fue de 12
afos (11-15), predomind el sexo masculino, ser residente en La Habana y
presentar ictero, vomitos y coluria. En los brotes predominé la procedencia de
La Habana y el patron de transmisibn comunitaria. EI uso de técnicas
moleculares permitié detectar el ARN del VHA, siendo la muestra de heces la
que mostré6 mayor positividad (73.6%), seguido del suero (45.6%) y en ultimo
lugar la sangre total (10.5%). El ictero constituyé una variable con significacién
estadistica (p<0.05) y asociacion positiva con la probabilidad de tener hepatitis
A. La frecuencia elevada de infeccion por el VHA solo y en co-infeccién con el
VHE, subraya la necesidad de fortalecer las medidas higiénico-epidemiol6gicas

y las estrategias de prevencion y control.
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|. INTRODUCCION
La hepatitis es una enfermedad inflamatoria que afecta al higado. Su causa

puede ser infecciosa (viral, bacteriana), inmunitaria (por auto anticuerpos,
hepatitis autoinmune) o toxica (por ejemplo, por alcohol, venenos o farmacos).
También se considera, que algunas hepatitis virales tienen su origen en la

transmision sexual. 2

El siglo XX develdé el misterio sobre la causa de las hepatitis virales,
identificAndose cinco diferentes agentes causantes de tales virosis: virus de la
hepatitis A (VHA), virus de la hepatitis B (VHB), virus de la hepatitis C (VHC),
virus de la hepatitis D (VHD) y virus de la hepatitis E (VHE). Estos virus son
responsables de un millbn de muertes anuales. El VHB, el VHC y el VHD
provocan hepatitis aguda, cronica, cirrosis y carcinoma hepatocelular. A su vez,
el VHA y el VHE causan enfermedad hepdatica auto limitada y, mas reciente,
han sido informados casos de hepatitis E crdnica en trasplantados. El riesgo de

hepatitis fulminante es elevado en mujeres embarazadas. *

El VHA fue descrito en 1973 por andlisis de inmunomicroscopia electronica
(IME) a partir de muestras de suero y materia fecal de pacientes infectados con

la cepa MS-1 identificada en Nueva York en 1964. *

Su distribucion es mundial, se observa en paises en vias de desarrollo,
especialmente en las zonas de los tropicos, donde las deficientes condiciones
higiénicas y sanitarias favorecen la difusién del virus. En estos paises, la
infeccién es endémica y el 100% de los nifios se infectan antes de los 12 afios
y se calcula que existen entre 30 y 100 casos por 100 000 habitantes cada afio.
La diversidad genética, la estabilidad ambiental y las vias de transmision le

permiten diseminarse rapidamente sin mayor restriccion. °

El higado es el sitio primario de replicacion, aunque esta presente ademas, en
bilis, heces y sangre durante la fase final del periodo de incubacion y en la fase
pre sintomatico y preictérico de la enfermedad. La infeccion confiere inmunidad
permanente. El VHA es capaz de sobrevivir en agua de mar o en heces secas,

a temperatura ambiente durante 4 semanas y en ostras vivas durante 5 dfas. °



Dentro de las formas atipicas estan hepatitis recurrente, colestasis prolongada
o persistente, falla hepatica fulminante o asociada a hepatitis autoinmune. El
curso clinico tipico de la infeccion aguda por el VHA es hacia una remision
espontanea en mas del 90% de los casos, sin embargo, los cursos atipicos

presentan una prevalencia que varia de <1-20%. ’

El periodo de incubacion oscila entre 15-50 dias y se puede detectar el virus en
las heces durante mas de un mes. En paises en vias de desarrollo, la mayoria
de los nifios contraen la enfermedad antes de los 10 afios de edad, mientras
que, en los paises desarrollados, la incidencia cae significativamente,
afectando a individuos de edades mas avanzadas, lo que implica mayor
gravedad de los casos. Momento en que el riesgo de diseminacion es
mayor.®"® Se estima que solo el 10-30% de los casos cursan con sintomas v,
en algun caso, la presentacion clinica es de curso bifasico, apareciendo un
aumento de transaminasas tras un periodo de entre 4 y 8 meses tras estar el
paciente asintomético. Muy pocos pacientes (entre 0,015 a 0,5%) presentaran
una hepatitis fulminante con fallo hepatico agudo, siendo responsable de
aproximadamente el 10% de los trasplantes en la infancia. No se ha descrito la
hepatitis cronica por este virus y hay descritos casos de colecistitis alitidsica
durante la infeccién por VHA. °

Esta descrito que la hepatitis A presenta un ciclo natural cada 7-10 afios en los
paises desarrollados y cada 5 afios en los paises en vias de desarrollados,
siendo la acumulacion de susceptibles la principal causa de estos ciclos,
influido también por las deficientes conductas y practicas de la prevencion por
la poblacion y los problemas que puedan existir en las coberturas de agua

potable, alcantarillado y tratamiento de las aguas servidas. %12

En Cuba la evolucion de las Hepatitis desde 1970 ha mostrado una tendencia
ascendente. Observandose igual tendencia en la Hepatitis A desde 1989,
cuando se comienza a clasificar la entidad en sus diferentes tipos, aunque en
los udltimos cuatro afios de la serie, exactamente desde 1999 se aprecia una

leve disminucion de la incidencia. **



Para el diagnostico de hepatitis A, hay que tener en cuenta también la infeccion
por el virus de la hepatitis E (VHE) ya que comparten las vias de transmision,
ademas, el cuadro clinico en ocasiones es indistinguible. Ademas, podria
presentarse una coinfeccion por estos dos virus cuya enfermedad en ambos
casos suele presentarse de manera asintomatica o como hepatitis leve. Sin
embargo, en individuos con enfermedad hepatica cronica preexistente esta
coinfeccién podria generar complicaciones graves y un aumento de la
mortalidad debido a la insuficiencia hepatica aguda.!*'® Sin embargo, a
diferencia del VHA, la infeccién por VHE no confiere inmunidad de por vida.
Esto da lugar tanto a casos esporadicos como a brotes periédicos, que se
producen peridodicamente cuando la seroprevalencia de IgG anti-HEV en la

poblacién cae por debajo de un umbral critico para la inmunidad de rebafio. *°

La hepatitis E estd causada por uno de los bien reconocidos agentes virales
hepatotropos, llamados de la A a la E. El primer reporte bien documentado de
esta enfermedad ocurrié en 1978 - 1979 en Kashmir, India donde se reportaron
52 000 casos con 1700 muertes y retrospectivamente en la gran epidemia de
Nueva Delhi, en el mismo pais, donde ocurrié una gran epidemia de casi 30
000 casos de hepatitis en 1955 — 1956 después de la inundacion del rio
Yamuna, que contaminé el agua potable de la ciudad. Mas tarde, de 1976 —
1977 habia 20 000 casos reportados en Mandalay, Myanmar con un 18% de
mortalidad en mujeres embarazadas. En ninguno de estos brotes se
encontraron marcadores serologicos especificos para las hepatitis A y B, por lo
que un nuevo agente fue implicado en la etiologia de las hepatitis virales, este
fue llamado inicialmente hepatitis no A no B de transmisién entérica. El virus
fue observado en heces mediante microscopia electronica y posteriormente el
virus fue aislado y secuenciado, asi surgia el VHE y un nuevo camino a
explorar, pasando de ser una enfermedad de paises subdesarrollados limitados
a Asia y Africa, a ser una entidad de mas amplio rango de hospederos,

distribucién geografica, modo de trasmision y presentacion clinica.*’

Lemos y col., 2000 informaron por primera vez sobre la incidencia de

enfermedades relacionadas con el VHE en Cuba. Sus hallazgos sugirieron que



un numero importante de los casos esporadicos de hepatitis viral en Cuba

podrian deberse al VHE. *®

El presente estudio permitid6 un abordaje desde el punto de vista virologico,
clinico y epidemioldgico de la situacién de la hepatitis A en el periodo 2022-
2023, responder algunas interrogantes acerca del comportamiento de esta
entidad en Cuba. Aporté ademas nuevos conocimientos cientificos que
sirvieron de base para la vigilancia gendmica del mismo, lo cual contribuye a

una mejor comprension y control de la enfermedad.



[.2. OBJETIVOS

[.2.1 Objetivo General

Caracterizar desde el punto de vista viroldgico, clinico y epidemioldgico la
hepatitis A en el periodo 2022-2023 en Cuba.

[.2.2 Objetivos Especificos

* Determinar la frecuencia de la infeccion por el VHA en individuos con
diagnéstico de hepatitis viral aguda y su comparaciéon con la hepatitis E
en el periodo 2022-2023.

* Describir las caracteristicas  sociodemograficas, clinicas 'y
epidemioldgicas de los pacientes con diagnostico de hepatitis viral
aguda en el periodo 2022-2023.

* Determinar la utilidad de los diferentes tipos de muestras para la
deteccion del VHA mediante PCR-TR.

» Definir la asociacién entre la infeccion por el VHA y las caracteristicas
sociodemogréficas, clinicas y epidemioldgicas en nifios y adolescentes

en el periodo Mayo-Noviembre 2022.
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II. REVISION BIBLIOGRAFICA
[I.1. Historiay origen del VHA

El virus de la hepatitis A (VHA) produce un cuadro infeccioso agudo
generalmente autolimitado en el ser humano para el cual no existe tratamiento
especifico. Es una enfermedad que ha sido documentada desde el siglo XVII,
especialmente durante la guerra; sin embargo, la etiologia viral fue postulada
en 1940 y confirmada en 1944 cuando se demostré que puede ser transmitida
por la ingestion de un filtrado fecal libre de bacterias. Tiene un periodo de
incubacion de 14 a 15 dias y afecta preferentemente a los nifios en una forma

anictérica y frecuentemente subclinica. *°%°

Es la forma mas comun de hepatitis viral aguda (HVA) y a pesar de que afecta
aproximadamente a 10 millones de personas al afio, su estudio se ha visto
eclipsado en las ultimas décadas en gran medida por un mayor interés en la
hepatitis B y la hepatitis C. EI VHA es un virus ARN no citopatico, transmitido
principalmente por la via fecal-oral, por alimentos o agua contaminados y en

ocasiones da lugar a brotes epidémicos. % %

I1.2. Clasificaciéon taxonédmica.

El VHA esta clasificado como miembro del género Hepatovirus dentro de la
familia Picornaviridae, incluidos varios otros virus médicos y veterinarios.
Aunque comparte muchas caracteristicas con otros miembros de la familia
Picornaviridae, su secuencia parcial de nucle6tidos y numerosas caracteristicas
Gnicas lo distinguen de otros picornavirus, lo que requiere que se clasifiqgue en
su género. Las cepas de VHA obtenidas de primates no humanos y las
encontradas recientemente en murciélagos, erizos, musarafias y androdentes
parecen compartir elementos antigénicos con el VHA humano y se encuentran
entre los virus designados como hepatovirus.?' 2* 226 E| VHA tiene un serotipo
con seis genotipos segun el examen de un fragmento de 168 nucledtidos de la
region VP1-2A. Ademas, los genotipos IV-VI no pueden infectar a los
humanos.?’Los genotipos y subtipos tienden a mostrar diferentes distribuciones

geogréaficas. %’



[1.3. Estructura del virion.
Es un virus de 27 a 32 nm de didmetro, desnudo, sin envoltura lipidica cuya

capside se caracteriza por tener simetria icosaédrica, morfologicamente

indistinguible de otros picornavirus. (Figura 1) %

Estructura
\

bl o
f‘hﬁﬂm 5'VPg

3" poly A
SS-RNA
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) 3" poly A
5'vpg | — Tt
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Figura 1. Estructura del VHA: P1 1A-VP4, 1B-VP2, 1C-VP3 y 1D-VP1 son
componentes proteicos estructurales que forman el polipéptido de la capsida. P2 se
compone de tres polipéptidos no estructurales: 2A, 2B y 2C, todos necesarios para la
replicacion viral. P3 consta de cuatro proteinas no estructurales: 3A ancla el
componente de replicacion a las membranas celulares, 3B es una proteina que
también se llama VPg. Al mismo tiempo, 3C es una cisteina proteasa que descompone
los polipéptidos en proteinas y 3D es una ARN polimerasa que requiere ARN para
funcionar.

Fuente. %

[I.4. Descripcion del genoma

El genoma del VHA esta constituido por una cadena sencilla de ARN lineal de
7,5 kb en sentido positivo, flanqueada en sus extremos 5’ y 3’ por regiones no
codificantes o NCR (por la sigla en inglés de non-co difying regions); contiene

un solo marco de lectura abierto (ORF, por su sigla en inglés open reading



frame) que codifica para una poliproteina de 2.227 aminoacidos. % La NCR 3,
de aproximadamente 60 nucleétidos, se encuentra unida a una sefal de
poliadenilacion, y la NCR 5’, de aproximadamente 750 nucledtidos, contiene un
sitio interno de entrada al ribosoma (IRES, por su sigla en inglés de internal ribo
some entry site) que direcciona el ribosoma hacia el codon de iniciacion para la
sintesis de la poliproteina.®*3* La poliproteina generada puede organizarse
22,33

en tres regiones principales,
proteinas de capside, VP1, VP2, VP3 y VP4. Y P2 y P3, que comprenden

a saber: P1 que codifica para las cuatro

proteinas no estructurales con funciones bioquimicas que soportan la
replicacion viral, como la 2A que interviene en la morfogénesis de la capside, la
2C con funcion helicasa, la 3C con funcién proteasa y la 3D como ARN

polimerasa %3

El virus se une al receptor celular HAVcr-1 (por su sigla en inglés Hepatitis A
virus cellular receptor 1), una glicoproteina integral de membrana clase |
caracterizada por dominios similares a los de mucinas e inmunoglobulinas. **
. 3637 sin embargo, se propone que otros receptores deben intervenir en el
proceso de unién y entrada del virus a la célula puesto que HAVcr-1 esta

presente en otras poblaciones celulares ademas de los hepatocitos. ¢

VP4 3{\38
) VP2 | VP3 | VP1 2A| 2B 2C 3C 3D ¥)
l l T I ] OO
annsld 3 o 9 g2 3 S N 8 B
LR 2 oS B 1§ B

P1 P2 P3

Figura 2. Diagrama del genoma del VHA.

Fuente: 38
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II.5. Propiedades fisicas

Las particulas del VHA son estables en el medio ambiente, permanecen de
dias a meses en suelos, fuentes de agua, sedimento marino y ostras. 3> 39 4041
4243 5on resistentes al pH en un rango de 3 a 10; se requiere un pH superior a
10 para inactivarlas. Sin embargo, a pH 1 pueden retener su infectividad por 8
horas a temperatura ambiente y a 38 °C por mas de 90 minutos, a diferencia de
otros picornavirus. %% También resiste temperaturas de refrigeracion y
congelacion. Es relativamente resistente a temperaturas altas, pues retiene su
infectividad a 60 °C por aproximadamente una hora. *** E| VHA se inactiva en
minutos de 98 °C a 100 °C y por autoclavado y radiacién ultravioleta. 3****° La
eficiencia de compuestos clorados como el hipoclorito de sodio para la
inactivacion del VHA es relativa teniendo en cuenta que en escenarios
ambientales las particulas virales se asocian a la materia organica presente en

el medio, lo que dificulta la inactivacion. #+4>4647

I1.6. Replicacidn viral

El VHA se replica en el higado *®

, penetra en las células hospedera al
interactuar con las moléculas de la superficie celular, en particular el acido
sialico y los gangliésidos, y luego descubre y libera el ARN viral en el
citoplasma. La poliproteina viral se sintetiza en distintas proteinas estructurales
y no estructurales bajo la supervision de un IRES. Luego, el VHA utiliza
membranas celulares para construir estructuras similares a organulos en las
que se replica el genoma viral. Cuando los genomas recién sintetizados se
empaquetan, el VHA recién sintetizado deja las células en forma de viriones
casi envueltos (Figura 3).*° El VHA es un virus con un ciclo largo de replicacion,
qgue lo distinguen del resto de picornavirus de mamiferos. Las proteinas del
VHA se producen mediante la traduccién independiente bajo el control de un
IRES. La replicacion del genoma es lenta y no citopatica, como en los
picornavirus, y la transcripcion se lleva a cabo presumiblemente mediante un

cebador proteico uridilado. *°

Una vez liberado el ARN de sentido positivo, este es amplificado a través de
un intermediario de cadena negativa. El proceso de replicacion se lleva a cabo
en dos fases: la primera involucra la copia de la cadena de ARN positiva en

una cadena negativa y la segunda utiliza esta cadena negativa para la sintesis
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posterior de ARN de cadena positiva. EI ARN mensajero viral debe ser
traducido de forma independiente, lo cual sucede por intermedio de un
mecanismo interno de union al ribosoma, que involucra la subunidad de 40S de
este organelo. Las proteinas comienzan a aparecer en la célula infectada de
acuerdo con su ubicacion 5'-3' en el genoma y se produce como una gran
poliproteina. Esta es procesada proteoliticamente, mientras se sigue formando,
para originar un precursor de P1, P2 y P3. Esta ultima (P3) se autoprocesa
para originar tres pequefas proteinas que son: una proteinasa (3C), requerida
para el procesamiento posterior del resto de las proteinas virales; la proteina
3AB, que origina la Vpg necesaria para el inicio de la sintesis del ARN viral y la
polimerasa de ARN (3D). **

Finalmente, con el incremento de la concentracion de proteinas y la de ARN+,
estas moléculas son empaquetadas en el viribn, conjuntamente con el proceso
de ensamblaje de las subunidades proteicas. De esta forma queda
conformada la progenie viral. La formacién de la particula infectiva tiene lugar
por un proceso de maduracién, en el cual la mayoria de la VPO es
transformada a la forma madura de cuatro subunidades formadas por VP4,
VP2, VP3 y VP1, lo cual es caracteristico de todos los miembros de la familia

Picornaviridae.>*

Aungue la replicacién del VHA parece encontrarse en el citoplasma de los
hepatocitos, la proteina humana se encuentra principalmente en el ndcleo y
estd vinculada con el metabolismo del ARN, la replicacion y la traduccién
dependiente del IRES del VHA. 2
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[1.7. Patogénesis.
La infeccién natural con el VHA, usualmente sigue a la ingestién del virus por

material contaminado con heces infectadas. La secuencia de eventos que
comienza con la entrada via tracto gastrointestinal (TGI), no ha sido
completamente resuelta. Aunque el primer sitio de replicacion es el hepatocito,
la naturaleza del receptor celular del huésped que determina el tropismo no ha
sido bien elucidada. Durante el periodo de incubacion, la viremia ocurre al
mismo tiempo que la eliminacion fecal. Se piensa que el VHA alcanza el TGI
por la bilis. La viremia termina después que se desarrolla la hepatitis, mientras
que las heces se mantienen infecciosas por 1 6 2 semanas mas. Por
transcripcion reversa y reaccion en cadena de la polimerasa (TR-RCP) se ha
determinado que la viremia dura 30 dias (rango 5-59 dias).**

Aunque se han detectado coproanticuerpos, estos no poseen actividad

neutralizante. Sin embargo, se ha observado la formacion de complejos
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inmunes entre anticuerpos especificos IgA y VHA fecal. Esto puede explicar
porque el VHA puede ser detectado por hibridacién molecular aun después que
el antigeno se hace negativo por inmunoensayo. Los pacientes con recaidas de
hepatitis A pueden continuar excretando VHA detectable, incluso siendo su
suero negativo a la IgM anti-VHA.>

Se ha reportado que el VHA se une a la IgA anti-VHA en el intestino, y este
complejo viaja al higado por via sanguinea, el hepatocito ingiere el complejo
VHA-IgA anti-VHA a través de la asialoglicoproteina. En el caso de las

recaidas, el higado se reinfecta a través del mismo mecanismo.>*

Si existe un sitio de replicacion extrahepatica, este ha sido dificil de demostrar,
en infecciones experimentales el antigeno o material genédmico ha sido
observado en bazo, rifiones, amigdalas y saliva, pero ha sido
inconsistentemente identificado en la mucosa intestinal, aunque datos mas
recientes indican que el virus se replica en la superficie apical de las células
epiteliales de la porcion distal del ileum.>* La deteccion del VHA en amigdalas y
saliva antes de la viremia sugiere que un evento replicativo temprano puede

ocurrir en la orofaringe o en las glandulas salivales.>

El VHA no es el responsable directo de los cambios citopatolégicos observado
en los hepatocitos, la enfermedad hepatica parece resultar primariamente por
mecanismos inmunes Estudios “in vitro” han demostrado lisis de las células
infectadas por el VHA mediado por células asesinas naturales (NK, por sus
siglas en inglés) y linfocitos CD8+ restringido al sistema mayor de
histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés) clase I. No obstante, el

efecto directo viral puede ocurrir.>

La yuxtaposicion de la hepatitis con la aparicion de IgM anti-VHA, complejos
inmunes y niveles reducidos de complemento sérico pueden ser coincidentes o
relevantes a los cambios histopatoldgicos. Andlisis de los complejos inmunes
han revelado IgM e IgG, proteinas de la capside y el componente C3d del
complemento.”® Los pacientes con hepatitis A parecen tener ausencia de
anticuerpos citotoxicos dependientes del complemento, altos niveles de a-2

microglobulina, presencia de anticuerpos anti-musculo liso y presencia de
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anticuerpos anti-actina, que parece ser expresion de la estimulacion no
especifica de los linfocitos B. Niveles crecientes de interferon (IFN) han sido

detectados en suero. >>*®

11.8. Epidemiologia
Se presenta tanto de forma esporadica como epidémica. A efectos practicos, el

mundo se puede dividir en zonas con endemicidad muy baja, baja, intermedia y
alta, aunque la endemicidad puede variar de una region a otra dentro de un

pais.

Los paises del norte de Europa se pueden considerar de endemia muy baja,
produciéndose la mayoria de los casos en grupos de riesgo definidos tales
como los viajeros que vuelven de zonas endémicas y los consumidores de
drogas por via inyectada. En las zonas de baja endemicidad (Europa
Occidental, América del Norte y Australia), la hepatitis A se manifiesta de
manera habitual en forma de casos aislados en los grupos de alto riesgo o de
brotes que afectan a un pequefio nimero de personas. En los paises con
endemicidad intermedia (Europa Oriental) la mayor parte de los casos se
observan hacia el final de la infancia y el comienzo de la edad adulta, en estas
zonas la hepatitis A representa una carga importante desde el punto de vista
médico y econdmico. En las zonas de alta endemicidad (algunas zonas de
Africa, Asia, América Central y Sudamérica) la mayor parte de los habitantes
contraen la infeccién de manera asintomatica durante la infancia y son raros los

casos clinicos de hepatitis A. >"°8

Se estima que hay 1,5 millones de casos de hepatitis A aguda anual a nivel
mundial, o dependiendo de la endemicidad local, alrededor de 150/100 000, la
mayoria de los cuales ocurren en areas con mala higiene y una mala
infraestructura sanitaria. La prevalencia y la incidencia de la infeccion por VHA
estan relacionadas a las condiciones socioecondmicas. La infeccion predomina
en la infancia y con frecuencia mas de 90 % de los nifios de los paises en

desarrollo se infectan con el VHA. 5%
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Es la forma més comun de hepatitis viral aguda y a pesar que afecta mas de un
millon de personas al afio, su estudio se ha visto eclipsado en las ultimas

décadas en gran medida por el interés en la hepatitis B y la hepatitis C. ®°

La prevalencia del anticuerpo contra la hepatitis A (anti-VHA) se correlaciona
de forma inversa con el estatus socioeconomico y el estandar de higiene en
una regioén. En areas endémicas, su prevalencia es casi universal a los cinco
afos de edad, mientras que en los paises industrializados su prevalencia global

es inferior al 5 %. *°

Entre junio de 2016 y mayo de 2017 se detectd un extenso brote de hepatitis A
en 17 paises europeos contabilizandose 4 600 casos, confirmandose

microbiolégicamente el 30,4 %. °°

En un brote en Berlin en el 2017, se documentaron 38 casos positivos por
hepatitis A de los cuales 37 eran hombres y uno mujer. La orientacion sexual
era conocida en 32 de los casos, de estos 30 se identificaron como hombres
que tienen sexo con hombres, uno como heterosexual y la mujer como

homosexual.

Durante el 2017 se reportaron 1 521 informes de infecciones por hepatitis A
aguda de California, Kentucky, Michigan y Utah, en los Estados Unidos; donde
la mayoria de las infecciones fueron entre personas que reportaron uso de
drogas inyectables o no inyectables o personas sin hogar. Se evidenci6
transmision directa del VHA de persona a persona, a diferencia de otros brotes
recientes y grandes del VHA atribuidos al consumo de productos alimenticios
comerciales contaminados. Los brotes con transmision directa del VHA entre
personas con uso de drogas o falta de vivienda indicaron un cambio en la

epidemiologia de la infeccién por VHA en los Estados Unidos. ®2

La hepatitis A en Colombia registr6 un aumento del 57,7 % en la incidencia, en

el afio 2018. *°

Durante los dltimos 10 afios (2010-2019), se reportd6 en promedio, 13 534
casos anuales de hepatitis A en México; si bien desde entre 2015 y 2017 se

observo una tendencia al descenso, tras lo cual se observo un leve repunte
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tanto en el numero de casos como en la tasa de incidencia de esta
enfermedad. Durante 2019 se registraron 10 079 casos de hepatitis A en
México, con una tasa de incidencia nacional de 7,96 casos por cada 100 000

habitantes.

En Cuba la enfermedad es frecuente y cada cinco afios hace brotes ciclicos.
Esta enfermedad aprovecha los elementos climatologicos adversos
(abundantes lluvias o la sequia) para su propagacion, hay que recordar que
Cuba es uno de los paises que en los ultimos afios se ha visto afectado por
estas variaciones climéaticas. También suelen aparecer brotes de magnitud

pequefia en escuelas, familias o comunidades. *

[1.9. Genotipos del VHA
Para estudiar la diversidad genética del VHA, se utiliz6 en un principio el

método de clasificacion genética empleado por Rico-Hesse y colaboradores
para explorar la distribucion geogréfica del poliovirus, en el que las cepas se
agruparon comparando la regién VP1-22.19%% En 1992 se analizaron 152
cepas de VHA recuperadas de muestras de suero, heces y tejido hepético
provenientes de humanos y simios, recolectadas alrededor del mundo. *° Los
resultados demostraron la existencia de siete genotipos (I-VII) y cuatro
subgenotipos (IA, IB, llIA, 1lIB). En el estudio se encontré que la variabilidad
nucleotidica entre genotipos fue de alrededor del 15%, y entre subgenotipos,
del 7,5%.° En el 2002, Costa-Mattioli y col., con base en la secuencia completa
de 900 nucledtidos de la proteina VP1, reportaron una nueva clasificacion, de
seis genotipos (I-VI) y seis subgenotipos (1A, 1B, lIA, 1IB, IlIA y 1lIB), con un
porcentaje de variabilidad nucleotidica de aproximadamente 15% entre los

genotipos y 7% entre los subgenotipos.'*®°"% E|

antiguo genotipo VII
representado por la cepa SFL88 aislada en Sierra Leona, se reclasific6 como
genotipo 1I, subgenotipo B.®® Los genotipos I, 1l y Il han sido aislados de
muestras de origen humano. ** ®>° Los genotipos IV, V y VI, representados
cada uno por una cepa Unica, han sido aislados de simios de los géneros Ao
tus, Macaca, Cercopithecus y Saguinus. 1% " %72 Cabe aclarar que el genotipo
lll es el Unico grupo que incluye aislamientos de humanos y de primates. Los

aislamientos de simios pueden diferenciarse por un polimorfismo caracteristico
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en la unién VP3-VP1 que no poseen las cepas aisladas de humanos. >"*7>7°

Se ha estudiado la diversidad genética del VHA utilizando principalmente tres
regiones del genoma: la C-terminal de VP3, la N-terminal de VP1 y la VP1-223,
656778 aunque también se han usado las regiones VP1-2B (58), VP3-2B y
VP1.”” En 2008, Joshi y col., comprobaron mediante diferentes métodos
filogenéticos que estas regiones tienen del 80% al 85% de identidad
nucleotidica, por lo que no son candidatas para genotipificar y
subgenotipificar.®® Por el contrario, se ha denominado la “prueba estandar de
oro” al andlisis de la region VP1; el porcentaje de identidad nucleotidica entre
genotipos de esta region es del 75% al 85% lo que, respaldado por su longitud,
la hace una region oOptima para estudios filogenéticos y sustenta la nueva

clasificacién de VHA reportada en 2002 por Costa-Mattioli y colaboradores. ”*

El VHA difiere de otros integrantes de la familia Picornaviridae en el tamafio de
las proteinas que codifica y en las secuencias de nucleétidos y aminoacidos.”
Se ha descrito un solo serotipo del VHA caracterizado por un dominio
antigénico unico constituido por epitopes conformacionales que corresponden a
los residuos 102, 171y 176 de VP1 y a los residuos 70 y 74 de VP3; estos
epitopes se encuentran muy cerca de la superficie de la particula viral. Se ha
propuesto un segundo sitio de neutralizacion, conformado por los residuos 11 a
25 de la VP1 (TVSTEQNVPDPQVGI), 96 a 107 de la VP2 (GLLRYHTYARFG)
y 110 a 121 de la VP3 (FWRGDLVFDFQV), ®*7 aunque este sitio se

caracteriza por inducir una respuesta neutralizante débil. %

Aungue la organizacion del genoma del VHA y algunas de sus caracteristicas
fisicoquimicas se asemejan a las de otros picornavirus, se ha evidenciado que
diverge significativamente de otros miembros de la familia Picornaviridae. En
comparaciéon con otros virus ARN, el VHA no acumula cambios genéticos con
alta frecuencia; en efecto, su tasa de mutacion es de alrededor de 10-4 a 10-5
sustituciones por base/ciclo de replicacion contrario al caso de otros
picornavirus como los poliovirus, cuya tasa de mutacién es de 2 x 10-3
sustituciones por base/ciclo de replicacion, es decir, que del 10% al 20% de los

genomas virales mutan por ciclo de replicacion. 44>
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[1.10. Cuadro Clinico
Los sintomas relacionados con las hepatitis virales agudas son variables e

inespecificos. Por lo anterior, no es posible distinguir por clinica una forma de
hepatitis viral aguda de otra. Su curso clinico varia de forma amplia desde una
fase asintomatica manifestada solo por elevacion de las aminotransferasas
hasta hepatitis fulminante con ictericia franca y coma hepatico. Existe una fase
prodromica que dura entre un dia y dos semanas durante la cual solo hay
sintomas constitucionales inespecificos. Durante esta el sintoma mas comudn
reportado es la pérdida de apetito. Fatiga y debilidad son sintomas comunes
reportados en un 90 % de los pacientes y pueden ser lo suficientemente graves

como para limitarlos a la cama.

Antes del inicio de la ictericia, de dos tercios a tres cuartos de los pacientes se
quejan de fiebre baja y sintomas parecidos a la gripe. La diarrea no es una
caracteristica comun de la hepatitis aguda y ocurre en menos del 25 % de los
casos de infeccion por VHA. La fase prodrémica es seguida por la fase ictérica.

El inicio de la ictericia suele coincidir con el pico de ALT en suero.

La duracién de la ictericia es variable, desde cuatro dias a varios meses, pero
tiene un promedio de dos a tres semanas. Durante la fase de convalecencia, la
mayoria de los sintomas resuelven, sin embargo, la fatiga puede persistir hasta

dos y 6 meses. %°

Estudios como el de la Vega y Lledin, manifiestan que el comienzo se
caracteriza por un cuadro de: anorexia, nauseas, vomitos, diarrea y fiebre,
seguido de coluria, hipocolia e ictericia, dolor en hipocondrio derecho con
hepatomegalia y, en ocasiones, esplenomegalia y adenopatias asociadas. A
veces, pueden presentarse manifestaciones extrahepéticas, como artritis y

vasculitis. 8*

La ictericia persiste por lo general alrededor de dos semanas y la normalizacion
de los pardmetros analiticos puede necesitar hasta varios meses. Entre las
manifestaciones atipicas se encuentran: colestasis prolongada; hepatitis
fulminante: es una complicacion rara, con una incidencia alrededor de 0,015-

0,5 %; recaida: se caracteriza por un patrén bifasico, con repunte de la cifra de
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transaminasas, se produce hasta en un 25 % de los casos sintomaticos, al
tener una evolucion favorable; otras: anemia hemolitica autoinmune, anemia
aplasica, artritis reactiva, pancreatitis aguda, colecistitis acalculosa, sindrome
de Guillain Barré, glomerulonefritis mesangio proliferativa y fallo renal agudo,

derrame pleural y ascitis. %

El hallazgo mas caracteristico de laboratorio es la elevacién en los niveles
séricos de aminotransferasas. Los niveles de ALT son mas especificos para la
necrosis de hepatocitos y por lo general son mas altos que los niveles de AST.
Durante una hepatitis aguda, los niveles van desde 10 hasta 20 veces el limite
superior de lo normal y el pico correlaciona con el inicio de la ictericia. El nivel
de elevacién de ALT o AST se correlaciona con el grado de destruccién de los
hepatocitos, pero no con el resultado clinico final. Para el médico general, los
puntos principales son la deteccion y los tratamientos disponibles, por lo que
debe conocer los factores de riesgo y los marcadores seroviroldégicos de
infeccion, las comorbilidades hepéticas (sobre todo el consumo excesivo de
alcohol y el sindrome metabdlico) para su control higiénico-dietético y, por
altimo, los tratamientos para optimizar la informacién y colaborar en el manejo

especializado. 884

El curso clinico usual o tipico de la infeccién aguda por el virus de hepatitis A
es hacia una remision espontdnea hasta en mas del 90 % de los casos, sin
embargo, existen cursos atipicos con una prevalencia que varia de 1 % a 20 %,
segun la manifestacion (colestasis prolongada, hepatitis recurrente y hepatitis

fulminante). 3

Se ha descrito que la infeccibn por el virus produce seroconversion
asintomatica en 75 % de los nilos menores de seis afios de edad que
adquieren la infeccion, logrando asi inmunidad permanente contra este virus.
Esta infeccion asintomatica va disminuyendo en individuos mayores y llega a

ser sintomatica en alrededor de 70 % a 80 % de los adultos. &2

El diagnostico de certeza se realiza mediante las pruebas serolégicas y

técnicas de biologia molecular para la identificacion del virus. A veces es
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necesaria la realizaciébn de una biopsia hepética para determinar el grado de

lesién en dicho érgano. °

Para el diagnostico de la hepatitis A aguda, se utilizan pruebas de
inmunoensayo para detectar anticuerpos IgM anti-VHA en el suero (hasta seis
meses después del inicio de los sintomas). La busqueda de anticuerpos 1gG
anti-VHA, ya sea mediante pruebas anti-VHA IgG o anti-VHA total (IgM e IgG),
ayuda en la identificacion de individuos no inmunizados o previamente
infectados. Estas pruebas deben solicitarse siempre a personas expuestas a
situaciones de riesgo de esta infeccion. La presencia de anticuerpos IgG anti-
VHA indica una inmunidad duradera. 3 Desde 1995, la hepatitis A es una
enfermedad prevenible con la vacuna especifica, cuya estrategia de aplicacién
ha resultado costo-efectiva. Existen dos tipos de vacuna: a virus vivo atenuado
y virus inactivado. Estas ultimas han demostrado ser mas inmunogénicas,

seguras y mejor toleradas. %

Se dispone de vacunas frente a la hepatitis A, que se preparan a partir de
cepas del virus adaptadas para los cultivos celulares e inactivados con
formaldehido. También existe un preparado de vacuna combinada hepatitis A y
hepatitis B. Todas las vacunas de hepatitis A son altamente inmundgenas,
entre un 94-100 % de las personas vacunadas desarrollan anticuerpos un mes
después de la primera dosis; todas las personas presentan anticuerpos

después de la segunda dosis. 28

Se recomienda la vacunacién a los siguientes grupos de riesgo: infeccion por
virus de inmunodeficiencia humana (VIH); tratamiento inmunosupresor en el
caso de terapias con efecto hepatotoxico; trasplante de 6rgano sélido: si el
trasplante es hepatico o hay riesgo de hepatotoxicidad farmacolégica; personas
con patologia hematologica o hemofilica, hepatopatias crénicas, incluyendo
personas con alcoholismo crénico. Insuficiencia renal estadio cuatro y cinco;
receptores crénicos de hemoderivados; viajeros a paises de alta endemia; hijos
e hijas de padre o madre de pais endémico; familiares y cuidadores de nifios o
nifas adoptados procedentes de paises endémicos y que vayan a estar en
contacto dentro de los 60 dias posteriores a su llegada al pais de adopcion;

personas usuarias de drogas inyectables; hombres que tienen sexo con
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hombres; personas en situacion de prostitucién; personal de centros infantiles
que trabajan en contacto con nifios y nifias que necesitan pafiales; personal
expuesto a aguas residuales; servicios publicos esenciales que se desplacen a
trabajar a zonas de alta 0 moderada endemia; y personal que trabaje de forma
especifica con el VHA. &’

Si bien las vacunas anti hepatitis A son seguras y efectivas, el alto costo del
esquema propuesto con dos dosis puede ser la causa de su falta de

implementacion universal en los diferentes paises.

Considerando la elevada respuesta inmunolégica luego de la primera dosis
post-vacuna anti VHA y la duracion sostenida de anticuerpos protectores, la
utilizacion de un esquema con dosis Unica podria ser una estrategia efectiva y

aplicable en paises en desarrollo con tasas de endemicidad intermedia o alta.®’

La prevencion incluye medidas generales como mejoras en las condiciones
socio-sanitarias de la poblacion (potabilizacién del agua y saneamiento). El
virus se inactiva con cloro, con formol y a altas temperaturas. ® No esta
disponible un tratamiento antiviral especifico para la hepatitis A, solo
medicamentos para alivio de los sintomas, los que por lo general desaparecen

cerca de los dos meses. &

Aproximadamente 95% de los individuos infectados por el VHE presentan un
cuadro asintomatico, ® y el porcentaje restante desarrolla una infeccién aguda
o cronica. La infeccion aguda generalmente es de curso autolimitado y dura
aproximadamente ocho semanas, caracterizada por fiebre, dolor abdominal,
anorexia, nauseas, emesis y, en algunos casos, ictericia y hepatomegalia,
haciéndola indistinguible de otras enfermedades hepaticas agudas.®® En paises
en via de desarrollo afecta principalmente a adultos jévenes entre 15 y 30 afios
y en paises desarrollados a adultos de edad media o > 55 afios. La tasa de
mortalidad oscila entre 0,5 y 4,0%51. Se han descrito complicaciones extra
hepaticas luego de una infeccion aguda entre los que se destacan trastornos
neuroldgicos, principalmente amiotrofia neuralgica y sindrome de Guillain-
Barré, pancreatitis aguda, glomerulonefritis, crioglobulinemia, trombocitopenia

intensa y anemia hemolitica, causados probablemente por la replicacion del
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virus en esos tejidos, aunque los mecanismos que conducen al desarrollo de

esas manifestaciones no estan completamente dilucidados. %

En la actualidad no existen pruebas para el diagnostico clinico del VHE
avaladas por la FDA (del inglés Food and Drug Administration); sin embargo,
en investigacion para la identificacion del virus se utilizan pruebas que incluyen
la deteccién de anticuerpos especificos IgG e IgM antiVHE. La presencia de
anticuerpos IgM anti-VHE en suero es considerada un marcador importante
para el diagnéstico de infeccion aguda por este virus. Adicionalmente, se
utilizan pruebas moleculares que amplifican secuencias especificas del ARN
viral.”! La variabilidad y bajo rendimiento en términos de sensibilidad y
especificidad de las pruebas inicialmente usadas explican en parte, la
diferencia en las frecuencias de anticuerpos anti-VHE reportadas en diferentes
poblaciones. En la actualidad, la estandarizacion de nuevas técnicas y
modificaciones en las mismas que mejoran el rendimiento de las ya existentes,
evidencian una alta calidad en comparacion con las pruebas anteriores. ** La
amplificacion de secuencias especificas del ARN del VHE por medio de
técnicas moleculares no se realiza en todas las poblaciones de estudio y pocos
laboratorios han estandarizado una técnica de RT-PCR para este virus. El
diagnéstico molecular es de gran importancia en individuos
inmunocomprometidos debido a que los anticuerpos anti-VHE en ellos a
menudo son indetectables, por lo cual, la deteccion del ARN viral constituye
una herramienta diagnéstica muy importante de infeccion aguda o crénica en
esta poblacion, asi como en casos cronicos y/o con otras enfermedades

hepaticas, incluyendo los receptores de trasplantes de higado. %

El tratamiento de la HVA es en gran parte de soporte y dirigido a asegurar una
nutricion e hidratacion adecuadas y a monitorizar a los pacientes con el fin de
evitar el desarrollo de hepatitis fulminante. El tratamiento farmacologico rara
vez esta indicado para la hepatitis viral aguda A porque hasta el 99 % de los
pacientes se recuperan sin secuelas. La mayoria de los pacientes pueden
tratarse de forma extrahospitalaria, mientras puedan mantener una hidratacién
e ingesta de calorias adecuada. La antigua indicacion de reposo en cama ya no

se recomienda a menos que el paciente experimente fatiga grave. Ninguna

23



medida dietética especifica o suplemento ha demostrado ser eficaz. La
proteina debe restringirse soOlo en pacientes con signos clinicos de
encefalopatia hepatica. Se debe evitar el alcohol, las drogas hepatotoxicas y el

uso de medicamentos que sea imprescindibles.

Deben de evitarse aquellas drogas que son metabolizadas por el higado, como
las benzodiazepinas, o bien reducir su dosis si son muy necesarias. *** Los

procedimientos de vigilancia y control de la hepatitis A deben incluir:

a) El proporcionar agua potable y dispositivos adecuados para el tratamiento de

los residuos humanos;

b) la investigacion de los fondos marinos donde se cultivan crustaceos;
c) el control de la incidencia de la enfermedad,;

d) la determinacion de la causa de la infeccién;

e) la identificacion de los contactos del caso indice para la profilaxis

postexposicion;
f) la deteccién de los brotes epidémicos, y g) la contencién de la propagacion.®*

En mayo de 2016, la Asamblea Mundial de la Salud aprobd la primera
Estrategia Mundial del Sector de la Salud Contra las Hepatitis Viricas, 2016-
2021, en la que se destaca el papel fundamental de la cobertura sanitaria
universal y cuyas metas estan alineadas con las de los Objetivos de Desarrollo
Sostenible. El objetivo Ultimo de la estrategia es eliminar las hepatitis viricas

como problema de salud publica.

Con ese fin fija como metas mundiales para 2030 reducir las nuevas
infecciones por virus de la hepatitis en un 90 % y la mortalidad por las
enfermedades que causan en un 65 % y define las medidas que han de
adoptar los paises y la Secretaria de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) para alcanzar estas metas. &’

Para ayudar a los paises a avanzar hacia el logro de las metas mundiales de la

Agenda 2030 de Desarrollo Sostenible referidas a las hepatitis la OMS trabaja
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en las esferas siguientes: sensibilizacién, promocion de alianzas y movilizacién
de recursos; formulacion de politicas de base cientifica y compilacién de datos
para la accion; incremento de las equidades en materia de salud dentro de la
respuesta a las hepatitis; prevencién de la transmision; y ampliacion de los
servicios de deteccién, asistencia y tratamiento. % Desde el afio 2011 la
OMS,*® organiza, junto con los gobiernos de los paises, la sociedad civil y sus
asociados, campafas anuales con motivo del Dia Mundial contra la Hepatitis
para aumentar la concienciacion y los conocimientos acerca de las hepatitis
viricas. Se trata de una de las nueve campafias sanitarias emblematicas de la
Organizacion. El Dia Mundial contra la Hepatitis se celebra el 28 de julio por ser
el dia del nacimiento del Dr. Baruch Blumberg, el cientifico laureado con el
Premio Nobel que descubrié el virus de la hepatitis B e inventé una prueba

diagnéstica y la vacuna para contrarrestarlo. &

[1.11. Complicaciones
La complicacion mas temida es la hepatitis fulminante, caracterizada por una

rapida progresion a insuficiencia hepatica asociando encefalopatia. Si bien solo
el 1% —2% de todos los casos de hepatitis virales agudas se complican con
hepatitis fulminante, el 75% de los casos de hepatitis fulminante son causados
por hepatitis virales. La hepatitis fulminante ha sido reportada con todos los
virus hepatotroéficos. Esta tiene una tasa de mortalidad extremadamente alta
sin embargo la supervivencia ha aumentado con las mejoras de las unidades
de cuidados intensivos y con la disponibilidad del trasplante hepatico.Entre los
factores de riesgo para la hepatitis A fulminante se incluyen edad
avanzada almomento de la infeccion, el riesgo de  hepatitis A fulminante con
la hepatitis C cronica subyacentese ha encontrado en algunos estudios, pero

no en otros. %
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1. MATERIALES Y METODOS
[lI.1. Disefio del estudio: Se realizO un estudio descriptivo, de corte

transversal con componente analitico, en el cual se analizé el comportamiento

de la hepatitis A y su comparacion con la hepatitis E en el periodo 2022-2023.

[11.2. Muestras
[11.2.1. Universo: Todas las muestras que se recibieron en el Laboratorio

Nacional de Referencia de Hepatitis Virales (LNRHV) en el periodo 2022-2023
para realizar deteccion de IgM-VHA o IgM-VHE procedentes de casos clinicos

de hepatitis viral aguda (HVA) o de brotes epidémicos.

[11.2.2. Muestras: Se estudiaron 1106 muestras correspondientes a 674
pacientes recibidos en los afios 2022-2023. De ellas, 281 muestras (264 de
suero y 17 de heces) de 264 pacientes recibidos por la vigilancia normal del
afio 2022; 622 muestras (179 de suero, 198 de heces/hisopado rectal y 53 de
sangre total) de 207 pacientes procedentes de la vigilancia intensiva a causa
de la alerta de la hepatitis aguda grave en nifios en el periodo mayo-noviembre
de 2022 y 203 muestras de suero del mismo numero de pacientes de la
vigilancia del 2023. Segun el antecedente clinico-epidemiolégico, se incluyeron
14 brotes de HVA, 10 ocurridos en 2022 y 4 en 2023.

[11.3. Condiciones de Bioseguridad
Las muestras para el diagndstico y la vigilancia de la hepatitis A se procesaron

en laboratorio Clase Il. Fue de obligatorio cumplimiento el seguimiento de las
medidas de bioseguridad en este tipo de laboratorio y el uso del vestuario y los

medios de proteccién adecuados.

En el caso de la vigilancia intensiva de la hepatitis aguda grave, las muestras
siguieron un protocolo diferente. Una vez colectadas las muestras, éstas se
mantuvieron a 4°C hasta su envio inmediato al LNR del IPK. En caso de
demorar el transporte por mas de 24 h estas se congelaron a -20°C hasta su
envio. Las muestras de tejido para PCR en casos fatales debian conservarse
siempre a -20°C hasta su envio al IPK. El transporte de las muestras para
diagnostico se realizd teniendo en cuenta el sistema triple empaque en valijas
seguras y en condiciones de conservacion a 4°C. Para el envio de estas

muestras se utilizé: una valija (termo) independiente para los casos
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sospechosos de hepatitis aguda grave (se usO una valija solo para estas
muestras). En caso de no tener suficientes valijas para el envio de forma
independiente, se enviaron con el resto de las muestras, en triple empaque
siendo la valija el cuarto empaque. Dichas muestras fueron procesadas en el
Laboratorio de Diagnostico Molecular, una vez extraidos los acidos nucleicos,

fueron enviadas al LNRHV.

I1.4. Métodos

[11.4.1. Deteccién de IgM anti-VHA.
Se utilizaron 2 estuches diagnosticos: HAV IgM ELISA (DRG Instruments

GmbH, Alemania) y HAV IgM ELISA (DIA.PRO Diagnostic Bioprobes Srl, Italia),
de acuerdo a la disponibilidad de los mismos en el laboratorio y siguiendo las

instrucciones del fabricante.
Principios de los ensayos

Los ensayos estan basados en el principio de “captura de IgM” donde los
anticuerpos IgM presentes en la muestra son capturados por la fase sélida que
esta recubierta con el anticuerpo anti-lgM. Después de un paso de lavado, los
otros componentes de la muestra, particularmente los anticuerpos IgG, son
eliminados. Los anticuerpos IgM especificos capturados en la fase sélida son
detectados mediante la adicibn de un conjugado con peroxidasa del rabano
picante (HRP). Después de la incubacion, las microplacas se lavan y
posteriormente se le afiade el substrato. Ante la presencia de la peroxidasa, el
substrato incoloro es hidrolizado hacia un producto final con color, cuya
densidad Optica puede ser detectada y que es proporcional a la cantidad de

anticuerpos presentes en la muestra.

[11.4.2. Deteccion de IgM anti-VHE.
Se utilizaron 2 estuches diagndsticos: HEV IgM ELISA (DRG Instruments

GmbH, Alemania) y HEV IgM ELISA (DIA.PRO Diagnostic Bioprobes Srl, Italia),
de acuerdo a la disponibilidad de los mismos en el laboratorio y siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Principios de los ensayos
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Las microplacas se recubren con antigenos recombinantes especificos al VHE
codificados para determinantes conservados e inmunodominantes de los 4
subtipos. Posteriormente se afiade la muestra diluida y son capturados los
anticuerpos IgM anti-VHE. Después de un paso de lavado se eliminan los otros
componentes de la muestra. En la segunda fase de la incubacién, son
detectados los anti-IgM del VHE, mediante la adicion de anticuerpos anti-lgM
conjugados con peroxidasa (HRP). La enzima capturada en la fase solida,
genera una sefial éptica que es proporcional con la cantidad de IgM anti-VHE

presentes en la muestra.

[11.5. Extraccién, amplificacion y deteccion de acidos nucleicos mediante
PCR-TR en diferentes muestras clinicas.

[11.5.1 Extraccion de &cidos nucleicos (ARN)
La extraccion de &acidos nucleicos se realiz6 mediante un sistema

automatizado, en el equipo Qiacube (Qiagen, Alemania). EI ARN fue extraido a
partir de 140 yL de muestra usando el juego comercial QlIAamp RNA mini kit
(Qiagen GmbH, Hilden, Alemania) de acuerdo a las instrucciones del

fabricante.

[11.5.2. Amplificacion y deteccién del ARN-VHA.
Se utilizé6 un PCR en Tiempo Real para detectar el ARN del VHA segun el

protocolo del Instituto Nacional Holandés de Salud Publica y Medio Ambiente
(RIVM por sus siglas en ingles Dutch National Institute of Public Health and the

Environment) con algunas modificaciones.*

[11.5.3. PCR en Tiempo Real
Se amplificdé una regién de 71bp de la regidon 5’ no traducida (NTR) (nt504 —

nt574) (genbank NC_001489). Se utiliz6 el estuche QuantiFast Multiplex PCR
Kits (Qiagen, Alemania). La tabla 1 muestra la secuencia de los cebadores y

sonda utilizados.
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Tabla 1. Secuencia de los cebadores y sonda a utilizada para la PCR-TR del
VHA.

Nombre (ID) Secuencia 5’-3’ Direccion
HAV-RT1 CAGTGGATGCATTGAGTG Sentido
HAV RT2 CTAAGCACAGAGAGGTC Anti-sentido
HAV Pr (FAM) CCTARAGACAGCCCTGAC (TAMRA)

Tabla 2. Mezcla utilizada para la Transcripcion reversa del ARN y amplificacion
de la region 5 NTR del VHA.

Componentes de la mezcla Concentracion 1X (ul)
H,O 5.85
Tampon 5X 12.5
Cebador 1 (20 yM) 0.5
Cebador 2 (20 yM) 0.5
Sonda (20 uM) 0.4
Enzima mix RT+Taq 0.25
Total 20

[11.5.4. Amplificacion y deteccién del ARN-VHE.
Se utiliz6 un PCR en Tiempo Real para detectar el ARN del VHE segun

Jothikumar y col., 2006 con algunas modificaciones.®’

[11.5.5. PCR en Tiempo Real
Se amplificd una region del marco abierto de lectura 3 (MAL3). Se utiliz6 el

estuche OneStep Real Time—PCR de Invitrogen. La tabla 3 muestra la

secuencia de los cebadores y sonda utilizados.

Tabla 3. Secuencia de los cebadores y sonda a utilizada para la PCR-TR del
VHE.

Nombre (ID) Secuencia 5’-3’ Direccion
JVHEVF GGTGGTTTCTGGGGTGAC Sentido
JVHEVR AGGGGTTGGTTGGATGAA Anti-sentido
JVHEVP FAM -TGATTCTCAGCCCTTCGC -

TAMRA
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Tabla 4. Mezcla utilizada para la Transcripcion reversa del ARN y amplificacion
de la region del MAL 3 del VHE.

Componentes de la mezcla Concentraciéon 1X (pl)

H,O 6

Tampon 5X 12.5

Cebador S (20 uM) 0.5

Cebador AS (20 uM) 0.5

Sonda (20 uM) 0.25

Enzima mix RT+Taq 0.25

Total 20

Las condiciones de ciclaje tanto para la amplificacion y deteccién del ARN del
VHA como para el del VHE fueron las siguientes: después de un ciclo inicial de
RT, de 50-C, por 20 min., se continuara con la desnaturalizaciéon a 95-C, 15
min y 50 ciclos de PCR de 95 -C (10 s) y 60 -C (50 s.). Las mismas se
realizaron en el equipo de PCR-TR BIOER (BIOER TECHNOLOGY, FQD-96A,
China)

I11.6. Andlisis Estadistico:
Para la recoleccion de los datos se revisaron las encuestas realizadas a los

casos de sospecha de hepatitis aguda grave y aquellas que acompafian el
estudio de los brotes de HVA (Encuesta de datos epidemioldgicos y clinicos,
Anexo 1). Para el andlisis de los resultados se confeccioné una base de datos
en Microsoft Excel. Se utilizaron medidas de estadistica descriptiva a partir de
la distribucion de frecuencias absolutas. El analisis de los resultados
cuantitativos se realizé empleando el paquete estadistico GraphPad Prism
5.0.1, utilizando un intervalo de confianza (IC) del 95% y la prueba de Mann
Whitney, en la que se consideraron significativos los valores del estadigrafo a
una p<0.05. Para los analisis de asociacién se utilizé el programa estadistico

SPSS versién 22.0 para Windows.
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Masculino
Femenino

Operacionalizacion de las variables

Definido segun sexo
biolégico

Menores o igual de 18
afos

Entre 2 - 5 afios

Entre 6 - 10 afos
Entre 11 - 15 aflos
Entre 16-18 afos

Edad segun Carnet de
Identidad

Pinar del Rio Direccion domiciliaria

Artemisa referida en Historia

Mayabeque Clinica segun Divisién

La Habana Politico Administrativa

Matanzas vigente.

Cienfuegos

Villa Clara

Sancti Spiritus

Ciego de Avila

Camaguey

Las Tunas

Holguin

Granma

Santiago de Cuba

Guantanamo

Isla de la Juventud

Si Segun datos clinicos y

No epidemioldgicos que
acompafan a las
muestras

Si Signos y sintomas

No registrados en la

Encuesta de datos
epidemioldgicos y
clinicos (Anexo I)
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l11.7. Consideraciones Eticas:
Las normas éticas y cientificas para realizar estudios biomédicos en sujetos

humanos han sido desarrolladas y establecidas por Guias Internacionales,
entre las que se incluyen la Declaracion de Helsinki, las Guias Eticas
Internacionales para estudios biomédicos en sujetos humanos: CIOMS, entre

otras.

El presente proyecto se ha concebido de acuerdo a lo establecido en los
mencionados documentos, a fin de preservar la dignidad, los derechos, la
seguridad y la salud de los participantes en esta investigacion. El participar en
la investigacion no implico riesgo alguno para el paciente. El presente estudio
no precisa de Consentimiento Informado, ya que son muestras que llegan al
laboratorio como parte del diagndstico y la vigilancia de las hepatitis virales en

el pais.

Todos los datos generados en la presente investigacion fueron almacenados
en bases de datos a los que tuvieron acceso los investigadores responsables
del proyecto, al aplicar una clave de entrada al fichero creado para el estudio.
Los investigadores del laboratorio, asi como el personal técnico fueron los
responsables de la custodia de las muestras. Los datos fueron protegidos en
discos extraibles a la que solo se tuvo acceso con claves para conservar y

garantizar la seguridad de la informacién.

Los estudios se realizaron siguiendo las Buenas Précticas Clinicas (BPC), el
personal cientifico que realizé las investigaciones esta calificado y se
emplearon métodos para la realizacion de las pruebas de laboratorio y

estadisticas reconocidos a nivel internacional.

Los resultados del estudio se enviaron a los médicos de asistencia a través de
un informe del Laboratorio Nacional de Referencia en Hepatitis Virales una vez
analizadas las muestras. Los resultados fueron estrictamente confidenciales,
por lo que fueron del dominio s6lo de los autores del estudio, del personal
médico y de las autoridades de salud. La confidencialidad de los datos de

todos los participantes fue mantenida a traves de todo el estudio.
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IV.RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1. Determinar la frecuencia de infeccién por el VHA en individuos con
diagnostico de hepatitis viral aguda y su comparacion con la hepatitis E
en el periodo 2022-2023.

Hepatitis A en el afio 2022 y 2023

El afio 2022, se caracterizd por la vigilancia intensiva del sindrome ictérico que
se realizé entre los meses de mayo a noviembre en nifios cubanos de todo el
pais, a causa de la alerta de la OMS de un aumento de casos de fallo hepatico
fulminante de etiologia desconocida en nifilos. No obstante, se mantuvo la
vigilancia que hace el laboratorio de la enfermedad en la poblacion adulta, el
estudio de brotes y los casos graves y fatales. El 2022 se caracterizd, ademas,
por la introduccion del método de PCR-TR en la vigilancia, que, a pesar de no
constituir el estandar del diagnostico, en el primer semestre del afio, no se

contaba con los reactivos para la deteccion de IgM.

En la tabla 5 se muestra la frecuencia de infeccion por el VHA, la frecuencia de
infeccion por el VHE vy la frecuencia de co- infeccion entre ambos virus en las
muestras colectadas en el periodo 2022-2023, ya que al ser entidades que
poseen las mismas vias de transmisién y ser clinicamente indistinguibles, como
criterio se realiza la vigilancia de forma conjunta. En el Grafico 1 se muestra el
porciento de positividad al VHA, VHE y co-infeccién VHA/VHE en pacientes con
diagndstico de hepatitis viral aguda en el periodo 2022-2023.
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% positividad

Tabla 5. Frecuencia de infeccién por el VHA en pacientes con diagnostico de

hepatitis viral aguda y su comparacion con la hepatitis E en el periodo 2022-
2023.

IgM/PCR-VHA 66 25
IgM/PCR-VHE 9 3.7
Co-infecciones VHA/VHE 7 2.9
IgM/PCR-VHA 112 54.1
IgM/PCR-VHE 3 1.4
Co-infecciones VHA/VHE 19 9.1
IgM-VHA 74 36.4
IgM-VHE 3 14
Co-infecciones VHA/VHE 4 1.9

Fuente. Resultados y Bases de Datos del LNRHV
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Grafico 1. Porciento de positividad al VHA, VHE y co-infeccion VHA/VHE en
pacientes con diagnostico de hepatitis viral aguda en el periodo 2022-2023.

Fuente. Resultados y Bases de Datos del LNRHV
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En ambos afios se observa una mayor positividad al VHA y menor al VHE, asi
como de co-infecciones VHA/VHE. La positividad se incrementa en el periodo
de vigilancia intensiva, lo cual es esperado, ya que debido a la alerta de la
OMS hubo un llamado nacional liderado por el MINSAP para estudiar todos
aguellos niflos y adolescentes (0-18 afios) con criterio de hepatitis aguda dada
por la presencia de ictero y transaminasas por encima de 500 UI/L. Dichos
pacientes eran hospitalizados y colectadas las muestras en las primeras 24
horas de su ingreso y enviadas en condiciones de bioseguridad al LNRHV del
IPK.

En resumen, en el periodo analizado, el VHA fue el agente etiolégico del 41.8%
(282/674) y el VHE del 6.6% (45/674) de los casos, corroborando el papel de

estos virus en los cuadros de HVA del pais.

Brotes de hepatitis viral aguda, recibidos en el LNRHV en el periodo 2022-
2023.

En el afio 2022 se estudiaron 10 brotes y en 2023 fueron estudiados 4 brotes,
los cuales todos fueron positivos al VHA, excepto 1 brote, del cual no podemos
descartar que se tratara del VHA, ya que fue procesada por PCR-TR que no es
el método mas adecuado para el estudio de brotes (tabla 6). Tres brotes, 2 en

2022 y 1 en 2023 tuvieron ademas casos positivos a IgM VHE.

Tabla 6. Brotes de HVA estudiados en el LNRHV en el periodo 2022-2023

Afos (n) VHA + (%) VHE + (%)
2022 (n=10) 9 (90) 2 (20)
2023 (n=4) 4 (100) 1 (25)
Total (n=14) 13 (92.8) 3(23.1)

Fuente. Resultados y Bases de Datos del LNRHV

Antes de 1989 los tipos de hepatitis virales se notificaban solamente como
hepatitis virales, porque no se realizaba la clasificacion de la misma. Es a partir
de este afio que comenzOo a clasificarse la hepatitis B mediante la
determinacién de su antigeno de superficie (HBsAQ) y la IgM anti-HBc y las

restantes se clasificaban con este criterio diagndstico mas los criterios clinicos
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y epidemioldgicos en hepatitis A. En el afio 1998 se introduce el diagndstico de
la Hepatitis C a través del anti-VHC; y asi comenz6 la clasificacion en B o C,
considerandose la hepatitis A por un criterio de exclusién. Segun Aguiar y col.,
la Hepatitis viral tipo A en Cuba constituye un problema de salud con relacion a
la morbilidad y no a la mortalidad, situdandose entre los paises de alta
endemicidad junto a Chile, con una tasa de incidencia de 71 x 100 000
habitantes y Argentina 63,9 x 100 000 habitantes. *399°

Las hepatitis virales ocupan actualmente la quinta causa de morbilidad por
enfermedades infecciosas en Cuba. En la poblacion se observan con
frecuencia epidemias y casos clinicos esporadicos de hepatitis viral. La
vigilancia serologica previa mediante anticuerpos IgM anti-VHA, asi como
estudios clinicos y epidemiolégicos demostraron que el VHA es el principal
agente responsable de estos brotes.'® El virus de la hepatitis E (VHE) tiene
una distribucién global y se sabe que causa grandes epidemias de hepatitis
ictérica transmitida por el agua. Se observo principalmente en el subcontinente
indio, Asia central y Africa. Estudios en América Latina describieron el VHE en
México, Brasil, Venezuela y otros lugares 8 informaron por primera vez sobre la
incidencia de enfermedades relacionadas con el VHE en Cuba. Sus hallazgos
sugirieron que un namero importante de los casos esporadicos de hepatitis viral
en Cuba podrian deberse al VHE. Otro informe de 2005 confirmo la circulaciéon
de este virus en Cuba. **

Estudios previos en Cuba demuestran la cocirculacion y coinfeccion con estos
dos virus de transmision entérica; sin embargo, se observd una mayor

positividad para los anti-VHA que para los anti-VHE. %

La Organizacion Mundial de la Salud estima que cada afio se producen 1,5
millones de casos de hepatitis A en todo el mundo, con un resultado
aproximado de 7.000 muertes. ° En comparacién, se calcula que cada afio se
producen 20 millones de infecciones por VHE, que dan lugar a 3,3 millones de
casos sintomaticos y unas 44.000 muertes. 3’ Estas cifras se refieren
Gnicamente a las partes del mundo donde el VHE es endémico y, como tales,
es probable que representen una subestimacion de la carga real de la

enfermedad a nivel mundial. 1%
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En el afio 2022, Cuba reportdé una incidencia de 1319 casos de hepatitis viral
tipo A (tasa 11.9/100 000 habitantes), mientras que, en 2023, esta fue de 495
(tasa 4.8/100 000 habitantes). **4

La doble infeccion, también conocida como coinfeccion, es un fenbmeno que
se ha documentado en muchos paises desarrollados y en vias de desarrollo.
Se han documentado coinfecciones por VHA/VHE en informes de paises en
vias de desarrollo, como India, México, Kenia, Bangladesh y Egipto. En la
India, la tasa de coinfecciones por VHA/VHE fue del 1,3%. La tasa de infeccion
por VHE fue del 16,1% y la del VHA del 12,6%. En comparacion con las
monoinfecciones por VHE y VHA, los casos de doble infeccion presentaban

méas anomalias en las funciones hepaticas. **

Numerosos estudios han demostrado que la doble infeccion por VHE y VHA
puede tener consecuencias graves. Arora y col., realizaron una investigacion
para determinar la causa de la FHA entre los nifios. Descubrieron que la
infecciéon dual por VHA y VHE representaba la mayoria de los casos de FHA en
nifios (20,45%), de los cuales tres fueron mortales. ** La doble infeccién por
VHA y VHE caus6 una mayor incidencia de FHA que cualquiera de los dos
virus por separado. Las tasas fueron del 9% para el VHA y del 13,6% para el
VHE. Una infeccion doble por VHA/NHE también puede provocar
complicaciones como cistitis acalculosa y neuropatia hepética, que son los

peores resultados posibles.

El hallazgo de cocirculacion de VHA y VHE en Cuba no fue del todo
inesperado, debido a las similitudes entre los virus y el conocimiento previo
sobre la circulacion del VHE en Cuba.

Los picos en los casos de la Hepatitis A comunmente ocurren en los meses de
otofo, especialmente en los niflos. Ademas en muchos paises predominan los
brotes comunitarios donde los nifios susceptibles desempefian un papel
fundamental en la transmision, porque la infeccién por el virus transcurre
muchas veces asintomatica y usualmente no se detecta hasta que se transmite

a contactos adultos. *3
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En Cuba estos brotes son frecuentes, generalmente de poca dimension, y
accidentalmente se han presentado brotes de gran magnitud, relacionados con
la contaminacion del agua potable Unicamente, lo cual ocurre con frecuencia en
cualquier parte del mundo, por ejemplo, en EEUU se reportaron 674 brotes de
origen hidrico entre 1971 y 1996. %

IV.2. Describir las caracteristicas sociodemograficas, clinicas y
epidemioldgicas de los pacientes con diagndéstico de hepatitis viral aguda
en el periodo 2022-2023.

En este objetivo nos referiremos a las caracteristicas sociodemograficas,

clinicas y epidemioldgicas de la vigilancia intensiva realizada en Cuba en
mayo-noviembre 2022, asi como aspectos epidemiolégicos de los brotes
estudiados en 2022-2023.

En la Tabla 7 se muestran las caracteristicas sociodemograficas, clinicas y
epidemioldgicas de los nifios y adolescentes con sospecha de hepatitis aguda
grave incluidos en la vigilancia intensiva, Cuba, Mayo - Noviembre 2022. La
mediana de edad de los pacientes fue de 12 afios, rango de 11 a 15 afios, asi
como predominio del sexo masculino. La provincia que envid6 mas muestras
sospechosas fue La Habana. Desde el punto de vista clinico, la ictericia, los
vomitos y la coluria fueros los signos mas frecuentemente observados. El
99,1% de los casos presentd una clinica de ligera a moderada, solo 2 casos
(0,9%) se reportaron de graves, aunque sin criterio diagndéstico y microbiolégico
de Hepatitis Aguda Grave de etiologia desconocida, siendo negativos a todos
los agentes virales y bacterianos estudiados. No hubo complicaciones

asociadas y todos los casos evolucionaron favorablemente.

En cuanto a las enzimas hepéticas alanino aminotransferasa (ALT), aspartato
aminotransferasa (AST), fosfatasa alcalina (FA) y gamma glutamil
transpeptidasa (GGT), la media de los valores fue: ALT: 1443 UI/L, AST: 1190
UI/L, FA: 582 UI/L y GGT: 264 UI/L (valores normales: ALT: O - 41 UI/L, AST: 0
- 37 UI/L, FA 40-130 Ul/L y GGT: hasta 61 UI/L).
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Tabla 7. Caracteristicas sociodemograficas, clinicas y epidemiolégicas de los

nifos y adolescentes con sospecha de hepatitis aguda, Cuba, May - Nov 2022.

Variables Rangos N=207, No (%)
Edad en 2-5 16 (7.7)
afnos 6-10 55 (26.6)
(mediana: 11-15 81 (39.1)
12 afos) 16-18 55 (26.6)
Sexo F 88 (42.5)
M 119 (57.5)
Provincia Pinar del Rio 1(0.4)
de La Habana 99 (47.8)
residencia Mayabeque 1(0.4)
Villa Clara 19 (9.1)
Sancti Spiritus 2(0.9)
Ciego de Avila 37 (17.8)
Camagiey 11 (5.3)
Las Tunas 24 (11.5)
Granma 2 (0.9)
Santiago de Cuba 9 (4.3)
Guantdnamo 2 (0.9)
Sintomas ictero 175 (84.5)
y Sighos Vémitos 111 (53.6)
Coluria 106 (51.2)
Astenia/anorexia 102 (49.2)
Fiebre 96 (46.3)
Dolor abdominal 80 (38.6)
Hepato-esplenomegalia 20 (9.6)
Acolia 13 (6.2)
Otros (diarreas, mialgias, cefalea, tos, dolor de 36 (17.3)

garganta, lipotimia, artralgias, dolor retro-
orbitario, escalofrios, edemas, secrecion nasal,
disuria, colicos, sangramiento, rash, prurito

Fuente. Resultados y Bases de Datos del LNRHV

Factores de interés epidemiolégicos relacionados con los brotes de hepatitis
viral aguda, Cuba, 2022-2023.

En el Gréafico 3 se muestra la procedencia de los brotes de HVA estudiados en

el periodo 2022-2023, se observa que la mayoria de los mismos ocurrieron en
la provincia de La Habana (10/14, 71.4%).
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Gréfico 3. Brotes de hepatitis viral aguda segun el lugar de procedencia, Cuba,

2022-2023.

Fuente. Resultados y Bases de Datos del LNRHV

En la tabla 8 se muestra la distribucién de los brotes segun patrones de

transmision. Es de notar que la transmision Comunitaria o en poblacion abierta

fue la forma de transmision (50%) mas observada en el periodo de estudio,

seguido por la transmision en espacios cerrados (28.5%) y en menor cuantia la

transmision en los hogares (21.4%).

Tabla 8. Distribucién de los brotes de hepatitis viral aguda segun Patrones de

Transmision. Cuba, 2022-2023.

Patrones de transmision

Lugar de deteccion/ Provincia

Comunitaria o poblacion
abierta (50%)

El Fanguito/ La Habana

Contramaestre/ Santiago de Cuba

Buey Arriba/ Granma

Habana Vieja/ La Habana

Yateras/ Guantanamo

Habana Vieja/ La Habana

Marianao/ La Habana

Espacios cerrados (28.5%)

Combinado del Este/ La Habana

Hotel Melia Habana/ La Habana

Escuela primaria Centro Habana/ La Habana

EIDE Méartires de Barbados/ La Habana

Hogares (21.4%)

Arroyo Naranjo/ La Habana

San Miguel del Padron/ La Habana

Minas de Matahambre/ Pinar del Rio

Fuente. Resultados y Bases de Datos del LNRHV
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La mayor incidencia de hepatitis A se observa en paises en vias de desarrollo,
especialmente en las zonas de los tropicos, donde las deficientes condiciones
higiénicas y sanitarias favorecen la difusion del virus. En estos paises, la
infeccion es endémica y el 100% de los nifios se infectan antes de los 12 afos
y se calcula que existen entre 30 y 100 casos por 100 000 habitantes cada

afo.t%’

En areas de baja endemicidad la enfermedad ocurre en adultos de los grupos
de alto riesgo, mientras que en los paises con endemicidad intermedia es mas
frecuente en los adultos jovenes y donde la endemicidad es alta afecta

fundamentalmente la infancia y adolescencia. *°®

En la mayoria de los casos, los nifios pequefios son asintomaticos o
experimentan una enfermedad muy leve, y la infeccion por VHA suele conferir
inmunidad de por vida. Por el contrario, en las regiones de altos ingresos y baja
endemicidad, como Norteamérica, Europa Occidental, Japon y Australia, la
exposicion en la infancia es mas rara. Como resultado, una proporcién mucho

menor de la poblacién adulta tiene anticuerpos anti-VHA. %

En el presente estudios el grupo de edad mas afectado fue el de 11-15 afios
con un 39,1%, seguidos de los grupos de 16-18 afios y de 6-10 afios, ambos
con un 26.5%. Estudios previos que analizan el comportamiento de la hepatitis
A en Cuba, reportan al grupo de 10-14 afios (326,74 x 100 000 habitantes para
el periodo), 5-9 (292,33) y 1-4 (238,61) seguidos de los grupos de 15-24 afios
(138,55), 25-59 (61,88), 60-64 (26,39), menores de 1 afio (12,58) y 65 y mas
(11,74). El 45% de los casos notificados corresponden a menores de 15 afios y
el 71,7% a menores de 24 afios. =

Berdasquera y cols., también encontré6 que los grupos de edades mas
afectados fueron los menores de 15 afios con un 48,2 %, seguido del grupo de
25 a 29 afios con un 24,8 % y del grupo de 15 a 24 afios con un 22. °Esto
podria estar en relacibn con el comportamiento estacional del VHA,
especialmente entre septiembre y noviembre, que pudiera tener relacién con el
inicio del curso escolar. De esta forma se pudiera explicar por qué la mayoria

de los casos reportados son individuos jovenes menores de 15 afos de edad,
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quienes no han entrado en contacto con el virus, y, por tanto, no han
desarrollado la inmunidad contra este agente. **°

En nuestro estudio el sexo mas afectado fue el masculino, con un 57.5% para
una razon de 1,3:1. Segun el estudio de Aguiar y col., en el comportamiento por
sexos el masculino presenté una mayor tasa de 144,7 por 100 000 habitantes
para una razén de 1,5:1. ** Igualmente, Berdasquera y col refieren que el sexo

mas afectado en su estudio, fue el masculino con un 57 %. *°

La incidencia por sexo difiere a la reportada en la literatura internacional que
refiere una razon de 4:1 y por ejemplo en EEUU en el 2001 esta razén fue de
8:1 relacionado fundamentalmente por los casos reportados en hombres que
mantienen sexo con otros hombres. ' El VHA, infecta a las personas sin
distincién de sexo ni edad, aunque la mayor incidencia ocurre en las edades
pediatricas (particularmente entre los 5 y los 15 afios), y se difunde facilmente

en las comunidades con condiciones socioecondmicas desfavorables.

En referencia a la provincia de emisién de muestras, La Habana envio casi el
50% de las muestras procesadas (47.8%), seguida de Ciego de Avila y Las
Tunas, Aguiar y cols., en su estudio sefial6 que todas las provincias tuvieron
una tendencia ascendente en el periodo de analisis, siendo la antigua provincia
de La Habana (3137,71 x 100 000 habitantes) la de mayor incidencia, seguida
de Villa Clara (3020,27), Matanzas (2763,11) y la Ciudad de la Habana
(2383,84), las de menor incidencia fueron Granma (945,61), Isla de la Juventud
(697,66) y Guantanamo (653,49). =

Berdasquera y col., en su estudio, La provincia La Habana, y en particular el
municipio Guanajay, durante los ultimos afios ha alcanzado tasas que han

sobrepasado la media nacional. **°

Otro estudio describe que la provincia de La Habana, en el afio 2000, alcanzo
una tasa de 189.33 x 100 000 hab., la cual super6é a la nacional (162.7)

ocupando el tercer lugar del pais después de Matanzas y Villa Clara. *?

La presencia de ictero, vomitos y coluria fueron los signos mas frecuentemente
observados en esta cohorte de nifios y adolescentes, seguido de astenia y

anorexia, fiebre, dolor abdominal, hepato-esplenomegalia y acolia. Estos son

44



los signos y sintomas mas observados en Cuba y en la literatura. Sin embargo,
Martinez y cols., en su estudio de 1996 encontr6 que solo el 1,5% de los
individuos estudiados, desarrollaron un cuadro clinico sugestivo de hepatitis

viral aguda (ictero, hipocolia, coluria, anorexia y toma del estado general). **3

La elevada frecuencia de casos asintomaticos, asi como la comprobada
eficiencia de la transmision de los agentes productores de infecciones entéricas
en los nifos, favorecen la aparicion de brotes de hepatitis A en escuelas y otros
centros infantiles haciendo que estos sean una importante fuente de virus en la

comunidad. **3

Durante el periodo se han reportado 14 Brotes, el 50% de los brotes ocurrieron

en poblacion abierta, el 28.5% en espacios cerrados y el 21.4% en hogares.

Lugar El 25% de los brotes fue reportado por la Ciudad de La Habana seguida
de Santiago de Cuba con el 10%. Sin embargo, los brotes de mayor magnitud

se reportaron en Villa Clara, Matanzas y Ciego de Avila. *3

Un estudio en la antigua provincia de la Habana, el 64,7 por ciento de los
brotes ocurrieron en instituciones cerradas y el 35.3 por ciento en poblacion
abierta. Del total de brotes al 92,3% se le atribuye un origen hidrico, al 3,1%
por alimentos, 1,8 % como transmisién persona-persona y en el 2,8% no se
pudo determinar la fuente. **?

En el mundo se han reportado brotes de hepatitis A de gran magnitud, como el
ocurrido en 1987 con 87 fallecidos y mas de 3 000 casos en Somalia y Sudan
relacionado con la existencia de campos de refugiados etiopes. La baja
incidencia de la Hepatitis A en los paises desarrollados se afecta por la
ocurrencia de brotes por agua o alimentos contaminados o de persona a
persona en el grupo de hombres que mantienen sexo con otros hombres.
EEUU reportd la ocurrencia de un brote con 555 casos notificados por el
consumo de cebollas importadas. Otros brotes se han reportado en EEUU,
Australia y Canada relacionados con la transmision entre homosexuales.
También entre los meses de enero a julio del 2003 Chile ha reportado la

ocurrencia de 64 brotes. *
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IV.3. Determinar la utilidad de los diferentes tipos de muestras para la
deteccion del VHA mediante PCR-TR.
Andlisis de la utilidad de la PCR-TR VHA para el diagndstico de la

hepatitis A.

En el afio 2022 se introdujo la PCR-TR para el diagnéstico de la hepatitis A,
que si bien no constituye un método diagndstico efectivo (el estandar del
diagnoéstico de la hepatitis A es la IgM), las condiciones epidemiolégicas del
pais, la alerta de la hepatitis grave de la OMS y la necesidad de obtener
muestras positivas al ARN del VHA para caracterizacion gendmica, fueron
justificaciones validas para su uso en el diagndstico y la investigacion. En la
tabla 9 se muestran los resultados del analisis de la positividad mediante PCR-
TR para la deteccion del ARN-VHA, 2022, ya sea en condiciones normales de
envio y transporte de muestras y en la vigilancia intensiva creada después de
la alerta de la OMS.

Tabla 9. Distribucién de la positividad mediante PCR-TR para la deteccion del
ARN-VHA, 2022.

TIPOS RESULTADO | N (%)

PCR-TR VHA

Vigilancia intensiva Positivo 57 (31.8)

(May-Nov 22) Negativo 122 (68.1)
Total 179

Vigilancia en condiciones normales, 2022 Positivo 19 (16.8)
Negativo 94 (83.1)
Total 113

Fuente: Resultados y Bases de Datos del LNRHV

La mayor positividad al utilizar la PCR-TR se encontré en la Vigilancia intensiva
que como ya se explico anteriormente permitié colecta, almacenamiento y

envio de las muestras de forma eficiente.

En la tabla 10 se muestra el analisis de la positividad mediante PCR-TR

teniendo en cuenta el tipo de muestra utilizada en la PCR-TR.
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Tabla 10. Distribucion de la positividad mediante PCR-TR teniendo en cuenta

el tipo de muestra utilizada en la PCR-TR.

Tipo de vigilancia Tipos de muestras Pos | %
Vigilancia Intensiva | Suero 13 22.8
(May-Nov 2022) | Heces/hisopado rectal 28 49.1
(n=57) Sangre total 0 0
Suero + Heces/hisopado rectal 10 17.5
Sangre total + Heces/hisopado |3 5.2
rectal
Sangre total + suero 2 3.5
Suero + sangre total +]1 1.7
Heces/hisopado rectal
Subtotal 57 100
Vigilancia en | Suero 14 73.6
condiciones Heces/hisopado rectal 5 26.3
normales, 2022 | Subtotal 19 100
(n=19)

Fuente: Resultados y Bases de Datos del LNRHV

Disponer de varios tipos de muestras, tanto de heces, suero o sangre total
permitieron obtener una mayor positividad, la combinacién de estas como se
observa permitieron que, en la vigilancia intensiva, la muestra de heces fue la
que mostré una elevada positividad (42/57, 73.6%), seguido del suero (26/57,
45.6%) y en ultimo lugar la sangre total (6/57, 10.5%). En la vigilancia normal,
por el contrario, la muestra de suero fue la que obtuvo la mayor positividad,
esta es la muestra que mas recibe el LNRHV para la vigilancia de todas las
hepatitis virales.

La mediana del Ct (umbral de ciclos o cycle threshold por sus en inglés) en las
muestras de heces/hisopado rectal fue de 28.00, mientras que en la de suero
fue de 35.00 y en la de sangre total 36.00.

En el Gréafico 4 se muestra el andlisis utilizando el valor de Ct en las diferentes
muestras empleadas. Se observa que existen diferencias estadisticamente

significativas en el Ct de las muestras utilizadas (p<0.05).
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Grafico 4. Analisis del valor del Ct en las muestras de heces/hisopado rectal,
suero y sangre total positivas. Se muestra el valor de p de la prueba de Mann-
Whitney.

Fuente. Resultados y Bases de Datos del LNRHV

Es de destacar que de las 57 muestras positivas procedentes de la vigilancia
intensiva de may-nov 22, el 91% de los pacientes presentaban cifras de ALT
con valores 10 veces superiores al rango de normalidad (rango normal ALT: O -
41 UI/L).

La hepatitis A no puede ser diferenciada de otras hepatitis virales agudas
teniendo solamente en cuenta las caracteristicas clinicas y epidemiolégicas. El
diagnéstico preciso de esta entidad requiere de una prueba serolégica que
detecte la presencia de anticuerpos especificos del tipo IgM (IgM anti-VHA)
contra las proteinas de la capside viral. En la mayoria de las personas la IgM
anti-VHA puede detectarse 5-10 dias después de la exposicidon y persiste

elevada hasta 6 meses después. **3
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Desde 1990 se dispone en el Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri (IPK),
de técnicas para el diagnostico de la hepatitis A (VHA), mediante la deteccion
de la IgM anti-VHA en sangre y del antigeno viral (Ag VHA) en heces fecales.
Este hecho ha ampliado las posibilidades de diagnostico de esta enfermedad
que anteriormente solo se basaba en las caracteristicas clinico-epidemioldgicas
de la misma, asi como en la elevacion de los niveles de la enzima ALT en el

suero de los individuos. *3

La excrecion fecal del virus disminuye cuando empiezan a elevarse los
anticuerpos contra él, a partir de la segunda o tercera semana de la infeccién,
no siendo detectable muchas veces en el momento de la presentacion de los
sintomas. Varios autores han planteado la mayor durabilidad de la eliminacién

fecal de virus en los nifios en comparacion con los adultos. **

El virus que se multiplica en el higado y se elimina por la bilis, se encuentra en
concentraciones altas en las heces, de ahi que esta sea la principal fuente de
infeccion. Las concentraciones maximas aparecen dos semanas antes de la
ictericia o el aumento de las transaminasas, correspondiendo al periodo de
mayor infectividad y disminuyen de manera rapida después de que surja la
disfuncion hepética o los sintomas, que coinciden con la aparicion de los

anticuerpos circulantes contra el VHA en el suero. %

Posterior a la ingesta, el virus sobrevive al 4cido gastrico, atraviesa, la mucosa
intestinal, llega al higado a través de la vena porta, donde es captado por los
hepatocitos. Ahi, las particulas virales se replican, se ensamblan, se secretan
en los canaliculos biliares, desde donde pasan al conducto biliar y regresan al

intestino delgado, con su excrecién eventual en las heces. %2

Los ciclos enterohepaticos del ciclo de vida del virus continGan hasta que
aparecen anticuerpos neutralizantes que junto con otros mecanismos

inmunitarios interrumpen el mismo. %

Debido a dicha secrecion hacia los canaliculos biliares, los titulos virales son
mas altos en heces y pueden alcanzar 10° viriones/mL. Los titulos virales en
suero son aproximadamente dos veces mas bajos que los de heces; por lo que

la propagacién parenteral no es una ruta significativa de transmision. %2
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Munne y cols., estudio prospectivamente muestras de suero y materia fecal de
20 nifios con hepatitis aguda autolimitada por el VHA. El ARN del VHA fue
detectado en 18/20 nifios en muestras basales y en 19/20 sumando una
muestra posterior. El ARN, ademas, fue detectable en 9/20 pacientes hasta 30
dias en suero; en materia fecal en 2/20 hasta 60 dias y en 1/20 hasta 90
dias.**

Un estudio de la excrecion fecal en 67 pacientes de la India, incluyendo 59
nifios, contaba en la mayoria de los casos con muestras Unicas. El 50% de los
pacientes tenia una muestra dentro de la primera semana de la presentacion
de los sintomas, siendo el ARN del VHA positivo solo en 36.6% de ellos. En
4/10 materias fecales el ARN fue positivo entre las 4 y 5 semanas y en 0/8 a

partir de la semana 6. **°

En un brote en nifios en Tailandia el ARN del VHA fue detectable en el 34.3%
de las muestras de suero al momento del diagndstico con anticuerpos IgM anti-
VHA positivos. ElI ARN viral en materia fecal no fue detectado més alla de las 3

semanas luego de la presentacion de los sintomas.

Tjon y cols., estudiaron la carga viral del VHA de forma prospectiva en heces y
suero mediante PCR anidada competitiva. El VHA se excreté en heces durante
un periodo medio de 81 dias después del inicio de la enfermedad, y el 50% de
los pacientes todavia excretan niveles altos el dia 36 (2x10°-2x10° copias/ml
suspension de heces). Se detect6 viremia, pero no cuantificable, por un periodo

medio de 42 dias. 1!’

En el presente estudio, el 91% de los pacientes que presentaron ARN-VHA
positivo, presentaban cifras de ALT con valores 10 veces superiores al rango
de normalidad. Otros autores han reportado que en los primeros 10 dias
después del inicio de enfermedad, los niveles de ALT se correlacionaron
positivamente con niveles virémicos en sangre, sin indicios que el grado de
dafio hepéatico durante este periodo influyé en la duracion de la excrecién del
VHA en las heces. '’ De igual modo, Sainokami y cols., han encontrado que
los niveles de ALT y VHA en sangre estan correlacionados positivamente. '8
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IV.4. Asociacién entre la infeccion por el VHA y algunas variables

sociodemogréficas y clinico-epidemioldgicas en nifios y adolescentes
con diagnéstico de HVA en 2022.
En la tabla 11 se muestra la asociacion entre la infeccidén por el VHA y algunas

variables sociodemogréficas y clinico-epidemiolégicas en nifios y adolescentes.

Tabla 11. Asociacion entre

la infeccibn por el VHA y las variables

sociodemogréficas y clinico-epidemioldgicas en nifios y adolescentes, 2022.

VARIABLES Rangos | N=207 VHA (+) | Valor | OR (IC95%)
n (%) n (%) dep
Edad en afios 2-5 16 (7,7) 8 (50) 0,189 | 0,55 (0,20-
6-10 55 (26,5) | 38 (69,1) | 0,190 1,54)
11-15 | 81(39,1) | 53 (65,4) | 0,358 | 1,42 (0,73-
16-18 55(8,6) | 32(58,1) | 0.225 2,74
1,16 (0,65-
2,08)
0,74 (0,40-
1,40)
Sexo M 119 72 (60,5) | 0,207 | 0,75 (0,42-
F (57,5) 59 1,34)
88 (42,5) | (67,04)
ictero Si 175 116 0,030 | 2,23 (1,04-
No (84,5) (66,2) 4,77)
32 (15,5) | 15 (46,8)
Vémitos Si 111 72 (64,8) | 0,358 | 1,15 (0,66-
No (53,6) 59 (61,4) 2,04)
96 (46,4)
Coluria Si 106 71(66,9) | 0,162 | 1,39 (0,79-
No (51,2) 60 (59,4) 2,44)
101
(48,8)
Astenia/anorexia Si 102 62 (60,7) | 0,277 | 0,81 (0,46-
No (49,2) 69 (65,7) 1,42)
105
(50,8)
Fiebre Si 96 (46,3) | 59 (61,4) | 0,358 | 0,86 (0,49-
No 111 72 (64,8) 1,52)
(53,7)

OR: (Razon de productos cruzados, del inglés, Odd Ratio); IC: intervalo de confianza.
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Se evidencia que el ictero constituyo una variable con significacién estadistica
(p<0.05) y asociacion positiva con la probabilidad de tener hepatitis A, es decir,
la infeccién por el VHA curso con presencia de ictero 2 veces mas frecuente
que en aquellos que no la tenian. El ictero, ademas de ser un signo comudn en
los pacientes con infeccion por el VHA, una de las caracteristicas de la
vigilancia intensiva fue precisamente la presencia de ictero en los nifios y

adolescentes.

El resto de las variables no se asociaron a la infeccion por el VHA, que, a pesar

de ser frecuentes en la infeccién no fueron estadisticamente significativos.

Clinicamente se considera caso de hepatitis viral A, aquellos individuos que
presentan una enfermedad constituida por al menos uno de los siguientes
sintomas y signos: fatiga importante, nduseas, vomitos, coloracion amarilla de
piel y mucosas, orinas oscuras y heces blanquecinas. Se consideran ademas la
elevacion de los niveles séricos de las aminotransferasas. *® Por otro lado,
también es conocido y frecuentemente reportado en la literatura, la existencia
de un bajo niumero de individuos, especialmente nifios, con sintomas ante una
infeccion por VHA. Se plantea que menos del 30% de los nifios y del 25 al 50%
de los adultos, sufren la infeccién de manera asintomatica. *® Nuestro estudio
evidencia que el ictero en la poblacién menor de 18 afios es frecuente y se
asocia con la positividad al VHA.

Martinez y col., en su estudio de un brote de HVA en un Circulo infantil, solo
encontré presencia de cuadro clinico sugestivo de hepatitis viral aguda en el

12,5% de los casos IgM positivos. 3

No se encontré asociacion estadistica entre la infeccién por el VHA y la edad,
no obstante, se observa una mayor frecuencia en el rango de edad de 6-10 y
11-15, aspecto planteado por Aguiar en 2004 en el analisis del Comportamiento
Epidemiolégico de la Hepatitis A en Cuba en el periodo 1992-2002, donde los
grupos de edad mas afectados fueron el de 10-14 seguido por el de 5-9. = Sin
embargo, en el presente estudio la positividad al VHA fue mayor en el sexo
femenino que en el masculino, y la mayoria de los estudios realizados en Cuba

apuntan al sexo masculino como el méas afectado. =
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V. CONCLUSIONES
* La frecuencia elevada de infeccion por el VHA solo y en co-infeccion con el

VHE encontrada, subraya la necesidad de fortalecer las medidas higiénico-

epidemioldgicas y las estrategias de prevencion y control.

* Las caracteristicas sociodemograficas y clinico-epidemiologicas de los nifios y
adolescentes estudiados demuestran la elevada exposicion a la hepatitis A

fundamentalmente en edades tempranas de la vida.

* La elevada frecuencia de brotes de hepatitis viral aguda con un patron de
transmision comunitaria 0 en poblacion abierta acentla la necesidad de
mejorar el saneamiento medio-ambiental fundamentalmente en la provincia de

La Habana.

* El uso en la practica clinica de un ensayo molecular para detectar el genoma
del VHA indica que podria utilizarse para ayudar al diagnostico y la vigilancia
de dicho agente, siendo las muestras de heces/hisopado rectal y suero las mas

recomendadas.

* Los nifios constituyen un grupo vulnerable de infeccion por el VHA, indicando
la necesidad de aplicar medidas higiénicas, sanitarias y ambientales de

inmediato para disminuir su exposicion.
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VI. RECOMENDACIONES
Caracterizar genéticamente el VHA en las muestras positivas identificadas,

para profundizar en la epidemiologia molecular y el origen de los virus
circulantes
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Anexo 1

Datos del paciente

Nombre y Apellidos:

No. carné de identidad: Edad:
Direccion particular:

Municipio: Provincia:
Fecha de ingreso: Hora:
Fecha inicio de sintomas:

Fecha toma de muestra:

Sintomas y signos clinicos:

Impresion diagndstica:

Antecedentes de COVID-19 (fecha): N/R
Vacunacion anti-COVID-19 ultima dosis (fecha):

Tipo de vacuna anti-COVID-19:

Nota:
DATOS EPIDEMIOLOGICOS Y CLINICOS:

El modelo a utilizar es el establecido para el diagnéstico microbiolégico
con todos los datos del paciente. Se enviara el modelo con todos los
datos de interés recogidos en el mismo. Se anexara un resumen de
Historia Clinica del caso.

RECORDAR QUE LOS MODELOS (PAPEL) CON LOS DATOS DEL
PACIENTE VAN SEPARADOS DE LAS MUESTRAS (DEL CONTENEDOR
PRIMARIO), DENTRO DE UN SOBRE DE NYLON.

Investigacion epidemioldégica de casos sospechosos, probables vy
confirmados de hepatitis aguda grave



Investigacion epidemioldgica de casos sospechosos, probables y confirmados de hepatitis

aguda grave

DATOS PERSONALES

Nombres: Apellidos:

Edad: Cl: Sexo: Masculino Femenino

Direccion: Area de salud:

Municipio: CMF:

Provincia: Centro que remite el caso:
Policlinico CM Hospital
Otro:

Nacionalidad: Pais de procedencia:

Ocupacion: Fecha deingreso:

Centro de trabajo o estudios:

Fecha de alta:

DATOS CLINICOS Y DE LABORATORIO

Hospital de ingreso:

Fecha de los 1ros sintomas:
Dia: Mes: Afo:

Sintomas y signos:
Ultrasonido abdominal:

Evolucién:

Resultados de laboratorio clinico:
Fecha:

Examenes de laboratorio:

Fecha de toma de muestra:
Resultados (fecha): Tipo muestras
Suero o sangre total Serologia:
Heces o hisopado rectal:

Orina:
Exudado nasofaringeo:
Toxicolégico:

DATOS EPIDEMIOLOGICOS

Antecedente de viaje:

No: Si: Fecha:
Pais:
Especifique lugar de estancia:

¢,Ha estado en contacto con alguna persona a la
gue se le haya diagnosticado hepatitis?

No Si__

Especifique lugar y tipo de contacto

Fecha del contacto:




Relacién de contactos desde el inicio de los sintomas

Nombre y apellidos

Edad

Centro de trabajo o
estudios

Direccién del domicilio

Contactos intradomiciliarios

Contactos extradomiciliarios

Observaciones:

APP:

Antecedentes de hepatitis:
Medicamentos:
Operaciones:
Transfusiones:

Tatuaje:

Piercing:

Vacunacion:

Agua de consumo:
Condiciones de la vivienda:
Animales:

Disposicion de los residuales:

Consumo de alimentos en la calle:
Antecedentes de haber viajado:

Antecedentes de haber recibido visitas del exterior:

Bario en rio:

Resumen del estudio de contactos

< de 15 anos

> de 15 anos

Reportados

Estudiados

Sospechosos

Quimioprofilaxis




