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Capitol 3. Estudis de la infeccio del VHE.

3.1. INTRODUCCIO I OBJECTIUS

El virus de I'Hepatitis E és un del principals causants d’hepatitis agudes no-A no-B de
transmissid entérica a paisos en vies de desenvolupament (Worm i Wirnsberger, 2004). En
alguns d'aquests paisos se’l considera causant de més del 50% dels casos i s’han descrit
nombrosos brots epidemics d’hepatitis agudes que han afectat a milers d'afectats. En aquestes
regions, a on les condicions higiénico-sanitaries acostumen a ser deficients, la principal causa
de la infeccid és el contacte amb aigua amb contaminacio fecal.

Tradicionalment, els paisos desenvolupats s’han considerat lliures del VHE. La majoria de
casos clinics causats pel VHE detectats en aquestes zones s'associaven a casos importats durant
viatges a regions a on el virus era endemic. Paradoxalment, estudis serologics realitzats a
paisos europeus i als EUA mostraven unes seroprevalences d'entre un 1 i un 5% entre la
poblacié de donants de sang (Paul i col., 1994). Aquests valors poden considerar-se alts si
s'accepta la hipotesis de la no-endemicitat del VHE en aquestes regions.

Des de mitjans de la década dels 90, comencaren a detectar-se casos d’hepatitis agudes a
regions no-endemiques causades per soques del VHE, l'estudi de la seqliencia de les quals
mostrava diferéncies significatives amb els aillats de les zones classicament endémiques (Kwo i
col., 1997; Zanetti i col., 1999; Pina i col., 2000). Aquests casos eren molt puntuals, pero es
podia descartar la influéncia del principal factor de risc fins el moment: el viatge a regions
endemiques. Els estudis filogenetics de les seqlieéncies obtingudes va permetre I'agrupacié de la
majoria d’aquestes noves soques en un unic gran genotip, el 3, clarament diferenciat dels
genotips amb soques de regions endemiques (Schlauder i Mushahwar, 2001).

El VHE causa una hepatitis aguda auto-limitada de caracteristiques simptomatiques
gairebé indistingibles de les causades pel virus de I'hepatitis A. La idea generalitzada de que a
regions industrialitzades la infeccid per VHE és gairebé inexistent fa que als centres hospitalaris
d’aquestes regions no es realitzin analisis rutinaris destinats a la deteccid del virus en els casos

d’hepatitis agudes no-A no-B. A més, els sistemes de diagnostic rutinari disponibles estan
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basats en técniques immunologiques amb components antigénics derivats de soques
endemiques (soques de Mexic i Birmania, principalment) que podrien resultar poc sensibles per
a la deteccid de les soques de regions no endémiques (Mast i Krawczynski, 1996).

Els objectius d'aquest capitol de la tesi van ser:

% Identificar casos clinics relacionats amb el VHE en una poblacié (Barcelona) d'una

regié considerada no endemica pel VHE

% Estudiar la presencia de marcadors d'infeccié aguda pel VHE: IgM anti-VHE i ARN

viral

% Estudiar la durabilitat de la resposta serologica generada contra el VHE

% Caracteritzar de les soques del VHE causants d’hepatitis agudes a la poblacio

% Determinar de la seroprevalenca del VHE en una possible poblacid de risc:

veterinaris

# Realitzar un estudi preliminar, en un model animal, de la infectivitat i patogenicitat

d’una soca del VHE autoctona d'una regid considerada no-endémica

84



Capitol 3. Estudis de la infeccio del VHE.

3.2. MATERIALS I METODES

3.2.1. EL VHE COM A AGENT CAUSANT D’'HEPATITIS

Els estudis clinics sobre el VHE es van realitzar en col*laboracié amb el Dr. Rosend Jardi
(Departament de Bioquimica) i la Dra. Maria Buti (Unitat d'Hepatologia) de I'Hospital Universitari
de la Vall d'Hebron. Col'laboradors seus van dur a terme la caracteritzacié serologica de les

mostres dels pacients.

3.2.1.1. Mostres de pacients amb possibles hepatitis agudes i/o

nivells elevats d’ALT

Es va realitzar un estudi preliminar per determinar si existien casos d’hepatitis agudes
causades pel VHE a l'area de Barcelona. Per aix0 es van analitzar mostres de serum de pacients
atesos al Servei d’'Urgencies de I'Hospital de la Vall d’'Hebron i que presentaven simptomes
d’hepatitis agudes i/o alts nivells d’ALT.

S’analitzaren 62 mostres de serum de pacients atesos durant el periode comprés entre
I'abril del 2000 i el marg del 2001, estudiant la presencia o abséncia d'IgG anti-VHE i de I’ARN
del virus de I'hepatitis E (Taula 3.1.). Majoritariament els pacients seleccionats havien estat
diagnosticats d’hepatitis aguda. Les altres mostres pertanyien a pacients dels quals no es
coneixia el diagnostic perd que presentaven alts nivells d’ALT. Les mostres es van conservar a —
80°C.

Totes aquestes mostres havien estat caracteritzades préviament a |'Hospital Vall
d’Hebron. S’havia estudiat la preséncia d’IgG anti-VHE per ELISA (Abbott, North Chicago, IL,
USA) i d'altres marcadors d’hepatitis agudes com presencia d'IgM anti-VHA, de I'antigen de
superficie del VHB i IgM anti-HBc, anticossos anti-VHC i la preséncia de I'’ARN del VHC per RT-
PCR (Liaison HAV IgM, Liaison HBeAg/anti-HBe i Liaison HBc IgM, Diasorin. Vercelly, Italy;
Vitros HBsAg i Vitros anti-HCV, Johnson & Johnson, Rochester, NY. USA; Amplicor HCV, Monitor

Test Version 2.0, Roche Laboratories, New Jersey, USA).
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Taula 3.1. Caracteristiques de les mostres cliniques recollides entre el 2000 i el
2001 per l'estudi preliminar.

Pacient | ALT Data Diagnostic inicial | IgG VHE | IgM VHA | IgM VHB
1 / Juny 2000 Hep. aguda - - -
2 1614 Abril 2000 Hep. aguda - + -
3 519 Maig 2000 Hep. aguda - - -
4 60 Abril 2000 Hep. aguda - + -
5 452 Maig 2000 Hep. aguda - - -
6 571 Abril 2000 Hep. aguda - - -
7 4236 Maig 2000 Hep. aguda - - -
8 846 Maig 2000 Hep. aguda - - -
9 19 Maig 2000 Hep. aguda - + -
10 511 Abril 2000 Hep. aguda - - -
11 / juny 2000 Hep. aguda - - +
12 961 Maig 2000 Hep. aguda - - -
13 1244 Maig 2000 Hep. aguda - - +
14 989 Maig 2000 Hep. aguda - - -
15 432 Maig 2000 Hep. aguda - - -
16 1324 Maig 2000 Hep. aguda - - -
17 2495 Maig 2000 Hep. aguda - - -
18 420 Maig 2000 Hep. aguda + - -
19 436 Abril 2000 Hep. aguda - - -
20 1438 Maig 2000 Hep. aguda - - -
21 134 | Setembre 2000 Hep. aguda - + -
22 466 Abril 2000 Hep. aguda - - -
23 317 Abril 2000 Hep. aguda - + +
24 483 Maig 2000 Hep. aguda - - -
25 1387 Abril 2000 Hep. aguda - - -
26 452 Maig 2000 Hep. aguda - - -
27 499 Abril 2000 Hep. aguda - - -
28 608 Octubre 2000 Hep. aguda - + -
29 170 | Novembre 2000 Hep. aguda - + -
30 542 | Novembre 2000 Hep. aguda - + -

31 7997 | Novembre 2000 Hep.aguda - + -
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Taula 3.1. Caracteristiques de les mostres cliniques recollides entre el 2000 i
el 2001 per I'estudi preliminar (continuacidé). D.d.= diagnostic desconegut.

Pacient | ALT Data Diagnostic | IgG VHE | IgM VHA | IgM VHB

32 391 | Desembre 2000 | Hep. aguda - - -

33 364 | Desembre 2000 | Hep. aguda - + -

34 363 | Desembre 2000 D.d. - - -

35 179 | Desembre 2000 D.d. - - +

36 247 | Desembre 2000 D.d. - - -

37 453 | Desembre 2000 D.d. - + -

38 257 | Desembre 2000 D.d. - - -

39 443 | Desembre 2000 D.d. + - -

40 745 | Desembre 2000 D.d. - - -

41 24 Desembre 2000 D.d. + - -

42 1037 | Octubre 2000 D.d. - - -

43 1736 | Desembre 2000 D.d. - - -

44 222 Gener 2001 D.d. - - -
45 229 Gener 2001 D.d. - - -
46 286 Gener 2001 D.d. - - -

47 536 Gener 2001 Hep. aguda - - -

48 114 Gener 2001 D.d. - - -
49 264 Febrer 2001 D.d. + - -
50 305 Febrer 2001 D.d. - - -
51 366 Febrer 2001 D.d. - - -
52 413 Febrer 2001 D.d. - - -
53 355 Febrer 2001 D.d. - - -
54 501 Febrer 2001 D.d. - - -
55 1186 Febrer 2001 D.d. - - -
56 263 Febrer 2001 D.d. - - -
57 551 Febrer 2001 D.d. - - -
58 920 Marg 2001 D.d. - - -
59 572 Marg 2001 D.d. - - -
60 570 Marg 2001 D.d. - - -
61 340 Marg 2001 D.d. + - -

62 480 Marg 2001 D.d. - - -
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3.2.1.2. Mostres de pacients amb hepatitis agudes i IgG anti-
VHE

Es van seleccionar 11 mostres de serum de pacients amb els nivells d’enzims hepatics
(aminotransferases) elevats i simptomes d’hepatitis agudes als que se’ls hi havia detectat IgG
anti-VHE per la tecnica EIA (enzyme immunoassay) durant la fase aguda de la malaltia (Bioelisa
HEV IgG, Biokit, Barcelona, Espanya) (Taula 3.2.). Sanalitza la preséncia o abséncia del
genoma del VHE per RT-PCR, aixi com la preséncia d'IgM anti-VHE com a marcador de
I'hnepatitis aguda (Bioelisa HEV IgM, Biokit, Barcelona, Espanya). La deteccié d'IgM anti-VHE de

les mostres la van dur a terme membres de I'empresa Biokit.

Aquestes mostres havien estat recollides entre gener i juny del 2003. Deu dels pacients
van ser tractats a I'Hospital General de la Vall d'Hebron, mentre que un provenia d'un altre
hospital de I'area de Barcelona (Hospital Clinic). Se'ls hi va fer un questionari per determinar si
pertanyien a algun grup de risc pel VHE: viatge a regions endémiques pel virus, ingestid

habitual d'aliments que poguessin estar contaminats pel VHE (fruites, verdures, carn...).

Taula 3.2. Caracteristiques dels pacients amb hepatitis agudes i IgG anti-VHE

estudiats.
Pacient Sexe (::;:) (IC;-LI) Factor de risc :—,esg?:it::sa
63 M 44 3088 - -
64 M 65 457 Viatge a Coldombia -
65 M 71 968 - -
66 M 28 1936 - Hepatitis A
67 F 75 1089 - -
68 M 69 260 - -
69 M 60 | 1162 C°”;g:2 g:n;T;? de | Hepatitis C
70 F 49 305 - Hepatitis A
71 F 43 284 - -
72 M 57 973 - Hepatitis B
73 F 29 3675 Viatge a Etiopia -
M=Mascle
F= Femella

Aquestes mostres també havien estat caracteritzades pel grup del Dr. Jardi mitjangant
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I'estudi d’altres marcadors d’hepatitis agudes, tal i com es descriu a l'apartat 3.2.1.1. Les
mostres de deu d’aquests pacients van ser incorporades a l'estudi de la durada de la resposta

humoral.

3.2.1.3. Mostres de seérum d’individus d'un grup de risc:

veterinaris

S’analitzaren 33 mostres de serum de veterinaris. Aquestes mostres van ser recollides per
una infermera de I'hospital Vall d'Hebron que es va traslladar fins a la facultat de veterinaria de
la Universitat Autonoma de Barcelona aprofitant una reunié de veterinaris. Els veterinaris van
signar un full de consentiment informat i van omplir una enquesta epidemiologica. Les mostres
es conservaren a —80°C. A I'Hospital General Universitari Vall d'Hebron es determina la

presencia o absencia d'IgG anti-VHE.
3.2.1.4. Caracteritzacio serologica de les mostres

La caracteritzacid serologica de les mostres de sérum va ser realitzada a I'Hospital Vall

d’'Hebrd per col*laboradors del Dr. Rosend Jardi i la Dra. Maria Buti.
3.2.1.4.1. Deteccio d'IgG anti-VHE

Inicialment es realitza un estudi per determinar la preséncia d'IgG anti-VHE en mostres de
serum de pacients amb possibles hepatitis agudes i/o elevats nivells d’ALT. La preséncia d'IgG
anti-VHE és un marcador d'infeccions passades. També es pot considerar un marcador
d'infeccié aguda si va acompanyada de la presencia d'IgM anti-VHE o, en cas d‘abséncia

d’aquestes, si es detecta un increment de les IgG amb disminucié immediatament posterior.

La deteccié de les IgG anti-VHE es va realitzar mitjancant I'is de 2 kits immunoenzimatics
comercials: Abbott i Bioelisa HEV IgG de Biokit.

3.2.1.4.1.1. Kit Abbott HEV EIA (Abbott)

Amb aquest kit comercial es va analitzar les 62 mostres de serum de I'estudi preliminar
per determinar la preséncia o abséncia d'anticossos IgG anti-VHE a l'area de Barcelona. També

es va utilitzar per determinar la preséncia d'IgG anti-VHE a les mostres de serum de veterinaris,
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que van ser analitzades 2 cops: una primera amb la diluci6 de mostra indicada pel proveidor

(1:400), i una segona amb una dilucié inferior (1:20).

El kit Abbott HEV EIA es basa en I'Us de boles que presenten a la seva superficie I'antigen
derivat de les regions ORF2 i ORF3 d'una soca del VHE d’origen birma. L'anticos secundari
utilitzat és anti-IgG humanes conjugat amb I'enzim peroxidasa, que reacciona amb el substrat

ODP. El procediment és el seglient:

=Posar 10 pl de mostra o de control positiu 0 negatiu a un tub de 1,5 ml al que
préviament s’ha afegit 200 pl de diluent.

= Passar 10 pl d'aquesta primera dilucié a la placa d'incubacid i afegir 200 pl més de
diluient.

= Afegir una bola (amb I'antigen adherit a la superficie) a cada pouet de la placa.

= Tapar la placa amb una lamina adhesiva i incubar 1 h a 40°C.

= Preparar el conjugat de treball diluint 1:1000 el conjugat amb el diluient del kit.

= Rentar 3 cops amb aigua destil*lada esteril.

= Afegir 100 pl del conjugat diluit.

= Tapar amb una lamina adhesiva i incubar 1 h a 40°C.

= Rentar 3 cops amb aigua destil*lada esteril.

= Passar la bola a un tub de vidre i afegir 300 pl de substrat-ODP.

= Incubar 30 min a TA.

= Parar la reaccié6 amb 1 ml de H,SO4 1 N.

= Fer la lectura de la densitat optica a 492 nm.

Una mostra es considerava positiva si 'absorbancia era superior a un valor de tall (cut-
off) i negatives si era inferior. Aquest cut-off era la mitja dels valors dels controls negatius
sumada a la mitja dels controls positius multiplicada per 0,45.

- Els reactius s’havien de mantenir a 4°C i utilitzar-los a TA.

—> L'assaig es podia considerar valid si la diferéncia entre la mitja dels valors dels controls

positius i la dels controls negatius era superior o igual a 0,150.

3.2.1.4.1.2. Kit Bioelisa HEV IgG (Biokit)

Amb aquest kit comercial es va estudiar la presencia o absencia d'anticossos IgG anti-VHE

a les 11 mostres de serum de pacients amb nivells alts d’enzims hepatics i hepatitis aguda
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(pacients 63 a 73), aixi com a les mostres de serum dels veterinaris.

El kit Bioelisa HEV IgG es basa en I'Gs de plaques de microtitolacié recobertes amb
peptids que constitueixen epitops recombinants derivats d’una soca birmana i de la mexicana
del VHE. Aquests péptids son els mateixos que s'utilitzen a d‘altres kits comercials com
Genelabs. L'anticos secundari utilitzat és anti-IgG humanes conjugat amb I'enzim peroxidasa. El

procediment és el seglient:

= Afegir 200 pl de diluient als pouets.

= Afegir 10 pl de control negatiu en 2 pouets, 10 pl del control positiu en 3 pouets i 10 pl
de mostra en els pouets corresponents. Barrejar suaument.

= Cobrir la placa amb una lamina adhesiva i incubar a 37°C + 1°C durant 30 min.

= Preparar el conjugat de treball diluint 1:1000 el conjugat amb el diluient del kit.

= Eliminar la lamina adhesiva i aspirar el liquid dels pouets.

= Afegir 300 pl de solucio de rentat diluida. Repetir el rentat 6 cops.

= Afegir 100 pl de conjugat a cada pouet.

= Cobrir la placa i incubar a 37°C £ 1°C durant 30 min.

= Preparar la solucié de substrat-OPD.

= Eliminar la lamina adhesiva i rentar els pouets com s’ha descrit anteriorment.

= Afegir 100 pl de substrat-OPD a cada pouet.

» Incubar durant 15 min a temperatura ambient (20-25°C).

= Afegir 50 pl d’acid sulfdric 4N a cada pouet i barrejar suaument.

= Llegir I'absorbancia a 490 nm com a maxim 30 min després d’haver parat la reaccié amb

I'acid sulfuric.

Una mostra es considerava positiva si I'absorbancia era superior a un valor de tall (cut-
off), i negativa si era inferior. Aquest cut-off era la mitja dels valors dels controls negatius més
0,500.

- Préviament a l'assaig calia homogeneitzar bé els reactius i diluir la solucié de rentat

concentrada 1:20 amb aigua destil*lada.

- L'assaig es podia considerar valid si la diferéncia entre la mitja dels valors dels controls

positius i la dels controls negatius era superior a 0,600.
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3.2.1.4.2. Deteccio d'IgM anti-VHE

La deteccid d'IgM anti-VHE a mostres de sérum de pacients amb hepatitis agudes la van
realitzar membres del propi proveidor Biokit seguint les especificacions del kit. Es va utilitzar el
kit Bioelisa HEV IgM (Biokit, Barcelona, Espanya) que es basava en I'Us d’'una proteina
recombinant dissenyada a partir de les seqliéncies de 'ORF2 i I'ORF3 de les soques birmana i
mexicana. Les mostres analitzades van ser la dels pacients amb hepatitis agudes visitats I'any
2003 a I'hospital Universitari de la Vall d’'Hebron als quals se’ls hi va detectar IgG anti-VHE
(pacients 63 a 73 descrits a la Taula 3.2.).

3.2.1.5. Preséncia del VHE en mostres de sérum de pacients

Els analisis moleculars de les mostres de sérum es van realitzar com es descriu al capitol 2
per a les mostres ambientals. Primer es feia una extraccidé dels acids nucleics presents a les
mostres i una amplificacié per RT-PCR niada amb encebadors especifics. Les mostres que eren

positives eren seqlienciades i es realitzaven estudis filogenetics amb les soques aillades.

3.2.1.5.1. Deteccio de I’ARN del VHE

3.2.1.5.1.1. Extraccio dels acids nucleics de les mostres de

serum

El metode seleccionat per I'extraccié del acids nucleics és el mateix que es va utilitzar per

I'extracci6 dels acids nucleics de les mostres ambientals, i que es descriu a I'apartat 2.2.1.4.1.

L'extraccié dels acids nucleics de les mostres de seérum es feia directament a partir de la
mostra sense necessitat de concentracié prévia. Es partia de 25 pl de sérum i els acids nucleics
finals s’eluien en 25 pl de tampd d'elucid. La fase de lisi de I'extraccid de les mostres de serum
es duia a terme a una cabina de fluxe vertical de seguretat biologica II, ja que es tractava de

fluids humans.

Amb cada grup de mostres s'analitzaven un control negatiu (només particules de silice i
tampo de lisi) i un control positiu (25 pl d’una suspensioé fecal en PBS de mico rhesus infectat
amb la soca BCN). Al final del procés es preparaven dilucions 1:10 de cada mostra amb el
tampd d’elucid. Aquests acids nucleics es mantenien a -20°C fins el moment de I'analisi per RT-
PCR.
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3.2.1.5.1.2. Amplificacio enzimatica

L'analisi de la preséncia del VHE als diferents tipus de mostres es va fer mitjancant
I'amplificacié de 2 regions presents al genoma del virus: I'ORF1 i 'ORF2. La deteccid sistematica
de I’ARN viral es feia mitjancant I'analisi de la regié de I'ORF2. Si el resultat d’aquest primer
analisi era positiu, es procedia a analitzar una regié de I'ORF1.

Tal i com es descriu al capitol 2 (apartat 2.2.1.4.2.2.) totes les mostres van ser
analitzades amb una RT-PCR seminiada per amplificar un fragment de la regié de I'ORF2. A la
barreja de components s’afegien 5ul de I'extraccié d‘acids nucleics, corresponent a 5 pl i 0,5 pl
(extraccid directa i dilucié 1:10, respectivament) de seérum. S'afegien 25 pmols dels encebadors
(Taula 2.3.) i la temperatura d’anellament era de 55°C. El procés es repetia per amplificar un
fragment de la regié de 'ORF1.

Cada grup de mostres s'analitzava conjuntament amb els controls negatiu i positiu de la

seva extraccio, aixi com amb un control negatiu de PCR per cada dues mostres analitzades.

Per amplificar la regié de I'ORF1 d'una de les mostres (mostra del pacient 67 amb
hepatitis aguda i IgG anti-VHE) es va utilitzar una combinacié d’encebadors i condicions de RT-
PCR i PCR niada diferents als habituals, ja que aquests no funcionaven. En aquest cas es va
utilitzar els encebadors externs habituals (HEVORF1con-al i HEVORF1con-s1) com a iniciadors
interns (de la PCR niada) i es van seleccionar uns nous encebadors externs (Taula 3.3.). Es va
partir de 10 pl d’extraccié d'acids nucleics i es van afegir 5 pl de la primera PCR a la PCR niada.
La temperatura d’anellament dels 2 processos d'amplificacio es va fixar en 50°C i s'incrementa

el nimero de cicles a 40.

Taula 3.3. Encebadors utilitzats per amplificar una regié de 'ORF1 de la soca causant
d’hepatitis al pacient 67.

Regio Encebador Reaccio Posicié® Iz:;db? Segqiiéncia (5'—3")
546R RT 525-546 59 GCCTCYGCRACATCRGCTGGCC
ORFL 25 la PCR 25-44 GCCATGGAGGCCCATCAGTT
RF
HEVORF1con-al 451-473 CCATCRARRCAGTAAGTGCGGTC®
PCR niada 418
HEVORF1con-s1 56-79 CTGGCATYACTACTGCYATTGAGC®

? La posici6 fa referéncia a la soca Birmana (Tam i col., 1991).
"R=A0G;Y=CoT
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3.2.1.5.2. Segqiienciacio dels fragments amplificats

Per confirmar els positius obtinguts per PCR es va procedir a seqiienciar els fragments
amplificats. Tot el procés es va realitzar tal i com es descriu a I'apartat 2.2.1.5.

Tots els productes de PCR van ser purificats amb el kit QIAquick PCR Purification Kit de
QIAgen, eluint tot el purificat en 30 pl de tampd d’elucié (tampd BE). A la PCR de seqlienciacio
s'afegiren entre 2,5 i 3 pl de purificat i 3,2 pmols de l'encebador corresponent. Per la
seqlienciacié dels fragments de I'ORF2 s’afegi HEVORF2con-al o HEVORF2con-s2 i per I'ORF1
s'afegi HEVORF1con-a2 o HEVORF1con-s2. El producte de la mostra amplificada en condicions
especials va ser seqlienciat amb els encebadors HEVORF1con-al i HEVORF2con-s1. En aquest
cas la temperatura d‘anellament es fixa a 42°C.

Un cop precipitades, les seqliéncies van ser portades als Serveis Cientifico-Técnics de la
Universitat de Barcelona a on es procedia a l'analisi amb el seqlienciador automatic ABI
PRISM™ 377.

3.2.1.5.3. Analisi de les seqiiéncies

Les seqgiliencies obtingudes van ser comparades a les existents al GenBank utilitzant els
mateixos programes (BLAST, CLUSTALW, Phylip i TREEVIEW 1.5) que s’havien utilitzat al
capitol 2. També es van comparar amb les soques descrites a partir de mostres d'aigua residual
urbana (BCN2 a BCN20).

3.2.2. ESTABILITAT DE LA RESPOSTA HUMORAL (IgG ANTI-VHE)
AMB EL TEMPS

Per tal d’estudiar la durabilitat de la resposta humoral originada pel contacte amb el VHE
es van analitzar mostres de seguiment de pacients amb diagnostic d’hepatitis aguda i als quals
se'ls havien detectat IgG anti-VHE. Aquests pacients van ser cridats al servei d’'Urgencies de
I'hospital i se’ls hi va demanar una segona mostra per estudiar la durabilitat de la resposta

immune generada contra el VHE.
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3.2.2.1. Mostres de serum de seguiment

Es van estudiar 2 séries de mostres de seguiment. Al primer grup constava de 7 mostres i
el periode entre la mostra inicial i la de seguiment era superior a 10 anys. Variava entre 145
mesos (12 anys i un mes) i 124 mesos (10 anys i 4 mesos). Al segon grup constava de 15
mostres i el periode intermostral era d’'un maxim de 3 anys i un minim de 2 mesos. Totes les
mostres provenien de pacients que havien estat visitats inicialment a I'hospital per una hepatitis
aguda i als que en el seu moment se’ls hi van detectar IgG contra el VHE. Alguns d’'aquests
pacients es van detectar durant I'estudi preliminar i d'altres son els estudiats a l'apartat 3.2.1.2.

3.2.2.2. Deteccio d'IgG anti-VHE

La determinacié d'IgG anti-VHE es va fer com es descriu a I'apartat 3.2.1.4.1. Les mostres
inicials i de seguiment de dels casos clinics 1 a 12 van ser analitzades mitjancant el kit HEV EIA
(Abbott, North Chicago, IL, USA). Les mostres inicials i de seguiment dels casos 13 a 22 van ser
analitzades amb el kit Bioelisa HEV IgG (Biokit, Barcelona, Espanya). El periode intermostral i

els nivells d’ALT d’aquestes mostres es recullen a la Taula 3.9.
3.2.2.3. Deteccio de I’ARN del VHE a les mostres de seguiment

Totes les mostres de seguiment van ser analitzades per RT-PCR per descartar la preséncia
del VHE. El métode d’extraccid i amplificacid seleccionat per aquestes mostres de serum va ser
el mateix que s'havia utilitzat per les mostres de serum descrites anteriorment (apartat 2.2.1.4).
Es van extreure els acids nucleics continguts en 25 pl de sérum i s'analitzaren 5 pl dels acids
nucleics extrets de la diluci6 directa i 1:10 de cada mostra a la RT-PCR. La PCR seminiada es va
fer amb 1 pl del producte de la RT-PCR. Els iniciadors utilitzats van ser els descrits a la Taula
2.3. que permetien I'amplificacié d'un regié de I'ORF2. L'observacié dels resultats es va fer per

visualitzacié en un gel d'agarosa amb tincié de bromur d’etidi.

3.2.3. ESTUDI DE LA INFECTIVITAT D'UNA SOCA DEL VHE
AILLADA A BARCELONA

Es desconeixen les caracteristiques de les infeccions causades per les soques del VHE
d’origen europeu. En col*laboracié amb el Dr. Purcell i la Dra. Emerson del National Institute of

Allergy and Infectious Diseases (NIAID) dels National Institutes of Health (NIH) s’estan
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realitzant estudis d’infectivitat d’'una de les soques del VHE aillades a Barcelona a partir d’'una
mostra de seérum d’un pacient amb hepatitis aguda, la soca VH4. Els objectius inicials, i que es
descriuen en aquest capitol, van ser determinar si la soca infectava micos rhesus i obtenir femta
amb alts nivells de VHE per poder realitzar una titulacié de dosi infecciosa per futurs estudis
comparatius de la patogénia causada per aquesta soca respecte a soques d‘altres origens

geografics.
3.2.3.1. Animals inoculats i inocul

L'espécie inoculada va ser Macaca mulatta (micos rhesus). Aquesta és la especie que es
considera la més adequada com a model del VHE. Es va disposar de 2 animals: animal A i
animal B. Aquests animals van ser inoculats per via intravenosa amb 500 pl de sérum d‘un
pacient en fase aguda de la malaltia que contenia la soca VH4. Aquest inocul s’havia mantingut
congelat a -80°C.

3.2.3.2. Seguiment de la infeccido: analisis bioquimics, serologics

i virologics

La soca del VHE va ser inoculada per via intravenosa als 2 animals. El seguiment consistia

en estudis bioguimics, serologics i moleculars:

e quantificacié dels nivells de 3 enzims hepatics (alanina aminotransferasa —ALT-,
isocitrat deshidrogenasa —ICD- i y-glutamil transferasa —GGTP-) mitjancant
proves bioguimiques,

e quantificacié dels nivells d'IgG antiVHE mitjancant ELISA,

e Estudis de la presencia del genoma del virus a la sang i a femta mitjangant RT-
PCR.

Cada animal va ser observat durant un total de 15 setmanes. Es van recollir 16 mostres
de sérum, comencant pel dia 0 (inoculacid) i fins a la setmana 15 post-inoculacié. Les mostres
de femta recollides van ser 13, comencant el dia 20 post-inoculacié i continuant fins a la
setmana 15. Les mostres eren recollides cada 7 dies i cada setmana la mostra de femta era
recollida el dia abans de I'extraccié de la mostra de serum.
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3.2.3.2.1. Analisis bioquimics i serologics

El seguiment serologic i bioquimic de la infecci6 es va fer al LID (NIH) per membres del
laboratori del Dr. Purcell i la Dra. Emerson. La deteccié d’'IgG antiVHE es va realitzar mitjancant
técniques ELISA, amb una proteina truncada de 55 kDa derivada de la soca pakistani Sar55
expressada en cél'lules d’insecte. No es va estudiar la preséncia d'IgM perque la técnica estava

optimitzada per serum huma, disminuint la sensibilitat en serum animal.
3.2.3.2.2. Analisis virologics
Es va estudiar la presencia del virus en femta i serum dels animals.

3.2.3.2.2.1. Mostres de serum

S’analitzaren 7 mostres de serum de cada animal, les corresponents a les setmanes 0
(inoculacié) a 6. L'analisi es feia sense processament previ de les mostres tal i com es descriu

per les mostres de serum huma (apartat 3.2.1.5.1.).
3.2.3.2.2.2. Mostres de femta

S‘analitzaren les 13 mostres de femta de cada animal. Inicialment es prepararen
suspensions de femta al 10% en PBS pH 7,3 de les 6 primeres mostres, que s'analitzaren per
RT-PCR. En funcid dels resultats algunes de les mostres es concentraren més mitjangant I'elucid

amb glicina.
3.2.3.2.2.2.1. Suspensions fecals al 10% amb PBS pH 7,3

Es van preparar suspensions fecal al 10% en PBS pH 7,3 de les 6 primeres mostres de

femta (setmanes 3 a 8 post-inoculacié) de cada animal.

» Posar 0,15 g de femta en un criovial de 2 ml.

Afegir 1,5 ml de PBS 1x pH 7,3 i barrejar bé amb I'ajuda d'un vortex.

Centrifugar a 2700 xg durant 3 min.

Recollir el sobrenedant i passar-lo a un criovial net.

Conservar a -80°C.
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3.2.3.2.2.2.2. Concentracio de les particules viriques presents a

les mostres de femta

Un cop analitzats els resultats de les suspensions fecals al 10% en PBS es va decidir
concentrar amb glicina algunes de les mostres. Es concentraren les mostres de femta

corresponents a les setmanes 5 a 16.

El meétode emprat es basa en el metode utilitzat per concentrar les particules viriques de
les mostres d’aigua residual, perd amb algunes modificacions. Aquest procés permet obtenir

suspensions fecals 100 vegades més concentrades que les suspensions al 10% en PBS.
El procediment és el segiient:

= Afegir 3,5 ml de glicina 0,25 N pH 9,5 a 1 g de femta i agitar amb I'ajuda d'un vortex
durant 5 min.

= Incubar 20-30 min en gel. Agitar ocasionalment.

= Afegir 3,5 ml de PBS 2x pH 7,3.

= Centrifugar a unes 10.000 xg durant 15 min a 4°C per eliminar matéria en suspensio.

» Recuperar el sobrenedant amb les particules viriques i concentrar-les amb una
ultracentrifugacio a 110000 xg durant 1 h a 4 °C.

= Eluir el pellet en 100 pul de PBS 1x pH 7,3.

= Conservar el concentrat de particules viriques a —80°C.

3.2.3.2.2.3. Extraccio i amplificacio del acids nucleics de les

mostres dels animals

Els processos d’extraccié i amplificacidé van ser els mateixos que s’havien seguit amb les
mostres d’aigua residual (apartat 2.2.1.4.). Cinc pl de les extraccions de les dilucions directa i
1:10 de les mostres, corresponents a 5:10*i 5:10” g de femta per les suspensions al 10% en
PBS, 5102510 g de femta pels concentrats virals i 5 pl i 0,5 pl de sérum, s‘analitzaren per
RT-PCR. Un pl del producte d'aquesta primera PCR es va afegir a la barreja de la PCR

seminiada.

Les suspensions fecals al 10% corresponents a la setmana 4 s’analitzen fins a la dilucié
1:1000. La mostra de I'animal A s’analitza també amb els iniciadors descrits a la Taula 2.3. que

permetien I'amplificacié d'una regi6 de I'ORF1.
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3.2.3.2.2.4. Seqiienciacio del VHE aillat dels animals

Per tal de confirmar que els amplicons obtinguts per RT-PCR corresponien al genoma del
VHE, i més concretament a la soca inoculada VH4, es van sequenciar 4 dels productes, 2 per
cada animal (1 obtingut a partir de femta i 1 a partir de serum). També es van seqlienciar
aquells productes de PCR obtinguts amb tamanys similars als esperats per descartar falsos
negatius.

La seqlienciacié es va dur a terme tal i com es va descriure anteriorment (apartat
2.2.1.5.). S'afegiren 2 pl de cada purificat a les reaccions de seqiienciacié. Es van afegir els
iniciadors utilitzats a la PCR seminiada a una concentracié de 3,2 pmol/l.
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3.3. RESULTATS

3.3.1. EL VHE COM A CAUSANT D'HEPATITIS AGUDES

3.3.1.1. Incidencia de la infeccio per VHE a una poblacié d'una

zona considerada no endemica

Inicialment es va estudiar la preséncia del VHE en 62 mostres de pacients visitats entre
abril del 2000 i marg del 2001 a I'Hospital General de la Vall d'Hebron. Aquestes mostres havien
estat analitzades a I'hospital per determinar la presencia d'IgG anti-VHE mitjancant I'is del kit
Abbott HEV EIA. Només 5 (8,1%) dels pacients eren seropositius pel VHE. Totes les mostres
van resultar negatives per RT-PCR, descartant la preséncia del virus al serum.

Posteriorment es van seleccionar 11 pacients d’entre els visitats al mateix hospital entre
gener i juny del 2003. Tots aquests pacients presentaven hepatitis aguda en el moment de la
consulta, i els analisis serologics de les mostres de serum havien revelat la preséncia, a tots
ells, d'IgG anti-VHE. En aquest cas el kit utilitzat va ser el Bioelisa HEV IgG. Dos dels pacients
presentaven una hepatitis A associada, 1 presentava hepatitis B i 1 hepatitis C. Es procedi a
determinar si el VHE era la causa de les diferents hepatitis agudes mitjancant |'estudi de la
presencia del genoma del virus a les mostres de sérum. L'analisi amb els encebadors que
amplificaven la regié de I'ORF2 del virus va resultar positiu en 3 de les mostres estudiades
(pacients 63, 67 i 73). Quan es van utilitzar els encebadors de I'ORF1, el resultat va ser el
mateix, malgrat que per 'amplificacié d’'una de les mostres es van haver d'utilitzar encebadors i
condicions diferents a les habituals. Les altres 8 mostres van ser negatives als 2 analisis. La

seqlienciacié dels amplicons va mostar 3 seqiencies diferents del VHE.

Segons |'enquesta que se'ls hi va fer als pacients, només 3 presentaven algun factor de
risc associat al VHE: un havia viatjat a Colombia, un altre a Etiopia i un tercer havia consumit
carn de porc senglar. El pacient que havia viatjat a Etiopia era un dels identificats com a
infectats pel VHE, ja que s’havia detectat el genoma del virus en una de les seves mostres de

serum. Els altres 2 pacients amb hepatitis aguda per VHE no tenien cap factor de risc.
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3.3.1.2. Deteccio d'IgM anti-VHE en pacients amb hepatitis

agudes

Es va determinar la presencia d'IgM en les mostres de serum dels 11 pacients amb
hepatitis agudes visitats al 2003 amb el kit Bioelisa HEV IgM. Només 3 de les mostres

resultaren positives (pacients 63, 67 i 73). D'aquestes 3 mostres s’havia aillat I’'ARN del VHE.
3.3.1.3. Caracteritzacio genetica de les soques aillades

En total saillaren 3 soques cliniques que van ser anomenades VH3, VH4 i VH5. L'analisi
filogenétic d’aquestes soques es va fer comparant 101 nt del fragment amplificat de la regio
ORF2 i 242 nt del fragment de la regid de I'ORF1. La comparaci6 es va fer amb les seqiiencies
aillades a partir d'aigua residual de Barcelona i altres seqliencies presents al GenBank. La petita
longitud del fragment comparat de I'ORF2 (101 nt) no fa possible I'obtencid d'un estudi
filogenétic definitiu, malgrat que la topologia dels arbres obtinguts és molt similar a I'obtinguda
amb fragments més llargs. L'analisi del fragment de la regié de I'ORF1 (242 nt) permet uns

resultats més fiables, perd no s’han pogut comparar amb el aillats ambientals.

3.3.1.3.1. ORF2

VH3 i VH4 compartien 96 dels 101 nt (95,05%) de la regié amplificada a 'ORF2, mentre
que amb VH5 només compartien 80 nt (79,21%) i 85 (84,16%), respectivament (Taula 3.4.).
Quan es comparaven amb d‘altres soques, s'observava una agrupacié diferenciada entre les 2

primeres i VH5.

Taula 3.4. Identitat entre les soques cliniques aillades. Els valors corresponents a
I'ORF1 es troben sobre la diagonal. Els de I'ORF2 es troben sota la diagonal (nt iguals (%

identitat)).
Soques VH3 VH4 VH5
VH3 - 234 (96,7) 189 (78,1)
VH4 96 (95,0) - 186 (75,8)
VH5 85 (84,1) 80 (79,2) -

VH3 i VH4 eren soques clarament similars a d'altres soques descrites a paisos

desenvolupats. VH3 presentava una maxima identitat nucleotidica (100%) amb laillat BCN5/13,
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procedent de l'aigua residual de Barcelona i 97,0% amb d‘altres aillats com BCN14, BCN18 i
BCN7 (Taula 3.5.). Respecte a les 2 soques cliniques detectades préviament a Barcelona, la
identitat era 95,05% amb VH1 i 93,07% amb VH2. La maxima identitat nucleotidica amb un
aillat d'altres regions va ser d’un 96,04% amb una soca grega (Grecial) aillada també a partir
d’'una mostra clinica (Taula 3.6.). VH4 era molt similar a BCN20 i BCN3 (98,0%) i a BCN18
(96,0%). Amb la soca Grecial compartia un 95,05% dels 101 nt, i amb VH1 i VH2 un 92,08%.
Amb el control positiu utilitzat, soca BCN aillada préviament a Barcelona a partir d‘aigua residual
i molt similar a soques de la india, VH3 tenia un 81,19% i VH4 un 78,22%. La comparaciéo amb

altres soques esta recollida a les Taules 3.5 i 3.6.

Taula 3.5. Comparacio de VH3, VH4 i VH5 amb els aillats a partir de mostres
d'aigua residual de Barcelona. En gris se senyala la maxima identitat. (nt iguals (%
d'identitat)).

Soques VH3 VH4 VH5
BCN2 94 (93,1) 93 (92,1) 84 (83,2)
BCN3 97 (96,0) 98 (97,0) 83 (82,2)
BCN4 93 (92,1) 92 (91,1) 83 (82,2)

BCN5/13 101 (100) 96 (95,1) 85 (84,1)
BCN6 95 (94,0) 96 (95,1) 83 (82,2)
BCN7 98 (97,0) 93 (92,1) 82 (81,2)
BCNS8 96 (95,0) 93 (92,1) 84 (83,2)
BCN9 96 (95,0) 95 (94,0) 82 (81,1)

BCN10 83 (82,2) 82 (81,2) 89 (88,1)
BCN11 97 (96,0) 96 (95,0) 81 (80,2)
BCN12 96 (95,0) 93 (92,1) 83 (82,2)
BCN14 98 (97,0) 95 (94,0) 83 (82,2)
BCN15 87 (86,1) 88 (87,1) 79 (78,2)
BCN16 95 (94,0) 92 (91,1) 81 (80,2)
BCN17 95 (94,0) 92 (91,1) 84 (83,2)
BCN18 98 (97,0) 97 (96,0) 83 (82,2)
BCN19 92 (91,1) 95 (94,0) 81 (80,2)
BCN20 97 (96,0) 98 (97,0) 82 (81,2)
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Taula 3.6. Comparacio de la regié de 101 nt de I'ORF2 de les soques VH3, VH4 i
VH5 amb altres soques presents als bancs de dades. En gris se senyala la maxima
identitat. En cursiva es mostren les seqiiencies d’origen animal. (nt iguals (% d'identitat)).

Soques VH3 VH4 VH5
VH1 96 (95,0) 93 (92,1) 85 (84,1)
VH2 94 (93,1) 93 (92,1) 83 (82,2)

Grécial 97 (96,0) 96 (95,0) 83 (82,2)

Grécia2 87 (86,1) 82 (81,2) 84 (83,2)
Italia 85 (84,2) 83 (82,2) 79 (78,2)

Austria 84 (83,2) 80 (79,2) 86 (85,1)

N1 90 (89,1) 87 (86,1) 84 (83,2)
w1 86 (85,1) 81 (80,2) 85 (84,2)
USA1 84 (83,2) 83 (82,2) 79 (78,2)
USA2 82 (81,2) 81 (80,2) 84 (83,2)

Sw USA 87 (86,1) 82 (81,2) 86 (85,1)

Japé1 83 (82,2) 84 (83,2) 81 (80,2)

Jap62 82 (81,2) 83 (82,2) 82 (81,2)

Méxic 79 (78,2) 80 (79,2) 84 (83,2)
Xina2 81 (80,2) 76 (75,2) 80 (79,2)
Xina3 82 (81,2) 77 (76,2) 82 (81,2)
BCN 82 (81,2) 79 (78,2) 89 (88,1)
Txad 85 (84,1) 80 (79,2) 98 (97,0)
Egipte 85 (84,1) 80 (79,2) 96 (95,0)
Birmania 83 (82,2) 80 (79,2) 89 (88,1)
india 82 (81,2) 81 (80,2) 91 (90,1)
Xinal 82 (81,2) 79 (78,2) 92 (91,1)
Pakistan 83 (82,2) 80 (79,2) 95 (94,0)
Marroc 81 (80,2) 80 (79,2) 89 (88,1)

VH5 s’agrupava amb soques de regions considerades endemiques. Presentava altes
identitats nucleotidiques amb una soca aillada al Txad (soca Txad) i una d’Egipte (soca Egipte),
amb un 97,03% i 95,05%, respectivament. Amb la soca Grecial només tenia un 82,18%, igual
que amb VH2 i un 84,16% amb VH1. Amb el control positiu (soca BCN), VH5 coincidia en 89 nt
(88,12%).
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L'arbre generat al comparar les seqtiéncies trobades amb les de la Taula 3.6. apareix a la
Figura 3.1. S'observa I'agrupacid de les soques VH3 i VH4 amb les altres soques d’origen clinic
aillades préviament a Barcelona (VH1 i VH2), aixi com amb altres soques de regions
considerades no-endemiques pel VHE. Formen part del genotip 3. Laillat VH5, en canvi,

s'agrupa amb soques de regions endémiques pertanyents al genotip 1.

BCN12

. VH2
Grecial

USA2 BCN4

Austria Grécia2 N1
Italia

10

Figura 3.1. Arbre creat pel métode Neighbor Joining representant les relacions
filogenétiques segons el fragment de 101 nt amplificat de la regié de I'ORF2
entre les soques causants d’hepatitis agudes a Barcelona i altres soques
representants dels diferents genotips. Només es recullen els valors de bootstrap
superiors a 60. En vermell apareixen les soques aillades a Barcelona en aquest estudi.

L'obtencié de la seqiiéncia d'aminoacids va mostrar que VH3 i VH4 presentaven la
mateixa sequiéncia en el fragment amplificat que VH1, VH2 i les altres soques detectades a
Europa, a excepcid de 4 aillats obtinguts a partir d’'aigua residual de Barcelona amb 1 aa

diferent cadascun. VH5 presentava la seqlieéncia d'aa tipica de les soques del genotip 1.
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* 20 *
VH2 : TVKLYTSVENAQQDKGIAIPHDIDLGDSRVVIQ : 33
VH1 D e e e e e et e e et ettt et et e : 33
VH3 D e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e : 33
VH4 D e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e : 33
BCN2 D e e e e e e e e e et ettt e et et e : 33
N1 D e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e : 33
Gréecial D e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e : 33
Grécia?2 D e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e : 33
Italia D e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e : 33
Austria S : 33
BCNO9 D e e e e e e e e e e e e e e e e e N......... : 33
BCN14 D e e e e e e e e e e e e e e Geweeenunn : 33
seg5/03-1 : ... S e e e e e : 33
BCN17 D e e e e e e e e e e e e e e e e e e E...... : 33
W1l e e e e e e e e e 1 : 33
Sw USA e e e e e e e e e e 1 : 33
USAl e e e e e e e e e e 1 : 33
USA2 e e e e e e e e e 1 : 33
Japo6l D e e e e e e e e e T e e e e e e et e eee e : 33
Japd2 e e e e e e e e e 1 : 33
BCN15 e e e e e e e e e 1 : 33
Xina?2 e e e e e e e e Veeeeooon. E...... : 33
Xina3 D e e e e e e e e e e e e e e e e e e e E...... : 33
Mexic e e e e e e e e e Y : 33
VH5 D e e e e e e e e e e e e e e e e e E...... : 33
Txad D e e e e e e e e e e e e e e e e e e e E...... : 33
Egipte D e e e e e e e e e e e e e et E...... : 33
India S E...... : 33
Xinal D e e e e e e e e e e e e e e e e e e E...... : 33
Pakistan @ ... ittt e e e E...... : 33
Marroc D e e e e e e e e e e e et e E...... : 33
Birmania & ettt e e e e e e e e E...... : 33
BCN D e e e e e e e e e e e e e e e e e e E...... : 33

Figura 3.2. Comparacio de les seqiiéncies d’aminoacids del fragment de la
regié de 'ORF2 amplificat de les soques aillades a Barcelona i altres presents
als bancs de dades i representants dels 4 grans genotips. Només s'ha afegit BCN2
en representacio de tots els aillats obtinguts a partir d‘aigua residual de Barcelona i que
tenen idéntica seqiiéncia aminoacidica, a excepcié de BCN9, BCN14, BCN17 i seq5/03-1.
Els punts representen nucleotid idéntic al de la primera seqliéncia.

3.3.1.3.2. ORF1

L'analisi de la sequiéncia del fragment de I'ORF1 va donar resultats similars als obtinguts
amb la regié de I'ORF2, confirmant aquestes primeres dades (Taula 3.8.). En aquest cas es
compararen 242 nt. VH3 i VH4 compartien 234 nt dels 242 comparats (96,69%), mentre que
amb VH5 compartien 189 (78,10%) i 186 (76,86%), respectivament. Respecte a les altres

105



Capitol 3. Estudis de la infeccio del VHE.

soques presents al GenBank, la maxima identitat nucleotidica de VH3 i VH4 era amb Grecial,
VH1 i VH2. VH3 presentava una identitat de 224 nt (92,56%) amb Grecial i VH1 i de 218 nt
(90,08%) amb VH2. Per la seva banda, la seqiiencia de VH4 coincidia en 227 nt (93,80%) amb
Grecial, en 225 nt (92,97%) amb VH1 i en 223 nt (92,15%) amb VH2. Amb el control positiu
utilitzat (soca BCN) només compartien 186 nt (76,86%) VH3 i 185 nt (76,45) VH4.

VH5 continuava essent més similar a soques de regions endemiques, que a les europees
0 americanes. La maxima identitat nucleotidica la tenia amb la soca del Txad, amb 231 nt iguals
(95,45%), seguit d’'una soca del Marroc i una birmana amb 229 nt iguals (94,63%). Amb VH1 i
VH2 només coincidia en 186 nt (76,86%) i 189 nt (78,10%) respectivament. En aquest cas la
seqliencia del control positiu era bastant més similar que amb VH3 o VH4, amb 228 nt

(94,21%) iguals. La comparacié amb altres soques esta resumida a la Taula 3.8.

No va ser possible comparar la regié de I'ORF1 de les soques del VHE cliniques amb cap
de les soques autoctones aillades a partir de mostres d'aigua residual de Barcelona ja que no es

va poder disposar de les seqliencies d'aquestes Ultimes.

Taula 3.7. Intérvals d'identitats nucleotidiques entre VH3, VH4 i VH5 i els
diferents genotips representats per les soques seleccionades per fer els estudis
filogeneétics.

VH3 VH4 VH5

Genotip
ORF1 ORF2 ORF1 ORF2 ORF1 ORF2

Genotip I | 74,8-78,1 | 80,2-84,2 | 75,2-77,7 | 78,2-80,2 | 90,5-95,4 | 88,1-97,0

Genotip II 74,8 78,2 76,4 79,2 80,2 83,2

Genotip III | 79,7-92,6 | 81,2-100 | 80,6-93,8 | 79,2-97,0 | 71,1-78,1 | 78,2-85,1

Genotip IV | 77,7-78,1 | 79,2-80,2 | 78,1-79,7 | 75,2-76,2 | 75,2-76,4 | 79,2-81,2
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Taula 3.8. Comparacio de la regié de 242 nt de I'ORF1 de VH3, VH4 i VH5 amb altres
soques presents a les bases de dades. En gris se senyala la maxima identitat. En cursiva
es mostren les seqliencies d’origen animal. (nt idéntics (% identitat)).

Soques VH3 VH4 VH5
VH1 224 (92,6) 225 (93,0) 186 (76,8)
VH2 218 (90,1) 223 (92,1) 189 (78,1)

Grécial 224 (92,6) 227 (93,8) 188 (77,7)

Grécia2 193 (79,7) 199 (82,2) 181 (74,8)
Italia 195 (80,6) 195 (80,6) 178 (73,5)

Austria 205 (84,7) 206 (85,1) 178 (73,5)
wi 195 (80,6) 200 (82,6) 177 (73,1)
USA1 194 (80,2) 195 (80,6) 175 (72,3)
USA2 195 (80,6) 196 (81,0) 175 (72,3)

Sw USA 199 (82,2) 203 (83,9) 172 (71,1)

Japé1 199 (82,2) 202 (83,5) 182 (75,2)

Jap62 193 (79,7) 197 (81,4) 175 (72,3)

Méxic 182 (75,2) 185 (76,4) 194 (80,2)
Xina2 189 (78,1) 193 (79,7) 182 (75,2)
Xina3 188 (77,7) 189 (78,1) 185 (76,4)
BCN 186 (76,8) 185 (76,4) 228 (94,2)
Txad 187 (77,3) 184 (76,0) 231 (95,4)
Birmania 189 (78,1) 188 (77,7) 229 (94,6)
India 181 (74,8) 182 (75,2) 224 (92,6)
Xinal 183 (75,6) 184 (76,0) 223 (92,1)
Pakistan 182 (75,2) 183 (75,6) 219 (90,5)
Marroc 186 (76,8) 186 (76,8) 229 (94,6)

L'arbre obtingut al comparar les seqiiencies del fragment amplificat de I'ORF1 (242 nt)
corroborava el generat pel fragment de 'ORF2 (101 nt), malgrat la petita longitud del segon.
VH3 i VH4 s'agrupaven amb les soques de les regions industrialitzades formant el genotip 3,

mentre que VH5 s’agrupava amb el genotip 1 (Figura 3.2.).
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Figura 3.2. Arbre creat pel métode Neighbor Joining representant les relacions
filogenétiques segons el fragment de 242 nt amplificat de la regi6 de 'ORF1 entre
les soques causants d’hepatitis agudes a Barcelona i altres soques representants
dels diferents genotips. Només es recullen els valors de bootstrap superiors a 60. En
vermell apareixen les soques aillades a Barcelona en aquest estudi.

L'obtencié de la seqliéncia d’aa va mostrar que VH3 i VH4 tenien sequiéncies idéntiques a
VH1 i Grecial, i només una posicid diferent respecte a VH2 i Grécia2 (Figura 3.3.). La seqliéncia
d'aa de VH5 era identica a totes les seqlieéncies del genotip 1 utilitzades per fer la comparacié

en aquest estudi a excepcio de les de Pakistan i Xinal, amb 1 aa de diferéncia.
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Figura 3.3. Comparacio de les seqiiéncies d’aminoacids de les soques cliniques aillades a Barcelona
i altres presents als bancs de dades i representants dels 4 grans genotips. Els punts representen
aminoacid idéntic al de la primera seqiiéncia.

3.3.1.4. El col'lectiu de veterinaris com a possible grup de risc

Es va estudiar la preséncia d'IgG anti-VHE en 33 mostres de serum de veterinaris. Totes
les mostres van donar negatiu a I'analisi inicial amb una dilucié de la mostra 1/400 amb el kit de
Abbott. Quan la dilucié es va reduir a 1/20, 2 de les mostres que abans havien resultat

negatives passaren a ser positives. La seroprevalenca, per tant, era d’ un 6%.

Totes les mostres van ser negatives quan es van analitzar amb el kit de Biokit.
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3.3.2. DURADA DE LA RESPOSTA HUMORAL CONTRA EL VHE

S'analitzaren mostres de seguiment de 7 pacients que havien estat visitats a I'hospital de
la Vall d'Hebron per hepatitis agudes. Aquestes mostres de seguiment van ser recollides entre
10 i 12 anys després del diagnostic de les hepatitis. Tant les mostres inicials com les de
seguiment van ser analitzades amb el kit de la casa comercial Abbott. Cap de les mostres
presentava el genoma del VHE. Només una de les mostres de seguiment, recollida 143 mesos
(11 anys i 11 mesos) després de I'hepatitis aguda continuava amb nivells detectables d'IgG
anti-VHE. Els altres 6 pacients presentaven nivells indetectables (Taula 3.9.).

També s’analitzaren 15 mostres de sérum de seguiment de pacients amb hepatitis agudes
visitats a I'hospital de la Vall d’Hebrd entre 2 i 33 mesos (2 anys i 9 mesos) abans de la presa
d’aquesta mostra. Les mostres inicial i de seqguiment dels 5 primers pacients (casos clinics 8 al
12) van ser analitzades amb el kit per detectar IgG de la casa comercial Abbott. Les mostres
dels altres 10 pacients van ser analitzades amb el kit Bioelisa HEV IgG. Nou d’aquests 15
pacients continuaven amb nivells d’IgG anti-VHE detectables entre 5 i 20 mesos després de
I'hepatitis aguda. Els altres 6 pacients (40%) presentaven nivells d'IgG anti-VHE indetectables
entre 2 i 8 mesos després de la malaltia. Cap de les mostres de seguiment presentava el

genoma del VHE.
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Taula 3.9. Preséncia d'IgG anti-VHE en mostres de sérum de seguiment de pacients

amb hepatitis agudes i IgG anti-VHE en la mostra inicial.

Cas clinic | Periode intermostral M inicial :IIL.Tseguiment Resultat mostra de seguiment
1 12 anys + 1 mes n.d. 32 -
2 11 anys + 11 mesos 300 33 +
3 11 anys + 8 mesos 15 30 -
4 11 anys + 6 mesos n.d. 23 -
5 10 anys + 7 mesos 806 16 -
6 10 anys + 5 mesos 1537 51 -
7 10 anys + 4 mesos 34 17 -
8 2 anys + 9 mesos n.d. 67 -
9 1 any + 8 mesos 420 17 +
10 1 any + 1 mes 443 25 +
11 11 mesos 264 96 +
12 10 mesos 340 19 +
13 10 mesos 3088 18 +
14 10 mesos 1089 44 +
15 9 mesos 1936 20 +
16 8 mesos 260 44 -
17 8 mesos 305 17 -
18 8 mesos 3675 n.d. +
19 5 mesos 1162 27 +
20 4 mesos 973 19 -
21 2 mesos 457 40 -
22 2 mesos 284 19 -

n.d.= no disponible.
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3.3.3. ESTUDI DE LA INFECTIVITAT D'UNA SOCA DEL VHE
AILLADA A BARCELONA

Els estudis d'infectivitat de la soca VH4 es van fer en col*laboracio amb el Dr. Purcell i la
Dra. Emerson del NIAID dels NIH. Ells van aportar els resultats dels analisis bioquimics i

serologics de les mostres dels animals.
3.3.3.1. Analisis bioquimics, serologics i virologics

Els resultats obtinguts per cada animal es mostren a la Figura 3.4. (A i B). Breument, no
s'observaren variacions en els nivels dels enzims alanina aminotransferasa i gamma glutamil
transferasa. Els nivells d'isocitrat deshidrogenasa van ser molt oscil.lants durant tot el periode
de seguiment, amb nivells lleugerament més elevats durant les 7 o 8 primeres setmanes post-
infeccio. La viremia comenca a detectar-se molt lleument 2 setmanes abans de la seroconversio
a l'animal A, perd basicament es localitza a tots dos animals durant la setmana anterior a la

seroconversio, que corresponia a la setmana 5 de I'animal A i 4 del B.

L'inici de I'excrecio del virus en femta no es va poder avaluar degut a la manca de mostra
de les 2 primeres setmanes. Aquesta excrecid es va prolongar fins el moment de la
seroconversio, codetectant-se durant una setmana. Les IgG anti-VHE es van mantenir a nivells

detectables durant el periode de seguiment.
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Figura 3.4. Seguiment bioquimic (ALT, ICD i GGTP), serologic (IgG anti-VHE) i virologic
(ARN del VHE) de la infeccié produida per la soca clinica VH4 en 2 micos rhesus
inoculats (A) i (B). na= no analitzat; nd= no disponible; +W= positiu feble.
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3.3.3.2. Seqiienciacio del VHE aillat dels animals

Es van sequienciar 5 productes de PCR per comprovar que la seqiiéncia detectada
corresponia a la seqiiéncia de la soca VH4. Les mostres seqiienciades van ser: les de I'animal A
corresponents a la setmana 1 i 3 de femta i 2 de sérum, i les de I'animal B corresponents a la
setmana 1 de sérum i femta. La comparacidé dels fragment demostra que les seqliéncies

detectades en tots els casos eren idéntiques entre elles i idéntiques a VH4.

També es van seqlienciar algunes mostres que havien generat bandes de tamanys
similars als esperats, pero cap d’elles era VHE. La seqtienciacié va mostrar que eren bandes
inespecifiques que no corresponien a res, o en algun cas en que la seqiienciacié va donar una
seqlieéncia definida, aquesta no coincidia amb res present als bancs de dades, excepte en el

fragments d’encebador.
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3.4. DISCUSSIO

En aquest capitol s’ha estudiat la infeccié del VHE en una poblacié tradicionalment
considerada lliure del virus: Barcelona. S’han obtingut dades relacionades amb la resposta
immune del VHE i s’han identificat 3 casos d’hepatitis agudes causades pel VHE. S’han realitzat
estudis sobre les caracteristiques de la infeccid d'una delles en un model animal (micos

rhesus).

Els paisos industrialitzats s’han considerat tradicionalment lliures del VHE, a on els casos
detectats esporadicament s‘associaven a soques importades de regions endemiques. Aquesta
situacid contrasta amb els valors de seroprevalenca d’entre un 1 i un 5% obtinguts en aquests
paisos, valors relativament alts si els individus només entren esporadicament en contacte amb
el virus (Balayan, 1997; Worm i col., 2002). Per estudiar la possibilitat de quée el contacte amb
soques del VHE a regions considerades no-endémiques (com Barcelona) no fos Unicament
esporadic i confirmar I'existéncia d’infeccions per soques del VHE autoctones, es van realitzar
una serie d'estudis amb mostres de pacients amb afeccions hepatiques, principalment hepatitis
agudes, comencant per l'estudi de la presencia d'IgG anti-VHE en pacients visitats a 'Unitat
d’'Urgencies d’un dels principals hospitals de I'area de Barcelona. La seroprevalenca obtinguda
va ser d'un 8,1%, superior a la trobada entre individus sans (5,5%) i donants de sang (2,8%)
en estudis previs realitzats a Espanya (Buti i col., 1995; Mateos i col., 1999). La deteccid
d’anticossos tipus IgG informa de I'entrada en contacte de I'organisme amb |'antigen, en aquest
cas el VHE, en algun moment perd no és necessariament indicacid d’'una infeccié actual o

recent.

Tal i com es descriu al capitol anterior, el VHE és excretat per la poblacié de Barcelona. El
nivell d’excrecid observat (es va aillar el genoma del VHE del 56,4% de les mostres d‘aigua
residual recollides entre juny del 2000 i juny del 2002) indica una freqliéncia d'infeccions a la
poblacid, probablement subcliniques, superior a la que reflexen les dades de seroprevalenca.
Una de les possibles causes de la baixa seroprevalenca observada en regions industrialitzades, i
inclis en les endemiques, podria ser la disminucié dels nivells d'IgG amb el temps. La majoria
d’estudis a on s’ha realitzat el sequiment d’IgG anti-VHE al llarg del temps coincideixen en la
llarga durabilitat de la resposta (alguns de fins a 14 anys). Perd aixd0 no sembla ser un fet
universal, ja que s’han descrit casos a on els nivells dIgG anti-VHE han disminuit poc temps
després de la infeccié o fins i tot a on no hi ha hagut produccié IgG contra el virus. Goldsmith i
col. (1992), van observar que la meitat d'un grup de nens convalescents d’una infeccié per VHE

passava a presentar nivells indetectables d'IgG anti-VHE en menys de 6 mesos. Coursaget i col
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(1994) van obtenir resultats similars fent un seguiment de pacients de 2 brots epidémics
diferents (Txad i Algéria). Tres mesos després de l'inici dels simptomes només un 44% dels
individus estudiats en aquell moment (8 de 18) continuaven essent seropositius. Cal tenir en
compte que en aquest cas els péptids utilitzats en I'estudi estaven localitzats en la regié 3’ de
I'ORF3 de genoma del VHE. Esta descrit que els tests basats en I'Us d’epitops localitats a I'ORF3
mostren prevaléncies més baixes perque els anticossos contra aquests tenen una vida mitja
inferior a la dels anticossos generats contra epitops de la regid ORF2 (Ghabrah i col., 1998).
Dels 22 pacients amb hepatitis agudes i IgG anti-VHE que es van seguir amb I'analisi d’una
mostra de serum posterior, només 10 (45,4%) presentaven nivells d'IgG detectables en
aquesta segona mostra. Tots els pacients reanalitzats més enlla de 2 anys i 9 mesos (33 mesos)
després de I'hepatitis aguda presentaven nivells per sota del limit de deteccid, a excepcié d'un
pacient que continuava amb nivells d'IgG detectables gairebé 12 anys després de la infeccio. Es
va observar que 5 pacients havien disminuit els nivells d'IgG anti-VHE molt rapidament: 2 abans
dels 8 mesos post-infeccid, 1 abans dels 4 i 2 després de només 2 mesos. Aquestes dades
confirmen que alguns dels individus que han patit infeccid pel VHE poden serorevertir pocs

mesos després d’aquesta, essent una de les causes de la baixa seroprevalenca observada.

Una altra causa de la baixa seroprevalenca obtinguda pot ser I'iis de kits de diagnostic
poc sensibles. La majoria de kits disponibles, com son els utilitzats durant aquest estudi (casa
comercial Abbott i casa comercial Biokit), utilitzen antigens derivats de soques de regions
endemiques. El kit de la casa Abbott utilitza antigens procedent de les regions ORF2 i ORF3
d’'una soca birmana, mentre que el kit de Biokit utilitza antigens recombinants derivats de les
regions ORF2 i ORF3 d'una soca birmana i de la mexicana. Aquestes sén soques responsables
d’epidemies a 2 regions considerades endémiques pel VHE, i malgrat que no s‘observen gran
diferéncies a les seqliéncies daa respecte a les aillades fins al moment a regions
industrialitzades, de fet només es reconeix un serotip, aquestes diferéncies podrien disminuir la
sensibilitat del diagnostic davant les segones. També el tipus d’antigen utilitzat i la técnica
utilitzada per obtenir-lo podria ser important (Ghabrah i col., 1998). Un estudi comparatiu de 12
tests diferents realitzat amb un panell de sérums amb mostres seropositives pel VHE,
seronegatives, de primats inoculats amb soques humanes del virus, amb dilucions seriades de
serums positius i altres tipus de mostres de serum va mostrar que la sensibilitat per detectar
anticossos anti-VHE dels tests comparats era en general irregular i es podia considerar baixa,
oscil*lant entre un 17% i un 100% (Mast i col, 1998).

El diagnostic de la infeccié pel VHE és complicat. Actualment es consideren 2 marcadors
clars d'infeccié aguda per VHE: presencia d'IgM anti-VHE i de I’ARN del virus. Hi ha una tercera
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circumstancia que també es pot considerar com a marcador d'infeccié aguda: l'increment d'IgG
anti-VHE amb disminucid posterior. Es van estudiar 11 mostres de pacients amb hepatitis
agudes i IgG anti-VHE. Dos van ser diagnosticats d’hepatitis aguda A, 1 de B i un de hepatitis C.
Els altres 7 no presentaven cap marcador d’hepatitis aguda no E. A 3 se'ls hi van detectar
simultaniament IgM anti-VHE i el virus en sang, generant un diagnostic clar d‘infeccié per VHE.
A d'altres 3 es va observar una disminucié de les IgG anti-VHE a la mostra de seguiment,
indicant possibles infeccions agudes pel VHE amb increment d'IgG en la fase aguda i disminucié
posterior. En els casos de les infeccions tipus A, B i C no es pot descartar la coinfeccié amb el
VHE, ja que aquesta coinfeccid pot incrementar la possibilitat de desenvolupament de la
malaltia i I'aparicié de complicacions (Balayan, 1997, Worm i Wirnsberger, 2004), pero les IgG
anti-VHE també podrien ser indicadores d'infeccions passades. La deteccid simultania d'IgM
anti-VHE i I'ARN del virus en 3 de les mostres suggereix que el valor diagnostic dels dos
marcadors és equivalent si la mostra és presa durant els primers dies dels simptomes. Si la
mostra és recollida després de la desaparicid de les alteracions bioquimiques la possibilitat de
detectar viremia és molt baixa, ja que una setmana després de I'aparicié de simptomes més de
la meitat dels pacients no presenten viremia detectable i gairebé cap si els nivells enzimatics
han tornat als valors normals (Aggarwal i Krawczynski, 2000). Els nivells d'IgM sén detectables
en la meitat de casos un mes després de I'aparicid dels simptomes (Koshy i col., 1996, Clayson i
col., 1995). Com sembla ser el cas de 3 dels pacients estudiats, s’han descrit casos a on la
infeccid aguda ha generat un increment de les IgG durant la fase aguda amb una disminuci6
posterior (Goldsmith i col. 1992; Worm i col., 2002b; Worm i Wirnsberger, 2004; Coursaget i
col., 1994; Lok i col. 1994, Widdowson i col., 2003), essent de vegades aquest |'Unic signe
d'infeccié aguda.

L'estudi de la seqiiéncia de les 3 soques identificades es va dur a terme en 2 regions del
genoma: ORF1 i ORF2. La técnica d’amplificacid utilitzada permetia I'obtencié d’un fragment de
101 pb de 'ORF2 i d’'un de 242 pb de 'ORF1 un cop eliminades les seqiiéncies dels encebadors.
La comparacié del fragment petit va mostrar que VH3 i VH4 eren molt similars entre elles i als
aillats identificats a la mateixa regié de Barcelona, com VH1 o VH2. També presentaven una
alta identitat nucleotidica amb la majoria de les soques aillades a partir d'aigua residual urbana
de Barcelona, arribant al 100% en el cas de VH3 i BCN5/13, i amb una soca europea, Grecial.
VH5, pel contrari, semblava ser una soca importada ja que la maxima identitat nucleotidica era
amb una soca del Txad, mentre que les soques aillades a Barcelona més similars eren VH1 i
VH3 amb un 84,1% en tots dos casos. Segons la comparacié de les seqiiéncies de 101 nt
obtingudes, VH3 i VH4 probablement pertanyin al genotip 3 i VH5 al genotip 1, dos dels quatre
grans genotips descrits.
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La comparacié d’'un fragment més gran (242 nt) de 'ORF1 va corroborar els resultats
obtinguts amb I'analisi de fragment de I'ORF2. VH3 i VH4 continuaven essent molt similars entre
elles i amb Grécial. VH5 també continuava presentant una alta identitat nucleotidica amb la
soca Txad, amb un 95,4%. Segons aquests resultats, es confirmava la pertinenca de VH3 i VH4
al genotip 3 i de VH5 al genotip 1. Els arbres filogenetics obtinguts per les 2 regions
presentaven una topologia molt similar, com ja s’havia descrit préviament. En aquest cas no es
van poder comparar les soques cliniques amb les trobades a partir d'aigua residual perque no
va ser possible amplificar el fragment de I'ORF1 a partir d'aquestes, probablement pel baix titol

viric trobat en aigua residual.

La classificacid de les soques del VHE en genotips es fa en funcid del percentatge
d'identitat nucleotidica entre elles. S’ha proposat incloure seqiiencies amb més d'un 80%
d’identitat dintre del mateix genotip. En aquest cas, i degut al tamany reduit dels fragments
obtinguts, la classificacio s'ha fet en funci6 dels 4 grans genotips descrits: genotip 1 (la majoria
de soques asiatiques i africanes), genotip 2 (soca mexicana), genotip 3 (soques americanes,
europees i de paisos industrialitzats en general) i genotip 4 (algunes soques aillades recentment
a Xina i Japd). Existeixen altres propostes de classificacid que inclouen fins a 9 genotips
diferents, per separacié de moltes de les soques europees en genotips diferents. Analitzant els
resultats obtinguts al comparar el fragment de I'ORF2, no s’observen diferencies significatives
entre els valors. En canvi, en el moment en que el fragment comparat és més llarg, com els 242
nt de la regid de I'ORF1, comencen a observar-se diferéncies més clares entre els valors al
comparar les soques de regions industrialitzades. Clarament les soques aillades a Barcelona
podrien agrupar-se en el mateix genotip que Grecial. En canvi, |'altra soca grega, Grecia2, la
italiana, les americanes i les japoneses presenten valors limits (just per sobre o per sota del
80%), indicant una possible classificaci6 en genotips diferents si es disposés de tota la

segliencia genomica.

Existeixen diferents grups de risc pel que fa a l'increment en la possibilitat d'infeccié pel
VHE o en la severitat d'aquesta. Entre aquests els més freqientment descrits a la literatura sén
el format per individus que hagin viatjat a regions endémiques i dones embarassades,
principalment en el tercer trimestre de gestacié. També s’han descrit seroprevalences més altes
en grups de pacients sotmesos a tractament d’hemodialisi. Amb el descobriment de la
possibilitat de que alguns animals domestics poguessin actuar com a reservoris del virus, s’ha
perfilat un nou grup de risc, el de veterinaris en contacte amb aquests animals, principalment i
fins al moment, amb porcs. En un estudi realitzat als EUA es troba que els veterinaris dels 8
estats inclosos a l'estudi que treballaven en contacte amb porcs tenien 1,5 vegades més
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possibilitats de ser seropositius pel VHE que els donants de sang (Meng i col., 2002). També a
Taiwan (Hsieh i col., 1999) i a Moldavia (Drobeniuc i col., 2001) s‘obtingueren nivells més
elevats d’anticossos contra el VHE entre treballadors en contacte amb porcs que els trobats
entre donants (26,7% contra 8% i 51,1% contra 24,5%, respectivament). L'analisi de 33
mostres de serum de veterinaris en contacte amb porcs de l'area de Barcelona va donar
resultats negatius: cap dels veterinaris presentava anticossos contra el virus. Només amb
I'analisi d'una dilucid inferior a I'utilitzada a I'assaig (de 1:400 a 1:20), 2 mostres passaven a ser
positives. Aix0 podria ser degut a que el cut-off dels kits utilitzats és molt alt perqué esta
dissenyat pel diagnostic. L'estudi de seroprevalences no requereixen punts de tall tan alts.
Sembla, perd, que a l'area de Barcelona no hi ha un risc incrementat d‘infeccié pel VHE en el
grup de veterinaris en contacte amb porcs, perd aquests resultats no es poden considerar
definitius, ja que el nimero de mostres disponibles va ser molt reduit (33 mostres). Un altre
grup que també es pot considerar grup de risc pel VHE és el conjunt de treballadors en
contacte amb aigua residual. Existeixen pocs estudis fets al respecte, perd tenint en compte la
prevalenca del VHE trobada en aigua residual a Barcelona sembla que el risc d'infeccid per
aquests treballadors és real. Vaidya i col., (2003) van observar que mentre la seroprevalenca
pel VHE entre un grup de donants a la India era de 18,9%, la trobada a un grup de treballadors

d'una planta de tractament d’aigua residual de la zona era d'un 56,5%.

El VHE no es multiplica eficientment en cultiu cel*lular, dificultant molt I'estudi de la
infectivitat de les diferents soques aillades. Els models utilitzats en aquests casos sén animals
susceptibles a la infeccid per I'agent estudiat. En el cas del VHE, els models més extesament
utilitzats sén el primats no humans, principalment micos rhesus (Macaca mulatta) i cynomolgus
(Macaca fascicularis). La inoculacié del virus acostuma a fer-se per via intravenosa, ja que el
titol infecciés en macacs és 10000 vegades més alt per aquesta via que per la oral (la via
natural d’entrada) (Tsarev i col., 1994a). El model animal utilitzat en I'estudi de la soca VH4 va
ser Macaca mulatta. Es va demostrar que la soca era infecciosa, ja que tots dos animals
inoculats van patir seroconversido 4 o 5 setmanes després de l'inocul, perd no s‘observaren
alteracions bioquimiques. L'aparicié de simptomes en aquests animals és dosi-depenent i la
produccié de malaltia requereix un titol 1000 vegades superior al necessari per provocar
infeccié (Tsarev i col., 1994b). La infeccid va produir en tots 2 animals formacié d'IgG anti-VHE,
viremia i excrecid del virus en femta. No s‘observaren simptomes de malaltia. Sembla que la
severitat de la malaltia provocada depén en certa mesura de la soca inoculada. Per exemple,
estudis d'infectivitat van revelar que la soca Mex14 semblava ser més virulenta que la US-2,
amb una viruléncia intermitja de Sar55 (Emerson i Purcell, 2003). Aquestes diferéncies podrien

estar determinades a nivell de genotip. VH4, dintre del mateix genotip que US-2 i segons els

119



Capitol 3. Estudis de la infeccio del VHE.

resultats obtinguts, seria també bastant atenuada. En qualsevol cas, aquests resultats
d'infectivitat sén totalment preliminars. La comparacié entre soques només és possible si es fa
un estudi comparatiu de la infectivitat amb inoculs amb els mateixos titols virics, el que esta

previst portar a terme en la segiient fase de I'estudi.

Sén necessaris més estudis per entendre la resposta immune a llarg termini davant del
VHE, ja que es desconeix la totalitat d'aquesta i no es pot descartar una resposta tardana
contra epitops diferents als utilitzats en els kits actuals de diagnostic o amb una pobre
sensibilitat al fer Us d'aquests kits. Els resultats obtinguts suggereixen que s’ha de considerar
I'existéncia de soques autoctones del VHE a zones industrialitzades causants de casos
esporadics d’hepatitis agudes, fent necessari I'analisi de marcadors d‘infeccid pel VHE a nivell
clinic davant casos d’hepatitis no relacionades amb cap altre virus rutinariament analitzat,

incloent pacients sense factors de risc o historial de viatges a zones considerades endemiques.
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