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1. Titulo

Seroprevalencia y deteccion del genoma del Virus de la Hepatitis E en individuos
que conviven con el VIH y que hacen parte del programa de atencion en una IPS de

la ciudad de Medellin.

1.1. Autora
Leidy Maritza Sé&nchez Gonzélez. Universidad de Antioquia, Escuela de

Microbiologia. Grupo de Microbiologia Ambiental, Medellin, Colombia.

2. Resumen

Introduccion: el Virus de la Hepatitis E (VHE) es un virus hepatotropo de
transmision entérica. En individuos inmunocompetentes usualmente esta infeccion
tiene un curso agudo y autolimitado; sin embargo, en individuos que conviven con
el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) la infeccidon puede ser grave y de
evolucion cronica, caracterizada por la presencia de ARN viral por mas de 6 meses
y titulos bajos o moderados de anticuerpos IgG e IgM, especialmente en individuos
con un recuento de células T CD4* menor a 250 células/mm3. En Colombia, la
infeccion por el VHE no es de notificacion obligatoria, ni se hace un diagnéstico de
rutina; y se ha demostrado la circulacion del virus en individuos con diagndstico de
otras hepatitis virales, porcicultores, cerdos y aguas residuales, y presencia del
genotipo 3 del VHE en individuos con hepatitis y en aguas residuales. Debido al
desconocimiento de la infeccién por VHE en individuos VIH positivos y al riesgo
elevado de infeccién crénica y otras complicaciones, es necesario realizar estudios

gue permitan determinar la circulacién del virus e identificar factores de riesgo



asociados; para implementar acciones encaminadas al control de la transmisién,
tratamiento y prevencion de complicaciones asociadas a la infeccion. Objetivo:
determinar la seroprevalencia e infeccion por el VHE y describir los factores de
riesgo asociados ala infeccién en individuos que conviven con el VIH. Metodologia:
de una cohorte de 1566 individuos que conviven con el VIH que consultaron al
programa de atencion integral a pacientes en una IPS de la ciudad de Medellin, se
reclutaron 133 individuos mayores de 18 afios entre octubre del 2019 y enero del
2020. Utilizando una encuesta estructurada se indagaron datos demograficos,
socioeconémicos y factores de riesgo asociados a la infecciébn por el VHE.
Adicionalmente, se obtuvieron datos clinicos y paraclinicos de las historias médicas
de los participantes. El comité de Bioética de la Sede de Investigacion Universitaria
de la Universidad de Antioquia aprobd el protocolo del estudio y el consentimiento
informado empleado. De cada individuo se obtuvo una muestra de suero para la
deteccion de anticuerpos IgG e IgM especificos contra VHE usando una prueba de
ELISA comercial (DIAPRO). A partir del suero de los pacientes se obtuvo ARN, y a
través de una RT-PCR in house multiplex se amplific6 el ORF3 del genoma del virus
y una secuencia de la RNAsa P como control interno de la prueba. Anélisis
estadisticos: para las variables categéricas se describieron frecuencias absolutas
y relativas, y para las variables numéricas se utilizaron medidas de tendencia central
y dispersion, a éstas se les evalu6 la normalidad utilizando la prueba de Shapiro
Wilk. En el analisis bivariado entre los factores de riesgo y la presencia de
anticuerpos se utilizo la prueba exacta de Fisher y en el analisis de asociacion se
calcularon Odds ratio (OR) y el intervalo de confianza al 95% (IC95%). Para todas

las pruebas un valor p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo.
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Resultados: EI 70,7% (94/133) de los individuos incluidos en el estudio eran
hombres y el 56,4% (75/133) tenian entre 20-49 afios. El 92,5% (123/133) de la
poblacion residia en zona urbana, el 91,7% (122/133) contaban con sistema de
acueducto y el 89,5% (119/133) tenian red de saneamiento. Por Ultimo, en relacion
con la clasificacion clinica de la infeccion por VIH que tenian los individuos al
momento de ingresar al programa de atencion integral, se encontré que el 54,9%
(73/133) estaban en el estadio C1-C3, el 34,6% (46/133) en el estadio A1-A3 y el

10,5% (14/133) en los estadios B1-B3.

Se detectaron anticuerpos IgG e IgM especificos contra el VHE en el 15% (20/133)
y el 5,3% (7/133) de los individuos VIH positivos, respectivamente. El 75% (15/20)
de los individuos con anticuerpos IgG anti-VHE eran hombres y 55% (11/20) tenian
entre 20-49 afos, en su mayoria residian en zona urbana [90% (18/20)], contaban
con sistema de acueducto y tenian red de saneamiento [80% (16/20)]. La mitad de
esta poblacion tenia recuentos de células T CD4* >500 células/mm?3 [50% (10/20)],
mientras que solo el 10% de los individuos tenian recuentos <200 células/mm?3. El
90% (18/20) tenian una carga viral para VIH indetectable y el 95% (19/20) tenian

pruebas de funcién hepéticas dentro del rango de referencia.

De los individuos con anticuerpos IgM anti-VHE, la mayoria eran hombres
[71%(5/7)] y el [57,1%(4/7)] tenia entre 20-49 afios. Todos los individuos con
anticuerpos IgM residian en zona urbana y contaban con red de saneamiento;
tenian carga viral indetectable, el 48% (5/7) tenia recuentos de células T CD4* >500
células/mm? y ninguno de estos individuos presentd recuentos menores a 200

células/mm3.
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En los andlisis de regresién logistica encontramos que los individuos sin
alcantarillado tenian mayor probabilidad de tener anticuerpos IgG contra el VHE
[OR: 128 (IC 95%: 3,1-5358,6)]. De igual manera se encontrd que los individuos con
un estadio clinico C1-C3 tenian una menor probabilidad de tener anticuerpos IgG

anti-VHE [OR: 0,032 (IC 95%: 0,001-0,862)].

El ARN del VHE, se detectd en el 2,3% (3/128) de los individuos incluidos en el
estudio. Cinco individuos fueron excluidos de los analisis debido a que no se obtuvo
amplificacion del gen de la RNAsa P. De los individuos positivos para el ARN viral,
dos fueron negativos para anticuerpos IgG e IgM anti-VHE y uno fue positivo para
ambos anticuerpos. Adicionalmente, dos de los individuos eran hombres y una era
mujer, con edades de 47, 54 y 60 afios, respectivamente. Los tres individuos
siempre han residido en el area urbana de Medellin y contaban con servicios de
acueducto y red de saneamiento; ademas tuvieron recuentos de células T CD4*
>500 células/mm?, tenian pruebas de funcién hepaticas con valores dentro del rango
de referencia, carga viral indetectable, vacuna contra la Hepatitis B y no tenian
historial de infeccion por otras hepatitis virales. Conclusiones: se obtuvo una
frecuencia de individuos que conviven con el VIH con anticuerpos IgG anti-VHE del
15%, resultados consistentes con lo reportado en América (4,1%-19%). En los
analisis de asociacion se encontré que los individuos en el estadio C1-C3 tienen
una menor probabilidad de tener anticuerpos IgG anti-VHE. Adicionalmente, se
encontré que los individuos que no contaban con red de saneamiento tenian una
mayor probabilidad de tener anticuerpos IgG anti-VHE, factor de riesgo que ha sido

descrito para la transmision del virus.
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Summary

Introduction: Hepatitis E Virus (HEV) is an enterically transmitted hepatotropic. In
immunocompetent individuals, this infection usually has an acute and self-limited
course; however, in individuals living with Human Immunodeficiency Virus (HIV), the
infection can be severe and of chronic evolution, characterized by the presence of
viral RNA for more than 6 months and low or moderate titers of IgG and IgM
antibodies, especially in those with a TCD4+ cell count of less than 250/mm3. In
Colombia, HEV infection is not notifiable; However, there is evidence that
demonstrates the circulation of the virus in individuals diagnosed with other viral
hepatitis, pig farmers, pigs, and wastewater, and the presence of HEV genotype 3
in individuals with hepatitis and in wastewater. Due to the lack of knowledge of HEV
infection in HIV-positive individuals and the high risk of chronic infection and other
complications, it is necessary to carry out studies to determine the circulation of the
virus and identify associated risk factors to implement actions aiming at controlling
transmission, treatment and prevention of complications associated with infection.
Objective: To determine the seroprevalence and infection by HEV and to describe
the risk factors associated with HEV infection in individuals living with HIV.
Methodology: from a cohort of 1,566 individuals living with HIV who consulted the
comprehensive patient care program at an IPS in the city of Medellin, 133 individuals
over 18 years of age were recruited between October 2019 and January 2020. Using
a structured survey, demographic, socioeconomic data and risk factors associated
with HEV infection were investigated. Additionally, clinical and paraclinical data were
obtained from medical records of the participants. The Bioethics Committee of the

University Research Headquarters of the University of Antioquia approved the study
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protocol and the informed consent used. A serum sample was obtained from each
individual for the detection of HEV-specific IgG and IgM antibodies using a
commercial ELISA test (DIAPRO). RNA was obtained from the serum of the patients,
and through an in-house multiplex RT-PCR, the ORF3 of the virus genome and an
RNAse P sequence were amplified as internal control of the test. Statistical
analysis: Absolute and relative frequencies were described for categorical
variables, and measures of central tendency and dispersion were used for numerical
variables, and normality was assessed using the Shapiro Wilk test. In the bivariate
analysis between the risk factors and the presence of antibodies, Fisher's exact test
was used, and in the association analysis, the odds ratio (OR) and the 95%
confidence interval (95% CI) were calculated. For all tests a p value <0.05 value was
considered statistically significant. Results: 70.7% (94/133) of the individuals
included in the study were men and 56.4% (75/133) were between 20-49 years old.
92.5% (123/133) of the population lived in urban areas, 91.7% (122/133) had an
agueduct system and 89.5% (119/133) had a sanitation network. Finally, in relation
to the clinical classification of HIV infection that individuals had at the time of entering
the comprehensive care program, it was found that 54.9% (73/133) were in stage
C1-C3, the 34.6% (46/133) in stage A1-A3 and 10.5% (14/133) in stages B1-B3.

Additionally, specific IgG and IgM antibodies against HEV were detected in 15%
(20/133) and 5.3% (7/133) of HIV-positive individuals, respectively. 75% (15/20) of
the individuals with anti-HEV IgG antibodies were men and 55% (11/20) were
between 20-49 years old, mostly residing in urban areas [90% (18/20)], had an
aqueduct system and had a sanitation network [80% (16/20)]. Half of this population

had CD4+ T cell counts >500 cells/mm3 [50% (10/10)], whereas only 10% of
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individuals had counts <200 cells/mm3. 90% (18/20) had undetectable HIV viral load
and 95% (19/20) had liver function tests within the reference range.

Of the individuals with IgM anti-HEV antibodies, the majority were men 71% (5/7)
and 57.1% (4/7) were between 20-49 years old. All individuals with IgM antibodies
lived in urban areas and had a sanitation network; had undetectable viral load, 48%
(5/7) had TCD4+ cell counts >500 cellss/mm?, and none of these individuals had
counts less than 200 cells/mm?3,

In logistic regression analyses, we found that individuals without sewerage were
more likely to have IgG antibodies against HEV [OR: 128 (95% CI: 3.1-5358.6)].
Similarly, it was found that individuals with a clinical stage C1-C3 had a lower
probability of having anti-HEV 1gG antibodies [OR: 0.032 (95% CI: 0.001-0.862)].
HEV RNA was detected in 2.3% (3/128) of the individuals included in the study. Five
individuals were excluded from the analyzes because no amplification of the RNase
P gene was obtained. Of the individuals positive for viral RNA, two were negative for
IgG and IgM anti-HEV antibodies and one was positive for both antibodies.
Additionally, two of the individuals were men and one was a woman, with ages of
47, 54 and 60 years, respectively. The three individuals have always lived in the
urban area of Medellin and had access to aqueduct and sanitation services; they
also had CD4+ T-cell counts >500 cells/mm3, liver function tests within the reference
range, undetectable viral load, Hepatitis B vaccination, and no history of infection
with other viral hepatitis.

Conclusions: 15% of individuals living with HIV had anti-HEV IgG antibodies which
is consistent with results reported in America (4.1%-19%). In the association

analyzes it was found that individuals in stage C1-C3 they are less likely to have
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anti-HEV IgG antibodies. Additionally, it was found that individuals who did not have
a sanitation network were more likely to have IgG anti-HEV antibodies, a risk factor

that has been described for virus transmission.
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3. Introduccién

3.1 Antecedentes

Las hepatitis virales son de gran importancia en salud publica. Se estima que cada
aflo mueren 1,4 millones de personas por infeccibn aguda o por causas
relacionadas con la infecciébn como cancer de higado y cirrosis. A la fecha se han
reconocido 5 agentes causales de hepatitis virales: A, B, C, Dy E, los cuales difieren
en su epidemiologia, vias de transmisién y manifestaciones clinicas. El 47% de las
muertes son atribuidas al virus de la Hepatitis B (VHB), 48% al virus de la Hepatitis
C (VHC) y el 5% restante al virus de la Hepatitis A (VHA) y al virus de la Hepatitis E
(VHE)L. El virus de la hepatitis D (VHD) solo ocurre en personas que ya estén
infectadas por el VHB, individuos que a menudo desarrollan una hepatitis aguda
fulminante caracterizada por una respuesta inflamatoria exacerbada sistémica, que,
por lo general, progresa rapidamente a cirrosis y al desarrollo de fibrosis, con falla

de uno o varios érganos?.

Los virus hepatotropos de transmision entérica son el VHA y el VHE, los cuales
ingresan al huésped por la ingestion de agua o alimentos contaminados, causando
infecciones esporédicas o epidemias a nivel mundial. EI VHA es altamente
prevalente en adultos y nifios de paises de bajos ingresos, sin embargo, en los
ultimos afios se ha observado una tendencia a la disminucién de su frecuencia
debido al mejoramiento de las condiciones de saneamiento de la poblacién?. Por
otro lado, la infeccion por el VHE que se presentaba principalmente en paises en
via de desarrollo ahora se reporta como una de las causas mas comunes de

infeccion por hepatitis entérica en todo el mundo y actualmente la infeccion
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autoctona por este virus es considerada una enfermedad emergente en toda

Europa®.

Se estima que aproximadamente una tercera parte de la poblacion mundial ha
estado infectada por VHE, especialmente en paises de Africa, Asia y Medio
Oriente®. De acuerdo ala Organizacién Mundial de la Salud (OMS) cada afio ocurren
20 millones de casos de hepatitis E en el mundo, de estos, 3,3 millones presentan
los sintomas clinicos de la enfermedad (enfermedad aguda)®®. De los 8 genotipos
identificados del VHE, los genotipos VHEL, VHEZ2, VHES3, VHE4, y VHE7 producen
infeccion en humanos y difieren en sus patrones epidemioldgicos, definidos por la
distribucion, rutas de transmision, prevalencia y las caracteristicas clinicas
presentadas en el hospedero’. Para los genotipos VHE1 y VHE?2 la principal via de
transmision es la fecal-oral, el virus se excreta en las heces de los individuos
infectados contaminando los alimentos y el agua y generando brotes. Los genotipos
VHE1 y VHE2 son mas frecuentes en paises en desarrollo y generalmente estan
asociados con condiciones higiénico-sanitarias deficientes, presentandose un
patron epidemiolégico hiperendémico y endémico en regiones de Asia, Africa,
medio oriente y en algunos paises de América Latina como Uruguay, Venezuela,
México y Cuba®. Por el contrario, los genotipos VHE3 y VHE4 son principalmente
de origen zoondético, y se transmiten por el contacto estrecho con animales
infectados (principalmente el cerdo), o por la ingestion de productos carnicos de
estos animales. Se presentan generalmente como infecciones esporadicas 0 no
endémicas en paises de Europa occidental, Japén, Australia, Estados Unidos y

paises de América Latina como Argentina, Brasil, Bolivia, Venezuela, Cuba, México,
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Uruguay, Chile y Costa Rica®, ademads, estos genotipos se han asociado con
infeccion cronica en individuos inmunocomprometidos, asi como el genotipo

VHE79'10’11’12.

Por los pocos estudios realizados en Ameérica Latina, esta region era considerada
no endémica para VHE. Sin embargo, en los ultimos afios se ha observado un
aumento en los estudios de seroprevalencia, que a través de ensayos
inmunoenzimaticos detectan anticuerpos IgM e IgG anti-VHE, que han permitido
detectar seroprevalencias mas altas a lo que se habia demostrado previamente. Los
estudios revelan una prevalencia de anticuerpos IgG anti-VHE del 4,4% en

Argentina®3, 34,8% en Bolivial* y 36% en poblaciones rurales de México'®.

En Colombia la informacién se limita a algunos grupos poblacionales. Un estudio
realizado por Duque y colaboradores en donantes de sangre del municipio de
Yarumal Antioquia encontr6 una seroprevalencia del 45,2%, lo que sugiere
exposicion al virus, probablemente atribuida a la porcicultura y a la falta de acceso
al agua potable, la cual solo fue disponible desde el 2007'6. En el 2014, Pelaez y
colaboradores encontraron que 8,7% de los sueros de pacientes con diagnostico
clinico de hepatitis viral provenientes de diferentes regiones del pais tenian
anticuerpos anti-VHE’. En 2016, Pelaez y colaboradores evaluaron 1097 sueros y
encontraron que el 25,3% eran positivos para anticuerpos IgG anti-VHE, 5,7% para
IgM anti-VHE y 5,8% eran positivos para ambos anticuerpos. De los individuos con
infeccion simultanea del VHE/VHA, encontraron que el 33,6% y 16,1% tenian
anticuerpos IgG e IgM anti-HEV, respectivamente. De los individuos con infeccién

simultanea del VHE/VHB, el 23,4% vy el 8,1% tenian anticuerpos IgG e IgM anti-
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VHE, respectivamente, y de los individuos con infeccion simultanea VHE/VHC, el
35,4% y 5,8% de los individuos infectados tenian anticuerpos 1gG e IgM anti-VHE,
respectivamente. En este mismo estudio a las 64 muestras positivas (5,8%) para
ambos anticuerpos, se le realizd una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
encontrdndose que 52 tenian el genoma del VHE y de éstas, nueve secuencias se

agruparon como genotipo VHE3a de origen porcino (cepa norteamericana)*®.

Adicionalmente, se ha evaluado la presencia de anticuerpos en la poblacion
expuesta a porcinos, particularmente en trabajadores de fincas porcicolas,
encontrandose que un 11,2% de los individuos tenian anticuerpos 1gG anti-VHE?®,

y 15,4% presentaban anticuerpos totales anti-VHE?°,

En individuos inmunocompetentes, la infeccién por VHE generalmente se presenta
como una enfermedad autolimitada con resolucién rapida; que es indistinguible al
de otras hepatitis virales, mientras que en individuos inmunosuprimidos como
trasplantados, pacientes con alteraciones hematoldgicas y pacientes que conviven
con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), principalmente aquellos con
recuentos de células T CD4* <200 o 250 células/mm? pueden presentar un cuadro
de hepatitis crénica que posteriormente puede evolucionar hacia una hepatitis
fulminante o cirrosis. La infeccion cronica se caracteriza por la presencia de ARN
en suero y/o heces durante 3 a 6 meses®, acompafiado de niveles ligeramente
elevados o0 moderados de transaminasas séricas principalmente de alanina
aminotransferasa (ALT), titulos bajos o0 moderados de anticuerpos IgG e IgM que
pueden persistir durante afios?!, ademas, la infecciéon puede ser asintomatica. Sin

embargo, en algunos grupos poblacionales como los individuos inmunosuprimidos
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puede evolucionar hacia una cirrosis e inflamacién activa?? con sintomas como dolor
abdominal, ictericia y fatiga®®>. Se ha reportado con mayor frecuencia
manifestaciones extrahepaticas durante la infecciobn crénica por el VHE,
especialmente sindromes neurolégicos como amiotrofia neurélgica, sindrome de
Guillain-Barré, neuritis braquial bilateral, neuropatia periférica, encefalitis,
pancreatitis, deterioro en la funcién renal y trombocitopenia, asociados a la infeccion

por los genotipos VHE1 y VHE323-25,

Aln es controversial si los individuos que conviven con el VIH tienen un mayor
riesgo de adquirir la infeccion por VHE comparado con la poblacién general, lo cual
es reflejado en las variaciones de la seroprevalencia a nivel mundial. En Ghana, se
reporté una seroprevalencia de IgG anti-VHE del 45,3% en estos individuos; sin
embargo, en este estudio no se encontrd asociacion estadisticamente significativa
con los recuentos de células T CD4* <200 células/mm?y la presencia de anticuerpos
anti-VHE; tampoco se detect6 el ARN del VHE?®, Un estudio realizado por Pineda y
colaboradores en Esparfia en 613 individuos que conviven con el VIH, encontré que
el 86% tenian recuentos de células T CD4 >200 células/mm? y el 26% presentaban
anticuerpos IgG anti-VHE, y en uno de los individuos seropositivos se logré detectar
ARN del VHE. En este mismo estudio, al realizar un analisis multivariado los autores
encontraron una asociacion entre la edad y el sexo masculino con la exposicion al
VHE, otras variables como los niveles plasmaticos de ALT, gamma-glutamil
transferasa (GGT), aspartato aminotransferasa (AST) y fibrosis hepatica (evaluada
por elastografia hepatica), fueron similares tanto en los individuos seronegativos

como en los seropositivos para VHE. Adicionalmente, de los 613 individuos se tuvo
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una subpoblacion de 417 seropositivos y 196 seronegativos anti-VHC, cuando en el
analisis excluyeron la subpoblacion seropositiva para VHC, los pacientes expuestos
al VHE tuvieron valores anormales de AST, GGT y una mayor frecuencia de rigidez

hepatica?’.

Un estudio realizado en Barcelona en 238 individuos convivientes con VIH bajo
terapia antirretroviral y 200 individuos sanos (grupo control), demostré una
seroprevalencia del VHE de 9,2%, y la presencia de estos anticuerpos se asocio
con las variables de inmunosupresion, enfermedad hepatica, trasplante hepatico,
cirrosis hepética e infeccion por VIH. Ademas, se observd una mayor
seroprevalencia en los individuos con recuentos de células T CD4*<200

células/mm?, sin embargo, esta asociacion no fue estadisticamente significativa 8.

Lindemann y colaboradores en el 2015, en un estudio con 448 individuos que
conviven con el VIH, encontraron una seroprevalencia de IgG anti-VHE de 10,4%
(45/448), y solo un individuo tenia ARN del VHE, este individuo no tenia valores
elevados de ALT vy los recuentos de células T CD4* eran de 180 células/mm?.
Adicionalmente, entre los 45 individuos con anticuerpos IgG anti-VHE, 3 tenian
anticuerpos IgM anti-VHE, no se detecté el ARN del VHE en ninguna de estas
muestras y solo 6 tenian niveles de ALT dos veces por encima del rango de
referencia. No se encontraron asociaciones significativas entre el sexo, la edad y

los recuentos de células T CD4* con la presencia de anticuerpos?®.

Un estudio prospectivo realizado por Rivero-Juarez y colaboradores en 894
individuos convivientes con VIH, revel6 una seroprevalencia de 9,8% (88/894), de
los cuales a 5 individuos se les detectd el ARN del VHE. De estos individuos, 3
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tenian recuentos de células T CD4* <303 células/mm?3y 2 >303 células/mm?3, y en
ninguno se encontr6 ARN del VHE seis meses después. No se encontraron
asociaciones significativas entre la presencia de anticuerpos anti-VHE y el recuento

de células T CD4+30,

En Francia, se han reportado cifras de seroprevalencia del VHE que varian entre
1,5% y el 9% en individuos convivientes con el VIH3132 en ltalia entre 2% vy el
19,4%°3334 y en Estados Unidos se ha reportado una seroprevalencia del 19%73. En
América latina, si bien los estudios de seroprevalencia son escasos, en una cohorte
de 484 individuos que conviven con el VIH en Argentina, se reportd una frecuencia
de anticuerpos IgG anti-VHE del 6.7%, en este estudio como grupo control se
incluyeron donantes de sangre voluntarios, encontrdndose una asociacion
significativa entre la frecuencia de anticuerpos anti-VHE vy la infeccion por VIH36, En
Brasil, en un estudio en 354 individuos que conviven con el VIH, se reportd una
frecuencia de anticuerpos de IgG e IgM anti-VHE de 10,7% y 1,4%,
respectivamente; la mediana de células T CD4* de los individuos fue de 530,5
células/mms?, no se detecté el ARN del VHE y no se encontraron asociaciones
significativas con ningln factor de riesgo®’. En este mismo pais, Moss da Silva y
colaboradores, en una cohorte de 360 convivientes con el VIH, encontraron que un
6,7% (24/360) de los individuos tenian anticuerpos IgG anti-VHE y en 8 de los
individuos sin anticuerpos anti-VHE se detecté el ARN viral, que tras analisis
filogenéticos pudieron definir que pertenecian al genotipo VHES3. Se encontraron
asociaciones significativas entre la edad avanzada, el estado civil, multiples parejas

sexuales, saneamiento deficiente y consumo de alcohol con la presencia de
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anticuerpos anti-VHE. El promedio de los recuentos de células T CD4* en esta
poblacién fue de 569,3 células/mm?3y no se encontraron asociaciones significativas

con la presencia de anticuerpos anti-VHE3%,

Aunqgue se ha intentado relacionar diversos factores con un mayor riesgo de adquirir
la infeccién por el VHE en individuos inmunocomprometidos, solo se han descrito
asociaciones significativas con el incremento de la edad, que parece deberse a un
mayor tiempo de exposicion al virus?!; también con ser hombre y el consumo de
carne de cerdo contaminada, siendo este animal el principal reservorio de los
genotipos VHE3 y VHE4 responsables de generar infeccion crénica en individuos
inmunosuprimidos®®. Si bien el genotipo VHES3 parece ser el mas prevalente y ha
sido identificado solo en algunas regiones en centro y sur América principalmente
en cerdos y humanos, la informacion disponible en América Latina sigue siendo
escasa y a la fecha en nuestro pais no existe informacién acerca de la prevalencia
de infeccién del VHE en convivientes con VIH, por lo cual es importante determinar
si el virus se encuentra circulando en esta poblacion e identificar los factores de
riesgo prevalentes y los genotipos asociados a la infeccién. Dicha informacion es de
vital importancia para implementar estrategias encaminadas al control de la
transmision, tratamiento y prevencion de posibles complicaciones asociadas a la

infeccion.
3.2 Marco teérico

3.2.1. Descripcion del virus

El VHE fue reconocido como una hepatitis viral no A, no B, por primera vez en 1978

en una epidemia que se presento en el Valle de Cachemira, India, donde se
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presentaron 52.000 casos de hepatitis ictérica con 1.700 muertes, transmitida a
través de agua contaminada y ninguno de los individuos presentaba marcadores
séricos para VHA y VHB. En 1983, el Dr. Balayan observo el virus por microscopia
electronica en muestras provenientes de un brote de hepatitis inexplicable en
soldados rusos que se encontraban en Afganistan. Su genoma fue secuenciado en
1991 lo cual signific6 un avance importante para el desarrollo de pruebas

diagnésticas, permitiendo ahondar en la epidemiologia de la enfermedad“°.

El VHE pertenece a la familia Hepeviridae, género Orthohepevirus A, y presenta
una capside icosaédrica que mide aproximadamente entre 27 a 34 nm. El VHE
presenta dos tipos de particulas virales infecciosas; las particulas virales presentes
en heces y en bilis que no presentan envoltura (particulas virales desnudas),
haciéndolas resistentes a las condiciones del tracto gastrointestinal y del medio
ambiente, favoreciendo su transmision fecal-oral; y las particulas virales que se
encuentran circulando en sangre que estan cubiertas con una membrana celular
pero no expresan glicoproteinas virales sobre la superficie, denominada pseudo
envoltura (particulas virales pseudo envueltas), permitiéndole evadir la respuesta
inmune e infectar otras células de otros 6rganos como intestino delgado, colon y

ganglios linfaticos*L.

Es un virus ARN monocatenario de polaridad positiva, con una longitud de 7,200
nucledtidos, el genoma del VHE esta compuesto por 3 marcos de lectura abiertos
[ORF, (open reading frame)] y el genotipo VHE1 tiene un ORF adicional denominado
4. El ORF1 codifica una poli proteina no estructural proORF1 que tiene dominios

funcionales necesarios para la replicaciéon del virus, transcripcién, procesamiento de
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proteinas y adaptacion del virus al hospedero. Estos dominios incluyen una
metiltransferasa, una proteasa, una ARN helicasa, y una polimerasa dependiente
de ARN. ElI ORF2 codifica la proteina para la capside, la cual es importante para la
interaccion con la célula del hospedero y para la induccion de la respuesta inmune,
tiene tres sitios de glicosilacion y una vez glicosilada se auto ensambla y forma la
subunidad de la capside viral y su péptido sefial amino terminal promueve su
translocacion hacia el reticulo endoplasmico. La proteina tiene tres dominios: S, M
y P, dentro del dominio P se encuentran los epitopes que desencadenan la
formacion de anticuerpos neutralizantes y se cree esta involucrado en la union con
el receptor celular de proteoglicano heparan sulfato, razon por la que es utilizada
para el desarrollo de pruebas diagndsticas y posibles vacunas. El ORF3 codifica
una proteina necesaria para la liberacion de los viriones, también desempefia
funciones reguladoras interactuando con varias proteinas que participan en vias de
sefalizacion de supervivencia o antiapoptética, evitando la muerte celular, lo cual
ayuda al establecimiento de la infeccion persistente*?43. El genoma del VHE es
generalmente estable, excepto la region hipervariable ubicada en el ORF1, donde
se presentan sustituciones del ARN que no representan cambios en la secuencia
de aminoacidos. El ORF4 solo se encuentra presente en el genotipo VHE1 y codifica
para una proteina cuyo fin es aumentar la replicacion viral bajo situaciones de

estrés* (figura 1).
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Figura 1. Genoma del VHE. El ORF1 codifica para una poliproteina que tiene dominios funcionales
denominados: metiltransferasa (Met), cistein proteasa (PCP), regién hipervariable (HVR), helicasa (Hel)
y una ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp). También incluye las regiones Y, HVR y X.

ORF2, ORF3 y ORF4 del genoma del VHE.

La figura fue creada en Biorender.com

3.2.2. Ciclo replicativo del VHE

El VHE es un virus hepatotropo y se ha sugerido que, para su ingreso a la célula, el
heparan sulfato proteoglicano (HSPG) podria funcionar como un receptor viral. En
experimentos in vitro, la particula viral pseudo envuelta parece tener una cinética de
entrada a la célula mas lenta y lineal, dado que carece de expresién de
glicoproteinas virales en su superficie**#%;una vez esta particula viral pseudo
envuelta llega al citoplasma a través de endocitosis mediada por clatrina, el ARN
viral gendmico de sentido positivo se expone y se traduce para producir la
poliproteina ORF1 que contiene la ARN polimerasa dependiente de ARN, quien a
Su vez copia la cadena de sentido positivo en intermediarios de sentido negativo
gue sirven de molde para que la ARN polimerasa sintetice nuevas copias del ARN-

VHE gendmico y subgendmico. Las proteinas que se codifican a partir del ORF2 y
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ORF3 se traducen a partir del ARN subgendmico, estas proteinas sufren
modificaciones como glicosilacion, fosforilacion y palmitoilacion. Las proteinas del
ORF2 permite el ensamblaje y empaquetamiento del genoma para la generacion de
nuevos viriones y la proteina ORF3 interactia con el gen 101 de susceptibilidad
tumoral (TSG101) que es un componente central del complejo ESCRT-I, y es
utilizado por varios virus para la gemacion de los viriones*>46, Las particulas virales
liberadas por la membrana apical del hepatocito ingresan al conducto biliar y alli por
accion de los acidos biliares se degrada la envoltura lipidica y se dirigen a tracto
gastrointestinal; mientras que, las particulas liberadas por la membrana basal del
hepatocito se dirigen a sangre y conservan su pseudo envoltura sirviendo como un
mecanismo de defensa contra anticuerpos neutralizantes inducidos previamente

contra la capside de las particulas no envueltas*? (figura 2).
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Figura 2. Ciclo de replicacion del VHE. (1) la particula viral se une al hepatocito; (2) ingresa por
endocitosis; (3) el ARN gendmico viral es liberado en el citosol; (4) produccién de la poliproteina
ORF1; (5) generacion de intermediarios de ARN negativos; (6) sintesis de ARNm gendmico y
subgenomico; (6) traduccion de la proteina ORF2 y ORF3; (7) estas proteinas sufren modificaciones
post traduccionales; (8) la proteina de la capside se auto ensambla para formar viriones; (9) el ORF3
se TGS101 facilitando la gemacién de los viriones.

La figura fue creada en Biorender.com.

3.2.3. Epidemiologia de lainfeccién por VHE

El VHE es uno de los principales agentes etiologicos de hepatitis entérica. De
acuerdo con la OMS cada afio se presentan 20 millones de casos de Hepatitis E en
el mundo, de estos 3.3 millones son sintomaticos. Para el afio 2015 se estimaron
44,000 muertes debidas a esta infeccidn, representando el 3.3% de las muertes por
infecciones atribuidas a hepatitis virales®. En paises en desarrollo, este virus afecta
principalmente a adultos jovenes entre 15 y 30 afios, mientras que en paises

desarrollados afecta a adultos de edad media o mayores de 55 afos. La tasa de
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mortalidad oscila entre el 0.5% al 4.0%, aunque en mujeres embarazadas puede

alcanzar el 30% durante el tercer trimestre del embarazo?®’.

El VHE se puede caracterizar genotipicamente a través de analisis filogenéticos de
las secuencias de nucleotidos y aminoacidos especialmente de regiones del ORF1
y ORF2%8, las cuales se comparan con las secuencias del genoma completo del
virus disponibles en GenBank®®. Actualmente se encuentran aproximadamente
642 secuencias y la identificacion de cada genotipo se basa en las diferencias
genéticas >20% principalmente del ORF24°. A la fecha se han descrito 8 genotipos
del VHE, de los cuales los genotipos VHE1, VHE2, VHE3, VHE4 y recientemente
descrito el VHE7 estan implicados en infeccion en humanos; los genotipos VHES5,
VHEG6 y VHES solo se han reportado que estan presentes en reservorios animales
(jabalis y camellos)®. La infeccion producida por los genotipos VHE1 y VHE2 es
frecuente en paises con escasos recursos econémicos y poco acceso al agua
potable como: zonas de conflicto civil, campos de refugiados y zonas deficientes en
infraestructura sanitaria. La infeccion suele presentarse por el consumo de agua
contaminada con heces de personas o animales infectados, originando grandes

brotes de la enfermedad por lo que se conoce como patrén hiperendémico®°,
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Este patron se ha observado principalmente en paises de Asia, Africa y algunos
paises de América Latina (como Uruguay, Venezuela, Cubay México), donde hasta
un 15% de los infectados presentan enfermedad aguda“’; la infeccion se presenta
de forma endémica por estos mismos genotipos en regiones con mejores
condiciones sanitarias y socioeconémicas, tiene las mismas caracteristicas clinicas
presentadas en el patron hiperendémico y se han reportado casos en paises de
Oriente medio y sur de Asia, donde la infeccion por VHE representa un 25% de las
hepatitis agudas y una minoria presentan hepatitis fulminante e insuficiencia

hepatica aguda, asociada principalmente a la infeccion por el genotipo VHE184,

La infeccion por el genotipo VHE3 y en menor proporcion por el genotipo VHEA4S;
presenta un patron no endémico con infecciones esporadicas, usualmente en
paises desarrollados de Europa, Norteamérica y el Este de Asia; la transmision es
de tipo zoondtico, se presenta principalmente por el consumo de carne de cerdo
contaminada mal cocida. La infeccion por estos genotipos se presenta
principalmente en adultos mayores, quienes tienen un 8% a un 11% de probabilidad
de desarrollar  insuficiencia  hepatica  aguda®°2. En individuos
inmunocomprometidos el genotipo VHE3 puede producir una hepatitis cronica y

viremias prolongadas con desarrollo de cirrosis y hepatitis fulminante53:5455.56

La transmision de tipo zoondtico constituye un mayor riesgo para veterinarios y
porcicultores por el estrecho contacto con estos animales, en quienes se ha
reportado que la seroprevalencia es respectivamente de 1,5 a 3,5 veces mayor, en

comparacion con la poblacién general y donantes de sangre®’. En China donde es
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comun la crianza mixta de animales domésticos, se demostré la presencia del
genotipo VHE4 en vacas y su excrecion a través de la leche, sugiriendo este como
otro mecanismo para adquirir la infeccion®®. El genotipo VHE3 se encuentra
distribuido principalmente en Ameérica, Europa, Asia, y el genotipo VHE4 en Japdn
y China®, también se han reportado estos genotipos en paises en desarrollo de

Ameérica Latina®.

América era una region considerada no endémica para el virus, probablemente
debido a los pocos estudios realizados en esos paises'®; sin embargo, dos brotes
importantes de Hepatitis E en humanos se registraron en México. El primero de
estos se presentd en la aldea rural de Huitzililla en 1986 con 94 casos que
presentaron ictericia. El segundo brote se presenté ese mismo afio en la aldea de
Telixtac con un reporte de 129 casos, ambos brotes se asociaron con el consumo
de agua contaminada con el virus, ya que el andlisis por microscopia electrénica de
muestras de heces provenientes de ambas localidades determind que eran
particulas virales de 32 a 34 nm similares a las observadas en casos de hepatitis de
transmision entérica no A, no B en Asia®. México, a pesar de ser considerado un
pais endémico para la infeccion, presenta seroprevalencias bajas de 3,4% en
grupos indigenas Tepehuanos® y de 3% en pacientes pediatricos®'. De otro lado,
se ha descrito una seroprevalencia de 36,6% en poblaciones rurales con una mayor
exposicion al virus!3. Adicionalmente, se han reportado seroprevalencias del 59,4%
en cerdos de diferentes regiones de México®?, mientras que en el centro de este
pais se han reportado seroprevalencias del 30,8%°3. Venezuela fue el primer pais

de Suramérica en reportar la seroprevalencia de anticuerpos anti-VHE de 1.6% en
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gestantes del area urbana, 3.9% en una poblacion rural y en 5.4% de amerindios
rurales®*. Ademas, en Argentina se han realizado estudios de seroprevalencia del
VHE encontrando cifras de 4,4% en poblacién general y 11,3% en donantes de
sangre®® de igual manera, en Brasil las cifras de seroprevalencia varian
ampliamente reportdndose en donantes de sangre cifras que va desde 0,44%°%’
hasta 10,0%°% y en poblaciones rurales desde 2,0%5° hasta 13%°, en Uruguay se
ha reportado una seroprevalencia del VHE en donantes de sangre del 10%'! y en
Colombia, se ha detectado la circulacion del virus en individuos con diagnéstico de

hepatitis virales, en aguas residuales y en cerdos!’7273,
3.2.4. Patogénesis de la infeccion

El VHE ingresa principalmente a través del consumo de agua contaminada con las
heces de personas o animales infectados o por el consumo de carne de cerdo
contaminada mal cocida®. La particula viral pseudo envuelta o sin envoltura llega
al higado a través de la vena porta y en el citoplasma de los hepatocitos se replica
y se acumula en la bilis, aunque también se ha reportado la replicacion en células

del intestino delgado y colon.

El pico de replicacidon del virus en los hepatocitos es consistente con la presencia
del ARN viral en bilis y heces, asi como también con los cambios morfolégicos de
la célula hepatica asociados con una elevacion de la enzima ALT, seguido de
sintomas clinicos como fiebre, dolor abdominal, anorexia, nduseas, emesis y, en
algunos casos, ictericia y hepatomegalia, haciéndola indistinguible de otras
enfermedades hepaticas agudas; una vez se resuelve la infeccion, los niveles de

ALT vuelven a la normalidad y desaparecen los sintomas®’®. El virus puede
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detectarse en sangre desde el periodo de incubacién (2-10 semanas posterior a la
exposicion inicial) e inicio de los sintomas de la infeccion y hasta la 4-8 semanas
después del inicio de los sintomas, y en algunas ocasiones persiste hasta la semana
16. También se ha demostrado que puede encontrarse en heces a partir de la
segunda semana de la exposicion, y hasta el sexto mes#%6%, Aproximadamente el
95% de los individuos infectados por el VHE presentan un cuadro asintomatico*®.
Las mujeres embarazadas, especialmente en el tercer trimestre tienen un mayor
riesgo de desarrollar una hepatitis fulminante debido a la infeccién por el VHE,

particularmente en areas endémicas para los VHE1 y VHE276.

Adicionalmente el desarrollo de infeccion crénica por el VHE ha sido reportada en
individuos inmunosuprimidos como trasplantados, con malignidades hematoldgicas
e individuos que conviven con el VIH, este tipo de infeccibn se ha asociado

principalmente a los genotipos 3y 477:78.79.80,

La mortalidad asociada con hepatitis fulminante es de aproximadamente 1% en la
poblacién general 8! y parece estar asociado con factores virales como sustituciones
sinénimas y no sinénimas o mutaciones en la region de la metiltransferasa del ORF1
en las secuencias de los 4 genotipos del VHE que infectan a humanos®83, En
estudios realizados en estos individuos se han encontrado titulos elevados de
anticuerpos 1gG e IgM comparados con aquellos que sufren una infeccidn
autolimitada, los cuales tienen mayor infiltracién hepatica por células T CD4*y T
CD8", sugiriendo que una respuesta inmune exacerbada se asocia con enfermedad
grave por el VHE*. Las manifestaciones extra hepaticas pueden presentarse

durante o posterior a una infeccién aguda o crénica por el VHE, siendo mas comun
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en las infecciones cronicas que se establecen en individuos inmunosuprimidos, lo
cual favorece la generacién de cuasi especies con tropismo hacia otros 6rganos o
tejidos®. Los mecanismos por los cuales el VHE produce manifestaciones
extrahepéticas son aun desconocidos; sin embargo, se postula que puede deberse
directamente a la replicacion del virus en esos tejidos o indirectamente por
mecanismos inmunes como el mimetismo molecular, generando una enfermedad
autoinmune. Aungue este mecanismo no se ha dilucidado completamente, se ha
reportado la presencia de anticuerpos anti-gangliésidos en individuos con el VHE
generando una polineuropatia inflamatoria autoinmune?385, Por otro lado, los
complejos inmunes de antigenos virales con anticuerpos también podrian contribuir
al desarrollo de manifestaciones extra hepaticas?3. En estudios realizados en India
y en Holanda entre un 5 a un 10% de los individuos que tenian una infeccion aguda
por el VHE desarrollaron sindrome de Guillain-Barré, mientras que en el Reino

Unido y los Paises Bajos el 10% de los pacientes tenian amiotrofia neuralgica*®.
3.2.5. Coinfeccion VHE-VIH

El VIH continda siendo uno de los mayores problemas de salud publica a nivel
mundial. Para el afio 2020, 37,7 millones de personas convivian con el VIH en todo
el mundo, ademas, para este afio se reportaron 680,000 muertes a causa de
infecciones relacionadas con esta infeccion y 1,5 millones de personas contrajeron
este virus®. Esta infeccion viral es probablemente la inmunodeficiencia mas
conocida y en casos graves se manifiesta como el sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida (SIDA). EIl VIH tiene como blanco las células del sistema inmunolégico,

particularmente aquellas que expresan el receptor CD4 como son las células T

35



CD4*, aunque también puede infectar macréfagos y células dendriticas. EI nimero
de células T CD4* disminuye gradualmente por distintos mecanismos adicionales al
efecto citopatico del virus, uno de ellos es la alteracion en la redistribucion en las
células T CD4"*, debido a la acumulacién de particulas virales en los 6rganos
linfoides secundarios secuestrando las células T en esta zona. También se ha
reportado que la replicacion viral provoca un bloqueo en la generacién de nuevos
linfocitos por el timo y la médula 6sea. Existen mecanismos de destruccion indirecta
generados por la propia respuesta inmune del individuo y por el efecto toxico de
proteinas virales, por tal razén la infeccion se caracteriza por un deterioro progresivo
del sistema inmune, debido a la reduccion en el repertorio de células T CD4*
reduciendo la capacidad del sistema inmune para reconocer diferentes

microorganismos patégenos y oportunistas®’ 88,

En la infeccidn reciente por VIH la carga viral en sangre se detecta desde la primera
semana y aumenta exponencialmente. Los anticuerpos tardan de 3 a 4 semanas en
ser detectados tiempo denominado periodo de ventana. Sin embargo, las técnicas
seroldgicas de cuarta generacion acortan este periodo a sélo 14-15 dias, debido a
gue incluyen la deteccién del antigeno-p24. Durante este tiempo no es posible hallar
una respuesta humoral ni celular, a pesar de existir viremias muy elevadas. Durante
la infeccidn crénica el sistema inmune controla la replicacién viral y se produce una
caida de la viremia que puede llegar a niveles indetectables (<40-74 copias/ml ARN
viral) alcanzando un nivel estable y puede variar de individuo en individuo,
dependiendo del equilibrio entre la replicacion y el control inmune, lo cual determina

la velocidad de la evoluciéon a SIDA. Por Ultimo, en los estadios finales de la
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enfermedad se da un descenso en los recuentos de las células T CD4* y una

elevacion de la carga viral, evidenciando el deterioro del sistema inmune?’.

La terapia antirretroviral de gran actividad (TARGA) es el tratamiento para la
infeccion por VIH, la cual consiste en una combinacion de farmacos, para aumentar
la potencia y reducir la probabilidad de desarrollar resistencia. Los medicamentos
antirretrovirales aprobados por la FDA comprenden los Inhibidores de la
transcriptasa inversa anélogos de los nucledsidos (ITIN), Inhibidores de la
transcriptasa inversa no analogos de los nucledsidos (ITINN), Inhibidores de la
proteasa (IP), Inhibidores de la fusién, Antagonistas de CCRS5, Inhibidor de la
transferencia de cadenas de la integrasa (INSTI), Inhibidores de la fijacion e
Inhibidores pos fijacion. Estos medicamentos inhiben la replicacion viral y aumentan
los recuentos de células T CD4* a través de la reduccién en la apoptosis de estas
células y una redistribuciéon de las mismas en el tejido linfoide8%%°. Segln estudios
de cohortes la recuperacion de las células T CD4* se logra al menos en 5 afios de
TARGA cuando al momento de iniciar el tratamiento los recuentos son inferiores a

500 células/mm3 1,

La evaluacién del estadio clinico del paciente con el VIH es un pilar dentro de los
programas de promocién de la salud, que facilita el cuidado de los pacientes con
guias de seguimiento y tratamiento apropiados evitando la progresion de la
enfermedad y previniendo infecciones oportunistas, lo cual redunda en una mayor
supervivencia y mejor pronostico®2. En la tabla 1 se describe la clasificacion del VIH
de acuerdo al CDC, de acuerdo a las categorias clinicas e inmunoldgicas. La

categoria clinica A se caracterizada por una infeccion asintomatica de VIH y
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linfadenopatia generalizada persistente e infeccion aguda; la categoria clinica B en
la que se incluyen todas las afecciones sintométicas, las condiciones se atribuyen
a un defecto en la inmunidad mediada por las células T y algunas de estas
manifestaciones son: candidiasis, sintomas constitucionales como fiebre (38,5°C) o
diarrea que dura mas de 1 mes, entre otros; y por ultimo, en la categoria C se
incluyen todas las condiciones definitorias de SIDA como infecciones por patégenos
oportunistas principalmente coccidioidomicosis, criptocococis, neumonia por
pneumocystis jiroveci y toxoplasmosis (tabla 1). Como se ha mencionado
anteriormente, la patogénesis de la infeccion por VIH es atribuible en gran medida
a la disminucién en las células T CD4", por tal razon es importante una clasificacién
inmunoldgica en la que se evalla la cifra absoluta (por mm?3) o el porcentaje de las
células T CD4*. Segun la clasificacion del CDC hay 3 categorias de acuerdo al
namero de células T CD4* que se combinan con las categorias clinicas basadas en

la sintomatologia (tabla 1)%.

Tabla 1. Clasificacion del VIH de acuerdo al CDC en relacion a las categorias

clinicas e inmunolégicas

Categorias clinicas

Recuentos de A. Infecciéon B. Infeccion C. Condiciones
linfocitos T CD4+ asintomatica sintomatica indicadoras de SIDA
1.2 500 células/mm3 Al Bl Ci1
2. 200-499 células/mm?3 A2 B2 C2
3. <200 células/mm3 A3 B3 C3

La mortalidad por enfermedad hepatica en los individuos que conviven con el VIH

ocupa el segundo lugar después de la mortalidad a causa del SIDA, lo cual se ha
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atribuido principalmente a la infeccién con virus hepatotropos y a la hepatotoxicidad
inducida por farmacos en la terapia antirretroviral. Sin embargo, existen otras
causas de enfermedad hepéatica en estos individuos como el alcoholismo y
enfermedad del higado graso no alcohdlico. La co-infeccidn con virus hepatotropos
favorece el desarrollo de hepatitis cronica, causada principalmente por el VHB y
VHC, ademas, el VHD acelera el curso de la enfermedad hepatica relacionada con
el VHB y en individuos que conviven con el VIH la presencia de esta co-infeccion
(VHB/VHD) se ha asociado con una mayor incidencia de complicaciones hepaticas
y un aumento en la mortalidad®*. En los Ultimos afios la infeccién por el VHE
también se ha asociado con hepatitis cronica en individuos que conviven con el VIH,
particularmente aquellos que presentan un recuento de células TCD4* <250
células/mm?32L, La incidencia de la infeccién por el VHE en individuos que conviven
con el VIH varia entre 0 y 15,4%. Dos estudios realizados en Espafia reportaron
tasas de incidencia de 2,4%°% y 6,5%°, respectivamente, un estudio en China del
15,4%% y en Tanzania de 1%%. Estudios epidemioldgicos realizados en individuos
que conviven con el VIH han evaluado varios factores de riesgo para la infeccion
por el VHE, como lo son etnia, edad, género, uso de drogas intravenosas, consumo
de carne de cerdo o contacto estrecho con estos animales y acceso a agua potable,
encontrando que solo las ultimas estan asociadas estadisticamente con la infeccién.
Adicionalmente en paises desarrollados la infeccion se presenta
predominantemente en hombres mayores de 40 afios'®. Asi mismo, la existencia
previa de cirrosis hepatica en estos pacientes se ha asociado con mayor prevalencia
de VHE, explicado probablemente por la disminucion en la sintesis de proteinas del

sistema inmune innato y de receptores de reconocimiento de patrones [PRRs
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(pattern-recognition receptors)], asi como a la funcion defectuosa de las células NK,
importantes para la respuesta inmune antiviral??>. Los mecanismos de transmisién
no difieren a los presentados en individuos inmunocompetentes y las
manifestaciones clinicas en la infeccion aguda son similares a las presentadas en
otras hepatitis virales como fatiga, fiebre, dolor articular e ictericia. Cuando la
infeccion se vuelve crénica se presentan estos mismos sintomas que pueden
progresar a cirrosis y fibrosis hepatica; la prevalencia de infeccion cronica en estos
individuos ha sido descrita entre un 0 y 0.5%%21??; caracterizada por la presencia de
ARN viral en heces y suero por mas de tres meses, acompafiado por variaciones
fluctuantes de ALT y presencia de anticuerpos IgG e IgM, siendo este uno de los
principales factores de riesgo para la persistencia de la infeccion por VHE y
progresion a enfermedad grave319%, La principal consecuencia de esta confeccion
es el posible desarrollo de una infeccion hepética crénica que puede tener como
desenlace una esteatosis, fibrosis e incluso cirrosis, ademas que se han reportado
manifestaciones extrahepéaticas como disfunciones renales y sindromes

neurolégicos®?.

En los ultimos afios han aumentado los estudios de seroprevalencia del VHE en
individuos que conviven con VIH, demostrando la circulacién del virus a nivel
mundial. En regiones de Asia se alcanza cifras hasta un 30,1%°2 y en Africa cifras
mayores de hasta 45,3%%25; mientras que en paises de Europa la seroprevalencia

se ha reportado desde 4.4% hasta 19,4%3*1%3 (tabla 2).

La presencia de anticuerpos contra el VHE en individuos que conviven con el VIH

se ha asociado con recuentos de células T CD4*<100-200 células/mm3como se ha
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reportado en Espafia®®, Ghana, Cameroon?*, Suiza'®, Francia®, China'®, Estados
Unidos!%. En paises de América Latina, si bien la informacion es escasa, un estudio
del 2016 en Argentina reporto la asociacion entre la prevalencia de anticuerpos IgG
y los recuentos bajos de células T CD4*1%7, Sin embargo en Brasil se han realizado

varios estudios en esta poblacién sin encontrar dicha asociacion3’-38198 (tabla 2).
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Tabla 2. Seroprevalencia del VHE en individuos que conviven con el VIH en

paises de varias regiones del mundo.

Regidn/pais Porcentaje (%) Anti-VHE IgG
América

Argentina36:197 6,7-7,3
Brasil37:38.108 4,1-6,7-10,7
Estados Unidos3>106 6,0-19,5
Europa

Foggia y Napoles, Italiat®® 6,7
Inglaterra®® 9,4
Grecialt? 7,3
Holandall! 11,7
Espafia?®103 9,0-10,4
Italia3* 19,4
Francia® 4,4
Suizalo4 2,6
Asia

Camboya'®? 30,1
Chinal® 42,0
Africa

Nigeriall? 30,0
Ghana y Camerin?® 14,2-45,3
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3.3 Planteamiento del problema

En nuestro pais la infeccién por el VHE no es de notificacion obligatoria, ni se
contempla la busqueda rutinaria de la infeccién de este virus, sugiriendo falta de
atencién a esta problemética tanto en la poblacién general como en la poblacién de
individuos inmunosuprimidos. En Colombia, algunos estudios, han demostrado la
circulacién del VHE en grupos poblacionales, por ejemplo, un estudio prospectivo
en pacientes con diagnostico de hepatitis viral, que por medio de andlisis
filogenéticos se identifico el genotipo VHE3 asociado a la infeccion. Adicionalmente
en Antioquia se ha reportado la presencia del virus en cerdos y en aguas
residuales’>73113, A pesar de estos antecedentes, a la fecha en nuestro pais no hay
estudios que establezcan cual es la frecuencia de individuos que conviven con el
VIH con anticuerpos anti-VHE y la infeccion por el VHE, ni los posibles factores de
riesgo que puedan asociarse con esta infeccion. Su conocimiento es de gran
importancia porque permitiria el desarrollo de estrategias de salud publica ayudando
a controlar la transmision y los factores asociados a la infeccion, asi como en el
desarrollo de protocolos para su diagndstico oportuno, evitando posibles cuadros
de hepatitis cronica o grave. Los resultados de esta investigacion podrian ser de
relevancia como fuente de datos para la toma de decisiones, las politicas de salud

y el manejo del paciente co-infectado VIH/VHE.
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4. Objetivos, hipétesis y pregunta de investigacion.
4.1. Objetivo general

Determinar la seroprevalencia e infeccion del virus de Hepatitis E en individuos que
conviven con el VIH, que hacen parte del programa de atencion integral a pacientes

en una IPS de la ciudad de Medellin.
4.2. Objetivos especificos

4.2.1.Describir las variables socioeconémicas, sociodemogréaficas y clinicas de los
individuos que conviven con el VIH que hacen parte del programa de atencion

integral a pacientes con esta infeccién en una IPS de Medellin.

4.2.2. Determinar la frecuencia de individuos que conviven con el VIH que presentan

anticuerpos IgG e IgM especificos contra el VHE.

4.2.3. Describir las variables socioecondmicas, sociodemograficas y clinicas de los
individuos con anticuerpos IgM e IgG anti-VHE y determinar si existe asociacion

entre estas variables con la presencia de anticuerpos.

4.2.4. Determinar la presencia del ARN del VHE en los individuos que conviven con

el VIH que se incluyeron en el estudio.
4.3. Hipotesis.

Entre un 4,0% y un 20% de individuos que conviven con el VIH y hacen parte del
programa de atencion integral a pacientes con esta infeccion en una IPS de la
ciudad de Medellin, han estado en contacto con el VHE, demostrado por la

presencia de anticuerpos IgM e IgG anti-VHE y la deteccion del genoma viral.
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4.4. Preguntas de investigacion

¢Los individuos que conviven con el VIH pueden estar infectados con VHE y

presentar anticuerpos especificos contra el virus?

¢La seropositividad o la presencia del ARN del VHE podria asociarse con factores

sociodemogréficos, habitos higiénicos, estados de salud del individuo?

5. Metodologia
5.1 Disefio del estudio y muestra

Estudio descriptivo transversal en una muestra de 430 individuos que fueron
seleccionados aleatoriamente entre 1566 pacientes que conviven con el VIH que
hacen parte del programa de atencion integral a pacientes en una IPS de Medellin.
El tamafio de muestra de 430 individuos, se obtuvo teniendo en cuenta una
prevalencia del 6,6% del VHE en individuos que conviven con el VIH en un estudio
de Argentina, con una significancia del 95% y una precision en el intervalo de

confianza del 2%.

Para el estudio se utilizé6 un muestreo aleatorio simple. Esta técnica permite obtener
una muestra representativa de la poblacién, dandole a cada individuo la misma
posibilidad de ser elegido. En nuestro estudio se asigné a los pacientes nimeros
aleatorios obtenidos por medio del programa Epidat 4,2, sin reemplazo, hasta

completar el tamafio de muestra.
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Dadas las condiciones presentadas en la pandemia y al traslado de los individuos
del programa a otra IPS, se dificultdé el reclutamiento de los pacientes. Para los
andlisis inmunologicos y moleculares, se incluyeron en este estudio un total de 133
individuos que hacen parte del programa de atencién integral a pacientes con esta
infeccion en una IPS de la ciudad de Medellin. Con base en lo anterior y al disminuir
el tamafio muestral a 133 individuos y considerando las variables para el calculo
inicial (prevalencia del 6,6% del VHE en individuos que conviven con el VIH y
significancia del 95%), hay un aumento de la precision en el intervalo de confianza

del 4,22%.
Control de sesgos:

Se consideraron como posibles fuentes de error sistematico, los sesgos de

seleccion y medicion, y con el fin de controlarlos, se realiz6 lo siguiente:

e Seleccion aleatoria de la muestra a partir de la base de datos del programa.
Se eligieron los pacientes segin numeros aleatorios obtenidos por medio del
programa Epidat 4.2.

e Reunion con el equipo de investigacion y los profesionales encargados del
contacto inicial de los pacientes: esto se realizdé con el fin de recordar las
variables medidas en el proyecto, los procedimientos para recoger los datos
y recoleccion de las muestras.

e Estandarizacion en los procedimientos para recoleccion, almacenamiento,

transporte y procesamiento de las muestras.
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Control de sesgos de informacion

En el encuestador: Los investigadores que realizaron las encuestas tenian un
protocolo para avalar el diligenciamiento de las encuestas, incluia la rutina de
llegada, presentacion, recoleccion de la informacion y la despedida. Ademas, se
aclaraba y se hacia énfasis en la importancia de su desempefio en la recoleccion
de informacion de calidad, y la importancia de asumir una actitud y un lenguaje

respetuoso y cortés ademas de los aspectos éticos.

En el encuestado: se informaba a los posibles encuestados, sobre la importancia
de su participacion en el estudio, y sobre las ventajas que podria traer la obtencién

de la informacion valida que garantice el buen analisis de los datos proporcionados.

En el instrumento: se realiz6 una prueba piloto para evaluar las preguntas de la

encuesta y la facil comprension de ésta por parte de los encuestados (anexo 3).
5.2 Criterios de elegibilidad

Los individuos del estudio fueron seleccionados de acuerdo con los siguientes

criterios:
Criterios de inclusion:

-Individuos mayores de edad con diagnostico confirmado de infeccién por VIH que

hacen parte del programa de atencion integral de una IPS de Medellin.
Criterios de exclusion:

-Pacientes con infeccion confirmada con el VIH que rechacen su participacion en el

estudio y no firmen el consentimiento informado.
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5.3 Consideraciones éticas

El estudio contempl6 la toma de muestras de sangre periférica de pacientes que
conviven con VIH que, de acuerdo con las normas cientificas técnicas y
administrativas para la investigacion en salud contempladas en la resolucién 8430
de 1993 del Ministerio de Salud, se clasifica en la categoria de investigacion como
riesgo minimo. La identidad de los pacientes se mantuvo oculta mediante la
asignacion de un cédigo con el cual se identificaron las muestras de sangre. El
comité de Bioética de la Sede de Investigacion Universitaria de la Universidad de
Antioquia aprobo el protocolo del estudio y el consentimiento informado empleados

(Anexo 1y 2).

Captacién y toma de muestra sanguinea

Durante la cita médica de control, cada paciente fue invitado a participar en el
estudio por el equipo de investigacion y con previa autorizacion de la IPS
responsable de su atencion. Durante la entrevista se explicO acerca de la
importancia del estudio, sus beneficios y los riesgos durante la toma de muestra
sanguinea como hematomas 0 mareos. Una vez el individuo acepto
voluntariamente participar en el estudio, se procedi6 a explicar y firmar el
consentimiento informado. Durante el mismo momento, se realiz6 una encuesta
estructurada para indagar sobre informacién demogréfica, socioeconémica y de
factores de riesgo asociados a la infeccién por el VHE (Anexo 3). De las historias

clinicas se obtuvo informacion de algunas variables clinicas y de laboratorio.
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- Toma de muestra sanguinea: A cada individuo se le tom6 una muestra
sanguinea en un tubo sin anticoagulante de 5 ml, se dejo retraer el coagulo por 15
minutos, posteriormente el suero se separd por centrifugacion a 3.600 rpm
(revoluciones/minuto) durante 15 minutos. Una vez separado el suero se obtuvieron
4 alicuotas de 500 pL, dos fueron almacenadas en viales de 2 ml a -20 °C para
realizar la deteccion de anticuerpos IgG e IgM a través de una ELISA y dos en
crioviales de 2.5 ml a -80 °C para realizar la deteccion del genoma del VHE a través

de una RT-PCR para su posterior genotipificacion.
5.4 Deteccion de anticuerpos anti-VHE

5.4.1. Deteccion de anticuerpos IgM anti-VHE

Para la deteccion de anticuerpos IgM se utilizé el estuche comercial de ELISA (HEV
Dia.pro, Diagnostic Bioprobes, Milan, Italia) que utiliza antigenos recombinantes
especificos del VHE y conservados para los cuatro genotipos del virus (VHEL,
VHE2, VHE3 y VHE4), que se han descrito infectan a humanos. El estuche se utilizd
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Las muestras que estaban
almacenadas a -20°C fueron descongeladas a temperatura ambiente por 20
minutos antes de su uso, y posteriormente fueron diluidas 1:101 (10 pL de la
muestra +1000 uL del diluente). Se agregd 50 pL del reactivo neutralizante a todos
los pozos del plato de ELISA, excepto a los pozos del blanco y controles positivo y
negativo. Se agregé 100 pL de control negativo por duplicado, 100 pyL de control
positivo y 100 yL de las muestras diluidas a cada uno de los pozos respectivos, y
se incubaron a 37 °C por 60 minutos. Pasado este tiempo, se realiz6 el primer lavado
utilizando un lavador automatizado (Wallac, Delfia Plate wash, EUA) y programado
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con 5 ciclos de lavado (aspiracién + dispensado de 350 uL/pozo de solucién de
lavado = 1 ciclo). Luego se dispensaron 100 uL de la enzima conjugada a cada uno
de los pozos, excepto al blanco y se incub6 a 37°C durante 60 minutos.
Posteriormente se realizd un segundo lavado siguiendo las mismas
especificaciones del primer lavado. Luego se adicionaron 100 pL del
Cromogeno/Substrato a todos los pozos, y la microplaca fue incubada a temperatura
ambiente (18-24°C) protegida de la luz durante 20 minutos. Para detener la reaccién
enzimatica se agregaron 100 pl de acido sulfdrico a cada uno de los pozos y se
midi6é la absorbancia en el lector de ELISA (iMark™, Bio-Rad Laboratories, Inc.),
utilizando para la lectura un filtro de 450 nm con correccion a 655 nm, siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Todas las muestras fueron procesadas por

duplicado.

5.4.1.1 Calculo del valor de corte e interpretacion de los resultados

Para la interpretacién de las densidades Opticas obtenidas en los ensayos de ELISA,
se calcul6 un valor de corte siguiendo las recomendaciones del fabricante, usando
la formula proporcionada en el estuche comercial (HEV Dia.pro, Diagnostic

Bioprobes, Milan, Italia):

Valor de corte (Co) = media de la absorbancia del control negativo DO450nm +

0.250

Para la interpretacion de los resultados el valor de densidad Optica de cada muestra
(M) se dividio por el valor de corte Co (M/Co), si dicha relacion fue <1,0 la muestra

se considero negativa, entre 1,0y 1,2 equivoca y > 1,2 positiva.
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5.4.2. Deteccion de anticuerpos IgG

Para la deteccion de anticuerpos IgG se utilizo el estuche comercial de ELISA (HEV
Dia.pro, Diagnostic Bioprobes, Milan, Italia) que utiliza antigenos recombinantes
especificos del VHE y conservados para los cuatro genotipos del virus (VHEL,
VHE2, VHE3 y VHE4), que se han descrito infectan a humanos. El estuche se utilizd
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Las muestras que estaban
almacenadas a -20°C fueron descongeladas a temperatura ambiente por 20
minutos antes de su uso. Inicialmente se dispensaron 200 ul del control negativo
por triplicado, 200 yL de calibrador por duplicado, 200 pL del control positivo, asi
como 200 ul del diluente de muestras a todos los pozos de plato de ELISA.
Posteriormente se dispensaron 10 uL de cada muestra en su pozo correspondiente
y 50 pl diluente de ensayo en los pozos de los controles/Calibrador y muestras y se
incubaron a 37°C por 45 minutos. Una vez transcurrida esta incubacion se realizo
el primer lavado en el lavador automatizado programado con 5 ciclos de lavado
(aspiracion + dispensado de 350 uL /pozo de solucién de lavado = 1 ciclo), luego se
dispensaron 100 uL de la Enzima Conjugada en todos los pozos, excepto en el Al
(vacio para el blanco) y se realiz6 la segunda incubacién a 37 °C por 45 minutos.
Luego se realiz6 otro lavado siguiendo las mismas especificaciones del primer
lavado. Se dispensaron 100 uL del Cromégeno/Sustrato en todos los pozos, incluido
el A1y se incubd la microplaca a temperatura ambiente (18-24°C) protegida de la
luz durante 20 minutos. Finalmente se agreg6 100 ul de acido sulftrico (10uM) a
todos los pozos para detener la reaccién enziméatica y se midié la absorbancia en el

lector de ELISA, utilizando para la lectura un filtro de 450 nm con correccion a 655
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nm, siguiendo las recomendaciones del fabricante. Todas las muestras fueron

procesadas por duplicado.

5.4.2.1 Calculo del valor de corte e interpretacion de los resultados

Para la interpretacion de las densidades Opticas obtenidas en los ensayos de ELISA,
se calcul6 un valor de corte siguiendo las recomendaciones del fabricante, usando
la formula proporcionada en el estuche comercial (HEV Dia.pro, Diagnostic

Bioprobes, Milan, Italia):

Valor de corte (Co) = media de la absorbancia del control negativo DO450nm +

0.350

Para la interpretacion de los resultados el valor de densidad Optica de cada muestra
(M) se dividio por el valor de corte Co (M/Co), si dicha relacion fue <0,9 la muestra

se considero negativa, entre 0,9y 1,1 equivoca y >1,1 positiva.

5.5 Extraccion de ARN VIRAL

Para la extraccion de ARN del VHE a partir de muestras de suero, se utilizo el
estuche comercial ZR viral ARN kit™ (Zymo Research, USA), el cual fue utilizado
siguiendo las recomendaciones del fabricante. A 300 pL de muestra de suero se le
adicionaron 300 puL de ADN/ARN Shield™ manteniendo una relacién 1:1 con la
muestra, luego se adicionaron 1,200 pL de tampdn de ARN viral y se mezclo bien
manteniendo una relacién 2:1 con el volumen de la muestra y ADN/ARN Shield™.
Posteriormente se transfirio la mezcla a una columna IC Zymo-Spin en volimenes

de 600 pL y se centrifug6 durante dos minutos a 16,000 rpm, este paso fue repetido
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3 veces hasta transferir un volumen total de 1,800 uL; luego se adicioné 500 uL de
tampon de lavado a la columna y se centrifugd por 30 segundos a 16,000 rpm,
descartando el liquido y repitiendo una vez mas este paso de lavado. Luego, se
adicionaron 500 pL de etanol y se centrifug6 durante 3 minutos a 16,000 rpm, esto
con el fin de eliminar los restos del tampon de lavado. Posteriormente se transfirid
la columna a un nuevo vial y se realiz6 una elucidon con 8 pL de agua libre de
DNasa/Rnasa sobre la columna y se centrifugé a 16,000 rpm durante 30 segundos.
La concentracién del ARN extraido se determind por espectrofotometria en un

nadodrop thermo 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA).

El mismo dia de la extraccion se realizaba la RT-PCR para el ARN obtenido, cuando
no se podia procesar el mismo dia, el ARN se almacenaba a —80°C y se procesaba

al dia siguiente.

6. Deteccion del VHE por RT-PCR in house

Para determinar la presencia del VHE en las muestras de suero se realiz6 una RT-
PCR utilizando el protocolo de Jothikumar et al. 2006114, el cual amplifica el ORF3

del VHE. Las secuencias de los oligonucleétidos utilizados fueron:
ORF3-F:5-GGTGGTTTCTGGGGTGAC-3/,
ORF3-R:5-AGGGGTTGGTTGGATGAA-3'

La secuencia de la sonda fue: 5' FAM— TGATTCTCAGCCCTTCGC-BHQ1-3'

En la RT-PCR se incluy6 la deteccion simultanea de la RNasa P como control

interno utilizando los siguientes oligonucleétidos:
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RNasa P-F:5-AGATTTGGACCTGCGAGCG-3'
RNasaP-R:5'-GAGCGGCTGTCTCCACAAGT-3
La sonda:5' HEX-TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG-3'115

Como control positivo se utiliz6 cDNA sintetizado a partir de ARN del VHE de aguas
residuales perteneciente al genotipo VHE3, que fue donado por el grupo de
Gastrohepatologia de la Universidad de Antioquia, y para la RNasa P, ARN extraido
de hisopados nasofaringeos donado por el grupo Inmunovirologia de la Universidad
de Antioquia; como control negativo se utiliz6 agua libre de ARN y para cada ensayo
también se incluy6 un control de los reactivos, el cual consistia de una reaccion sin
muestra. La deteccion del ARN de ambos genes se realiz6 por medio de una RT-
PCR one step utilizando el estuche comercial NEB Luna® Universal One-Step RT-
gPCR Kits (New England Biolabs, USA), para lo cual se mezclaron en un tubo de
reaccion 10 pL de Luna Universal One-Step Reaction Mix, 1 pL de Luna
WarmStart® RT Enzyme Mix, 1 pyL del mix de primers HEV-F, HEV-R y sonda
(concentracion final en la reaccion: 0,64 pM primers, 0,25 puM la sonda) y 1 pL de
mix de primers RNasa P-F, RNasa P-R y sonda (concentracion final en la reaccion:
0,17 pM primers, 0,2 uM la sonda) y 7 uL ARN extraido de cada muestra. Para la
amplificacion y deteccion de la fluorescencia se utilizé el termociclador en tiempo
real modelo CFX96™ Touch Real-time PCR (Bio-Rad Laboratories, Inc.USA). El
protocolo de la PCR se programé en el CFX Manager™ Software, iniciando con una
incubacion a 55°C por 10 minutos para la transcripcion reversa, seguida por la
desnaturalizacion inicial a 95°C por 1 minuto y la amplificacion se dio por 45 ciclos
a 95°C y 60°C por 1 minuto. Los resultados son presentados graficamente en curvas
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de cinética de fluorescencia para cada ciclo en cada una de las muestras y
controles. Para su validacién, se tuvo en cuenta que la curva fuera sigmoidea y que
el umbral fuera de 50 URF (Unidades Relativas de Fluorescencia) con un cycle
threshold (Ct) o umbral del ciclo definido por el nimero de ciclos de amplificacion
necesarios para que la sefal fluorescente fuese detectada por encima del

background de fluorescencia e inferior a 37 para los genes del VHE y RNAsa P.

En las muestras donde no se obtuvo deteccion de la RNAsa P se volvio a realizar
la extraccion de ARN y RT-PCR. En caso de no obtener amplificacion del gen, las
muestras fueron excluias de los andlisis, pues éste constituye el control interno de

la técnica. Todos los resultados positivos para el VHE fueron confirmados.

Para determinar el limite de deteccion y la eficiencia de amplificacion de la PCR se
generd una curva estandar con diluciones seriadas 1:10 de una concentracion de
cDNA obtenido de una muestra positiva para el VHE, para asi poder obtener una
representacion gréafica de Ct frente al logio de las concentraciones de cDNA. La

eficiencia de la PCR fue calculada segun la formula: E = (10~1/pendiente) _ 1116,
5.7 Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando software IBM SPSS Statistics
version 21. Para el analisis descriptivo de las variables cualitativas, se calcularon
distribuciones de frecuencia absolutas con sus respectivos porcentajes y se
construyeron tablas de frecuencia, y para las variables numéricas se utilizaron
medidas de tendencia central y dispersion, a éstas se les evalu6 la normalidad

utilizando la prueba de Shapiro Wilk. Para determinar la frecuencia de individuos
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gue conviven con el VIH que presentaban anticuerpos IgG e IgM anti-VHE, se
calcularon frecuencias absolutas con sus respectivos porcentajes.

Analisis de asociacion

Se realizé un analisis bivariado con tablas de contingencia utilizando la prueba
exacta de Fisher, para determinar la asociacion entre la variable dependiente
(presencia de anticuerpos 1gG) e independientes (variables sociodemogréficas,
socioecondmicas, de habitos higiénicos y clinicas).

Adicionalmente, se realiz6 una regresion logistica multivariada, en la cual se
calcularon OR (Odds ratio). Esta medida de asociacion se utilizo teniendo en cuenta
el valor obtenido para la frecuencia de individuos con anticuerpos IgG anti-VHE
(15%), ya que, podria presentarse una sobreestimacion de la asociacién cuando
son porcentajes superiores al 20%. Ademas, el modelo de regresion del OR tiene
una buena estabilidad generando un mejor ajuste de las variables. En todos los
casos se tuvo en cuenta un intervalo de confianza al 95% (IC95%). Para todas las
pruebas un valor p< 0.05 fue considerado estadisticamente significativo.

En la figura 3, se describe la metodologia general del estudio.
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Estudio descrniptivo transversal en una cohorte de 1566
individuos que conviven con el VIH

Se captaron 133 individuos que aceptaron participar en

el estudio
Dos alicuotas de suero: deteccion de anticuerpos (-20°C) Encuesta: sociodemograficas, socioeconémicas y habitos
Dos alicuotas de suero: pruebas moleculares (-80°C) Historias clinicas: estado de salud
Deteccion Ig e 1gG anti-VHE Deteccion genoma del VHE Descripcion de la poblacion Analisis de asociacion:
estuche comercial DIAPRO utilizando la RT-PCR in house con tablas de frecuencia estadistico de Fisher y OR

Figura 3. Diagrama de flujo del diagndstico serologico y molecular de los individuos del estudio.
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6. Resultados

6.1 Descripcion de las variables de los de los participantes del estudio.

Se realiz6 una caracterizacion de la poblacién de estudio de acuerdo con las
variables socioecondémicas, sociodemograficas y clinicas que tenian los individuos
al momento del reclutamiento. Se incluyeron 133 individuos que conviven con el VIH
gue aceptaron participar en el estudio. La mayoria [(70,7% (94/133)] eran hombres

y el 56,4% (75/133) tenian entre 20-49 afos.

Con relacion a las variables sociodemograficas, el 92,5% (123/133) de la poblacion
residia en zona urbana y el 83,5% (111/133) de los participantes tenian estudios
basicos. Adicionalmente el 56,4% (75/133) se encontraban empleados al momento

de ingresar al estudio (tabla 3).

En cuanto a las condiciones socioeconémicas y de habitos higiénicos, el 91,7%
(122/133) de los individuos contaban con sistema de acueducto, el 89,5% (119/133)
tenian red de saneamiento. Ademas, el 92,5% (123/133) de los individuos afirmé
lavar los alimentos para el consumo y el 98,5% (131/133) realizan un lavado de

manos después de utilizar el bafio (tabla 3).

En relacién con la clasificacién clinica de la infeccion por VIH que tenian los
individuos al momento de ingresar al programa de atencion integral, se encontrd
gue el 54,9% (73/133) se clasificaban en el estadio C1-C3, el 34,6% (46/133) en el
estadio A1-A3y el 10,5% (14/133) en los estadios B1-B3. EI 89,5% (119/133) de los
individuos no habia tenido un diagndstico de hepatitis viral previo o actual y el 92,5%

(123/133) se encontraban vacunados contra la Hepatitis B (tabla 4).
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Adicionalmente, el 43,6% (58/133) de los individuos tenian recuentos de células T
CD4* entre 200-499 células/mm?3, el 48,1% (64/133) tenian >500 células/mm?3 vy el

8,3% (11/133) tenian recuentos <200 células/mm?.

De otro lado, se encontré que el 94% (125/133) de los individuos tenian valores de
ALT entre 5,1-55 U/L (valor minimo vs maximo:7 U/Ly 236 U/L) y el 86,5% (115/133)
de AST entre 5,0-34 U/L (valor minimo vs maximo: 11,1 U/L y 95 U/L), valores

considerados para ambas pruebas dentro del intervalo de referencia.

El 98,5% (131/133) de la poblacién de estudio se encontraba bajo tratamiento
antirretroviral, y el 85,7% (114/133) de los individuos tenian carga viral indetectable

(tabla 4).

Tabla 3. Variables socioeconémicas, sociodemograficas y habitos de los

individuos que participaron en el estudio.

Variable n (%)
Total 133
Sociodemogréficas

Edad (afios)

20-49 75 (56,4)

50-80 58 (43,6)
Sexo

Femenino 39 (29,3)

Masculino 94 (70,7)
Grado de escolaridad

Superior 20 (15,0)

Primaria/secundaria 111 (83,5)

Ninguno 2 (1,50)
Zona de residencia

Urbana 123 (92,5)

Rural 10 (7,5)
Tiempo en lugar de residencia

<10 afos 36 (27,1)
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Ocupacién

>10 afos

Desempleado
Empleado
Sin dato

SocioeconOmicas y de habitos higiénicos

Sistema de acueducto

Si
No
Sin dato

Agua hervida para el consumo

Si
No

Lavado de alimentos para el consumo

Lavado manos

Red de saneamiento

Relacion con animales

Si

No

Si

No

Con alcantarillado
Sin alcantarillado
Sin dato

Si

No

97 (72,9)

57 (42,9)
75 (56,4)
1(0,7)

122 (91,7)
10 (7,5)
1(0,8)

27 (20,3)
106 (79,7)

123 (92,5)
10 (7,5)

131 (98,5)
2 (1,5)

119 (89,5)
11 (8,3)
3(2,2)

76 (57,1)
57 (41,3)
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Tabla 4. Variables clinicas de los individuos que participaron en el estudio.

Variable
Total

Estado clinico
Al a A3
Bl a B3
ClacCs3
Células T CD4 (células/mm?)
2500
200-499
<200

n (%)
133

46 (34,6)
14 (10,5)
73 (54,9)

64 (48,1)
58 (43,6)
11 (8,3)

Carga viral VIH (Namero de copias/ml del ARN viral)

Indetectable*
Detectable**
Vacuna Hepatitis B
Si
No
Diagnostico previo o actual hepatitis
Si
No
Tratamiento antirretroviral
Si
No
ALT (alanina aminotransferasa U/L)
Valor normal (5,1-55)
Valor alto  (>55)
AST (aspartato aminotransferasa U/L)
Valor normal (5,0-34)
Valor alto  (>34)
Fosfatasa alcalina (U/L)
Valor normal (40-150)
Valor alto  (>150)
Sin dato
*Indetectable: <40 copias/ml de ARN viral
**Detectable: >40 copias/ml de ARN viral

114 (85,7)
19 (14, 3)

123 (92,5)
10 (7,5)

14 (10,5)
119 (89,5)

131 (98,5)
2 (1,5)

125 (94,0)
8 (6,0)

115 (86,5)
18 (13,5)

36 (27,1)
84 (63,2)
13 (9,8)
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6.2 Frecuencia de individuos que conviven con el VIH con anticuerpos IgM

anti-VHE y descripcion de sus caracteristicas.

La frecuencia de individuos que conviven con el VIH con anticuerpos IgM fue de
5,3% (7/133). El 71% (5/7) de estos individuos eran hombres y el 57,1% (4/7) tenian
entre 20-49 afos. Todos los individuos residian en zona urbana y contaban con
sistema de acueducto y red de saneamiento, ademas, lavaban los alimentos para

el consumo y realizaban un lavado de manos luego de utilizar el bafo.

En cuanto a sus condiciones clinicas, el 57,1% (4/7) de los individuos estaban
clasificados en los estadios A1-A3 de la infeccion por VIH al momento de ingresar
al programa y de acuerdo al ultimo resultado de sus recuentos de células T CD4*,
todos ellos tenian recuentos mayores a 200 células/mms3. Adicionalmente, en su
historial de coinfeccién, un individuo tenia diagndstico previo de Hepatitis B y otro
no tenia la vacuna contra la hepatitis B. Todos los individuos tenian pruebas de
funcion hepética con valores dentro del rango de referencia, con valores minimos y
maximos para ALT de 15 U/L y 38 U/L y AST de 15,8 U/L y 304 U/L. En latabla 5y
6 se describen las variables socioecondmicas, sociodemograficas, de habitos

higiénicos y clinicas de los 7 individuos positivos para anticuerpos IgM.
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Tabla 5. Variables socioecon6micas, sociodemograficas y habitos de los
individuos positivos para anticuerpos IgM anti-VHE.

Variable n (%)
Total 7
Sociodemogréaficas

Edad (afios)

20-49 4 (57,1)

50-80 3(42,9)
Sexo

Femenino 2 (28,6)

Masculino 5(71,4)
Grado de escolaridad

Superior 2 (28,6)

Primaria/secundaria 5(71,4)
Zonade residencia

Urbana 7 (100)
Tiempo en lugar de residencia

<10 afios 2 (28,6)

>10 afios 5(71,4)
Ocupacién

Desempleado 3(42,9)

Empleado 4 (57,1)

Socioeconomicas y habitos higiénicos
Sistema de acueducto

Si 7 (100)

No 0 (0,0)
Agua hervida para el consumo

Si 0 (0,0)

No 7 (100)
Lavado de alimentos para el consumo

Si 6 (85,7)

No 1(14,3)
Lavado manos

Si 7 (100)

No 0 (0,0)
Red de saneamiento

Con alcantarillado 7 (100)

Sin alcantarillado 0 (0,0)
Relacion con animales

Si 4 (57,1)

No 3(42,9)
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Tabla 6. Variables clinicas de los individuos con anticuerpos IgM anti VHE.

Variable n (%)
Total 7

Estadio clinico

Al a A3 4 (57,1)

Bl aBs3 1(14,3)

ClacC3 2 (28,6)
Células T CD4* (células/mm?)

>500 5(48,1)

200-499 2 (43,6)

<200 0 (0,0)
Carga viral VIH (Namero de copias/ml del ARN viral)

Indetectable* 7 (100)

Detectable** 0 (0,0)
Vacuna Hepatitis B

Si 6 (85,7)

No 1 (14,3)
Diagnostico previo o actual hepatitis

Si 1 (14,3)

No 6 (85,7)
Tratamiento antirretroviral

Si 7 (100)

No 0 (0,0)
ALT (alanina aminotransferasa U/L)

Valor normal (5,1-55) 7 (100)

Valor alto (>55) 0 (0,0)
AST (aspartato aminotransferasa U/L)

Valor normal (5,0-34) 7 (100)

Valor alto (>34) 0 (0,0)
Fosfatasa alcalina (U/L)

Valor normal (40-150) 7 (100)

Valor alto (>150) 0 (0,0)

*Indetectable: <40 copias/ml de ARN viral
**Detectable: >40 copias/ml de ARN viral



6.3. Frecuencia de individuos que conviven con el VIH con anticuerpos IgG

anti-VHE y descripcion de sus caracteristicas.

La frecuencia de individuos que conviven con el VIH que tenian anticuerpos IgG fue
del 15% (20/133), de estos 20 individuos, 6 tenian anticuerpos IgM anti-VHE al

mismo tiempo.

El 75% (15/20) de estos individuos eran hombres y el 55% (11/20) tenian entre 20-
49 afos. El 90% (18/20) de éstos, residian en zona urbana y tenian sistema de
acueducto, mientras que el 80% (16/20) tenian red de saneamiento. De otro lado,
el 95% (19/20) de los individuos lavaban los alimentos para el consumo y realizaban

un lavado de manos después de utilizar el bafio.

En cuanto a las variables clinicas, el 90% (18/20) tenian recuentos de células T
CD4* >200 células/mm? y el 10% (2/20) tenian recuentos <200 células/mm?.
Adicionalmente, el 90% (18/20) tenian una carga viral para VIH indetectable y el
95% (19/29) tenian pruebas de funcion hepaticas con valores minimos y maximos
de ALT de 14,0 U/L y 47 U/L y AST de 11,2 U/L y 30,4 U/L, cifras dentro del rango
de referencia. En la tabla 7 se describen las variables de los individuos positivos

para IgG anti-VHE.
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6.4 Anadlisis de asociacion entre las variables sociodemogréficas,
socioecondmicas, de héabitos higiénicos y clinicas y la frecuencia de

individuos con anticuerpos IgG anti-VHE.

En el analisis bivariado entre las variables sociodemograficas, socioeconémicas, de
habitos higiénicos y clinicas y la frecuencia de individuos con anticuerpos IgG anti-
VHE, se encontrdé una asociacion significativa entre estar en un estadio de C1-C3
de la infeccion por VIH y la presencia de anticuerpos IgG (p=0,040). No se
encontraron asociaciones significativas con las demas variables evaluadas. Sin
embargo, es interesante resaltar que el valor p de la variable red de saneamiento
presentd un valor cerca a la significancia estadistica (p=0,066). En la tabla 7 se

muestran los resultados del analisis bivariado con la prueba exacta de Fisher.

En el analisis multivariado, en la cual se realiz6 una regresion logistica, encontramos
gue los individuos sin alcantarillado tenian mayor probabilidad de tener anticuerpos

IgG contra el VHE [OR: 128 (IC 95%: 3,1-5358,6)].

De igual manera se encontr6 que los individuos con un estadio clinico C1-C3 al
momento de ingresar al programa, tenian una menor probabilidad de tener
anticuerpos IgG anti-VHE [OR: 0,032 (IC 95%: 0,001-0,862)]. En la tabla 8 se

muestran los resultados del analisis multivariado (calculo de OR).
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Variable
Total
Sociodemogréaficas
Edad (afios)
20-49
50-80
Sexo (n=133)
Femenino
Masculino
Grado de escolaridad
Superior
Primaria/secundaria
Ninguno
Zona de residencia
Urbana
Rural
Tiempo en lugar de residencia
<10 afios
>10 afios
Ocupacion
Desempleado
Empleado
Sin dato
Socioecondmicas y habitos
higiénicos
Sistema de acueducto
Si
No
Sin dato
Agua hervida para el consumo
Si
No

Total
133

75

58

39
94

20
111
123

10

36
97

57
75

122

10

27
106

Tabla 7. Resultados del analisis bivariado con la prueba exacta de Fisher

Ac IgG VHE -
113

64 (56,6)
49 (43,3)

34 (87,2)
79 (84,0)

15 (75,0)
96 (86,5)
2 (100,0)

105 (85,4)
8 (80,0)

32 (88,9)
81 (83,5)

49 (86,0)
64 (85,3)
0

104 (85,2)
8 (80,0)
1

23 (85,2)
90 (84,9)

Ac 1IgG VHE +
20

11 (55,0)
9 (45,0)

5 (12,8)
15 (16,0)

5 (25,0)
15 (13,5)
0 (0,0)

18 (14,6)
2 (20,0)

4 (11,1)
16 (16,5)

8 (14,0)
11 (14,7)
1

18 (14,8)
2 (20,0)
0

4 (14,8)
16 (15,1)

Valor p*

1,00

0,79

0,19
1,00
0,65

0,59

1,00

0,65

1,00
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Lavado de alimentos para el
consumo
Si
No
Lavado manos
Si
No
Red de saneamiento
Con alcantarillado
Sin alcantarillado
Sin dato
Relacion con animales
Si
No
Clinicas
Estado clinico
Al a A3
Bl a B3
ClacCs

Numero total LTCD4 (células/mm3)

2500
200-499
<200

Carga viral VIH (NGmero de copias/ml del ARN viral)

Indetectable**
Detectable***
Vacuna Hepatitis B
Si
No

Diagnéstico previo o actual hepatitis

Si
No
Tratamiento antirretroviral
Si
No

ALT (alanina aminotransferasa U/L)

123
10

131

119
11

76
57

46
14
73

64

58
11

114
19

123
10

14
119

131

104 (84,6)
9 (90,0)

112 (85,5)
1 (50,0)

103 (86,6)
7 (63,6)
3

62 (81,6)
51 (92,7)

35 (76,1)
12 (85,7)
66 (90,4)

54 (84,4)
50 (86,2)
9 (81,8)

97 (85,1)
16 (84,2)

105 (85,4)
8 (80,0)

11 (78,6)
102 (85,7)

111 (84,7)
2 (100,0)

19 (15,4)
1(10,0)

19 (14,5)
1 (50,0)

16 (13,4)
4 (36,4)
0

14 (18,4)
4(7,3)

11 (23,9)
2 (14,3)
7(9,6)

10 (15,6)
8 (13,8)
2 (18,2)

18 (14,9)
2 (15,8)

18 (14,6)
2 (20,0)

3 (21,4)
17 (14,3)

20 (15,3)
0(0,0)

1,00

0,28

0,066

0,23

0,71

0,04

0,80

1,00

1,00

0,65

0,81

1,00
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Valor Normal (5,1-55) 125

Valor alto (>55) 8
AST (aspartato aminotransferasa U/L)

Valor Normal (5,0-34) 115

Valoralto  (>34) 18
Fosfatasa alcalina (U/L)

Valor Normal (40-150) 36

Valor alto (>150) 84

Sin dato 13

“Los datos fueron analizados utilizando una prueba exacta de Fisher, valor significativo p <0,05

**|ndetectable: <40 copias/ml de ARN viral
***Detectable: >40 copias/ml de ARN viral

106 (84,8)
7 (87.,5)

96 (83,5)
17 (94,4)

32 (88,9)
69 (82,1)
12 (92,3)

19 (15,2)
1(12,5)

19 (16,5)
1 (5,6)

4 (11,1)
15 (17,9)
1(7,7)

1,00

0,31

0,42
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Tabla 8. Resultados del analisis de asociacion multivariado (calculo de OR).

Variable Total Ac IgG VHE - Ac IgG VHE + OR (IC-95%) Regresion multivariada*
Total 133 113 20

Sociodemogréaficas

Edad (afios)

20-49 75 64 (56,6) 11 (55,0) 1
50-80 58 49 (43,3) 9 (45,0) 3,63 (0,18-74,0)
Sexo (n=133)
Femenino 39 34 (87,2) 5 (12,8) 1
Masculino 94 79 (84,0) 15 (16,0) 1,54 (0,03-92,71)
Grado de escolaridad
Superior 20 15 (75,0) 5 (25,0) 1
Primaria/secundaria 111 96 (86,5) 15 (13,5) 0,68(0,08-6,05)
Ninguno 2 2 (100,0) 0 (0,0) 0,00
Zona de residencia
Urbana 123 105 (85,4) 18 (14,6) 1
Rural 10 8 (80,0) 2 (20,0 0,35 (0,002-52,44)
Tiempo en lugar de residencia
<10 afios 36 32 (88,9) 4(11,1) 1
>10 afios 97 81 (83,5) 16 (16,5) 3,21 (0,11-96,38)
Ocupacion
Desempleado 57 49 (86,0) 8 (14,0) 1
Empleado 75 64 (85,3) 11 (14,7) 0,34 (0,01-8,34)
Sin dato 1 0 1
Socioecondmicas y habitos
higiénicos
Sistema de acueducto
Si 122 104 (85,2) 18 (14,8) 1
No 10 8 (80,0) 2 (20,0) 4,18 (0,08-208,14)
Sin dato 1 1 0
Agua hervida para el consumo
Si 27 23 (85,2) 4 (14,8)

No 106 90 (84,9) 16 (15,1)



Lavado de alimentos para el
consumo
Si
No
Lavado manos
Si
No
Red de saneamiento
Con alcantarillado
Sin alcantarillado
Sin dato
Relacion con animales
Si
No
Clinicas
Estado clinico
Al a A3
Bl a B3
ClacCs

Numero total LTCD4 (células/mm3)

2500
200-499
<200

123
10

131

119
11

76
57

46
14
73

64
58
11

Carga viral VIH (Numero de copias/ml del ARN viral)

Indetectable**
Detectable***
Vacuna Hepatitis B
Si
No

Diagnostico previo o actual hepatitis

Si
No
Tratamiento antirretroviral
Si
No

ALT (alanina aminotransferasa U/L)

114
19

123
10

14
119

131

104 (84,6)
9 (90,0)

112 (85,5)
1 (50,0)

103 (86,6)
7 (63,6)
3

62 (81,6)
51 (92,7)

35 (76,1)
12 (85,7)
66 (90,4)

54 (84,4)
50 (86,2)
9 (81,8)

97 (85,1)
16 (84,2)

105 (85,4)
8 (80,0)

11 (78,6)
102 (85,7)

111 (84,7)
2 (100,0)

19 (15,4)
1 (10,0)

19 (14,5)
1 (50,0)

16 (13,4)
4 (36,4)
0

14 (18,4)
4(7,3)

11 (23,9)
2 (14,3)
7(9,6)

10 (15,6)
8 (13,8)
2 (18,2)

18 (14,9)
2 (15,8)

18 (14,6)
2 (20,0)

3 (21,4)
17 (14,3)

20 (15,3)
0 (0,0)

0,00

1
128,1 (3,0-5358,5)

1
0,61 (0,11-4,33)
0,03 (0,001-0,86)

1
0,61 (0,11-3,27)
3,03 (0,04-209,55)

1
1,30 (0,03-61,31)

1
0,25 (0,007-8,67)

1
1,91 (0,19-19,63)

1
0,00
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Valor Normal (5,1-55)
Valor alto (>55)
AST (aspartato aminotransferasa U/L)
Valor Normal (5,0-34)
Valoralto  (>34)
Fosfatasa alcalina (U/L)
Valor Normal (40-150)
Valor alto (>150)
Sin dato

*La primera categoria de cada variable corresponde a la categoria referencia para el calculo de OR.

**|ndetectable: <40 copias/ml de ARN viral
***Detectable: >40 copias/ml de ARN

125
8

115
18

36
84
13

106 (84,8)
7 (87.,5)

96 (83,5)
17 (94,4)

32 (88,9)
69 (82,1)
12 (92,3)

19 (15,2)
1 (12,5)

19 (16,5)
1(5,6)

4 (11,1)
15 (17,9)
1(7,7)
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6.5 Estandarizacion de la RT-PCR multiplex para la deteccion del VHE y la
RNAsa-P.

En el proceso de estandarizacion de la RT-PCR multiplex se realizaron curvas
estandar para determinar la eficiencia y sensibilidad de amplificacion, utilizando una
copia de ADN complementario (ADNc) sintetizado a partir de ARN del VHE. En la
figura 4 se observan los resultados representativos de la dilucion seriada de cDNA

del VHE.

La eficiencia del ensayo se calcul6 a partir de la pendiente de la curva estandar. La
curva estandar generada a partir de los datos de la RT-PCR dieron como resultado
una eficiencia de reaccion de 104% en el ensayo multiplex para la deteccion del
ADNCc del VHE (figura 4B), con un coeficiente de correlacion (R?) de 0,97, indicando
que la fuerza y direccion de la regresion lineal es proporcional entre los valores de
Ct y la concentracion del ADNc. Para la interpretacion del R?, se consideré como
criterio de calidad un valor menor a 0,999, el cual se obtuvo en los ensayos,
proporcionando un buen nivel de confianza en los datos. La eficiencia depende de
varias condiciones del ensayo como el rendimiento del mastermix y la calidad de la
muestra, generalmente se considera aceptable entre el 90 y 110%. Segun la
eficiencia obtenida en el ensayo multiplex para el gen ORF3 del VHE, esta se
encuentra dentro del rango para ser considerada una buena eficiencia de la

reaccion.

La sensibilidad de deteccion del ensayo de RT-PCR se determind a partir de
diluciones seriadas (1:10,1:100,1:1000,1:10,000 y 1:100,000) de una concentracion
conocida de ADNc del VHE (15,850 ng/pL). Los resultados se informaron como

nameros de ciclos frente a concentracién de ADNc logaritmica. Se encontré una
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relacion inversamente proporcional entre el Ct y las concentraciones utilizadas, es
decir a menor concentracion del ADNc, mayor el valor del Ct. Adicionalmente, el

ADNCc pudo ser detectado hasta la dilucion 1:1000 (figura 4A).
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Figura 4. Resultados representativos de la dilucién seriada de ADNc del VHE. A. Niveles de
fluorescencia para cada Ct. En el eje Y se encuentran las Unidades de Fluorescencia Relativa y en el
eje X los valores de cada Ct B. Curva estandar utilizada para el célculo de la eficiencia. En el eje Y se
representan los Ct y en el X el log de las concentraciones del ADNc

Durante este proceso de estandarizacion también se realizaron reacciones
monoplex para cada gen y estas fueron comparadas con reacciones multiplex, para
determinar el delta ct (A Ct), que no debe tener mas de un ciclo de diferencia para
validar la deteccion de los genes en la RT-PCR multiplex. En los valores obtenidos
de A ct se obtuvo una diferencia menor e igual a 1, validando asi la deteccion de los
genes de interés por medio de nuestra técnica. En la figura 5 se esquematizan las
curvas de deteccion para el gen RNAsa P en reacciéon monoplex (figura 5A) y
multiplex (figura 5B) y el gen ORF3 del VHE en reaccién monoplex (figura 5C) y

multiplex (figura 5D).
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Figura 5. Curvas de deteccién en reacciones monoplex y multiplex. A. Curva de deteccion para
la RNAsa P en monoplex. B Curva de deteccién para la RNAsa P en multiplex. C. Curva de deteccion
para el ORF3 del VHE en monoplex. D. Curva de deteccion para el ORF3 del VHE en multiplex. En
el eje Y se encuentran las Unidades de fluorescencia relativa y en el eje X los valores de cada Ct,
cada curva es representada por un color que diferencia a cada dilucion.

En la tabla 9 se muestran los resultados obtenidos de tres reacciones monoplex y
multiplex para el gen de la RNAsa P con un valor promedio para los ct de 30,34 y
29,85, respectivamente. Asi mismo, para la deteccién del gen ORF3 del VHE, con
un valor promedio de los ct de 30,48 para las reacciones monoplex y 31,38 para la
reaccion multiplex. Se puede observar que tanto en los ensayos monoplex, como
en los multiplex se obtiene amplificacion de ambos genes y su delta ct no difiere en
mas de una unidad (el delta Ct se obtuvo hallando la diferencia entre los Ct de cada

reaccion).
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Tabla 9. Valores de Ct y delta (A) ct en reacciones multiplex y monoplex para

la RNAsa P y el ORF3 del VHE.

Gen Multiplex(Ct) Monoplex(Ct) ACt
RNAsa P-reaccion 1 30,62 30,26 0,36
RNAsa P-reaccion 2 30,17 29,81 0,36
RNAsa P-reaccion 3 30,23 29,48 0,75
VHE-reaccion 1 31,00 30,17 0,83
VHE-reaccion 2 31,10 30,00 1,00
VHE-reaccion 3 32,04 31,27 0,77

6.6. Deteccion del VHE, a través de la amplificacion del ORF3

Previo a la realizacion de la prueba de RT-PCR se extrajo el ARN de las muestras
de suero de los participantes del estudio. Para su utilizacion en la RT-PCR éste
debe estar libre de ADN y nucleasas para el paso inicial a ADNc del ARN de interés,
a través de la accién de la enzima transcriptasa inversa o retro transcriptasa (RT)

del kit one-step utilizado.

Se obtuvo un promedio de concentracion del ARN extraido de las 133 muestras de

[20,22 ng/ul (minima de 0,5 ng/ul y maxima de 91,0 ng/ul)].

Se realiz6 la técnica de RT-PCR in house estandarizada para la amplificacion de
una secuencia del ORF3 del VHE y de la RNAsa P en las 133 muestras de suero

de los individuos incluidos. La RNAsa P fue detectada en 128 individuos y teniendo
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en cuenta que la deteccién de este gen constituye el control interno de la prueba,

estos individuos fueron considerados para los analisis. Vale la pena mencionar que,

los cinco individuos que fueron negativos para la RNAsa P, también fueron

negativos para la secuencia del ORF3 del VHE.

En el 2,3% (3/128) de los individuos se detect6 el genoma del VHE por medio de la

amplificacion de una secuencia del ORF3. En la figura 6 se observan las curvas de

amplificacion para los genes de la RNAsa P y el ORF3 del VHE de los 3 individuos.
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Figura 6. Curvas de amplificacion para las muestras positivas por RT-PCR para la deteccion del ARN del
gen ORF3 del VHE y de la RNAsa P. A. Amplificacion para el paciente 1. B. Amplificacion para el paciente 2.
C. Amplificacion para el paciente 3. Las curvas color rojo identifican la amplificacion para el ORF3 del VHE y las
de color verde para la RNAsa P. los controles positivos se representan en color verde para la RNAsa P y azul
para el ORF3 del VHE. En el eje Y se encuentran las Unidades de fluorescencia relativa y en el eje X los valores

de cada ct para cada curva
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Entre los individuos a los cuales se les detecto el genoma del VHE, dos individuos
eran hombres y una mujer, con 47, 60 y 54 afios, respectivamente. Los tres
individuos han residido en el area urbana y contaban con servicios de acueducto y
red de saneamiento, manifestaron lavar los alimentos para el consumo y lavarse las

manos después de utilizar el bafio (tabla 10).

Todos los individuos tenian recuentos de células T CD4* >500 células/mm3, con
carga viral para VIH indetectable, estaban vacunados contra la Hepatitis B y no
tenian historia de infeccidn por otras hepatitis virales. Un individuo tenia anticuerpos

IgM e 1gG anti-VHE (tabla 10).
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Variable
Edad (afios)
Sexo
Grado de escolaridad
Zona de residencia

Tiempo en lugar de
residencia

Ocupacioén
Sistema de acueducto

Agua hervida para el
consumo

Lavado de alimentos
Lavado de manos

Red de saneamiento
Relacion con animales
Estadio clinico
Numero total LTCD4
Carga viral para VIH
Vacuna Hepatitis B
Diagnéstico hepatitis
Tratamiento antirretroviral
IgM anti-VHE

IgG anti-VHE

Individuo 1
47
Masculino
Primaria
Urbana

Siempre

Mensajero
Si
No

Si
Si
Alcantarillado
No
C3
548
Indetectable
Si
No
Si
Negativo

Negativo

de los individuos positivos para la amplificaciéon del ORF3 del VHE.

Individuo 2
54
Femenino
Primaria
Urbana

Siempre

Ama de casa
Si
No

Si
Si
Alcantarillado
Si
B2
715
Indetectable
Si
No
Si
Positivo

Positivo

Tabla 10. Variables socioecondmicas, sociodemograficas, habitos y clinicas

Individuo 3
60
Masculino
Secundaria
Urbana

Siempre

Cotero
Si
Si

Si
Si
Alcantarillado
Si
A3
708
Indetectable
Si
No
Si
Negativo

Negativo
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7. Discusion

Las investigaciones recientes sobre el VHE son de gran importancia para la
compresion del curso y epidemiologia de la infeccidn por este virus. De hecho, ahora
se considera un patdgeno emergente de importancia creciente en los sistemas de
salud, debido a que la hepatitis E paso de ser una enfermedad autolimitada entérica
a una enfermedad multifactorial, multiriesgo, que en algunas poblaciones podria ser
eventualmente crénica''’. La infeccion crénica se ha visto asociada a individuos
inmunosuprimidos como los individuos que conviven con el VIH; sin embargo, la
epidemiologia, los factores de riesgo y las complicaciones a largo plazo de la
infeccion por el VHE en estos individuos, son menos conocidas que en la poblacion
general'!®, Se han descrito factores que afectan la prevalencia de la infeccién como
el area geografica, habitos, estilos de vida, e inmunosupresion grave definida por

una disminucion de las células T CD4* <100-200 células/mms3 23,

En la poblacion de individuos que conviven con el VIH se han observado
seroprevalencias del VHE superiores al 40% en regiones de Africa y Asia, del 10 al
20% en paises de Europa, menos del 10% en Oceania®! y en América se alcanzan
cifras hasta un 19,5%°%. Estas discrepancias pueden, en parte, reflejar diferentes
caracteristicas regionales como sociodemograficas, socioeconémicas y clinicas que
pueden comportarse como factores de riesgo para contraer la infeccion por el VHE.
Ademas, el desempenio de las pruebas serolégicas empleadas puede variar de un
ensayo a otro, teniendo en cuenta las limitaciones relacionadas con sensibilidad y
especificidad de los estuches de ELISA!®, Los primeros estuches comerciales

mostraron una variedad de falsos positivos; sin embargo, los nuevos estuches
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comerciales como el utilizado en nuestro estudio (Dia.pro), han demostrado tener
una buena sensibilidad y especificidad para la deteccidon de anticuerpos contra el
VHE del 98% y 100%, respectivamente. Otros estuches comerciales que también
han sido utilizados han mostrado sensibilidad variable como: Mikrogen, Diagnostic
MP y Autoinmune con sensibilidades del 72,5%, 73,3% y 57,5%, respectivamente;
destacando, que los estuches comerciales no siempre reflejan una sensibilidad del

100%, por lo cual los niveles bajos de anticuerpos podrian no ser detectado'?°,

Nuestros hallazgos revelan que el 15% y 5% de los individuos que conviven con el
VIH presentan anticuerpos IgG e IgM anti-VHE, respectivamente, resultados
comparables con los obtenidos en otros estudios de América; por ejemplo, se han
reportado seroprevalencias de anticuerpos IgG anti-VHE en Estados Unidos de
6,7%-19,5%31%  Argentina 6,7-7,3%%197 y Brasil 4,1-7,1 y 10,7%3%7:3%198 estas
cifras han ido aumentando en los estudios mas recientes, lo cual podria explicarse
por una mejora en la sensibilidad de las pruebas inmunolégicas utilizadas para la

deteccién de anticuerpos.

Algunas caracteristicas clinicas se han asociado con la infeccion por el VHE en
individuos que conviven con el VIH, entre ellas, el tener recuentos de células T CD4*
<200 células/mm?, sin embargo, esta asociacion ha sido controvertida pues algunos
estudios no muestran diferencias entre las cifras de seroprevalencia y los recuentos
de células T CD4* 27:30.37.38108,121 ' mjentras que otros estudios reportan que, los
recuentos de células T CD4* <200 células/mm? se asocian con la presencia de
anticuerpos anti-VHE y en algunos casos constituye un mayor riesgo de tener la

infeccion por el VHE04105107  En nuestros resultados, no se encontré una
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asociacion estadisticamente significativa entre los recuentos de células T CD4*y la
presencia de anticuerpos IgG anti-VHE, esto probablemente se debe a que todos
los individuos estaban en terapia antirretroviral y la mayoria (90%) tenian una carga
viral indetectable para VIH (menor a 40 copias de ARN/mI) y valores de células

TCD4*>200 células/mm3.

Se ha descrito que la falta de medidas higiénicas como la ausencia de lavado de
manos o de una red de saneamiento constituyen un factor de riesgo importante para
la transmision del VHE!??, En nuestros analisis encontramos que los individuos que
no contaban con red de saneamiento tenian una probabilidad mayor de presentar
anticuerpos 1gG contra el VHE (OR: 128; IC 95%: 3,1-5359); consistente con lo
encontrado en estudios de Africa (p < 0,001)!23 y Brasil (p < 0,05)3. Si bien se han
determinado otros factores asociados a la infeccion como el bajo nivel
socioeconémico, el consumo de carne de cerdo, edad avanzada y el género
masculino, en nuestros resultados no encontramos asociacion con estas variables,
esto probablemente pudo deberse al bajo nimero de individuos del estudio y a que
el 90% de los individuos con anticuerpos anti-VHE residia en la ciudad de Medellin
0 en el area metropolitana, sitios que cuentan con sistema de acueducto y red de
saneamiento. Por otro lado, en nuestro estudio no se tuvieron en cuenta variables
que se han asociado a la infeccién por el VHE como son el alto consumo de carne
de cerdo, la ingesta de alcohol y el contacto persona a persona; siendo este ultimo,
un factor de riesgo recientemente reportado y asociado con la propagacion del
VHE, como el contacto sexual, particularmente en hombres que tienen sexo con

hombres'?4125126 y otras practicas sexuales como las orales-anales y digitales-
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anales que pueden facilitar la transmision de patdgenos por via fecal-oral como el

VHE!?’,

En nuestro estudio se encontrd una asociacion significativa entre estar en un estadio
C1-C3de lainfeccion por VIH y la presencia de anticuerpos IgG anti-VHE (p=0,040).
Adicionalmente, encontramos que los individuos con un estadio clinico C1-C3
tenian una menor probabilidad de tener anticuerpos IgG anti-VHE [OR: 0,032 (IC
95%: 0,001-0,862)], esto podria explicarse por una pérdida de la funcion inmune en
los individuos con la infeccion por VIH, dado que en esta infeccién se han observado
(i) un nimero reducido de células B de memoria'?8, (ii) alteraciones en el cambio de
isotipo de IgM a IgG, las cuales se generan por la accidon de la proteina Nef del VIH
gue mimetiza la activacion de las células B interfiriendo con la sefalizacion mediada
por CD40L, un factor importante para que se de este cambio de isotipo'?8 y (iii) por
alteraciones funcionales de las células T CD4* como consecuencia de anomalias
generadas durante la infeccién por VIH, por ejemplo, se presenta una disminucién
de la polifuncionalidad y produccién de IL-2 que desencadena un disminucion en la
proliferacion de estas células, una sobrerregulacion de moléculas inhibitorias como
el antigeno-4 asociado al linfocito T citotoxico (CTLA-4) vy el ligando 1 de muerte
programada (PD-1) que por medio de diversos mecanismos evitan que el linfocito T
se vuelva efector, un aumento en la expresién de marcadores de apoptosis y

reduccion en la sefializacion de las células T129,

Con el objetivo de estandarizar una técnica molecular eficiente para la deteccion del
genoma del VHE, utilizamos el protocolo de Jothikumar!!4 considerado uno de los

que tiene mejor sensibilidad y especificidad para la deteccion del VHE con primers
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dirigidos al ORF313°, Utilizando este protocolo nosotros detectamos ARN del VHE
en 2% (3/128) de los individuos que conviven con el VIH, esta frecuencia de
coinfeccién VHI/VHE es consistente con lo reportado a nivel mundial. En algunos
paises como Brasil®’, Francia®, Polonia'®l, Gabén!3®? y Estados unidos'®, se
encontré una variabilidad de la coinfeccion VHI/VHE que oscila entre el 0% y el 4%,
variabilidad que depende (i) de las caracteristicas de la poblacion
(sociodemograficas, socioecondémicas, habitos higiénicos y clinicas), (ii) del uso de
diversos protocolos con primers dirigidos a otras regiones del genoma como el
ORF13596.117 |y ORF22%6:36:889293 y (jii) a la alta diversidad entre genotipos que va
desde 23,6% hasta 27,7% e intragenotipicas de 11,8%, 19,3% y 17,0%, para los
genotipos VHE1, VHE3 y VHE4, respectivamente. La presencia de estas
secuencias heterogéneas dificulta el disefio de primers sensibles para la deteccién
de los 4 genotipos del virus; sin embargo, el conjunto de primers y sonda disefiados
en el protocolo Jothikumar se ubican en una region altamente conservada del

genomals4,

Por otro lado, el tipo de muestra influye en la deteccién del ARN del virus, debido a
que, la viremia en sangre empieza a desaparecer a la tercera semana y en heces
esta permanece dos semanas mas; no obstante, en nuestro estudio se consideré la
deteccién del VHE en suero, debido a la disponibilidad de la muestra, pues el
objetivo principal era determinar la frecuencia de individuos que tenian anticuerpos
anti-VHE. Adicionalmente la presencia de inhibidores para la RT-PCR en materia

fecal puede interferir con la detecciéon del ARN del virus®®,
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Dado el riesgo de desarrollar una infeccidén crénica que podria evolucionar a fibrosis
y cirrosis en individuos que conviven con el VIH, los estudios deberian realizar un
seguimiento clinico con deteccion del ARN del VHE en esta poblacién para
corroborar la resolucion de la enfermedad, pues ademas de esta presentacion
clinica, también se han descrito el desarrollo de manifestaciones extrahepaticas
como el sindrome de Guillain-Barré, neuritis braquial bilateral, neuropatia periférica,
encefalitis, trombocitopenia y pancreatitis?®. En consideracion a lo anterior y dadas
las limitaciones, en nuestro estudio no fue posible realizar un seguimiento de los 3
pacientes positivos para el ARN del VHE, ni los 7 que tenian anticuerpos IgM anti-

VHE.

De los 7 individuos positivos para anticuerpos IgM anti-VHE, solo en uno de ellos
pudo detectarse el ARN del VHE. Teniendo en cuenta que la presencia de la
inmunoglobulina M refleja una infeccion reciente o aguda, se esperaba que en estos
individuos se pudiera detectar el ARN viral; sin embargo, los resultados obtenidos
pueden explicarse desde la cinética de la infeccion por el VHE, pues en la infeccion
aguda la viremia es transitoria y desaparece en sangre a la tercera semana de la
infeccion, justo antes que los anticuerpos alcancen su nivel maximo. Ademas, se
debe tener en cuenta que la técnica utilizada no detecta niveles por debajo de 15.85
ng/ul de cDNA del virus, por lo cual se podria pensar que algunos individuos
seropositivos tenian una carga viral baja y no pudo ser detectada con nuestro
protocolo de RT-PCR. En los casos en los que hay poca cantidad de material
genético, una PCR anidada resulta ser un método mas sensible, ya que, en esta se

emplean dos parejas de primers, una externa y otra interna a la primera; sin
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embargo, requiere una mayor manipulacion de las muestras, por lo cual, hay mayor

riesgo de contaminacion.

Por otro lado, dos de los tres individuos positivos para el ARN del VHE no tenian la
presencia de marcadores inmunolégicos (IgG e IgM anti-VHE) detectados por el
estuche de ELISA, estos individuos podrian tener una infeccion aguda por el VHE
donde aun no se ha producido la seroconversién y ademas es importante resaltar
que en ellos la produccion de anticuerpos podria estar afectada a pesar del
tratamiento antirretroviral por (i) alteraciones funcionales de las células T CD4" o (ii)
la activacién inmune crénica e inflamacién caracteristicas en una infeccién por VIH,
gque aunque es menor grado bajo tratamiento antirretroviral puede acelerar la
proliferacion y diferenciacion de células T, lo que eventualmente agotaria la

capacidad restauradora del sistema inmune*36.

Es importante resaltar que los individuos que presentaban la coinfeccién VIH/VHE
eran mayores de 40 afios y en su mayoria pertenecian al género masculino, esto
es consistente con lo reportado en la literatura en estudios de seroprevalencia en

los que se ha encontrado asociacion con variables como la edad y el género

masculi n026,27,30,34,105,121,137_

Para finalizar, una de las principales limitaciones del estudio fue debido a las
condiciones presentadas en la pandemiay al traslado de los pacientes del programa
a otra IPS, lo cual afect6 el reclutamiento de los pacientes, logrando solo incluir 133
individuos, esta variable podria ser importante en los analisis (i) dado que no se

encontraron asociaciones con diferentes factores de riesgo como se ha reportado
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ampliamente, (ii) los intervalos de confianza (IC:95%) fueron muy amplios, (iii)) se

afecta la potencia estadistica y (iv) sesgo en algunas posibles asociaciones.

8 Conclusiones

Los resultados del estudio nos permiten concluir:

La frecuencia de individuos que conviven con el VIH que hacen parte del
programa de atencion integral en una IPS de la ciudad de Medellin, con
anticuerpos IgG anti-VHE fue del 15% (20/133).

La frecuencia de individuos que conviven con el VIH que hacen parte del
programa de atencién integral en una IPS de la ciudad de Medellin, con
anticuerpos IgM anti-VHE fue del 5% (7/133).

De los 128 individuos que conviven con el VIH de los cuales se obtuvo
amplificacion de la RNAsa P, el 2% estaban infectados con el VHE,
identificado por la amplificacion del ORF3 del VHE.

De los tres individuos infectados con el VHE, solo uno tenia anticuerpos IgM
e 1gG anti-VHE simultaneamente.

Se encontrd una asociacién significativa entre estar en un estadio de C1-C3
de la infeccién por VIH y la presencia de anticuerpos IgG (p=0,040).

Los individuos sin red de saneamiento tenian un riesgo 128 veces mayor de
tener anticuerpos 1gG anti-VHE en comparacion con los que tenian red de
saneamiento [OR: 128 (IC 95%: 3,1-5358,6)].

Los individuos con un estadio clinico C1-C3 tenian una menor probabilidad

de tener anticuerpos IgG anti-VHE [OR: 0,032 (IC 95%: 0,001-0,862)].
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9. Perspectivas
A partir de los estudios y discusiones presentados, las perspectivas se orientan a:
° Explorar por medio de secuenciacién y analisis filogenético cual es el
genotipo asociado con la infeccibn en esta poblacién, lo cual seria de gran
importancia.
° Hacer un seguimiento a los individuos que fueron positivos para el genoma
del VHE y asi determinar si eran casos esporadicos o cronicos, informacion que

serviria para el manejo y posible esquema de tratamiento en estos pacientes.

° Aungue no encontramos asociacion con los recuentos de células T CD4", se
deberian realizar estudios de marcadores de infeccion (anti-HEV IgM/IgG y HEV
ARN) en individuos con recuentos bajos de células T CD4*, pues se ha descrito

como un factor de riesgo para la cronicidad de la infeccién.
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12. Anexos
12.1 Consentimiento informado

UMIVERSIDAD DE ANTIOQUIA
Escuela de Microblologia

COMSENTIMIENTO INFORMADO

SEROPREVALENCIA DEL VIRUS DE HEPATITIS E EN INDIVIDUOS QUE PARTICIPAMN EN EL
PROGRAMA DE ATENCION INTEGRAL & PACIENTES COMN INFECCION POR VIH EM MEDELLIN

Imstituclones que respaldan el estudio: Universidad de Antioquia. Medelling, Antioguia, Colombia.
Corporacidn para Investigaciones Bioldglcas-CIE.

Fuente de financlacldén: Comité para el Desarrollo de la Investigackan -CODI 2017,

ldentificacidn de los responsables del estudio.

-Astrid Milena Bedoya. Escuela de Microblobogla. Universidad de Anticquia, Medellin-Colombia.
Diatos de contacto: teléfono 2195490, Milena.bedoya@udea.edu.co.

-luan Carlos Alzate. Coordinador Unidad de Investigadén Clinica. Grupo de Micologia Bédica y
Experimental. Corporacion para Investigaclones Bloldgicas-CIB. Datos de contacto: teléfono

BOS1808 Ext 119 jalzate@cib.org.co.

Por favor, antes de firmar este consentimiento Informado, lea culdadosamente. En caso de
necesitar mas Informacidn o tener dudas, solicitar explicacidn a los responsables del Proyecto
"SEROPREVALENCIA DEL VIRUS DE HEPATITIS E EN INDIVIDUOS QUE PARTICIPAN EMN EL
PROGRAMA DE ATENCION INTEGRAL A PACIENTES CON INFECCION POR ViH EN MEDELLIN®.

Su participacidn en este proyecto, consiste en responder las preguntas que aparecen en el
cuestionarko gue se le entregard adickonal a este dooumento, asl como la toma de una muestra
de sangre. Aungue declda en este momento participar, puede retirarse del estudio en cualquier
rmomento, y no habrd ningdn tipo de sancldn o castigo. 5 declde continuar y autorizar el uso de
sus datos para el andlisis, serd necesario gue firme en la ditima pagina del presente formato.

Objetivo del estudio

Determinar la prevalencia de la infecckén por el virus de Hepatitis E en indbiducs Infectados con
el virus de Inmunodeficlencla Humana.

importancia del estudio

A pesar de que exlsten pruebas seroldgicas y moleculares para la deteccldn de la infeccldn por &l
VHE, en Colombla no se ha Implementado el uso de la prueba seroldgica.

La infeccldn por el WHE no es de notificackén obligatoria y por tanto no se reporta a la Direccldn
Secclonal de Salud de Antioqula, generando un desconacimiento acerca de la seroprevalencia en
la poblacidn general y en Individuos Inmunosuprimides. Todos estos antecedentes, hacen
necesario evaluar el comportamiento sero-epidemiologico de esta infeccidn viral en este grupo
de riesgo.

El conocimiento de la asodacidén entre la seropositividad del WHE v las caracteristicas
soclodemograficas de personas con diagndstico de la infeccidn con el WHE en pacientes VIH+ seria
de gran relevancia para la generackon de discusiones académicos-clentificas en la que se destague

la Importancia de la bldsqueda activa de esta infeccion para la implementacidn de algoritmos de
Aiasndictirn an pete aniinn de fesan & Colommhila
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La participacién en el estudio dependerd del tiempo gue usted tome en responder el
cuestionario y la toma de muestra de la sangre.

£En gué procedimbientos participa?

Para el estudio serdn selecdonados de manera aleatoria 430 individuos que haten pare del
programa de atencidn integral a pacientes con infeccidn por VIH en la Corparacidn para Investigadion e
Bioldgicas (CIB) de la ciudad de bMedellin.

5 usted acepta participar en el estudio, se le tomara una muestra de sangre para realizar los
analisis de seropositividad, es decir determinar sl en su sangre hay antlicuerpos que son las
sustanclas que su cuerpo ha producido para defenderse del vinus de la Hepatitis E. Ademas, se le
entregard una encuesta que consta de 29 preguntas sobre informacién sockoecondmica,
soclodemografica, estado de salud y conductas sexuales.

Beneficios por participar en el estudio
El estudio permitira recolectar informackin acerca de |a prevalenda de la Infeccldn por el wirus
de Hepatitis E en individuos infectados con el wirus de Inmuncdefidencia Humana.

En este estudio su participacidn es voluntaria vy, usted no reciblrd un pago o remuneracién de
ninguna especie.

Riesgos para el participante

Consldere que la toma de la muestra y de los datos personales representan un Riesgo minimo
para la salud segin el articulo ndmero 11 de la resoluckon 8430 de 1993 del Ministerio de
Proteccldn Social. En caso de presentar molestias debldo a la toma de muestra, usted puede
contactar al Dr. Juan Carlos Alzate, quien le prestard asesoria gratulta, en los teléfonos: 6051808
Ext 119,

Confldenclalidad del participante

Los responsables del estudio se comprometen a gue:

- El nombre del participante no serd incluldo en la encuesta

- La muestra de sangre serd |dentificada solo con cddigos, sin que aparezca su nombre.

- La informacidén que suministre para efectos de este estudio es de caracter confidencial y se
guardarad en forma digital (base de datos), sin gue aparezca su nombre.

- Ninglin dato que pueda Identificar al paclente serd motivo de publicackdn, pero los datos
generales podran hacer parte de publicaclones clentificas.

{Puedo negarme a particdpar en el estudio?

5u particlipacidn en el presente estudlo es voluntaria. Usted puede elegir no participar. Tamblén
puede retirarse en cualquier momento, haclendo la notificackon a alguno de los investigadores
del estudio. % usted decide no participar en el estudio o retirarse luego de iniclado el proceso
puede hacerlo voluntaria y libremente.

5l decide mo firmar este formato, no podrd participar en el estudio.
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Al firmar esta autorizacidn usted acepta participar en el estudio e indicard que usted libremente
consiente participar en este estudio de Investigacion. Ademds, se le entregard una copla del
consentimlento informadao.

Para cualguier aclarackin o duda relacionada con este estudio favor comunicarse con la
investigadora principal del estudio Dra. Astrid Milena Badoya. MAc, PhD al teléfono (4) 219 5490,
Escuela de Microblobogla, Universidad de Antioguia.

Consentimiento

He leido y entendido la informacidn que aparece en este documento. Estoy enterado de los
riesgos y beneficios de este estudio, 5é que puedo retirarme en cualquier momento de éste y
autorizo que la Informacidn recolectada serd utilizada dnicamente con fines inwvestigativos v
académicos.

Yo he leldo y entiendo este formato de consentimiento. Todas mis preguntas han sido resueltas.
he presento voluntariamente para participar en este estudio.

Acepto participar en el estudio.

Firma Participante:
Firma:

Mameros de identificacidn:
Teléfono de contacto:
Direccidn de residencia:

TESTIGD 1 TESTIGO 2
Parentesco Parentesco
Nombre Mombre
Firma Firma
Namero de identificacion Midmers de identificacidn
Direcckon de residencia Direccidn de residencia

Mombre del investigador:
Firma:
Miamero de identificacidn:
Fecha:

Consentimiento extendido: 5e Eal'al'l'li.!.! Que su riwesira de SENgre no va a ser utilizada para
ir'luEi.'lEEi’.iﬂr'lEi.qu-E TEMgan que wer o clonacion, estudios de cromassem as ni sirnilares, 5i usted asta de
aouerdo oan que la Langre fe Conserye para fuluras il‘luE‘SliEEEiﬂr’lE’i relacionadas oon &l VIH autorizadas
porun comilé de bisdtica, debse lirmar al Tinal del parrah:a-; &n caso oonlrarid, &l remanants de la muesira
pard destruida rmediante las MROoicas usuales para dasachos IJI'Eir'IiEM LT r"EE'I'I en la Universidad de
Antioguia.

Firma
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12.2 Encuesta

UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA
ESCUELA DE MICROBIOLOGIA
ENCUESTA

SEROPREVALENCIA DEL VIRUS DE HEPATITIS E EN INDIVIDUOS QUE

PARTICIPAN EN EL PROGRAMA DE ATENCION INTEGRAL A PACIENTES CON

INFECCION POR VIH EN MEDELLIN

La siguients encuesta cuenta con 30 preguntas, las cuales el participante acepta
diligenciar en su totalidad y de manera veraz (Siempre en compania de un profesional del
centro médico quien respondera las inguistudes gue surjan).

Margque con una X una Unica respuasta;

INFORMACION SOCIODEMOGRAFICA

1.
2,

ol

5
.
T.

Sexo: 1. Femenino 2. Masculino

En caso de ser mujer responda;

Actusimente se encuentra en embarazo 1. 5i_ 2MNo

En caso de marcar la opeitn "5, en qué trimestre del embarazo se encuentra:
1. Primer 2 Segundo __ 3.Tercero

£Cudntos anos cumplidos tisna?

£Cual es su grado de escolaridad? 1.Minguno 2 Primariea 3. Secundaria
__ d.Teécnico ___ S5Tecndlogo & Universitario

Departamento ¥y municipio de residencia:
LEn gué zona del Municipio reside usted? 1. Rural __ 2.Urbana
fHace cudntos afios reside en el Municipio?

INFORMACION SOCIOECONOMICAS

£Cual es su ocupacidn? 1. Ama decasa 2 Empleado _ JJubilado
4 Estudiante  50fro
£De dinde proviens el agua que consume T Margue por fawvor todas las opciones
con las que esté de acuerdo.
1. Acueducio

En caso de sefialar esta opcidn responda - Usa esta fuente para: 1. Preparacidn de
Alimenios y consumo 2. Regar cultivos 3. Lavar porgquerizas, establos,
gallineros etc.

2. Fuente propis (AgQuss cormientes)

En caso de sefialar esta opcion responda : Usa esta fuente para: 1. Preparacicn de
Alimenios vy consumo 2. Regar cultivos 3. Lavar porquerizas, establos,
gallineros etc.

3. Pozo
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En caso de sefalar esta opcidn responds : Usa esta fuente para: 1. Preparacion de
Alimenios ¥y consumo 2. Regar culiives 3. Lavar porquerizas, establos,
gallineros etc.

4. Ofros

En caso de sefalar esta opcidn responda ; Usa esta fuente para: 1. Preparacicn de
Alimenios ¥y consumo 2. Regar culiivos 3. Lavar ponguerizas, establos,
gallineros etc.

HABITOS

10. j Hierve &l agua antes de beberla?: 1.51_ 2 Mo

11. ;Lava usted los alimentos que consume crudos, como frutas y verduras?
5i Mo

12. ;jUsted se lava las manos después de ir al bafo? 1.5 2Mo

13. ; Donde se depositan las aguas residuales de su vivienda? 1. Alcantarillado
2 Pozoséptico 3 Enlaquebrads 4 Odro

14. ;Tiene relacidn usted con alguno de estos animales?
1.Cerdos __ 2Galinas __ 3 Gatos 4 Caprninos 5. Conejos 6. Ofro
7. Minguno
En caso de marcar la opcidn 1. Cerdos, indique por favor queé tipo de relacidn tene:
1. Limpieza de porquenzas 2 Casfracion 3. Inmumnizacion 4. Odra
fCual?

ESTADO DE SALUD

15. Al momento de ingresar al estudio esta recibiendo tratamiento antirretrowviral
Si_ MNo_

16. Estado de infeccidn de VIH segan la OMS

A

A2

A3

B1

B2

B3

C1

c2

3

17. Ndmero total de LTCD4

L

18. Nidmero de LTCD4 segan el rangao

189, Nidmero de copiasiml del ARN viral
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ANTECEDEMNTES

20. ; Ha sido usted vacunado contra hepatitis A? 1.5 No

En caso de marcar la opcidn 1. S, indique por fawor el afio en que fue vacunado:

21. ;Ha sido usted vacunado contra hepatitis B? Si . Mo

En caso de marcar la opcidn 1. 51, indique por favor el afic en gue fue vacunadao:

22 ;Ha sido usted diagnosticado anteriormente con hepatitis? 51 Mo
En caso de marcar |a opcion 1. 5i, indigue por favor el afo en gue fue disgnosticado:
En caso de marcar la opcidn 1. 51 indique por favor el tipo de hepatitis: 1. Hepatitis
A 2 Hepafitis B: 3. Hepatitis C: ___ 4. Hepatitis de origen no viral: ___ 5. Mo
sabe:

ESTATUS SEROLOGICO (Debe ser diligenciado por el grupo de investigadores)

23. Presencia de IgM de HepE en el suero del paciente
Si__ Mo

24. Presencia de IgG de HepE en el suero del pacients
Si_ No___

FUNCION HEPATICA

25. Niveles de Tramsaminasas ALT ¥ AST

2. Niveles de Fosfatasa alcalina

TRATAMIENTO

27. Anmtirretroviral

28. Otros
CONDUCTAS SEXUALES

29. Sexo anal: |:| sl E| MO
30. Sexo oral: O s [ wo
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12.3 Acta de aprobacion por el comité de ética.

COMITE DE BIOETICA
SEDE INVESTIGACION UNIVERSITARIA
CBE-SIU

ACTA DE APROBACION: 20-35-829

Nombre completo del ptbyec!o: “Seroprevalencia del virus de hepalilis € en individuos
*que participan en ol programa de atencion infegral a pacientes con infeccian por VIH
en Mededin”

Sometido por: Astrid Miena Bedoya
Fecha en que fue aprobado por el comité: 04 de marzo de 2020

La SEDE DE INVESTIGACION UNIVERSITARIA constituyd mediante |a Resolucién 001
de Mayo 2 de 2005 de la Direccion Cientifica de a SIU el Comité de Bioética de
investigacita en Humanos CBE-SIU, el cual est4 regido por 1a Resolucion 008430 del 4
de octubre do 1993 del Ministerio de Salud de Colombia que establecid las normas
cientificas, técnicas y administrativas para la investigacidn en salud, los principios de |a
Asamblea Médica Mundial expuestos en su Declaracion ce Helsinki de 1564, ultima
actualizacion de! afo 2013, y el codigo de regulaciones federales, titulo 45, parte 46,
para la proteccion de los sujetos humanos. del departamento de salud y servicios
humanos dé |os institutos Nacionales de Sajud de los Estados Unidos {Junio 18 de 1891)
y 1a Resolucion 2378 de 2008 del Ministeno de la Proteccion Social de Colombia que
adopta kas Buenas Practicas Clinicas para las insttuciones que conducen investigacon
con medicamentos en seres humanos {cuando aplique),

El CBE SIU certifica que:

1. Se revisaron y aprobaron los siguientes documentos del proyecto:

( ) Protocolo de investigacion (Explicacion y amphacdn si el estudio esta
enmarcado dentro de un Macroproyecto)
{ ) Formate{s) de consentimiento y/o asentimiento informado
( ) Hojas de vida de los investigadores
. ( ) Formato de recoleccidn de datos
( ) Folieto del mveshgador
{ ) Resultadgos de evaluacan por olros comités (s aplica)
_ (X) Informe de actividades-renovacion de aval

Qno

Q-0

2. El presente proyecto fue evaluado y aprobado por los sigulentes miembros
del Comité de Bioética.
(E! Comite de Bioélica cuents COi 5815 (B} integrantes. para Que haya quinam es NeCesano ‘a
presencia de al menos cuatro (4) de aflos. en la reunion del 04 de marzo participaron)
Cannite ¢ Tindtion de Invedigaeinn sn Lsemsne & o Sadi g levistipaciim Lniurauina CISE-SI
| Sificin SIU- Calie 62 £359 Teletn LST4 2108
Mededtin « Colonime

Pégina | de 3
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ALBERTO TOBON CASTANC- PhD en Salud piiblica y metodologia de inveshigacian
Biomeadica

DANIEL FLOREZ MEDINA- Magister an biodtica y demecho

HILDA INES ESCOBAR MESA- Paramédica

JASMIN VIVIANA CACANTE- PhD en Biodlica

MATALIA PACLA LONDOND ARANGO- Especializacidn en respansabiidad ohil y

EEUITS

El Comité considerd que &l presente estudio: Es valide desde el punto vists &tica.
La inveshgacidn representa un fesgo minimo para g supetos gue paricipan

Conforme con la Resolucidén 843032 1893, el Comité tendré acceso permanenie a
log datos ded estudio, sin que esto vulnere la confidencialidad de la informacidn de
las participanbes,

El Comité consicara que las medidas que estan siendo iomadas para proteger a los
Suletos humanos Son adecuadas

El Comité considera adecuada la forma de obtenar el consantimiants informado de
los participantes n el estudio

El Comité informard inmedialamente a los enles reguladores, comespondentes
segun el caso

a, Todo desacato de los investigadores a las soliciiudes del Comité

b. Cualguier suspension o terminaciin de la aprobacién por parte del Comité.

El Comité informara inmediatamente a las directivas de la SIU, toda informacidn que

reciha acerca de

8. Lesiones o dafics & sujetos humanos con motive de su participacién en la
investigacidn

b. Problemas imprevistos que involucren riesgos para los sujetos u olras personas.

¢. Cualquier cambic o modificacion a este proyecto que haya sido revisado y
aprobado por este comita.

El presente proyecto queda aprobado por un penodo de un (1) afo mas panic de 1a
fecha de aprobaciéan

Los proyectos de duracidn mayor 8 un afo, deberan ser sometidos nuevamente @
esle comité, con todes los decumentos que permitan su revisidn actualizada: esios
incluyen, informe de actividades relacionadas con la caplacidn y seguimiento de los
participantes, fecha de iniciacidn, moddicaciones solictadas v previamentse
aprobadag por este Comibé. El mfarme debe constar con toda la informacion relativa
a los participantes v al macanismo de toma de consentimients inforrnada,

10. El Investigador principal debera;

Comon do Biodta ce Invesigooon en Humanos de la Sede de Investigacidn §niversitam CRE-S]1
Falivtegne: SILE Cplle 62 52-5% Telofs (574 21 9nd0®

Micdeliin - Colombia
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&, Informar cualguier cambio gue se proponga infreducir en &l provecto, Estos
cambios no podrén epecutarse sin la aprobacidn previa del CBE-5IU excepto
cuando sean necesarics para minimizar o suprimir un peligro inminente o un
rieggo grave para kos sujetos gue paricipan an la investigacin.

b. Avisar cualquier situacidn imprevista que se considere implica riesgos para los
sujebos, la comunidad o el medio en 2l cual =2 leva a cabo e estudio,

¢. Informar cualguier evento adverso send de algun paricipante, comunicando la
situacidn a la secretaria ¥ a la presidencia del CEBE-SIU. denlro de las pameras
24 horas de eowrride el incidente, 1al como lo dispone |a resolucion 2378 de 2008
y la resolucién 2011020764 de 2011, ambas del Ministerio de la Proteccidn
Social.

d. Poner en conacimients del Comité toda nformacion nueva impertante  respecto
8l estudio, gue pusda afectar la relacion nesgo'beneficio de los sujelos
paricipantes

g. Comunicar cualguier decision tomada por olros comilés con respecio a la
investigacion que se lleva a cabo

f. Informar de la terminackdn prematura o suspansion del proyecto explicando las
Ccausas o razones y las implicaciones gue esio tiene para el cumplimiento de kos

objetvos del proyecio

11. Obsarvaciones

El Comité de Biogtica considerd satisfactorias las respusstas a las observacionses
planteadas al proyects da la referencia

Se golicita gue una vez sean incluidos los cambios en el decumeanto del profecolo, estos
saan anviados al comild para su revisiin (con conirol de cambios)

fn—'—___ A T
oimbve: Jasmnn Viviana Cacanfe Cabailero

Tittia: Enfermera, PhD an Siaefica
Cargo CBE-SIU: Mrasiren|

Peapaotd. Maorda Covad Comea
Admvwsiradons an Saud

Ansipnds CHE-BA

Carnike de Rid@ic de Invesdapacsde cn Hinnamers dic s Sale de Inveipiss Dnisarsiaria CBRE-511
Edificio SIU: Calle &2 5235 Tedefx (3747 2198402

Madellin - Colambin
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