ARTICULO ORIGINAL

Rev. Inst. Salud Pdblica Chile. 20, 4(1):10-19
Volumen 4 | ndmero 1| 2020

Publicado el 30 de 06 de 2020

REVISTR us
I“sT““Tnde sAI.“n DOI: doi.org/10.34052/rispch.v4i1.98
PUBLICAd= CHILE ISSN: 0719-9317

revista@ispch.cl

Deteccion y cuantificacion de virus de hepatitis A en
moluscos en las bahias de Concepcion y Arauco, Chile

Detection and quantification of hepatitis A virus in shellfish from Concepcion and Arauco Bays. Chile

22 Gonzalo Sanhuezal, Viviana Cachicas?
" 1Seccion Microbiologia de Alimentos. Departamento de Salud Ambiental. Instituto de Salud Pibica de Chile.

W4 Autor para la correspondencia “Viviana Cachicas, e- mail: vcachica@ispch.cl

2 RESUMEN

Antecedentes: Elvirus de la Hepatitis A (VHA) se asocia comdnmente al consumoy manipulacién de alimentos contaminados,
entre otras causas, destacandose los moluscos bivalvos como una de las categorias de alimentos frecuentemente relacionadas
a grandes brotes. La prevalencia y epidemiologia de la enfermedad varia entrey al interior de cada pais. En Chile, la region del
Biobio es actualmente de alta endemia de VHA, especialmente en comunas del borde costero, asociandose a insufciencias
en el saneamiento ambiental. Objetivo: Detectar y cuantificar las particulas virales de VHA en moluscos en las bahfas de
Concepcion y Arauco, region del Biobio, Chile, para el afio 2016. Como una forma de evaluar la capacidad bioacumuladora de
los moluscos bivalvos consumidos localmente y por ende el riesgo de enfermedad Metodologia: Se analizaron 72 muestras,
de la zona, correspondientes cada una, a un pool de hepatopancreas proveniente de 10 especimenes. La deteccién se realizd
via retro PCR en tiempo real (RT-gPCR), y la cuantificacion mediante la utilizacion de curva estandar realizadas para cada
virus, interpolando los resultados de Cq observados, solo en el caso de las muestra VHA positivas. Resultados: El virus
fue detectado en 35 de 72 muestras de moluscos principalmente almejas y mejillones de las dos bahias. La concentracion
de moluscos encontradas fue entre 10 y 3.900 copias del genoma por gramo de hepatopancreas. Discusion: Desde al afio
2000 al 2013, la regién presentaba tasas de baja endemia similares al resto del pais, periodo en que el pais logré mejorar
significativamente sus condiciones sanitarias. Los resultados sugieren la necesidad de reevaluary fortalecer el saneamiento
ambiental. Es necesario promover politicas que resguarden la produccion formal de alimentos libres de patégenos, pero que
también consideren la extraccion informal. Asi como es necesario generar sistemas de vigilancia de VHA conjuntos, clinicos,
epidemiolégicos y ambientales.
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@ ABSTRACT

Background: Hepatitis A virus (HAV) is commonly associated with the consumption and handling of contaminated food, among
other causes, with bivalve mollusks being highlighted as one of the food categories frequently related to large outbreaks. The
prevalence and epidemiology of the disease varies between and within each country. In Chile, the Biobio region is currently
high-endemic of HAV, especially in coastal edge communes, associated with environmental sanitation inadequacies. Objective:
To detect and quantify HAV viral particles in mollusks in Concepcién and Arauco bays, Biobio region, Chile, by 2016. As a way to
evaluate the bioaccumulative capacity of locally consumed bivalve mollusks and hence the risk of disease Methodology: 72
samples from the area were analyzed for a pool of hepatopancreas from 10 specimens. Detection was performed via real-time
retro PCR (RT-gPCR), and quantification by using standard curves performed for each virus, interpolating the observed Cq results,
only in the case of positive VL Samples. Results: The virus was detected in 35 out of 72 samples of mollusks mainly clams and
mussels from the two bays. The concentration of mollusks found was between 10 and 3,900 copies of the genome per gram of
hepatopancreas. Discussion: From 2000 to 2013, the region had low endemic rates similar to the rest of the country, during
which time the country managed to significantly improve its health conditions. The results suggest the need to re-evaluate and
strengthen environmental sanitation. Policies need to be promoted that safeguard the formal production of pathogen-free food,
but also consider informal extraction. As well as it is necessary to generate joint, clinical, epidemiological and environmental HAV

surveillance systems.

INTRODUCCION

El virus de la hepatitis A (VHA) es un patégeno humano
de origen viral, cuyos brotes se asocian frecuentemente al
consumo de alimentos contaminados con heces humanas
como moluscos, aguas insuficientemente desinfectadas,
superficie de frutas y vegetales y contaminacion cruzada
producto de la manipulacién de alimentos infectados (1,2)
Este se extiende por todo el mundo, pero con amplias
diferencias en la prevalencia y epidemiologia de la
enfermedad (3)

Particularmente en la transmision por alimentos, Bosch
y cols. en 2016 sefialan que los moluscos bivalvos vivos
son la categoria asociada con mayor frecuencia a brotes de
VHA transmitidos alimentos (4). A saber, el brote de 1988 en
Shanghai, China (El mas grande de la historia), se atribuyé
principalmente al consumo de alimentos en esta categoria,
especificamente almejas (4). En lItalia, pese a que en los
altimos afios la incidencia de la VHA se ha reducido adn se
informan brotes de cientos de casos asociados al consumo
de mariscos (5). Asimismo, en Espafa los grandes brotes de
1999 y 2008, se asociaron al consumo de almejas (Donax
sp.) importadas desde Peri (6) En 1988 en Florida EE.UU.
se registraron 61 casos de hepatitis A donde el virus fue
aislado de ostras (7). Por otro lado, en América latina son
relativamente escasos los registros de brotes de hepatitis
A por alimentos (7). Y en 2019 se prohibi6 la extraccion de
moluscos en el Callao, Perd, ante presencia de VHA (8).

El VHA, perteneciente al género Hepatovirus de la familia
de Picornaviridae, es un virus ARN de hebra simple en sentido
positivo de =7,5-kb con una capside icosaédrica compuesta
por tres proteinas estructurales (5,9,10). Su transmision es
principalmente persona-personay via oral-fecal (5) En la ruta
fecal-oral el infectado puede liberar altas concentraciones
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del virus (107 copias/mL en heces y 2.57 x 103 copias/mL
en aguas servidas) poniendo en riesgo a la poblacion una
inadecuado tratamiento de aguas servidas (11).

En particular, los moluscos bivalvos acumulan
microorganismos eventualmente presentes en sus aguas
durante el proceso de alimentacién, pudiendo concentrar
varios patégenos humanos transmitidos a través de la
ruta fecal-oral, entre ellos VHA el cual puede encontrase
en concentraciones hasta 100 veces mayores que en
aguas circundantes y permanecer hasta por 7 dias (5,12).
Especificamente, las areas utilizadas para la produccién y
recoleccion de moluscos bivalvos estan situadas en entornos
costeros o intermareales, los cuales pueden estar expuestos a
la contaminacién fecal humana mediante aguas de descarga,
escorrentia después de eventos meteorolégicos extremos, o
desbordamientos de aguas residuales desde las plantas de
tratamiento o alcantarillado (s).

En Chile la hepatitis A es una enfermedad endémica
de notificacion obligatoria (12), la prevalencia del VHA
transmitido por alimentos ha disminuido desde 1970, con
ciclos epidémicos de 3 a 5 afos, debido principalmente
a las mejoras sanitarias del suministro de agua potable y
tratamiento de aguas servidas. Igualmente, a lo largo del
tiempo han cambiado los perfiles etarios, desplazandose
paulatinamente la presentacion de la enfermedad desde
edades tempranas hacia la adolescencia y adultez (13,14).
Actualmente, la situacion epidemiolégica del pais muestra
una endemia intermedia, no uniformemente distribuida a lo
largo de las distintas regiones y comunas del Pais (14). En
consecuencia, mientras en las diversas regiones del Chile la
incidencia de VHA ha disminuido, en la regién del Biobio ha
ido en aumento desde el afo 2013, siendo actualmente de
alta endemia de VHA, con tasas comunales de 100 casos x
100 mil habitantes sobretodo en comunas del borde costero,
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asociado a insuficiencias en el saneamiento ambiental
producto de fallas multisistémicas como tratamiento de
aguas residuales, afloramiento de aguas servidasy presencia
de emisarios submarinos como fuente de contaminacion
fecal (14,15)

En funcion de lo anterior, el objetivo del presente estudio
es detectar y cuantificar las particulas virales de VHA en
moluscos en las bahias de Concepcion y Arauco, region del
Biobio, Chile, para el afio 2016. Todo con el fin de analizar el
rol de los moluscos como bioacumuladores e indicadores de
contaminacion antropogénica ambiental, ademas del riesgo
de su presencia en moluscos crudos o insuficientemente
cocidos consumidos localmente en el Pafs.

MATERIALES Y METODOS

En base a muestras de moluscos obtenidos en las bahias
de Concepcion y Arauco en 2016, se extrajeron particulas
virales y acidos nucleicos con los cuales se determino el
nimero y proporcion de moluscos infectados del total
analizado. Adicionalmente, se describieron las muestras

Figura1

positivas segln semana epidemioldgica, fecha, especie
de molusco, comuna, genotipo, porcentaje de identidad y
concentracion.

Muestreo de moluscos

Las muestras fueron obtenidas en las bahias de
Concepcion y Arauco, entre las latitudes sur -36° y- 37° en las
semanas epidemioldgicas de 20 a 29 correspondiente a los
meses de invierno, Abril a Julio, del afio 2016 considerando la
cercanfa 11 emisarios submarinos de las dos bahias (figura 1).

Los moluscos, fueron adquiridos el dia de la cosecha en el
expendio artesanal de las localidades de Tomé (n=27), Penco
(n=2) , Lirquén (n=4), Talcahuano (n=2) , Coronel (n=12) ,
Lota (n=19) y Arauco (n=6). De los moluscos extraidos, se
analizaron 72 muestras. Cada muestra corresponde a un
pool de hepatopancreas proveniente de 10 especimenes.
Las especies fueron principalmente: almejas de la especie
Mercenaria mercenaria (24 muestras), mejillones Aulacomya
ater y Choromytilus chorus (37 muestras) y navajuelas
(Tagelus dombei) (11 muestras).

Georreferenciacion de los 11 emisarios submarinos y dreas de extraccion de muestras de moluscos, en las bahias de Concepcion y Arauco,

Region del Biobio, Chile 2016. .

Talcahua%

Triangulo blanco: emisarios submarinos de las bahias de Concepcién y Arauco
Punto verde: Puntos de muestreos de moluscos.
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Extraccion de particulas virales

Los moluscos fueron parcialmente procesados hasta la
obtencion de hepatopancreas en el Laboratorio Ambiental
de la SEREMI de Salud Region del Biobio y trasladados en
cadena de frio a los laboratorios de Santiago. Cada extracto
de hepatopdncreas, fue inoculado con 1,46x10” particulas
virales de virus Mengo® Ceeram/BioMerieux, previo a la
extraccion viral como control de proceso.

El extracto viral fue resuspendido en diez veces su
volumen en agua destilada y homogenizada en licuadora,
acorde recomendaciones US.FDA (16). El pH se ajusté entre
7,5y 7,8 con HCl 6N y se centrifugd a 5.000 xg durante 15
minutos a 4°C. El pellet se resuspendi6 en 40 mL de Glicina
0,75M/ 0,15M NaCl, se llevé a pH 7,5 — 78 con NaOH 5N y
centrifugd a 5.000 xg durante 15 min a 4°C. Posteriormente,
el pellet se lavo nuevamente para recuperar el sobrenadante
con 30 mL de una solucién de Treonina 0,5M/NaCl 0,15M vy
centrifugd nuevamente a 5.000 xg por 15 min 4°C.

Ambos sobrenadantes fueron ultracentrifugados a
170.000 xg durante 1h a 4°C. El pellet se resuspendié en 5
mL de PBS pH 7,5 y lavé con igual volumen de cloroformo y
centrifugd a 1.700 xg durante 15 min a 4°C. El sobrenadante
fue nuevamente ultracentrifugado a 170.000 xg durante 1h a
4°Cy el pellet obtenido, correspondiente al extracto viral, fue
resuspendido en 1 mL de PBS pH 7,5 y almacenado a -80°C
hasta la extraccion de acidos nucleicos.

Extraccion de acidos nucleicos

El extracto viral fue lisado con una solucién de isotiocianato
de guanidina al 50%, Triton al 2% y EDTA al 1%. La extraccion
de ARN se realiz6 utilizando particulas de silica magnética,
seglin la metodologfa descrita por Boomy cols. (17), utilizando
sistema automatizado para la extraccion de acidos nucleicos
EasyMAG-BioMerieux en un volumen de elucion de 25 pL
almacenado a 80°C hasta la deteccién molecular.

Tabla 1

Deteccion de VHA y virus Mengo por Retro PCR
en tiempo real (RT-qPCR)

Las sondas y partidores utilizados fueron seleccionados en
base a las secuencias recomendadas en la norma I1SO 15216-
1 2017 (18) (tabla 1). Para VHA se utilizaron secuencias que
reconocen la proteina de la capside VP1. Las secuencias fueron
confeccionadas a pedido por IDT (Integrated DNA Technologies,
Inc), con fluoréforo FAM, y en concentraciones finales de 500-
900 nMy 250 nM para partidores y sondas, respectivamente.
Se realizd una amplificacién de 5 pL de extracto utilizando el
kit comercial LC 480 RNA Master Mix Roche® con los ciclos
de amplificacion recomendados por el fabricante del kit en
termociclador Biorad XF 960 (retrotranscripcion de 3 min
a 63°C, hot start 30 seg a 95°C y amplificacion de 40 ciclos
consistentes en las etapas de denaturacion a 95°C por 30 seg,
alineamiento a 60°C por 30 seg, una extension a 72°C por 10
seg y una extension final a 40°C por 10 seg). Las muestras
se consideraron positivas cuando la fluorescencia present6
valores superiores a la fluorescencia basaly presenté una curva
sigmoidal. A partir de este valor de fluorescencia, denominado
Cq, se confecciond la curva estandar considerando la variable
independiente de concentracion en copias del genoma por
reaccion de retro PCR en tiempo real.

Cuantificacion viral

La cuantificacion del nimero de copias de RNA de VHA'y
virus Mengo presentes en las muestras positivas se estim6
mediante la utilizacién de curva estandar realizadas para
cada virus, interpolando los resultados de Cq observados.

Para VHA, se utilizaron diluciones seriadas en base 10
de ADN de doble hebra entregado por el CEFAS (Centre for
Environment Fisheries & Aquaculture Science)) (figura 2).
Para virus Mengo® se utiliz6 una suspension comercial de
1,46x107 cg/uL, Ceeram-Biomeriux® realizando la curva
estandar previa inactivacion por calentamiento del virus a
95°C por 5 min (figura 3).

Secuencias de partidores y sondas recomendadas en I1SO 15216-1-2017 y confeccionadas a pedido a IDTDNA ™, para el virus

de Hepatitis Ay Mengo virus.

VHA Secuencia
VHA (FW) TCA CCG CCG TTT GCCTAG
VHA (REV) GGA GAG GCC CTG GAA GAAAG
VHA (PROBE) FAM-CCT GAA CCT ZEN GCA GGA AATTAAA
Mengo Virus Secuencia

Mengo 110 (FW)
Mengo 2019 (REV)
Mengo 147 (PROBE)

GCG GGT CCT GCC GAA AGT
GAA GTA ACA TAT AGA CAG ACG CACAC
ATC ACATTA CTG GCC GAA GC
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Figura 2
Curva de calibracion de virus VHA.
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Figura 3
Curva de calibracién de virus Mengo.

40 -
35 -
30 -
25 -

=2

S 20 -
15 4
10 A

y =-2,75x + 37,101

24 R? = 0,9999
0 T T T

31,82

0 1 2 3

Log(copias de genoma/pL)

Los resultados fueron cuantitativos cuando el
porcentaje del virus Mengo utilizado como control de
proceso fue superior al 1%, segln recomendaciones
ISO 15216-1. Las muestras positivas fueron enviadas a
confirmacién moleculary secuenciadas en el fragmento del
gen que codifica para la proteina de la capside VP1/2A de
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VHA mediante protocolos oficiales del Subdepartamento
Genética Molecular del ISPCH.

Adicionalmente se estimaron los intervalos de confianza
para la proporcién de muestras positivas, totales, segln
comuna y segln espécimen, considerando un nivel de
confianza del 95%.
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RESULTADOS

Deteccion

El VHA fue detectado en 35 de las 72 muestras de
moluscos, es decir en un 48,6% (1C95%: 37,1% -60,2%) del
total de muestras. Las muestras fueron positivas para VHA
en 4 de las 7 comunas analizadas, 6 muestras en Coronel, 13
en Lota, 14 en Tomé y 2 en Talcahuano. En esta dltima, las
dos muestras tomadas resultaron positivas, en el resto de la
comunas mencionadas el porcentaje de positivos vari6 entre
un 50% (Coronel, 1C95%: 21,7% — 783%) y un 68,5% (Lota,
1C95%: 47,5% — 89,3%). (Tabla 2)

Por espécimen, se detectaron muestras positivas en
cholga (n=18), almeja (n=15) y choro zapato (n=2), con
porcentajes de muestras positivas por espécimen de 52,9%
(1C95%: 36,2% — 69,7%), 62,5% (1C95%: 43,1% — 81,9%) Y
66,7%, respectivamente. (Tabla 2)

Cuantificacion

Cuatro muestras no fueron cuantificadas por presentar
porcentaje de recuperacion del virus Mengo menores al 1
%. Esta muestras pertenecian a los especimenes cholga
(Aulacomya ater) y almeja (Mercenaria mercenaria) en las
comunas de Tomé y Lota (Tabla 2).

La cuantificacion se realiz6 utilizando la curva estandar
para VHA intrapolando los Cq de las muestras y calculando

Tabla 2

las copias de genoma por gramo de hepatopancreas (Figura
2). El rango de concentracion observado fue de entre 10y
3900 copias de genoma por gramo en Log  (gc /g) la
concentracién logaritmica varié entre 1y 3,6,y la comparacion
de secuencias nucleotidicas en porcentajes de identidad fue
entre un 97% vy el 100%. El mayor nimero de muestras con
la mayor concentracion viral fue observado en la comuna de
Coronel, en el espécimen cholga (Aulacomya ater). (Tabla 3)

Por comuna, en Coronel de 6 muestras positivas 1
presentd concentraciones por sobre los 3  logaritmos,
en Lota 3 de un total de 13 muestras (con 4 muestras sin
concentracién determinada) y en Tomé 3 de 14, en esta Gltima
se pudo determinar la concertacién en todas las muestras, a
diferencia de Talcahuano en donde no se pudo determinar
ninguna. Mientras que por espécimen, en Aulacomya ater 5
de 18 muestras (27,8%) presentaron concentraciones sobre 3
y en Mercenaria mercenaria 2 de 15 (13,3%). En Choromytilus
chorus en una de las muestras la concentracion no pudo ser
determinaday en la otra fue de 1. (Tabla 3)

Los resultados de la secuenciacion confirmaron la
presencia de secuencias del VHA en 25 de los 35 muestras
positivas por retro PCR en tiempo real.

En todos los casos en que se pudo determinar el genotipo
(n=25) este fue del IA, comparadas con aislados clinicos
obtenidos de la Regién en el mismo periodo, la identidad
observada fue entre 97% y 100 % y en relacion a cepa de
referencia VHA X75216 de un 98% (Tabla 3).

Resultados de muestras analizadas por comunay especie de moluscos.

Nro. .
mu:st(lj':s V':i;(\)+ % VHA VI;If"/Y "

Total 72 35 48,6% 4
Comuna

Tomé 27 14 51,8% 2

Penco 2 0 0% 0

Lirquén 4 o 0% o

Talcahuano 100% )

Coronel 12 6 50.0% o

Lota 19 13 68,4% 2

Arauco 6 0 0% 0
Espécimen

Cholga (Aulacomya ater) 34 18 52,9% 2

Navajuela (Tagelus donbeli) 11 o 0% o)

Almeja (Mercenaria mercenaria) 24 15 62,5% 2

Choro zapato (Choromytilus chorus) 3 2 66,7% o}

Todas las muestras fueron inoculadas con virus Mengo.

VHA VM < 1%: Muestras inoculadas con virus Mengo con recuperacién menor a 1%
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Tabla 3

Descripcion de las muestras de moluscos con presencia de VHA (gRT-PCR positivo).

SE ::::5 Especie de molusco Comuna ((5\7::;;%) % ldentidad C:;:’elzgca;:gn
20 Mayo M mercenaria Lota [A *x* 99 Nd
20 Mayo M mercenaria Lota Nd - Nd
20 Mayo A ater Tomé [A *** 97-100 1,7
20 Mayo A ater Lota Nd 1
20 Mayo M mercenaria Coronel Nd - 2,2
20 Mayo A ater Tomé [A%** 97-100 2,8
20 Mayo A ater Tomé Nd - 3,4
20 Mayo A ater Tomé |A¥** 97-100 1,3
20 Mayo M mercenaria Tomé Nd 2,4
20 Mayo M mercenaria Tomé |[A¥x** 97-100 1,1
20 Mayo M mercenaria Lota |[A¥x** 97-100 1,1
20 Mayo A ater Coronel IA* 99,7 1,6
23 Junio A ater Talcahuano IA* 99,7 Nd
23 Junio M mercenaria Talcahuano Nd - Nd
23 Junio Ch chorus Lota IA* 100 Nd
23 Junio A ater Lota IA* 99,7 Nd
24 Junio M mercenaria Lota Nd - 3
24 Junio A ater Lota IA* 99,7 2,1
24 Junio M mercenaria Lota IA* 99,7 3
24 Junio A ater Coronel Nd - 3,6
24 Junio M mercenaria Tomé IA* 99,7 2,5
24 Junio A ater Tomé IA* 99,7 3,4
24 Junio A ater Tomé |A* 100 2,1
24 Junio A ater Tomé IA* 99,7 3,1
24 Junio M mercenaria Tomé IA* 99.6 2,6
24 Junio M mercenaria Tomé IA* 99,7 2,5
24 Junio A ater Lota IA* 99,7 2,3
24 Junio A ater Lota IA* 99,7 3,2
24 Junio M mercenaria Lota IA* 100 2,8
24 Junio M mercenaria Lota IA* 100 2,7
24 Junio M mercenaria Coronel IA* 99,7 2,3
24 Junio A ater Tomé IA* 99,7 2,8
24 Junio A ater Tomé IA* 99,7 3,3
29 Julio Ch chorus Coronel Nd - 1
29 Julio A ater Coronel. Nd - 1,4

Nd: no determinado SE: Semana Epidemiolégica
*  Aislados ambientales 100 % homologos

** Aislados ambientales 98% homélogos a cepa de referencia VHA X 75216,1
*** Aislados ambientales entre 97% -100%

% homélogos a muestra clinica del periodo de estudio y region
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DISCUSION

Los resultados de este estudio muestran la presencia
del virus de la hepatitis A en los moluscos en las dos Bahias
de la Region del Biobio para casi la mitad de las muestras,
en cuatro de las siete comunas analizadas y para diversas
especies s de moluscos bivalvos.

El hallazgo de moluscos con presencia de VHA plantea
problemas sanitarios y de gestién, siendo necesaria una
vigilancia sistematica de los brotes asociados a estos y una
regulacion de las areas de produccién y comercializacion de
mariscos bivalvos vivos, asi como la determinacion de los
indicadores mas adecuados para realizar tal labor (5).

En el presente estudio, el 47% de las muestras de
moluscos  bioacumularon concentraciones  por gramo
de hepatopancreas similares a la dosis infectiva de =100
particulas virales. Dependiendo del tamafio del molusco se
puede obtener la dosis infectiva de ingesta en el consumo
de menos de una decena de moluscos crudos. Todo esto en
cholga, almejay choro zapato, todos utilizados comlinmente
para consumo humano. Estos resultados se complementan
con lo analizado por Gonzalez-Sandia y cols en 2017 (19) a
nivel de saneamiento ambiental, especificamente, describid
una correlacion positiva entre la contaminacion fecal de
la Bahia de Concepcién y los casos de VHA descritos en la
Region, en el cual se reveld el gran impacto antropogénico de
las dos bahias que se ve reflejado en que ha existido solo un
area reconocida por Sernapesca en su programa de Sanidad
de Moluscos Bivalvos para la extraccién de moluscos con
fines de exportacion. Es el caso del presente estudio de
Navajuelas en la comuna de Coronel.

La caracterizacion molecular de brotes de VHA asociados
a los alimentos en Latinoamérica usados no esta muy
documentada probablemente por el diagnéstico indirecto
por serologia que se realiza en las muestras de sangre
de los pacientes como metodologia de confirmacion y el
prolongado tiempo que transcurre entre los sintomas v la
ingesta del alimento contaminado de entre 15y 50 dias. Estos
dos factores, revelan la gran dificultad que entrafa describir
la cadena de transmision alimentaria (7).

La evidencia sugiere la necesidad de complementar
las vigilancias clinicas con las ambientales. La presencia
de VHA en los moluscos pone en riesgo la salud del
consumidor ya que los moluscos bivalvos encontrados en
ecosistemas acuaticos contaminados pueden convertirse en
concentradores biolégicos de patdgenos humanos, pudiendo
filtrar entre 0,5 y 4 litros de agua por hora, dependiendo
de su tamafio y condiciones ambientales. En particular los
virus entéricos se acumulan principalmente en el tracto
digestivo de los moluscos bivalvos, por lo cual el peligro

17 @ Rev. Inst. Salud Publica Chile. 20, 4(1):10-19

de esta bioacumulaciéon de microorganismos patégenos
radica en que estas especies suelen consumirse crudas o
ligeramente cocinadas e ingiriéndose el animal completo,
incluidas las visceras (20). Esto ya puede presentar un
desafio en condiciones de regulacion, pero se acentda frente
a larecoleccion ilegal. A modo de ejemplo en 1988 en Florida
EE.UU. se registraron 61 casos de hepatitis A, donde el virus
fue aislado de ostras, ademas se detectaron altos niveles
de contaminacién fecal en areas donde estaba prohibida
la recoleccion de ostras, sugiriendo la recoleccion ilegal de
estas (7).

En Chile, existe poca informaciéon de brotes por VHA
causados por la ingesta de moluscos. El afio 2000 se
observaron tasas bajas de 3-6 por 100 mil habitantes hasta el
2013 donde se inicié el aumento de tasas llegando a valores
superiores a 100 en las comunas principalmente costeras
de la Region del Biobio. Lamentablemente entre los afos
2017 y 2018 se notificd un gran brote de VHA en la Region
Metropolitana sin relacién a la ingesta de alimentos ni
aguas insuficientemente tratadas, sino al descrito en Europa
relacionado a brotes por transmision sexual de sexo entre
hombres (15).

En relacién a los aislados de VHA de moluscos y cepa
clinica de este estudio y su identidad cercana a la cepa
de referencia del genotipo IA utilizada como control por el
Subdepto de Gendmica Molecular (X75216.1); estos aislados
son filogenéticamente distantes a los aislados descritos al
ano siguiente de este estudio en Chile relacionados con brote
de VHA de transmisién sexual probablemente asociados
a cepas introducidas en el pais (21) y mas cercanos a los
descritos por Costa-Mattioli M y cols en el afio 2001 (22).
Llama la atencién que el estudio del 2001, el Genotipo IA se
describi6 por primeravez enaislados clinicos en Chile, cuando
el pais Chile presentaba los inicios de una década de baja
endemia y donde este genotipo fue también encontrado en
forma simultanea en Argentina, Uruguay y Brasil con varios
subgenotipos circulantes.

Los resultados de este estudio, y estudios de esta
naturaleza en general, ayudan a la gestion en salud junto
a los diversos enfoques como es la importancia de la
inmunizacion, reforzamiento del tratamiento de las aguas
servidas u otras fuentes de contaminacion antropogénica.

Sibienlaincidencia deinfecciones por VHA ha disminuido
mundialmente hasta un bajo nivel de transmisién en paises
desarrollados por el avance significativo de politicas de
higiene ambiental, hay regiones de no endémicas en que
el VHA ha reemergido en afectando especialmente adultos
jovenes (10) y generado brotes de mayor severidad. Y aunque
no todos son atribuibles a consumo de moluscos esta sigue
siendo un causa importante a considerar.
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