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Hepatitis aguda de etiologia desconocida en nifos: Orientaciones

provisionales para los laboratorios
15 de junio de 2022

1. Introduccion

Durante el periodo comprendido entre el 1 de octubre de 2021 y el 15 de junio de 2022, se han
notificado al menos 834 casos probables de hepatitis aguda de etiologia desconocida en nifios sanos
menores de 16 afios, en 36 paises dentro de cinco regiones de la OMS. En este sentido, se han
propuesto varias hipdtesis sobre los factores etioldgicos incluyendo toxicolégicos/medicamentosos,
alimenticios, inmunolégicos, ambientales e infecciosos, que se estdn investigando activamente.
Entre los agentes patdgenos que han sido investigados, se ha detectado con mayor frecuencia el
adenovirus humano; en Europa, se analizaron 293 casos para adenovirus, de los cuales 158 casos
(59.3 %) resultaron positivos (principalmente F41) [1], lo que sugiere la necesidad de incorporar la
busqueda de adenovirus como parte del protocolo de investigacion entre las posibles causas
infecciosas.

2. Definicion de caso

Esta definicion de caso es provisional y puede cambiar a medida que se acumulan nuevos datos y
conocimientos sobre la enfermedad.

Confirmado: No es aplicable en la actualidad.

Probable: Una persona que presenta una hepatitis aguda (habiendo descartado las hepatitis virales
mas comunes: A, B, C, E) con aspartato transaminasa (AST) o alanina transaminasa (ALT) superior a
500 UI/L, que tiene 16 afios o0 menos, y que se detecta desde el 1 de octubre de 2021 en adelante.

Vinculado epidemiolégicamente: Una persona que presenta una hepatitis aguda (descartando que
sea una hepatitis por virus A, B, C, E) de cualquier edad que es un contacto cercano de un caso
probable desde el 1 de octubre de 2021.

3. Toma de muestra y transporte

Segln el conocimiento actual de la enfermedad, el tipo de muestra que se debe recolectar es la
sangre total de todos los pacientes que se ajusten a la definicién de caso. Dependiendo de Ila
presentacion clinica, las muestras apropiadas para el diagndstico también pueden incluir: heces,
orina, plasma, muestras respiratorias (es decir, hisopado naso u orofaringeo, aspirado
nasofaringeo/transtraqueal, lavado bronco-alveolar), hisopos o raspados conjuntivales, orina y
secreciones genitales. No se recomienda realizar biopsias; la muestra de tejido hepdtico debe
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colectarse Unicamente si esta disponible de un caso fatal o como producto de un transplante. Las
muestras deben tomarse y analizarse lo antes posible, luego que se presenten los sintomas,
preferiblemente dentro de la semana posterior al inicio de los sintomas. Ya que el evento se
encuentra en una fase de investigacion, se sugiere la recoleccion de multiples tipos de muestras
periddicamente, incluyendo la sangre total, y su analisis mediante diferentes métodos.

Recomendaciones de los tipos de muestras e informacion relacionada (Tabla 1 - 2).

Tabla 1. Muestras prioritarias que se deben recolectar de pacientes sintomaticos

(Si el congelador de —70
°C no esta disponible
almacenar a -20 °C)

Tipo de muestra Material de Temperatura | Almacenamiento hasta Comentarios
colecta de transporte la prueba
Tubos de
Sangre total colecta con 4°C <5 dias: 4 °C
anticoagulante >5 dias: =70 °C n/a

Heces

Contenedor 4°C
estéril

<24 h:4°C

>24 h:-70°C

(Si el congelador de —70
°C no esta disponible
almacenar a -20 °C)

Se recomienda tomar muestras
de heces tan pronto como se
presenten los sintomas. Analice
las muestras de heces recién
recolectadas lo antes posible.
De lo contrario, guardelo en un
congelador por no mas de 30
dias. Prepare alicuotas antes de
la congelacidn, si es posible,
para evitar ciclos repetidos de
congelacién y descongelacion
que conduzcan a la degradacion
del virus. Las muestras
congeladas deben
descongelarse totalmente,
llevarse a temperatura
ambiente y homogeneizarse
antes de la prueba.

Tabla 2. Muestras adicionales que se recolectaran de pacientes sintomaticos

Tipo de muestra

Material de colecta

Temperatura
de transporte

Almacenamiento
hasta la prueba

Comentarios

Muestras respiratorias

Hisopos estériles de

(hisopos o aspirados dacrén o poliéster. <5 dias: 4 °C
nasofaringeos u Contenedor estéril 4°C >5 dias: -70 °C n/a
orofaringeos, liquido de para aspirados y (Si el congelador
lavado broncoalveolar, LBA de —70 °C no esta
LBA) disponible
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almacenar a =20

OC)
Orina Contenedor estéril 4°C <5 dias: 4 °C n/a
>5 dias: =70 °C

(Si el congelador
de —70 °C no esta
disponible
almacenar a -20
°C)

Procedimientos de seguridad durante la toma de muestra y su transporte

Es fundamental asegurar que los laboratorios de salud publica sigan de manera estricta todas las
practicas necesarias de bioseguridad. Cualquier prueba para detectar la presencia de adenovirus
humano o de muestras clinicas de pacientes que cumplan con la definicidn de caso (consultar en la
secciéon 2) debe realizarse en laboratorios debidamente equipados, con el personal capacitado en
procedimientos técnicos y de seguridad pertinentes. Las directrices nacionales sobre bioseguridad
en el laboratorio deben seguirse bajo cualquier circunstancia. Puede encontrar informacién general
sobre las pautas de bioseguridad en el laboratorio, en el Manual de bioseguridad en el laboratorio,
42 edicidn (2).

Todos los procedimientos deben realizarse con base en la evaluacién de riesgos y solo por personal
con capacidad y experiencia demostrada, cumpliendo estrictamente y en todo momento los
protocolos pertinentes.

Para investigar la hipdtesis relacionada con el hallazgo de adenovirus, tener en cuenta que los
mismos se transmiten principalmente a través de la ruta respiratoria y fecal-oral, pero también
pueden propagarse a través de fomites, manos y particulas en el aire contaminadas [3]. En un
ambiente de laboratorio, la contaminacién del personal puede ocurrir a través del contacto de la
infeccion con las mucosas (boca, ojos), inhalacién o ingestion de particulas virales. Las heces vy las
secreciones respiratorias de una persona infectada son las muestras con mayor potencial infeccioso;
sin embargo, otros tejidos también pueden contener particulas virales dependiendo de los
sintomas.

Al manipular y procesar muestras, deben cumplirse las buenas practicas y procedimientos
microbioldgicos (GMPP). Los procedimientos que puedan producir o involucrar altas
concentraciones o grandes volimenes de aerosoles, deben realizarse en una cabina de seguridad
bioldgica tipo Il certificada (BSC).

Asegurar una buena comunicacidon en el laboratorio y proporcionar la informaciéon necesaria

La comunicacion y el intercambio de informacidn son esenciales para asegurar un procesamiento
adecuado y rapido de las muestras y para garantizar las medidas de bioseguridad adecuadas en el
laboratorio. Asegurese de haber alertado al laboratorio de la situacion antes de enviar la muestra.
También asegurese de que las muestras estén correctamente etiquetadas, que los formularios de
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solicitud de diagndstico se llenen correctamente y que se proporcione la informacion clinica (ver la
informacidn a registrar).

Informacion a registrar:

e Informacidon del paciente: nombre, fecha de nacimiento, sexo y direccion residencial,
numero de identificacion unico, otra informacidn util (p. ej., nUmero de hospital del paciente,
nuimero de identificacion de vigilancia, nombre del hospital, direccidn del hospital, nimero
de habitacién, nombre del médico e informacién de contacto, nombre y direccién del
destinatario del informe).

e Fechay hora de la toma de muestras.

e Sitio anatdmico y ubicacién de la recoleccién de la muestra.

e Pruebas de laboratorios solicitadas.

e Sintomas clinicos, fecha de inicio de los sintomas, diagndstico clinico - diferencial e historial
relevante del paciente (incluyendo vacunacion y terapias antimicrobianas recibidas,
informacién epidemioldgica, factores de riesgo).

Medidas de prevencion de infecciones durante la recogida de muestras

Asegurese de que los trabajadores de la salud que recolectan muestras cumplan con las pautas
adecuadas de prevencién y control de infecciones y usen EPP (equipo de proteccién personal), en
particular:

e Bata de laboratorio limpia y de manga larga

e Proteccion facial (mascarilla)

e Guantes

e Proteccidn facial (mascarilla y/o escudo) y para los ojos (especialmente cuando se recolectan
muestras respiratorias)

Recolectar las muestras en una habitacién adecuadamente ventilada. Limite el nUmero de personas
presentes en la habitacion al minimo requerido para el cuidado y apoyo del paciente. Realice la
higiene de manos antes y después del contacto con el paciente y su entorno y después de quitarse
el EPP.

Procedimientos de descontaminacién y gestion de residuos: Asegurese de que todos los materiales
utilizados se eliminen de forma adecuada. La desinfeccién de las areas de trabajo y la
descontaminacién de posibles derrames de sangre o fluidos corporales infecciosos deben seguir
procedimientos validados, generalmente con soluciones a base de cloro.

Embalaje y envio a otro laboratorio
El transporte de muestras dentro de las fronteras nacionales debe cumplir con las reglamentaciones

nacionales aplicables. El transporte internacional de muestras debe seguir la Normativa Modelo de
la ONU y cualquier otra normativa internacional aplicable segin el modo de transporte que se
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utilice. Las muestras con sospecha de adenovirus (con virus viable) deben empacarse (sistema de
triple empaque) y enviarse como sustancia bioldgica, Categoria B con el niumero ONU (UN3373), con
la instruccion de empaque 650. Se puede encontrar mas informacién en Orientacién sobre la
normativa para el transporte de sustancias infecciosas 2021-2022 [4].

4. Pruebas de pacientes que cumplen con la definicién de caso
Algoritmo propuesto para investigar la posible etiologia infecciosa de la hepatitis aguda de causa
desconocida

| Paciente bajo investigacién

JSangre total/suero

| Hepatitis A, B, C, D*, E** |

| Es decir, Fiebre amarIIIa/MaIarIa/LeptopirosIs|

| Positivo | | Negativo ] .
Sangre total/suero — Hisopado NF

Descartar otras patologias que
causen ictericia y hepatitis [

(segun el cuadro clinico y la

zona de procedencia)

Hisopado NF

Positivo | | Negativo

Heces

| Positivo | I Negativo

*HepD es un virus satélite que depende de la presencia de HepB (la deteccion no es necesaria en los casos
negativos de HepB)

**La exposicion al virus de la hepatitis E es baja en América Latina y el Caribe

***Considere también CMV, EBV; La deteccidn de estos agentes no confirma necesariamente su papel como
agente etioldgico y debe analizarse junto con los hallazgos clinicos y epidemioldgicos.

Ver en detalle las pruebas para investigacion del caso en la seccién de Anexos.

e Se podria considerar una etiologia no infecciosa, una vez descartadas las causas infecciosas.

e Estas causas incluyen componentes téxicos (paracetamol, metales, otros metabolitos en
sangre y orina) y marcadores autoinmunes (ANAS/ANCAS, otros)

e Los metabolitos comunes del proceso inflamatorio deben ser considerados y analizados
cuidadosamente.
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Pruebas de deteccidn para adenovirus humano (HAdV)

La técnica molecular basada en PCR es una prueba estandar para deteccién de adenovirus humanos,
debido a que su sensibilidad y especificidad es superior, su tiempo de respuesta es corto
(especialmente en comparacion con el cultivo de virus) y se puede detectar de manera efectiva los
tipos de HAdV en cualquier material de diagnéstico [5] [6].

Las técnicas convencionales como la deteccidn inmunofluorescente de antigenos y el cultivo celular,
rara vez se utilizan debido a la baja sensibilidad (en el caso de la deteccién de antigenos), ademas
tienen un alto costo, un largo tiempo de respuesta y puede ser laborioso (para el cultivo viral).

La identificacién de especies y tipos de HAdV es importante para los estudios epidemioldgicos y
permite una mejor comprension de la dindmica y evolucién de la infeccién por adenovirus. Los
métodos de tipificacion molecular y secuenciacién del genoma completo (WGS) son ideales ya que
tienen menor costo y proporcionan una mayor capacidad discriminatoria respecto a otras pruebas.
Sin embargo, la WGS que utiliza muestras de sangre total ha presentado desafios debido a la baja
carga viral en las muestras de sangre (y el material clinico limitado por casos histdricos), lo que
impidié la recuperacién de genomas virales de alta calidad [7]. Los paises sin protocolo de
diagndstico molecular implementado para la deteccion de HAdV deben enviar muestras clinicas
sospechosas (definicién de caso estrictamente ajustada) a un laboratorio de referencia designado
por la OPS. Para obtener asistencia, comuniquese con el Equipo de Respuesta de Laboratorio de la
OPS (ricoj@paho.org).

La Tabla 4 resume la consideracion de varios métodos de diagndstico y tipificacion.

Tabla 4. Pruebas a realizar en laboratorios expertos para pacientes que cumplan la definicion de
caso

Método Tipo de muestra Consideraciones
PCR e Sangre total e Los resultados positivos de
e hisopos rectales o heces las muestras de las vias
e Orina respiratorias superiores y

las heces pueden

corresponder a productos

de eliminacion del virus en

lugar de una infeccién

activay, por lo tanto,

deben interpretarse con

e hisopos o raspados conjuntivales precaucion y en el contexto
de las caracteristicas
clinicas y los resultados de
otras investigaciones
diagnésticas.

e Se ha demostrado que la
deteccion de HAdV en
sangre periférica es

e Muestras respiratorias (hisopos o
aspirados nasofaringeos, hisopos
o lavados de garganta, aspirados
traqueales, liquido de lavado
broncoalveolar)
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indicativa de un alto riesgo
de enfermedad
diseminada, y es la mejor
muestra segun se ha visto
en los casos estudiados [7].
Existen ensayos multiplex
que incluyen HAdV,
disponibles
comercialmente.

Pruebas de antigenos
e Ensayo de
inmunofluorescencia
directa (DFA)

¢ [Inmunoensayo
enzimatico (EIA).

¢ Inmunoensayo de
flujo lateral

Aspirado/lavado nasofaringeo,
Hisopado nasal/nasofaringeo
Lavado bronquial

Hisopado de garganta
Hisopado conjuntival

Heces

Util para la detecciéon de
adenovirus entéricos (“no
cultivables”) (tipos 40 y 41)
en muestras de heces
Existen varias metodologias
comercialmente
disponibles.

Tipificacion molecular

* Sangre total (muestra optima) o
plasma

e Muestras respiratorias

¢ Hisopos conjuntivales

* Heces

¢ Orina

Técnicas basadas en
amplificacion por PCR de
regiones dianas especificas
junto con diferentes
formatos de deteccidn,
como hibridacidn, andlisis
de longitud de fragmentos
de PCR y secuenciacion
parcial de genes diana
especificos.

La secuenciacién del
genoma completo (WGS)
en muestras de sangre
total ha sido un desafio
debido a la baja carga viral
en la sangre (y material
clinico limitado de casos
histéricos).

Se requiere de habilidades
técnicas especializadas y
tecnologias sofisticadas.

Cultivo

Muestras respiratorias (hisopos o
aspirados nasofaringeos, hisopos
o lavados de garganta, aspirados
traqueales, liquido de lavado
broncoalveolar)

Hisopos o raspados conjuntivales
hisopos rectales o heces

Orina

Sangre total

Requiere mucha mano de
obra, requiere un entorno
de laboratorio altamente
especializado y personal
capacitado

Tiempo de respuesta
relativamente largo

Costo relativamente alto,
especialmente para
algunos tipos de células (p.
ej., células embrionarias de
rifidn humano)
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5. Reporte de casos y resultados de las pruebas

La deteccion de un caso probable o epidemioldgicamente relacionado segun la definicién de
caso (ver seccion 2) debe notificarse a la OPS/OMS.

Es fundamental compartir datos de secuencias genéticas (GSD) a través de plataformas de bases
de datos de acceso publico, como GenBank o GISAID. Esto es especialmente importante para el
HAdV, particularmente los adenovirus entéricos, para los cuales hay muy pocos GSD disponibles
en las bases de datos publicas. Los laboratorios avanzados que tienen dichos datos deberian
considerar compartirlos a través de una de las bases de datos publicas disponibles para ayudar
con la caracterizacidn de las cepas de adenovirus en circulacién.

Los casos de hepatitis con etiologia conocida no deben ser notificados bajo este protocolo.
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Anexos

Diagndstico diferencial

Tabla 3: Métodos de pruebas recomendados para los casos probables (y epivinculados) de
hepatitis aguda (1)

Sangre Seroldgica Hepatitis A, B, C, D*, E/ Cytomegalovirus (CMV)/ virus de
Epstein-Barr (EBV), Varicela, HIV, SARS-CoV-2 anti-S, SARS-CoV-2
anti-N (solo si esta disponible localmente), Adenovirus**

Seroldgica Brucella spp, Bartnonella henselae, Borrelia burgdorferi (Si es
epidemiolégicamente apropiado)

Cultivo Si estd clinicamente indicado, segun los procedimientos de
rutina para patégenos bacterianos

Cultivo Adenovirus, CMV, EBV, HSV, Influenza

PCR*** Adenovirus**, enterovirus, CMV, EBV, HSV, HHV6 y 7,

parechovirus, hepatitis A, C, E.

Pruebas

R Cromatografia liquida / Espectrometria de masas de alta
toxicolodgicas

resolucion (LC/HRMS), Cromatografia de gases / espectrometria
de masas (GC/MS), Espectrometria de masas con plasma
acoplado inductivamente (ICPMS), en un estudio de casos y
controles

Hisopado de garganta PCR Deteccion de virus respiratorios mediante ensayo multiplex
(incluidos influenza, adenovirus, parainfluenza, rinovirus, virus
respiratorio sincitial, bocavirus humano 1-3, etc.), SARS-CoV-2,
enterovirus, metapneumovirus humano (hMPV)

Cultivo Streptococcus, grupo A
Heces o hisopado rectal PCR Deteccion de virus entéricos mediante ensayo multiplex
(incluidos, norovirus, enterovirus, rotavirus, astrovirus,
sapovirus)
PCR Patdgenos bacterianos entéricos (incluido Salmonella, si se
utiliza un panel de deteccién)
Cultivo Campylobacter, Salmonella, Shigella, E.coli 0157
Cultivo Adenovirus, Enterovirus, Rotavirus
Orina PCR Leptospira
Cultivo Si esta clinicamente indicado, segun los procedimientos de
rutina para patégenos bacterianos
Pruebas Espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente
toxicoldgicas (ICPMS)

*Prueba de hepatitis D solo en casos positivos para hepatitis B.

**Tenga en cuenta que para las pruebas de adenovirus, se ha encontrado que la deteccion es superior en
sangre total en comparacion con el suero.

***proporcione los valores de Ct como representacion de la cuantificacion de dcidos nucleicos cuando estén
disponibles.
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1. ECDC. Aumento de casos de hepatitis aguda grave de etiologia desconocida en nifios, 28 de abril
de 2022. Disponible en: Increase in severe acute hepatitis cases of unknown aetiology in children
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