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1.1 Generalidades de rotavirus e importancia epidemiologica de la enfermedad

Rotavirus (RV) (género Rotavirus) es un miembro de la familia Reoviridae, familia
compuesta por virus icosaédricos con genomas formados por 9 - 12 segmentos de ARN
de doble cadena !. Es la causa mas comiin de enfermedad diarreica grave en humanos y
varias especies de animales incluyendo primates (macacos), animales de granja (vacas,
cerdos, ovejas), animales de compafiia (perros, gatos), animales exoticos (llamas,
jirafas), roedores y aves > 3. Actualmente, el género Rotavirus se subdivide en ocho
especies o grupos (A - H) en funcién de la reactividad del gen VP6 #, siendo RV grupo
A (RVA) la causa més importante de diarrea infantil en el mundo °. Practicamente todos
los nifios han sido infectados por RVA al menos una vez para cuando alcanzan la edad
de 3 - 5 afios ®. Ademas, es probable que un mismo nifio se reinfecte varias veces en los
primeros afios de vida, si bien la sintomatologia de las segundas infecciones suele ser
mas leve, siendo las terceras tipicamente asintomaticas °. La infeccién por RVA en
adultos es normalmente subclinica o leve, aunque puede ser grave en
inmunocomprometidos o personas de edad avanzada ’. Los escenarios epidemiologicos
mas comunes en el mundo para la infeccion por RVA entre los adultos incluyen la
enfermedad endémica, brotes epidémicos, infecciones relacionadas con viajes y la
enfermedad resultante de la transmisién nifio a adulto ’. Los nifios y adultos con
infeccion asintomatica por RVA excretan virus en sus heces convirtiéndose en una
fuente de virus en la comunidad que facilita su diseminacion global > ®. De hecho, un
estudio realizado en nifios menores de cinco afios con gastroenteritis aguda (GEA)
debida a RVA en Dinamarca reveld que en el 43% de los episodios infecciosos
estudiados al menos un miembro familiar, incluyendo los adultos, también experimento
sintomas gastrointestinales °. RVA también es una causa importante de diarrea
nosocomial.

En la mayoria de los paises en vias de desarrollo de Asia y Africa, la epidemiologia de
RVA se caracteriza por transmision ininterrumpida a lo largo del afio, con uno o mas
periodos de circulacion relativamente intensa, mientras que en los paises desarrollados
con climas templados se suele observar una marcada estacionalidad invernal > !°. Este
hecho, afiadido a las grandes diferencias existentes en el estado nutricional y de salud en
general, la disponibilidad de asistencia médica y la comorbilidad en la infancia explican
la marcada desigualdad en la carga de enfermedad por RV A existente entre los paises en

vias de desarrollo y los paises desarrollados °. La Organizacion Mundial de la Salud
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(OMS) estim6 que en 2008 se produjeron 453.000 muertes de nifios asociadas a GEA
por RVA en el mundo. Estas muertes representaron el 5% del total de muertes y el 37%

de las muertes debidas a diarrea en nifios '!

siendo la tasa de mortalidad por RVA en
nifos menores de 5 afos a nivel mundial de 86 muertes por 100.000. La practica
totalidad de estas muertes (90%) se producen por deshidratacion en los paises en vias de
desarrollo y estan relacionadas con una asistencia sanitaria deficiente > '2. Por el
contrario, en los paises desarrollados la mortalidad es muy baja, pero RVA es la
principal causa de hospitalizacion infantil debida a GEA. A nivel mundial, RVA es
responsable de un elevado numero de consultas pediatricas cada afio, causando
alrededor de 2 millones de hospitalizaciones y 25 millones de consultas ambulatorias '3.
En Espana, la mortalidad debida a RVA es casi inexistente, pero el virus genera una
carga asistencial importante en el Sistema de Salud. Este virus es responsable de entre el
14% al 30% de todos los casos de GEA, de los cuales un cuarto requiere hospitalizacion
14 A pesar de que se estima que el 41% de los niflos con GEA por RVA no necesita
atencion meédica y son cuidados en casa, la GEA por RVA cuesta al Sistema Nacional
de Salud espafiol alrededor de 28 millones de euros al afio '°. El hecho de que las
infecciones por RVA se produzcan incluso en entornos con un alto estandar de higiene

corrobora la elevada transmisibilidad del virus.

1.2 Antecedentes historicos de rotavirus

En 1943, Jacob Light y Horace Hodes aislaron un agente filtrable a partir de heces
recogidas en nifios recién nacidos con diarrea infecciosa y demostraron que este agente
también causaba diarrea en terneros '6. Dichas muestras fueron liofilizadas y tres
décadas més tarde se demostrd que ese agente filtrable era RV 7. En 1973, Bishop y
colaboradores '® identificaron mediante microscopia electronica particulas virales dentro
de los enterocitos de la mucosa duodenal en biopsias recogidas de nifios con GEA. Ese
mismo afio, Flewett y colaboradores ° y el grupo de Bishop 2° identificaron de manera
independiente las mismas particulas virales en heces de nifios con GEA y reconocieron
a RV como causa principal de GEA en nifios menores de 5 afios '%2!. En 1974, Flewett
sugirié el nombre de RV tras observarlo por el microscopio electronico, donde vio que
parecia una rueda (rota en latin) (Figura 1) 2. La particula de virus fue nombrada de
diferentes formas; orbivirus, rotavirus, reovirus-like agent, human reovirus-like agent

(HRVL), duovirus e infantile gastroenteritis virus (IGV) ?*. Sin embargo, el nombre de


https://es.wikipedia.org/wiki/Microscopio_electr%C3%B3nico
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RV fue oficialmente reconocido por el Comité Internacional de Taxonomia de Virus
cuatro afios mas tarde (1978) 2*. En 1976, se informé sobre la deteccién de RV en otras
especies 2. Los serotipos de RV fueron descritos por primera vez en 1980 26, y al afio
siguiente, se logrd su obtencion en cultivos celulares derivados de rindn de simio, con la
adicion de tripsina en el medio de cultivo 2. La capacidad de hacer crecer RV en
cultivos acelero el ritmo de la investigacion, y en la década de los 80 se empezaron a

evaluar las primeras vacunas %,

Figura 1.- Micrografia de transmision de electrones de particulas de rotavirus (Autor: Dr.
Erskine Palmer. CDC. 1978).


https://es.wikipedia.org/wiki/Comit%C3%A9_Internacional_de_Taxonom%C3%ADa_de_Virus
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Serotipos&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/wiki/Cultivo_celular
https://es.wikipedia.org/wiki/Tripsina
https://es.wikipedia.org/wiki/Medio_de_cultivo
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1.3 Estructura de rotavirus

La particula infecciosa de RV A (viridn) es una particula icosaédrica de 70 - 75 nm sin
envoltura que posee una capside que consta de tres capas proteicas concéntricas (Figura

2) por lo que también es denominada particula de triple capa (TLP = Triple-Layered

) 29,30

Particle

[Jvez EEvPa EVPe []VP7

D Genome Gene Product Genotype Name

gl VP RMA polymerase

g2 VP2 Core shell

g3 WP3 RMNA-capping Methyltransferase
gd VP4 Protease-activated spike

/111

g3 MNSP1  interferon Antagonist
VPG Intermediate capsid shell

[{ ]
o

g/ MNSP3  Translation regulation
g8 MNSP2  octamerc NTPase
g3 VP7Y outer-shell Glycoprotein

/I

— gl10 N5P4  Enterotoxin
— g11 N3P5/6 pHosphoprotein

Figura 2.- Estructura de la capside de rotavirus y su genoma. (A) Particula de rotavirus intacta.
(B) Corte transversal del virion mostrando las tres capas proteicas concéntricas (VP2, VP6 y
VP7). (C) Espicula de VP4 (VP8* + VP5%*) anclada en VP6 y VP7. (D) Gel de electroforesis en
el que se muestran los 11 segmentos de ARN de doble cadena. Los segmentos se han
denominado como gl - gll (g = gen) y se han enumerado los productos proteicos y sus
funciones o propiedades asociadas. La letra subrayada identifica el segmento en el acrénimo de
la constelacion de genes: Gx-P[x]-Ix-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx *'.
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La capside engloba el genoma de RVA que estd compuesto por 11 segmentos de ARN
de doble cadena numerados del 1 al 11 en funciéon de su migracion electroforética. La
longitud de los segmentos oscila desde 667 pb para el segmento 11 hasta 3302 pb para
el segmento 1 (cepa de referencia SA11), y suman un total de 18.555 pb 0 6.120 KDa 3%
33, El ARNm de RVA contiene una caperuza o tapon metilado en el extremo 5 (5 cap)
pero carece de cola poli-A en el extremo 3". Ademas, los 11 genes virales empiezan con
la secuencia consenso 5" -GGC- 3’ y terminan con la secuencia 5'- UGACC- 3" 34,
Estos segmentos gendmicos codifican seis proteinas estructurales virales denominadas
con las iniciales VP (viral protein) seguido de un niamero (VP1 - VP4, VP6 y VP7) y
seis proteinas no estructurales que se designan con las iniciales NSP (non-structural
protein) y un nimero (NSP1 - NSP5/6). Cada segmento gendmico codifica una proteina
excepto el segmento 11 (NSP5) que puede codificar dos (NSP5 y NSP6) 3% 36, Las
proteinas no estructurales tienen diversas funciones virales que incluyen la replicacion
del genoma, el ensamblaje de la particula, la regulacion de la respuesta innata del
huésped y la estimulacion de la expresion génica viral (Tabla 1) !,

La capa interna o core layer del virion esta formada por la proteina VP2 2° que contiene
el genoma viral. Unidas al interior de la capa VP2, estan la proteina ARN polimerasa
ARN dependiente VP1 y Ila proteina VP3 con funcidon fosfodiesterasa,
guanililtransferasa y metilasa *7 38, Las proteinas VP1, VP2 y VP3 junto con el genoma
ARN de doble hebra forman el nucleo del virion. El ntcleo esta rodeado por una capa
intermedia compuesta por 260 trimeros de VP6, interrumpidos por 132 canales acuosos
que conectan la superficie externa con la capa interna. La capa externa del virion esta
compuesta mayoritariamente por VP7. Proyectando hacia el exterior de la superficie
viral, hay 60 espiculas de VP4 que interactian con VP7 y VP6 *. En el huésped
infectado, las proteasas intestinales tipo tripsina dividen la espicula VP4 en dos
polipéptidos, VP8* y VP5*, estimulando la interaccion del virus y la penetracion a los

enterocitos intestinales susceptibles *°

. El polipéptido VP8* representa la cabeza
globular de la espicula mientras que VP5* forma su tallo y base *°. Las proteinas de
RVA VP7 y VP4 contienen multiples epitopos antigénicos que pueden inducir la
produccion de anticuerpos neutralizantes y por lo tanto se consideran importantes para
la inmunidad protectora **2. Gracias a la disponibilidad de las estructuras atomicas de

VP7 y VP4 y a la caracterizacion de mutantes de escape, ha sido posible localizar e

identificar los aminodcidos criticos para las propiedades antigénicas de RVA.
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Tabla 1.- Funciones de las proteinas de rotavirus. A cada proteina de rotavirus se le ha asignado el nimero de su segmento génico, el nombre del genotipo con
la letra utilizada en el acronimo de la constelacion de genes, el numero de genotipos descritos hasta el momento, la longitud del gen, la localizacion en la

particula viral y sus funciones y/o propiedades *"+**’.
Niimero Tamaiio
Segmento Proteina Nombre del Genotipo de (pb) Localizacion Funcién
genotipos P
, ARN polimerasa ARN dependiente; union ARN de una hebra;
1 VP1 R (RNA polymerase) 12R 3302 Nucleo interactiia con VP3
, Necesaria para la actividad ARN polimerasa ARN dependiente;
2 VP2 C (Core Shell) 12¢C 2690 Nicleo uniéon ARN; caparazon del nucleo.
M (RNA-capping , Guanililtransferasa; metiltransferasa; 2',5'-fosfodiesterasa; union
3 VP3 Methyltransferase) 1M 2591 Nicleo ARN de una hebra; interactia con VP1
.. Proteina de union; hemaglutinina; Unidn a células, virulencia,
4 VP4 P (Protease-sensitive) 37P 2362 Capa externa antigeno neutralizante P-tipo; formada por VP5*+VP8*
5 NSP1 A (Interferon Antagonist) 22 A 1611 No estructural Antagonista de 1nterfer(.)n;’ Unién ARN; No es esencial en el
crecimiento del virus.
. . Capa Determinante de especies; Proteccion (neutralizacion
6 VP6 I (Intermediate Capsid Shell) 201 1356 intermedia intracelular); necesario para la transcripcion
. Aumenta la actividad del ARNm viral y finaliza la sintesis de
7 NSP3 T (Zranslation enhancer) 14T 1104 No estructural proteinas celulares; inhibe la traduccion de proteinas del huésped
NTPasa involucrada en el empaquetamiento de ARN; union
8 N3P2 N (NTPase) 12N 1059 No estructural ARN; NDP quinasa; esencial para la formacion de viroplasmas
9 VP7 G (Outer Shell Glycoprotein) 27 G 1062 Capa externa Antigeno de neutralizacion G-tipo; glicoproteina
Enterotoxina; glicoproteina transmembrana del reticulo
. endoplasmatico rugoso; viroporina, receptor intracelular para las
10 NSP4 E (Enterotoxin) 16 751 No estructural DLP; modula el Ca*" intracelular y la replicacion del ARN;
virulencia
NSP5 Moduladora de la uniéon del ARN de una y doble hebra; esencial
11 NSP6 H (PHosphoprotein) 13H 667 No estructural para la formacion de viroplasmas; proteina fosfo- y O-

glicosilada; quinasa; Interaccion con VP2
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1.4 Clasificacion v diversidad de rotavirus

1.4.1 Grupos o especies de rotavirus

RV se subdivide en especies en base a las propiedades antigénicas de la proteina de la
capside intermedia VP6 o mds recientemente, a su secuencia aminoacidica. Hasta el
momento, se han identificado ocho especies (A - H) de RV * habiendo evidencia
filogenética de que existe una nueva, recientemente descrita (especie I) *®. Estas
“especies de RV” son referidas habitualmente como “grupos de RV”. Al contrario que
las cepas del mismo grupo/especie, no hay evidencia de reordenamiento (reassortment)
genético entre cepas de RV que pertenecen a diferentes grupos/especies. Su incapacidad
de intercambiar segmentos gendmicos durante la coinfeccion incluso bajo condiciones
experimentales indica que los grupos de RV actiian como especies virales inicas **. Sin
embargo, se cree que tuvo lugar un reordenamiento genético entre cepas ancestrales de
RVA y RVD de origen aviar en el que estaba implicado el segmento gendmico NSP1 #°.
RVA infecta humanos y animales, RVB, RVC, RVE, RVH y RVI se han identificado
mayoritariamente en mamiferos domesticados mientras que RVD, RVF y RVG se han
detectado en aves °. De todas las especies/grupos de RV, RVA es responsable de la
mayor parte de la morbilidad y mortalidad en humanos asociada a RV y es la diana de

los programas de vacunacion actuales.

1.4.2 Sistema binario de genotipado de rotavirus (VP7 y VP4)

Para la clasificacion de RV, inicialmente se asignaban serotipos G y P a las diferentes
cepas en base a la reactividad de los epitopos antigénicos de las proteinas externas VP7
(G de Glicoproteina) y VP4 (P de proteina sensible a Proteasas) con antisueros de
referencia °!. Posteriormente, el sistema binario de serotipado G/P fue reemplazado por
el sistema de genotipado G/P que estd basado en el analisis de la secuencia de los genes
que codifican las proteinas VP7 y VP4 5233 Debido a que la combinacién de G- y P-
tipo puede variar de manera independiente, se usa un sistema de tipado binomial para
identificar las cepas.

RVA posee una elevada diversidad genética. Hasta el momento, se han descrito 27 G-
tipos (G1 - G27) y 37 P-tipos (P[1] - P[37]) ** **. Sin embargo, los estudios de
vigilancia solo han identificado en humanos 15 G-tipos (G1 — G6, G8 — G12, G14, G20,
G24 y G26) y 17 P-tipos (P[1] - P[11], P[14], P[15], P[19], P[24], P[25] y P[28]) con

cerca de 90 combinaciones G/P en todo el mundo ** >, Globalmente, las cepas humanas
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mas comunes son G1P[8] (31 — 53%), G2P[4] (10 — 13%), G3P[8] (5 — 11%), G4P[8] (5
— 14%), G9P[8] (10 — 11%) y G12P[8] (1 — 3%) °. En los paises desarrollados, estas
cepas pueden causar casi el 100% de las infecciones dependiendo de la temporada >3-,
Varios o incluso todos los genotipos de RVA pueden cocircular en una misma
temporada °% >°. Los genotipos prevalentes pueden variar de una temporada a otra
incluso en una misma 4rea geografica % 60-61,

En los paises en vias de desarrollo, existe una mayor diversidad de RVA. Hay afios en
los que no se puede identificar un unico genotipo dominante y son comunes las
infecciones causadas por genotipos multiples de RVA (infecciones mixtas) creando
condiciones que favorecen la formacion de virus recombinantes (reassortants) ®2.
Ademas, es frecuente que cepas de RVA con combinaciones G/P-tipo atipicas o de
origen zoonotico originadas mediante reordenamiento genético causen enfermedad en
nifios ®%. Los G/P-tipos de las cepas de RVA atipicas muestran amplia variacion de
una region a otra 6,

Excepcionalmente nuevos RVA como G9 y G12 han emergido y se han diseminado en

la poblacién humana a nivel mundial habiendo sido recientemente incluidos en la lista

de RVA principales.

1.4.3 G-tipos de rotavirus identificados en humanos

Gl1

RVA G1 fue aislado por primera vez en 1974 en un nifio con GEA en Estados Unidos.
Fue uno de los primeros RVA en ser adaptado con éxito al cultivo celular ¢7. Este
genotipo pertenece al genogrupo Wa-like (genogrupo 1, ver apartado “1.5 Clasificacion
del genoma completo de RVA (constelaciones de genes)”, pag. 14) y se asocia
normalmente a P[8] siendo la combinacion G/P mayoritaria a nivel mundial. Sin
embargo, en 2012 emergidé en Asia una nueva cepa recombinante GI1P[8] con
constelacion gendmica tipo DS-1 (genogrupo 2) % . El genotipo G1 también ha sido
identificado asociado a otros P-tipos como P[4] y P[6] 7% 7",

G2

G2 fue detectado por primera vez en 1976 en un paciente con GEA en Estados Unidos
(Washington D.C.) 2. RVA G2 estd normalmente asociado a P[4] y pertenece al
genogrupo DS-1-like (genogrupo 2, ver pag. 14). También se han detectado cepas G2
combinadas con P[6] y P[8] 7**7*. El reordenamiento genético entre las cepas circulantes

locales puede dar lugar a combinaciones inusuales de G- y P-tipos comunes "> 7°. Por
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ejemplo, la deteccion de cepas G1P[4] y G2P[8] es frecuente en temporadas en las que
cepas G1P[8] y G2P[4] cocirculan *°,

G3

El genotipo G3 posee el rango de huéspedes mas amplio, infectando humanos, simios,
felinos, caninos, bovinos, equinos, ovinos, porcinos y lepéridos, entre otros > 3 77,
Consecuentemente, es el genotipo que se ha asociado a mas P-tipos diferentes como por
ejemplo a P[2], P[3], P[4], P[6], P[7], P[8], P[9], P[12], P[14], P[22] y P[24] "* 7. A
pesar de su amplia diversidad, G3 suele ir en la mayoria de los casos acompafnado de
P[8] cuando infecta humanos y su constelacion de genes pertenece al genogrupo 1 (tipo
Wa, ver pag. 14) 8. Sin embargo, G3P[8] también ha sido detectado con esqueleto tipo
DS-1 en Asia ®, Australia 3! y posteriormente en nuestro territorio 5 y en Hungria .
La combinacion G3P[8] ha circulado poco durante los afios 90 a nivel global pero ha
vuelto a resurgir en la ultima década 8.

G4

G4 fue identificado por primera vez en humanos en el afio 1975 en Reino Unido
asociado al P-tipo P[6]. Este genotipo normalmente se asocia a P[8] cuando infecta a
humanos y su constelacion de genes es de tipo Wa (genogrupo 1). Sin embargo,
también se han detectado dos combinaciones inusuales de origen porcino, G4P[4] y
G4P[6], generadas mediante transmision interespecies y multiples reordenamientos
genéticos 34

GS

El genotipo G5 se ha asociado a enfermedad en cerdos e identificado alguna vez en
caballos pero raramente en humanos *> 8¢, En 1994, se identifico por primera vez RVA
G5 en niflos con diarrea en Brasil y se demostré que la combinacion G/P G5P[8] habia
estado circulando en ese pais desde al menos 1982 %87 G5 también ha sido detectado
en otros paises de Sudamérica (Argentina, Paraguay y Brasil) y posteriormente, en el

afio 2000, esporadicamente en Camertin %6 88

, paises del Sudeste asidtico y Bulgaria.
Suele ir acompafiado de P[8] y a veces de P[6] y se cree que es el resultado de un
reordenamiento humano-porcino *.

G6

G6 es un genotipo poco comun pero con amplia distribucion geografica. Este genotipo
estd asociado sobre todo a infeccidn en ganado vacuno y otros rumiantes (orden

Artiodactyla). En un estudio realizado en los afios 1987 - 1988 en Italia, se detectaron

dos cepas G6 (G6P[9] y G6P[14]) en dos nifios hospitalizados con GEA °°. Desde

11



Introduccion

entonces, G6 ha sido detectado esporadicamente en paises como Australia °!, India > %3,

99 101

Estados Unidos **, Bélgica > %6, Hungria °" *®  Egipto *°, Malawi '%, Espafia ! y
Tailandia '°2. G6 se suele encontrar en combinacidn con varios P-tipos como P[6], P[9]
y P[14] 8693 El genotipo humano P[14] en combinacién con G6 ha sido referido en
muchos paises, siendo esta combinacion detectada solo en humanos, cabras y antilope
sable *°.

G8

G8 es habitualmente detectado en ganado vacuno !

93 en combinaciéon con P[1], P[5] y
P[11] '™ Ademas, se ha identificado G8 en otras especies animales como ovejas,
vicufias, guanacos, cabras y camellos '%°. G8 fue aislado por primera vez en humanos en
combinacién con P[10] en Indonesia en un estudio realizado entre 1979 y 1981 196107,
Desde entonces, G8 ha sido detectado en humanos de manera significativa en Africa
(12%) y de manera esporadica fuera de ese continente '°° 1%, Ademas de a P[10], G8 se
ha asociado a diversos P-tipos como P[1], P[2], P[4], P[6], P[8] y P[14] ®. Esta gran
diversidad de combinaciones G/P puede ser el resultado de reordenamientos genéticos
entre dos RVA humanos o un RVA animal y otro humano.

GY

Tras su primera deteccion en Filadelfia (Estados Unidos) en los afios 1983 - 1984 ',
G9 desapareci6 durante una década para reemerger en 1995 en la misma ciudad 3% 8¢ 110,
A partir de entonces, G9 fue identificado en nifios con diarrea a nivel mundial hasta
convertirse en el quinto de los genotipos principales ®*. G9 suele ir acompafiado de P[8]
aunque se ha informado de la deteccion de G9 en combinacion con P-tipos como P[4],
P[6], P[11] y P[19] '!!. Se cree que las cepas G9 adquirieron el gen VP7 de un huésped
animal, mientras que los 10 genes restantes son de origen humano. La deteccion
ocasional de RVA G9 en ovejas y especialmente en cerdos o la identificacion
esporddica de cepas G9 con una constelacion de genes de origen porcino avalan su
origen animal 86 112113,

G10

RVA G10 fue detectado por primera vez en ganado vacuno americano y canadiense en
1983 !4, Desde entonces, se ha considerado uno de los genotipos mas prevalentes en
bévidos en todo el mundo mayoritariamente en combinaciéon con P[1], P[5] y P[11] ''°.
Ocasionalmente, RVA G10 también ha sido detectado en cerdos, ovejas y caballos.

Ademas, ha sido identificado esporadicamente en humanos considerandose resultado de

transmisiones zoondticas 3% 1'% 117 La primera deteccion de G10 en humanos tuvo lugar
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en un nifio inmunocomprometido de Reino Unido en el afio 1992 ''®. Un afio mas tarde,
se detectd G10 de origen bovino (asociado a P[11]) en neonatos asintomaticos en India
119, 120 posteriormente G10 ha sido detectado junto con P[4], P[6] P[8], P[9], P[11] o
P[14] en diferentes regiones de India y en Brasil, Paraguay, Ghana, Vietnam, Tailandia,
Eslovenia, Italia y Australia 84 86, 115-117. 121125

Gl11

G11 fue identificado por primera vez en cerdos en 1983 ' y en humanos en 2005 %7,
siendo su deteccién desde entonces esporadica '*®. RVA GI11 ha sido detectado en
humanos en combinacion con P[4], P[6], P[8] y P[25] '¥. Debido a su similitud con los
G11 hallados en animales se cree que los pocos casos informados en humanos tuvieron
origen en transmisiones de tipo zoondtico '%°.

G12

RVA G12, genotipo inusual hasta aproximadamente el afio 2008, es uno de los agentes
causantes de GEA que mas rapido ha emergido a nivel mundial. El primer caso de
infeccion por G12 en humanos (P-tipo P[4]) fue informado en Filipinas en 1987 3.
Posteriormente, en 1998, fue detectado en Tailandia (P-tipo P[9]) 3! y al afio siguiente
en Estados Unidos (P-tipo P[6]) ** y Argentina (P-tipo P[9]) '*2. En los primeros afios de
este siglo, cepas G12 fueron detectadas con frecuencia notable casi exclusivamente en
paises del subcontinente indio '**!3, habiéndose sefialado el Sudeste de Asia como el
probable origen de este genotipo '*°. A partir de entonces, aparecié en el resto del
mundo 3614 G12 suele ir acompafiado de P[6] y P[8] cuando infecta humanos 2. Sin
embargo, la transmision interespecies de un rotavirus felino resultd en la combinacion
G12P[9], observada en algunas partes del mundo 3! !, EI gen VP7 del genotipo G12
parece haber sido adquirido a partir de un huésped animal debido a su deteccion
ocasional en ganado vacuno y porcino #*'* RVA G12 tiene una marcada diversidad
debido a su gran actividad de reordenamiento genético.

G14, G20, G24y G26

Los genotipos G14, G20, G24 y G26 han sido detectados muy raramente en humanos.
G14 es un genotipo detectado habitualmente en caballos. En la era postvacunal (2009),
se detectd una nueva cepa, G14P[24], en un nifio de Estados Unidos. Esta cepa parece
ser el resultado de un reordenamiento genético multiple entre RVA de origen humano,
equino, simio y bovino '#°.

RVA G20 (P-tipo P[28] y VP6 113) fue detectado por primera vez en un area rural de

Ecuador en 2006. Era una cepa no tipable a la que el “Grupo de Trabajo para la
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Clasificacion de RV” (Rotavirus Classification Working Group, RCWG) asigné un
genotipo nuevo '*°,
RVA G24 (asociado a P[33]) fue aislado por primera vez en 2007 en Japén de una vaca

47y no fue hasta 2012 cuando este genotipo (asociado a

y su ternero asintomaticos
P[14]) volvid a ser detectado, esta vez en un nifio de Estados Unidos. Esta cepa podria
ser el producto de una trasmision interespecies y de eventos de reordenamiento
incluyendo cepas de origen canino/felino, simio y particularmente bovino >*,

El genotipo de RVA G26 (P-tipo P[19]) fue detectado por primera vez en humanos en
un hospital de Vietnam durante la epidemia de 2009 - 2010. Esta cepa de origen porcino
parece haber sido fruto de una transmision interespecies en la que ha habido uno o mas

reordenamientos genéticos ',

1.4.4 Distribucion global de genotipos de rotavirus

Segtin el Boletin de Informacién Global y Vigilancia de RV de la OMS (Global
Rotavirus Information and Surveillance Bulletin) de 2011 ®, la distribucion de los
genotipos de RVA varia ampliamente en las diferentes regiones del mundo y
temporadas. En el afio 2010, G1P[8] fue el genotipo mas prevalente en América (43%),
Europa (33%) y Oeste Pacifico (47%) siendo el genotipo de RVA mas frecuentemente
detectado a nivel global. En el mismo afio, las prevalencias de G4P[8] (23%) en Europa
y de G3P[8] (25%) en el Oeste Pacifico también fueron notables. En la region del Este
Mediterraneo, G2P[4] (41%) fue el genotipo mas comunmente identificado seguido de
una proporcion substancial de cepas inusuales (31%). Por el contrario, en Africa y el
Sudeste Asiatico RVA G12P[8] y cepas inusuales como G2P[6], G3P[6], GIP[6] y
G12P[6] fueron las predominantes.

1.5 Clasificacion del genoma completo de rotavirus (constelaciones de genes)

La limitacion del sistema binario de clasificacion G-/P-tipo es que solo analiza dos
(VP7 y VP4) de los 11 genes virales. Por lo tanto, el sistema binario no proporciona la
informacion necesaria para evaluar por completo la diversidad genética y la dindmica
evolutiva de las cepas de RVA cocirculantes. Esta limitacion se ha superado
parcialmente gracias a los avances en la tecnologia de secuenciacion de alto rendimiento
que permite secuenciar el genoma completo de RVA y a la creacion de un sistema de

clasificacion de RVA basado en el andlisis de las secuencias de los 11 genes que
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permite asignar un genotipo concreto a cada segmento genémico del virus '*°. En este
sistema de clasificacion, los segmentos genomicos VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-
NSPI1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5/6 se representan mediante el acronimo Gx-P[x]-Ix-Rx-
Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx (x = nimeros arabigos > 1) **. Los genotipos VP7 y VP4
utilizados en el sistema de clasificacion del genoma completo son los mismos que se
han descrito anteriormente en el sistema binario de G/P-tipado (ver apartado 1.4.2).
Hasta la fecha, se han descrito al menos 11 genotipos para cada uno de los nueve
segmentos restantes (también denominados genes internos) de las cepas de RVA
(Tabla 1).

La mayoria de las cepas de RVA de origen humano se clasifican en tres constelaciones
genotipicas: Wa-like (I1-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1), DS-1-like (I12-R2-C2-M2-A2-
N2-T2-E2-H2) y la menos frecuente AU-1-like (I3-R3-C3-M3-A3-N3-T3-E3-H3) "',
Las cepas G1P[8], G3P[8], G4P[8] y GIP[8] habitualmente pertenecen a la constelacion
Wa-like o genotipo 1 *°. Por el contrario, las cepas G2P[4] normalmente pertenecen a la
constelacidon DS-1-like o genotipo 2 y las cepas G3P[9] a la constelacion AU-1-like o
genotipo 3 (Tabla 2) 139 152153 T a5 cepas de RVA con constelaciones de genes internos
puramente del genotipo 1 6 2 son raramente recuperadas de animales. Esto sugiere que
las cepas con constelaciones puras de genes del genotipo 1 6 2 son especialmente
adecuadas para la replicacion en humanos 3'. Una cepa de RVA se clasifica como cepa
tipo Wa, DS-1 o AU-1 si los genotipos de al menos siete de sus 11 segmentos
genOmicos se correlacionan con las cepas prototipo (cepa Wa, DS-1 y AU-1) (Tabla 2)
de estos genogrupos '*°. Las cepas humanas de RVA Wa-like parecen tener un origen
comun con RVA de origen porcino, las cepas humanas DS-1-like poseen una relacion

evolutiva estrecha con cepas bovinas '°° y las cepas AU-1-like con cepas felinas !>,
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Tabla 2.- Constelaciones de genes de cepas de rotavirus humanas, vacunales, inusuales y animales. Los genes
correspondientes al genotipo 1 o Wa-like estan marcados con verde, los genes correspondientes al genotipo 2 o DS-1-
like estan marcados en rojo y los correspondientes al genotipo 3 o AU-1-like en azul "+,

[ Wa-like (genotipo 1)

16

Il Ds-1-like (genotipo 2)

Genotipo
Cepa Origen
VP7 | VP4 | VP6 | VP1 | VP2 | VP3 | NSP1 | NSP2 | NSP3 | NSP4 | NSP5
Wa Humano Gl | P[8] | I R1 | C1 | M1 Al N1 T1 El H1
2
E P Humano G3 | P[8] | I Rl | C1 | Ml | Al N1 Tl El H1
(=]
é ST3 Humano G4 | P[8] | I Rl | C1 | Ml | Al N1 Tl El H1
o
~ WI61 Humano G9 | P[8] | I Rl | C1 | Ml | Al N1 Tl El H1
Dhaka25-02 Humano GI2 | P[8] | 11 Rl | Cl1 | Ml | Al N1 Tl El H1
Rotarix RTX441 Humano Gl | P[8] | I Rl | Cl1 | MI | Al N1 Tl El H1
" RotaTeq WI79-9 | Recombinante humano-bovino | G1 | P[5] M1 A3 T6 H3
2
% RotaTeq SC2-9 | Recombinante humano-bovino | G2 | P[5] M1 A3 T6 H3
[
% RotaTeq WI78-8 | Recombinante humano-bovino | G3 | P[5] A3 T6 H3
o
© RotaTeq BrB-9 | Recombinante humano-bovino | G4 | P[5] A3 T6 H3
RotaTeq WI79-4 | Recombinante humano-bovino | G6 | P[§] A3 T6 H3
AU-1 Humano G3 | P91 | B | R3 | C3 | M3 | A3 N3 T3 E3 H3
3 MWI Humano GS8 | P[4]
=
é GR 10924/99 Humano G9 | P[6]
% 6717/2002/ARN Humano Gl0 | P[8] | I1 Rl | Cl1 | Ml | Al N1 Tl El H1
Dhaka 12-03 Humano GI12 | P[6] | I1 \i‘ Cl | M1 | Al N1 Tl El H1
" SA11-H96 Simio G3 AS N5 T5 H5
=2
é RRV Simio G8 A9 T3 E3 H6
% OsU Porcino G5 Al N1 Tl El H1
S
WC3 Bovino G6 A3 T6 H3

] AU-1-like (genotipo 3)
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1.6 Patogénesis de rotavirus

RVA infecta humanos y animales mediante adhesion al revestimiento epitelial del tracto
intestinal, en concreto, infecta los enterocitos maduros en las porciones distal y media
de las vellosidades del intestino delgado. Existen varios mecanismos que contribuyen a
la fisiopatologia de la diarrea por RVA - 15:

1. La entrada viral causa destruccion de enterocitos maduros generando malabsorcion
intestinal.

2. La proteina NSP4 actlia como una viroporina, mediando la liberacion del calcio
(Ca*") desde el reticulo endoplasmatico, lo que resulta en un aumento de la
concentracion de Ca?" intracelular '*%, llevando a alteracion del citoesqueleto y lisis
celular.

3. La proteina NSP4 (enterotoxina) altera la biogénesis y la integridad de las uniones
estrechas de los enterocitos, lo que resulta en un flujo paracelular de agua y electrolitos.

4. Ademas, la infeccion desregula la bomba Na'/K', esencial para la retencion de
fluidos y nutrientes de las células. Esta desregulacion se produce debido a la expresion
disminuida de las enzimas digestivas después de la infeccion.

5. Por ultimo, la infeccion por RVA estimula la secrecion de electrolitos y agua debido
a la activacion del Sistema Nervioso Entérico por NSP4, lo que deriva en diarrea
secretora %7,

Todos estos factores contribuyen de manera colectiva a la pérdida de capacidad de

absorcion del intestino resultando en diarrea.

1.7 Replicacion de rotavirus

RVA infecta los enterocitos maduros de las vellosidades del intestino delgado en forma
de particula de triple capa (TLP) (Figura 3). La porcion VP8* de la espicula VP4
interacciona con un glicano celular con residuos de 4cido sidlico (sialorreceptor), lo que
induce un cambio conformacional en VP4 que hace que VP5* se exponga a la superficie
158 A continuacién, se producen mas interacciones con otros receptores celulares como
las integrinas y Hsc70. La penetracion de RVA en las células se produce tanto por
penetracion directa de la membrana como por endocitosis mediada por receptor. Las
particulas del virion son transportadas en el citoplasma mediante endosomas tempranos.

El nivel bajo de calcio en los endosomas da lugar a la pérdida del revestimiento de las
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TLPs convirtiéndose en particulas de doble capa (DLPs). Posteriormente y gracias a
VP5*, las DLPs penetran la membrana endosomal para salir al citoplasma '*°. En el
citoplasma, las DLPs se vuelven transcripcionalmente activas y sintetizan segmentos de
ARN de una sola hebra de sentido (+) no-poliadeniladas con capuchon (5 cap) gracias a
las enzimas virales VP1 (ARN polimerasa ARN dependiente) y VP3 (enzima de
capping con actividad fosfodiesterasa, guanililtransferasa y metilasa). VP1 y VP3 se
localizan en la superficie interna de la capa VP2 (core). Estas transcripciones abandonan
las DLPs a través de los canales y sirven tanto para la traduccion de proteinas virales
como para sintetizar ARN de doble hebra para la progenie de RVA actuando como
hebras molde para la replicacion '®’. La replicacion ocurre en los viroplasmas que se
localizan cerca del nucleo y el reticulo endoplasmatico. Los viroplasmas estan
mayoritariamente compuestos por las proteinas virales NSP2 y NSP5 '®! y son fabricas
virales que contienen todos los componentes necesarios para la replicacion y el
empaquetado inicial del genoma viral. Una vez formadas, las particulas de core o
nacleos se recubren rapidamente por VP6 dando lugar a las DLPs. Tras salir del
viroplasma, la progenie de DLPs recién formada brota hacia el reticulo endoplasmatico
para su maduracion. Las proteinas NSP4, presentes en la membrana del reticulo
endoplasmatico, actian a modo de receptor e interactiian con VP6 62, Ahi, las DLPs
adquieren su capa mas externa (60 trimeros de VP4 y 260 trimeros de VP7) y forman
TLPs totalmente desarrolladas. Los viriones de triple capa maduros tardan en producirse
10 - 12 horas y se liberan en grandes cantidades al lumen intestinal, abandonando la
c¢lula mediante lisis en el caso de las células no polarizadas o en el caso de las células
epiteliales mediante un proceso de gemacion que no implica la muerte inmediata de la
célula . La destruccion de estas células reduce la capacidad de absorcion de las
vellosidades causando diarrea.

Posteriormente, RVA puede infectar las células vecinas dando lugar a una continua

replicacion y excrecion que deriva en una elevada carga viral.
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Figura 3.- Ciclo de replicacion de rotavirus. Las particulas de rotavirus entran en los enterocitos
mediante endocitosis directa o con la ayuda de receptores celulares. Las particulas de doble capa
se generan en los endosomas y se vuelven transcripcionalmente activas para producir moléculas
ARNm (+) en el citoplasma. Las moléculas de ARNm son traducidas para sintetizar las
proteinas necesarias para el ensamblaje de la particula del viridon o a replicacion para sintetizar
el genoma (ARN de doble cadena). La replicacion y el ensamblaje de los componentes del virus
ocurren en el viroplasma donde se producen las particulas de doble capa (progenie) que brotan
hacia el reticulo endoplasmatico para adquirir la capa mas externa. Finalmente, los viriones
salen de la célula mediante lisis o un proceso de gemacion *'.

1.8 Mecanismos de evolucion v diversidad de rotavirus

Los mecanismos responsables de la evolucion y diversidad de RV A son:

1.8.1 Mutaciones puntuales — drift

La acumulacion de mutaciones puntuales (deriva genética - genetic drift) se produce
como consecuencia de una transcripcidn propensa a errores que es caracteristica de los
virus ARN. De hecho, se calcula que se produce aproximadamente una mutacion por

163 Estas mutaciones puntuales dan lugar a

cada ciclo de replicacion del genoma
variacion intratipica y deriva antigénica (linajes), resultando en la aparicion de mutantes

de escape a los anticuerpos neutralizantes '4,
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1.8.2 Reordenamiento genético - reassortment

La naturaleza segmentada del ARN de RVA facilita los reordenamientos del genoma
(cambios antigénicos mayores - antigenic shift). Cuando un mismo enterocito se infecta
con dos o mas cepas de RVA diferentes, se puede producir un virus recombinante con
segmentos de ARN de cada uno de los virus progenitores (Figura 4A) !9 166 Las
infecciones mixtas con cepas de RVA diferentes son mas comunes en los paises en vias
de desarrollo (tasa de coinfeccion 20%) que en los paises desarrollados (tasa de
coinfeccién < 5%) 37> 6% 66 76 [ os reordenamientos dentro de un mismo genogrupo
(constelacion genotipica) son observados frecuentemente mientras que el intercambio
de genes entre cepas de diferente genogrupo (reordenamiento intergenogrupo) son
menos frecuentes 3% 67,

1.8.3 Reorganizacion del genoma - rearrangements (concatenaciones Yy
truncamientos de fragmentos genéticos)

Normalmente cada segmento gendomico de RVA contiene regiones no traducidas
(UTRs) que flanquean un marco abierto de lectura (ORF). Sin embargo, se han descrito
variantes de RVA que poseen segmentos de tamafio atipico debido a reorganizaciones
de secuencia (rearrangements) '°®. En muchos casos, la reorganizacién de un gen
(recombinacion intragénica) se origina a partir de una duplicacion parcial de una
secuencia, que comienza después del codon stop del ORF y se extiende hasta el extremo
3" dando lugar a una region 3" no traducida (3'UTR) larga que no afecta al producto
proteico del segmento. También pueden tener lugar reorganizaciones del genoma que
impliquen delecciones de fragmentos de ARN aunque son relativamente raras. La
reorganizacion génica ocurre mas frecuentemente en el segmento 11 del genoma 169 Sin
embargo, también se han observado eventos de reorganizacion en los segmentos
5 a 10 3. RVA con genomas reorganizados suelen ser aislados en nifios
inmunocomprometidos cronicamente infectados y pueden ser generados in vitro
mediante pases seriados del virus a alta multiplicidad de infeccion. No estd claro el
mecanismo por el que se forman las reorganizaciones del genoma, aunque se cree que
tiene lugar una disociacion y reasociacion de la ARN polimerasa viral con la hebra

molde durante la transcripcion '8,

20



Introduccion

1.8.4 Transmision interespecies

La transmision interespecies puede producirse de manera directa o mediante
reordenamiento genético entre una cepa de RVA de origen humano y otra de origen
animal (Figura 4B). Para esto ultimo, se requiere una infeccion simultanea (coinfeccion)
del huésped con una cepa de RVA animal y otra humana 2.

Las constelaciones de genes de cepas de RVA animal son a menudo unicas y bastante
diferentes a las constelaciones de cepas de RVA de origen humano, lo que refleja
probablemente la coevolucién de RVA con su huésped natural '7°. La adquisicién de
genes a partir de cepas de RVA humano podria mejorar la eficiencia replicativa de
cepas de RVA animal en humanos, y facilitar su diseminacién a nivel global °* 17!, Sin
embargo y a pesar de que los humanos son susceptibles a la infeccion por cepas de
RVA de origen animal 3% 172175 [a infeccidn sintomatica con estas cepas suele ser rara.
El proceso de co-especiacion podria explicar por qué es tan inusual que las infecciones
zoonodticas deriven en brotes a gran escala en humanos 2.

La transmision de cepas de RVA de origen animal a humanos puede ocurrir

1 o indirectamente mediante

directamente mediante contacto estrecho con animales
contacto con foémites contaminados fecalmente. Ademas, el agua contaminada con heces
puede contener cepas de RVA de origen humano y animal, facilitando infecciones
simultaneas y por tanto oportunidades para que se produzcan reordenamientos genéticos
in vivo *°.

Dado que la vigilancia de cepas se centra principalmente en pacientes clinicamente
enfermos y las cepas de RVA animal tienden a ser menos virulentas en humanos, los
casos documentados de eventos de transmision interespecies representarian solo la
punta del iceberg. En los paises en vias de desarrollo se producen mas infecciones
asociadas a cepas de RVA animal que en los paises desarrollados debido a la mala
calidad del suministro de agua y al hecho de compartir espacio vital con animales

domésticos '7°,
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(A)
Strain A Coinfection Strain B
Reassortant1 Reassortant2
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Porcine
Interspecies transmission > Bovine
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Figura 4.- Reordenamiento genético y transmision interspecies. (A) Reordenamiento genético.
La coinfeccion de dos cepas diferentes de rotavirus (A y B), requisito indispensable para que el
reordenamiento tenga lugar, resulta en la aparicion de virus recombinantes debido al
intercambio de segmentos génicos. Los recombinantes generados adquieren segmentos génicos
de ambos virus. (B) Transmision interspecies. La transmision del virus completo o de
segmentos génicos de rotavirus no humanos resulta en la aparicion de nuevas cepas de rotavirus
en humanos. La nueva cepa detectada en humanos puede ser el resultado de una transmision
directa de una cepa animal o podria ser un virus recombinante con una combinacidon de

segmentos génicos humanos y animales '''.

1.9 Transmision de la infeccion por rotavirus

RVA es muy contagioso. La dosis infectiva de RVA estimada es de 100 a 1.000
particulas virales '””. El modo principal de transmision es la ruta fecal-oral que puede
ser directa de persona a persona o indirecta mediante fomites contaminados, es decir, el
paso del virus de las heces de un individuo infectado a la boca de otro individuo
mediante contacto con manos, superficies, objetos y ocasionalmente comida o agua,
contaminados. La transmision ocurre normalmente cuando los cuidadores de un nifio
infectado no se lavan las manos después de cambiarle los panales etc o nifios mayores
no se lavan las manos tras utilizar el bafio. Los nifios pueden excretar RV A desde 2 dias

antes a 10 dias o mas después del inicio de los sintomas en concentraciones muy
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elevadas (hasta 10!'! particulas/g heces) en sus heces y vomitos. Nifios con diarrea grave
pueden excretar un mayor nimero de virus 7% 179,

RVA es muy estable y puede permanecer viable en el ambiente durante meses si no se
desinfecta. Puede sobrevivir durante dias en superficies duras y secas y puede vivir
durante horas en las manos. Las superficies contaminadas con RV A se deben lavar con

agua y jabon y desinfectar con una solucion de cloro (1.000 ppm) ',

1.10 Enfermedad causada por rotavirus

El espectro clinico de la infeccion por RVA va desde la enfermedad asintomatica o
diarrea leve acuosa con duracion limitada hasta diarrea profusa frecuente con vomitos y
fiebre que puede derivar en deshidratacion con shock, desequilibrio electrolitico y
muerte. En los casos tipicos, hay un periodo de incubacion de uno a tres dias con un
inicio de la enfermedad brusco con fiebre y vomitos seguido de diarrea acuosa
explosiva uno o dos dias después del inicio. Entre un 30 - 40 % de los nifios tienen
fiebre moderada '*!. Los vomitos suelen durar uno o dos dias y el resto de sintomas
gastrointestinales de tres a siete dias, pero ocasionalmente se prolongan hasta dos o tres

semanas > '8!

Los enfermos pueden perder las ganas de comer y beber y por
consiguiente perder fluidos. Sin un adecuado reemplazo de liquidos, el cuadro clinico
puede ocasionar una deshidratacion. Los vomitos son especialmente peligrosos ya que
es dificil reemplazar fluidos en nifios pequefios que estan vomitando con frecuencia °.

Aunque la GEA es la principal manifestacion de infeccion por RVA, diversos estudios
han mostrado que, raramente, se puede detectar ARN y proteinas de RVA fuera del
intestino (pulmon, rifidén, tracto respiratorio, ganglios linfaticos y Sistema Nervioso
Central) asi como viriones en sangre 82184 El significado clinico de la expansion
extraintestinal de RVA no es claro, aunque ha habido informes de infeccion por RVA
causando viremia, en el tracto respiratorio o afectando al Sistema Nervioso Central,
causando meningitis aséptica y/o encefalitis '3°'87, En cualquier caso, parece tratarse de

situaciones poco frecuentes. Sin embargo, la infeccidn por RVA ha sido asociada con

cierta frecuencia a la aparicion de convulsiones %%,
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1.11 Diagnostico de laboratorio de la infeccion por rotavirus

La deteccion de RV A en heces puede llevarse a cabo mediante diferentes técnicas que
incluyen microscopia electronica, electroforesis en gel de poliacrilamida,
inmunoensayos de deteccion de antigeno, reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

previa transcripcion inversa (RT) del ARN y aislamiento del virus en lineas celulares.

1.12 Tratamiento de la enfermedad causada por rotavirus

Actualmente no hay disponible ninguna terapia especifica frente a RVA. Como en otras
diarreas infantiles, el pilar esencial del tratamiento es el aporte de fluidos para prevenir
la deshidratacion. Las soluciones de rehidratacion oral (SRO) con osmolaridad reducida
son mas efectivas a la hora de aportar fluidos que las formulaciones SRO previamente
existentes con mayor concentracion de sodio y glucosa '*°. El tratamiento con zinc
puede disminuir la gravedad y la duracion de la diarrea en nifios con deficiencia de este
metal, una situacion frecuente en paises en vias de desarrollo '°°. Medidas terapéuticas
adicionales durante el episodio diarreico incluyen alimentacion continuada, también la
lactancia materna y si no hay disponibilidad de SRO, el uso de fluidos apropiados

disponibles en el hogar '°!,

1.13 Métodos de prevencion frente a la enfermedad causada por rotavirus

Los métodos de prevencion contra la enfermedad causada por RVA incluyen la lactancia
materna y nutricion adecuada, extremar en la medida de lo posible la higiene personal y
disponer de agua de buena calidad. Sin embargo, estas medidas no son suficientes para
prevenir la enfermedad y detener la diseminacion viral en la poblacion. Actualmente, la

vacunacion es el inico modo de prevenir episodios graves de infeccion por RVA.

1.14 Inmunidad protectora frente a la infeccion por rotavirus

La proteccion frente a la infeccion por RVA estd mediada por componentes humorales y
celulares del sistema inmune. Los anticuerpos neutralizantes dirigidos contra VP4 y/o
VP7 pueden evitar la uniéon y penetracion de RVA a los enterocitos.

Los niflos con uno, dos o tres episodios previos de infeccidon tienen progresivamente

menos riesgo de adquirir infecciones por RVA posteriormente, siendo las
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primoinfecciones mas graves que las reinfecciones y el G-tipo causante diferente en la
mayoria de los casos 2. Después de una primera infeccion, la respuesta seroldgica esta
dirigida principalmente contra un genotipo viral especifico (respuesta homotipica),
mientras que tras infecciones subsiguientes por RVA la respuesta de anticuerpos
generada tiende a ser mas amplia, heterotipica !°>. Sin embargo, un estudio efectuado en
la India inform6 que el riesgo de enfermedad grave por RVA, aunque disminuido,
persiste después de varias infecciones 4.

Curiosamente, la infeccion por RVA en neonatos es frecuentemente asintomatica o leve,
probablemente por la proteccion que les confieren los anticuerpos maternos. En
pacientes inmunocomprometidos, la infeccion natural por RVA no suele estar asociada
con diarrea grave o enfermedad sistémica pero la excrecion del virus podria ser
prolongada. Sin embargo, individuos con inmunodeficiencia congénita o trasplante de
médula 6sea u organos solidos a veces padecen GEA por RVA grave, prolongada e

incluso mortal °.

1.15 Vacunas frente a rotavirus

1.15.1 Generalidades

Una de las estrategias utilizadas para el desarrollo de las primeras vacunas frente a RVA
fue utilizar cepas de RVA de origen animal. La administracién de cepas de RV A animal
a humanos, incluso en dosis elevadas, no suele causar enfermedad '°> aunque si induce
respuestas inmunologicas protectoras frente a RVA %% 17 Una segunda estrategia fue
utilizar cepas humanas atenuadas. Se ha referido que algunas de esas cepas humanas
estaban atenuadas de manera natural ya que causaron infecciones subclinicas en salas
neonatales mientras que otras fueron atenuadas mediante pases seriados en cultivo
celular. Una tercera estrategia alternativa fue el desarrollo de vacunas multivalentes que
contienen varios genotipos diferentes que representan algunos de los G-/P-tipos
principales en una Unica dosis vacunal. Todas las vacunas son vivas y se administran
oralmente en multiples dosis con pocas semanas de diferencia para imitar el curso
natural de las infecciones por RVA e inducir inmunidad homo- y heterotipica incluso
frente a genotipos no incluidos en las vacunas '°2,

También existen vacunas candidatas no replicativas inactivadas o subunitarias '*% 1%,
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1.15.2 Vacunas frente a rotavirus retiradas del mercado

Vacuna recombinante rhesus-humano tetravalente - RotaShield®

La primera vacuna que se desarrolld frente a RVA fue desarrollada por la casa Wyeth-
Lederle (RotaShield®, Philadelphia, PA, USA). RotaShield® estaba compuesta por la
cepa de rhesus RRV (G3P[3]) y tres cepas recombinantes rhesus-humano. El gen VP7
de las tres cepas recombinantes era de origen humano (G1, G2 y G4) y los 10 genes
restantes de origen simio (rhesus) 2%°. Los ensayos clinicos realizados en Estados
Unidos, Venezuela y Finlandia demostraron que RotaShield® poseia una eficacia del 80
al 100% para prevenir diarrea grave por RVA *°!. Debido a su elevada eficacia, su uso
en Estados Unidos fue aprobado en 1998 2°2. Sin embargo, nueve meses después de
incluirse en el programa de inmunizacion y de haber sido inmunizados mas de 600.000
nifos, se observd un incremento de casos de intususcepcidon asociado a la

203

administracion de esta vacuna “°, con un riesgo atribuible de 1 por 10.000 nifios

vacunados 2% 203,

Normal
Large Intestine (Colon) Intussusception

% I Small Intestine (lleum)
-

\é Appendix

Cecum

\ Intussusception

Figura S5.- Intususcepcion. Invaginacion de una porcion del intestino en otra a modo de
telescopio (Fuente: Stanford Children’s Health).

La intususcepcién consiste en una invaginacion intestinal que da lugar a una
obstruccion (Figura 5) y estd caracterizada clinicamente por dolor abdominal grave,
sangre en heces, bulto palpable en el abdomen y vomitos. Esta enfermedad, que es
grave y potencialmente fatal, fue asociada principalmente con la primera de las tres

dosis orales de la vacuna y el mayor riesgo atribuible fue encontrado en nifios mayores
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de tres meses. Por ello, 14 meses después de su introduccion (1999), la vacuna
RotaShield® fue retirada del mercado. A partir de este hecho, la intususcepcion se
convirti6 en un gran motivo de preocupacion para cualquier vacuna de RVA. Sin
embargo, en los estudios realizados, no se ha detectado un aumento en el riesgo de
intususcepcion con las vacunas comercializadas con posterioridad (Rotarix® 'y
RotaTeq®) 2% 297, M4s recientemente, un ensayo clinico de fase II llevado a cabo por
International Medica Foundation en Ghana en el que se administré6 RotaShield® a
neonatos con la intencidn de minimizar el riesgo de intususcepcion obtuvo resultados
prometedores por lo que la reintroduccion de esta vacuna en paises en vias de desarrollo

es alin posible. La eficacia de la vacuna fue del 63% para dos dosis 2% 20

aunque se
especula si los anticuerpos maternales frente a RVA transferidos por via

transplacentaria podrian haber reducido la eficacia.

1.15.3 Vacunas frente a rotavirus autorizadas y utilizadas a nivel internacional

En 2006, se autorizaron a nivel internacional dos nuevas vacunas frente a RVA que
demostraron ser seguras y efectivas en niflos, la vacuna monovalente Rotarix®
(GlaxoSmithKline Biologicals, Rixensart, Belgium) y la pentavalente RotaTeq® (Sanofi

) 21 En junio de 2009, la OMS recomendé que la

Pasteur MSD, Lyon, France
vacunacion frente a RVA se incluyera en todos los programas nacionales de
inmunizacion, haciendo especial énfasis en los paises en los que las muertes por diarrea

son responsables de mas del 10% de la mortalidad en nifios menores de cinco afios >

201,210 Actualmente, estas vacunas estan siendo incluidas en los calendarios de
vacunacion de un niimero creciente de paises (81 en mayo de 2016), de los cuales 12
son europeos (Armenia, Austria, Bélgica, Estonia, Finlandia, Georgia, Alemania,
Letonia, Luxemburgo, Moldavia, Noruega y Reino Unido) y casi 20 americanos
(incluidos Estados Unidos, México y Brasil) (Figura 6) 2!!2!3. En Espafia, las vacunas
frente a RVA estdn disponibles desde agosto de 2006 (Rotarix®) y enero de 2007
(RotaTeq®) pero el Sistema Nacional de Salud no las financia. A pesar de ello, se han
alcanzado tasas significativas de cobertura vacunal. En base a las dosis vendidas

respecto al censo, la cobertura a nivel nacional aumentd de un 17% en 2007, a un 35%

en 2008 y a un 38% en 2009 (47% Rotarix® y 53% RotaTeq®) 2!4.
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Figura 6.- Mapa representativo de las introducciones de la vacunacion frente a RVA a nivel
nacional por region geografica. Se muestran 81 paises (a mayo de 2016) *'°.

Vacuna monovalente humana - Rotarix®

Rotarix® es una vacuna oral monovalente viva-atenuada originada a partir de una cepa
G1P[8] que fue aislada de un caso infantil de GEA. Esta cepa, RIX4414, fue atenuada
mediante pases seriados en cultivo celular 2!, Se administra a bebes a los 2 y 4 meses
de edad 2'°. Las dos dosis de la vacuna se deben administrar en un intervalo de al menos
4 semanas. Seglun el fabricante, la primera dosis debe administrarse a nifios de 6
semanas o mas y la segunda dosis antes de las 24 semanas ?!”. La vacuna est4 disponible
a nivel mundial y es la vacuna preferida en el 70% de los paises en los que se ha

instaurado la vacunacion de rutina frente a RVA *°.

Vacuna recombinante humano-bovina pentavalente - RotaTeg®

RotaTeq® es una vacuna oral viva-atenuada compuesta por cinco cepas recombinantes
humano-bovinas (cepa bovina WC3). Cuatro de las cepas recombinantes expresan una
proteina VP7 correspondiente a cepas humanas y la proteina VP4 de la cepa bovina
(W179-9 (GIP[5]), SC-2 (G2P[5]), WI78-8 (G3P[5]) y BrB-9 (G4P[5])), mientras que
la quinta cepa recombinante expresa el VP4 de una cepa humana y el VP7 de la cepa

bovina (W179-4 (G6P[8])) (Figura 7) 3.
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Figura 7.- Composicion de la vacuna recombinante humano-bovina pentavalente, RotaTeq

® 201

El calendario recomendado por el fabricante prescribe tres dosis orales a los 2, 4 y 6
meses 2!°. La primera dosis debe administrarse entre las 6 - 12 semanas y las dosis
posteriores a intervalos de 4 - 10 semanas. Segun el fabricante, las tres dosis deben
administrarse para las 32 semanas de edad >%°.

RotaTeq® est4 disponible a nivel mundial y es la que utilizan aproximadamente el 30%

de los paises con inmunizacion de rutina frente a RVA °.

Eficacia y efectividad de las vacunas frente a rotavirus Rotarix® y RotaTeq®

Casi diez anos tras su introduccion en Europa, las vacunas de RVA han mostrado ser
muy eficaces con un gran impacto en la atencion sanitaria relacionada con GEA por
RVA, disminuyendo en gran medida las hospitalizaciones, infecciones nosocomiales y
visitas a Atencion Primaria ?*!. Similares resultados se han obtenido en Australia *** y
Estados Unidos ??°. Para ambas vacunas (Rotarix® y RotaTeq®), los ensayos clinicos
realizados en paises de ingresos altos y medio-altos de América, Asia y Europa
demostraron una eficacia vacunal del 72 - 100% en la prevencion de GEA severa
mientras que en los ensayos realizados en paises de ingresos menores de Africa y Asia
demostraron una eficacia vacunal del 49 - 72%. Estudios adicionales han demostrado

que la eficacia de la vacuna en la prevencion de hospitalizaciones por GEA debida a
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RVA es similar a la observada en ensayos clinicos ***. Se desconocen las razones por
las que la eficacia de las vacunas frente a RVA es menor en los paises en vias de
desarrollo pero se cree que puede ser debido a factores que pueden generar
interferencias en la asimilacion de la vacuna viva oral como son la leche materna, el
acido del estomago, los anticuerpos maternos y la coadministraciéon con la vacuna oral
frente a poliovirus; y a factores que pueden afectar a la respuesta inmune frente a la
vacuna como son la malnutricion, la presencia de otras infecciones (por ejemplo VIH,
malaria y tuberculosis) incluyendo la elevada frecuencia de infecciones por
enteropatogenos y las diferencias en el microbioma y/o vellosidades intestinales de los
nifios que viven en entornos con pocos recursos y los que viven en entornos
desarrollados 2%52%7,

Los estudios de valoracion de impacto de Rotarix® y RotaTeq® realizados en su mayoria
en Europa, Australia y América han mostrado reducciones sustanciales, del 22 — 50% en
la mortalidad asociada a diarrea, del 17 — 55% en las hospitalizaciones asociadas a
diarrea y del 49 — 91% en las hospitalizaciones debidas a GEA por RVA en los nifios
menores de cinco afios de edad. Muchos estudios han informado también sobre la
existencia de beneficios potenciales indirectos para los nifios mayores y los jovenes
adultos no vacunados debido al efecto rebafio, con reducciones del 6 al 51% en las
hospitalizaciones asociadas a diarrea y del 20 al 92% en las hospitalizaciones
especificas de RVA 2**, Este impacto indirecto de la vacuna en los individuos no
vacunados podria ser atribuido a las fluctuaciones estacionales naturales de la actividad
de RVA. Sin embargo, las reducciones observadas han sido significativamente mas
pronunciadas que las debidas a las fluctuaciones naturales 22!

El disefio multivalente de la vacuna RotaTeq® se basd en el principio de que la
respuesta protectora de la infeccion por RVA podria ser predominantemente homotipica
en la naturaleza, especifica para el G/P-tipo infectante **. De hecho, estudios anteriores
de proteccion con cepas individuales de RVA animales (por ejemplo RRV G3P[3],
RotaShield®) indicaron que estos RVA monovalentes eran muy poco efectivos
induciendo proteccion heterotipica '°°. Puesto que todos los genotipos dominantes a
nivel global G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8], GI9P[8] y G12P[8] contienen al menos un
G- o P-tipo en comun con las cepas de la vacuna RotaTeq®, la vacuna deberia ser
efectiva proporcionando respuestas protectoras a cualquiera de las cepas dominantes.
Sorprendentemente, se ha referido que tanto Rotarix® como RotaTeq®™ proporcionan un

nivel similar de proteccion frente a las diferentes cepas de RVA bien sean homotipicas,
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parcialmente heterotipicas o totalmente heterotipicas 223!

. La amplia proteccion
heterotipica sugiere que otras proteinas diferentes a las de la capside externa VP7 y VP4
podrian jugar un papel importante en la inducciéon de inmunidad protectora 2*2. Sin
embargo, los resultados de diversos estudios observacionales y de eficacia de la vacuna
monovalente Rotarix® muestran que aunque la vacuna protege completamente frente a
genotipos heterdlogos (por ejemplo G2P[4]) podria hacerlo en menor medida 206 233234,
Por otra parte, algunos estudios indican que tras la introduccion de la vacuna no se ha
producido una alteracion consistente de los genotipos circulantes de RVA, pero otros
sugieren que la prevalencia de genotipos especificos ha cambiado como resultado de la

presion inmune de la poblacion vacunada.

Contaminacion de las vacunas frente a rotavirus Rotarix® y RotaTeg®

En marzo de 2010, la FDA (U.S. Food and Drug Administration) inform6 sobre la

contaminacion de la vacuna Rotarix® con ADN completo de circovirus porcino tipo 1 y
recomendd suspender temporalmente su uso mientras durara la investigacion de este
hecho. En mayo de ese mismo afio, se detectaron niveles bajos de fragmentos de ADN
de circovirus porcino tipo 1y tipo 2 también en la mayoria de los lotes de RotaTeq®™ 2.
Sin embargo, la FDA recomend6 reanudar el uso de Rotarix® y continuar con el uso de
RotaTeq® ya que no hay evidencia de que el circovirus porcino infecte ni cause
enfermedad en humanos y ademas, los beneficios de las vacunas son muchos y bien

conocidos 3.

Por el contrario en Espana, la Agencia Espafiola de Medicamentos y
Productos Sanitarios (AEMPS) suspendido la comercializacion de ambas vacunas
durante cinco meses (de junio a noviembre de 2010) y la cobertura vacunal a nivel
nacional descendi6 del 37 - 38% en 2009 al 19% en 2010 2!'* 237 Posteriormente, solo se
reanudo la venta de RotaTeq® y no fue hasta mediados de 2016 cuando se procedié a
levantar la suspension de la comercializacion de Rotarix®. En Galicia, costé tres afos
volver a los niveles de cobertura vacunal previos 2*’. Se ha estimado que en Espafia
durante los cinco meses en los que no se dispuso de vacunas frente a RVA alrededor de

85.000 nifios no pudieron ser vacunados, casi 500 hospitalizaciones no fueron evitadas

y se gastaron mas de 2 millones de euros en gastos directos e indirectos relacionados 23,
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1.15.4 Otras vacunas frente a rotavirus autorizadas en distintas naciones

El elevado coste de las vacunas actuales puede limitar su disponibilidad en diversas
regiones del mundo, precisamente aquellas en las que mas se necesita. Por consiguiente,
hay una iniciativa global de desarrollo de nuevas vacunas frente a RVA que puedan ser

fabricadas in situ por un precio menor 2*°.

Vacuna monovalente ovina — LLR (Lanzhou Lamb Rotavirus)

La vacuna viva atenuada Lanzhou Lamb Rotavirus (LLR) (Lanzhou Institute of
Biomedical Products. China) es una vacuna monovalente oral que contiene una cepa de
RVA G10P[12] de origen ovino **°. Se comercializé en China en el afio 2000 para su
uso en humanos ?*!. A finales de 2014, se distribuyeron 60 millones de dosis de esta
nueva vacuna a nifios en China. Sin embargo, la eficacia de la vacuna LLR no ha sido
reconocida internacionalmente ya que no ha sido confirmada por un ensayo clinico de
Fase III disefado correctamente. Varios estudios de casos-control llevados a cabo en
hospitales han medido la eficacia de la vacuna LLR. Sin embargo, los resultados

obtenidos fueron inconsistentes 242244,

Vacuna monovalente humana - Rotavin-M1™

Rotavin-M1™ (Center for Research and Production of Vaccines and Biologicals,
POLYVAC. Vietnam) es una vacuna monovalente oral compuesta por una cepa humana
atenuada G1P[8] que fue aislada de un nifio vietnamita hospitalizado en 2003 2*°. En
2012 fue aprobada para su uso en Vietnam. Aunque es necesario realizar mas estudios,
Rotavin-M1™ parece tener un perfil de seguridad y de inmunogenicidad similar a

Rotarix® 4.

Vacuna monovalente humano-bovina - ROTAVAC®

La vacuna ROTAVAC® (Bharat Biotech. Hyderabad, India) es una vacuna viva

atenuada compuesta por la cepa 116E (G9P[11]) que se aprobd en India en enero de
2014. La cepa 116E es un virus recombinante natural que contiene un gen de origen
bovino (VP4 P[11]) y diez genes de origen humano. Se aisldé en neonatos asintomaticos
nacidos en el A/l India Institute of Medical Sciences de Nueva Delhi durante 1986 -
1988. ROTAVAC® se administra en tres dosis orales separadas por 4 semanas
comenzando a las 6 semanas de edad y no se debe administrar a nifios mayores de 8

meses. La eficacia de esta vacuna en el primer afio de vida fue de un 56% y en el
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segundo de un 49% 2%, Actualmente, Bharat Biotech busca ser incluido entre los

proveedores de vacuna preseleccionados por la OMS 2%,

1.15.5 Vacunas frente a rotavirus en estudio

Vacuna monovalente humana - RV3-BB

RV3 (Biofarma. Indonesia) es una vacuna compuesta por una cepa G3P[6] humana viva
atenuada que fue aislada en las heces de recién nacidos asintomaticos en un hospital de
Australia en 1977 ?*’. La infeccidn natural con la cepa RV3 mostré proteccion contra
GEA clinicamente grave durante la reinfeccidon con cepas de RVA heterotipicas en los
tres primeros afios de vida por lo que RV3 fue considerada una buena candidata para el
desarrollo de nuevas vacunas 2*8. Dado que Rotarix®, RotaTeq® y ROTAVAC® no se
administran hasta las seis semanas de vida, se esta estudiando dar la primera dosis de la
vacuna RV3 por via oral en el nacimiento y denominarla RV3-BB. Un ensayo clinico
(Fase 11a) realizado en Nueva Zelanda ha mostrado que RV3-BB es una vacuna segura e
inmunogénica cuando es administrada tanto a nifios como a neonatos. Actualmente se

esta llevando a cabo un ensayo sobre la eficacia de esta posible vacuna en Indonesia 2.

Vacunas recombinantes humano-bovinas (Bovine rotavirus - BRV)

BRYV es una vacuna autorizada por National Institutes of Health (NIH. USA) a varias
compaiias localizadas en tres paises diferentes, Brasil, China e India (Instituto
Butantan, Brazil, Serum Institute of India, India; Shantha Biotech, India, Minghai

Biotechnology Co., China; Wuhan Institute of Biological Products, China).

Vacuna recombinante humano-bovina tetravalente - BRV-TV

La vacuna BRV-TV estd compuesta por cuatro cepas recombinantes humano-bovinas,
vivas y atenuadas cuyo gen VP7 ha sido cedido por cuatro cepas de RVA humano
diferentes (G1, G2, G3 y G4) y su esqueleto por la cepa UK Compton bovina (G6P[7]).
Esta vacuna consta de tres dosis y su administracion es por via oral. La primera dosis se
administra a nifios de 6 a 8 semanas de vida con posteriores dosis administradas tras
intervalos de 4 semanas. Las fases I y II del estudio mostraron que la vacuna era segura,
bien tolerada e inmunogénica en nifios 2°°. En octubre de 2014 se inici6 la fase III del

ensayo clinico de la vacuna BRV-TV en India.
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Vacuna recombinante humano-bovina pentavalente - BRV-PV

La vacuna BRV-PV deriva de la vacuna BRV-TV. Esta vacuna pentavalente tiene la
misma composicion que BRV-TV con la diferencia de que BRV-PV incluye una quinta
cepa recombinante cuyo gen VP7 es un G9 de origen humano (cepa AU32) (Figura 8).
RVA G9 es un G-tipo importante en India ya que ha circulado ampliamente durante las
Gltimas dos décadas *°'. A mediados de 2014, comenz6 un ensayo clinico fase III en

India y Niger para valorar la eficacia de esta vacuna.

UK Bovine UK Bowvine LK Bovine
X A X

UK Bovine
A

ol |
P

D Human G1 DS1 Human G2 P Human G3  ST3 Human G4 AU32 Human G3

| l |

D XUKHBRY DS1XUKHBRY PXUKHBRY ST3XUKHBRY AU32XHERV

Figura 8.- Composicion de la vacuna recombinante humano-bovina pentavalente BRV-PV
(Serum Institute of India Ltd. India) **'.

Vacuna recombinante humano-bovina hexavalente - BRV-HV
Esta vacuna se caracteriza por ser igual que la anterior pero ademas afiade el G-tipo G8

(cepa 1290) a su composicion.

Estas y otras vacunas en fase de desarrollo se resumen en la Tabla 3.
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Tabla 3.- Resumen de las caracteristicas de las vacunas que se utilizan a nivel regional, recientemente autorizadas o en desarrollo

224

Nombre

Composicion

Via de administracion

Organizacién/Compaiiia

Etapa de desarrollo

Lanzhou Lamb

Cepa de RVA de cordero viva

Rotavirus (LLR) atenuada G10P[12] Oral Lanzhou Institute of Biological Products, China Autorizado para su uso en China
Rotavin - M1 Cepa de RVA humano viva Oral POLYVAC, Vietnam Autorizado para su uso en Vietnam
atenuada G1P[8]
. Autorizado en 2014 para su uso en
ROTAVAC Cepa de RVA nconatal viva Oral Bharat Biotech, India India; en proceso de preseleccion por
atenuada G9P[11] (aka 116E)
la OMS.
Recombinantes LLR Cepa de R.VA recombinante ovino- Oral Lanzhou Institute of Biological Products, China Fase 111
humano viva atenuada, G2, G3, G4
RotaShield Cepa de RVA recomblp ante rhesus- Oral International Medica Foundation, USA Fase I completa
humano tetravalente viva atenuada, Fase 111 pendiente
Cepa de RVA neonatal viva . .
RV3 atenuada G3P[6] Oral Biofarma, Indonesia Fase II
Cepas de RVA recombinantes National Institutes of Health, USA; Instituto Butantan,
Recombinantes UK bovino-humano tetravalente, Oral Brazil; Serum Institute of India, India; Shantha Biotech, Fase I y I,
pentavalente, hexavalente vivas India; / Minghai Biotechnology Co., China; Wuhan En investigacion
atenuadas Institute of Biological Products, China
NF-R7 Cepa de RVA 'recombmante ovino- Oral Shenzhen Kangtai Biological Products Company, China Fase I
humano viva atenuada, G4
Subunidad VP8 truncado de P[4], P[6], P[8] Intramuscular National Institutes of Health and PATH, USA Fase I
IRV G1P[8], G2P[4] inactivados Intramuscular o US CDC; multiple (China, Europe, India) Pre-clinico
intradérmica
. Particulas tipo virus (VLPs): . . - . .,
Subunidad VP2/6/7 y VP2/4/6/7 Sin determinar Baylor College of Medicine, USA En investigacion
Subunidad VP8 truncaggrez)r\l]ﬁ gtlculas P de Sin determinar Cincinnati Children’s Hospital Medical Center, USA En investigacion
Subunidad VP6 comblpado con VLPs de Sin determinar University of Tampere School of Medicine, Finland En investigacion
norovirus GI y GII
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Justificacion, hipotesis y objetivos

2.1 Justificacion

El estudio de la presente Tesis se justifica por la necesidad de investigar una infeccion
que es la primera causa de GEA infantil en el mundo, y responsable de mas de un tercio
de las muertes debidas a diarrea en los menores de cinco afios. Aunque la practica
totalidad de las muertes suceden en paises en vias de desarrollo, en nuestro medio el
impacto de la infeccion es también importante, y supone un elevado nimero de visitas a
Servicios de Urgencias y Atencion Primaria, asi como de hospitalizaciones. Ademas, el
hecho de que dos vacunas frente a RVA estén siendo incluidas en los calendarios de
vacunacion de un nimero creciente de paises, entre los que no se encuentra Espafia
aumenta la necesidad de conocer el impacto y carga de esta enfermedad en nuestro
medio asi como los genotipos circulantes, por lo que la presente Tesis proporcionara

informacion 1til para la toma de decisiones en Salud.

2.2 Hipotesis

La hipotesis de la presente Tesis Doctoral es que las principales caracteristicas
epidemioldgicas y la carga de la enfermedad debida a RVA en la poblacion infantil de
Gipuzkoa seran similares a las comunicadas recientemente en otros paises europeos que
no han introducido la vacunacion. RVA serd la primera causa de hospitalizaciéon por
GEA en nifios menores cinco afios de Gipuzkoa siendo su incidencia mayor en los
menores de dos afios. La estacionalidad de RV A serd invernal como la habitualmente
observada en paises de clima templado o frio y nivel de desarrollo elevado. Ademas,
estimamos que las reinfecciones y la GEA por RVA en el adulto seran raras debido a
que las infecciones de repeticion confieren cierta inmunidad. La vigilancia de los
genotipos circulantes en Gipuzkoa revelard que unos pocos genotipos, denominados
“principales”, causaran habitualmente la mayor parte de las infecciones tanto en la
poblacién infantil como en la adulta. Los genotipos causantes de las primoinfecciones
seran, en su mayoria, diferentes a los de las reinfecciones debido, probablemente, a una
menor proteccion frente a cepas de RVA parcialmente o totalmente heterotipicas. Se
conoce muy poco aun sobre la repercusion que puede tener la progresiva introduccion
de las vacunas en la circulacion global de los genotipos, incluso en los paises en los que
no han sido introducidas. Sin embargo, creemos que la presion selectiva ejercida por la
vacunacion influird en la circulacion global de los genotipos de manera que los

genotipos principales seran reemplazados por otros actualmente inusuales no incluidos
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en las vacunas como es el caso de RVA GI12P[8] que desde la primera epidemia que
causo en Gipuzkoa en 2010 — 2011 tendra un papel importante en nuestro entorno y en
el mundo. El analisis del genoma completo de las cepas G12P[8] de Gipuzkoa revelara
que su exitosa diseminacion se debe a un nico clon que ha ido evolucionando en cada
epidemia mediante mutaciones puntuales y/o eventos de reordenamiento genético. Por
ultimo, la circulacién de genotipos inusuales sera esporddica y, en la mayoria de los
casos, resultado de una transmision interespecies que fallara en la diseminacion debido

a la ineficiente replicacion de las cepas zoonoticas en la poblacion humana.

2.3 Objetivo general

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es describir las principales caracteristicas
epidemioldgicas de las infecciones causadas por rotavirus del grupo A en la poblacion
de Gipuzkoa durante el periodo 1995 — 2015, con especial referencia al impacto y carga

de la enfermedad y a los genotipos virales circulantes.

2.3.1 Objetivos especificos

1. Conocer a lo largo de las dos décadas de estudio las caracteristicas
epidemioldgicas de la infeccion por rotavirus: comportamiento epidémico,
estacionalidad, distribucion etaria, impacto en términos de incidencia por edad y de

hospitalizacion.

2. Estudiar la circulacion de los genotipos de rotavirus detectados en Gipuzkoa, su
distribucion y fluctuaciones en las epidemias anuales, su participacion en las

reinfecciones y la posible emergencia de genotipos inusuales.

3. Estudiar las caracteristicas viroldgicas del nuevo genotipo emergente G12P[8]
efectuando un andlisis filogenético para comparar entre si las cepas detectadas en
Gipuzkoa y conocer su persistencia y diversidad genética, asi como para comparar su

genoma completo con el de cepas internacionales.

4. Vigilar la aparicion de cepas de genotipos inusuales y su frecuencia, describir su
circulacion esporadica o causando brotes. Analizar y comparar las caracteristicas
moleculares de las cepas inusuales detectadas y efectuar un andlisis de su genoma
completo si alguna de estas cepas fuera detectada persistentemente o causara brotes,

para tratar de conocer su origen (humano o zoondtico y geografico).
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Material y métodos

3.1. Disefo del estudio

Estudio descriptivo, prospectivo (julio de 2008 - junio de 2015) y retrospectivo (julio de
1995 — junio de 2008) de las principales caracteristicas epidemiolégicas y moleculares
(genotipos) de las cepas de RVA causantes de GEA en la poblacion infantil menor de

cinco afios de edad de Gipuzkoa.

3.2. Area geogrifica v poblacion de estudio

3.2.1 Situacion y clima

Gipuzkoa es una provincia situada al norte de Espafa y uno de los Territorios Historicos
que conforman la Comunidad Autéonoma del Pais Vasco (CAPV). Limita al norte con el
golfo de Bizkaia (mar Cantabrico), al sur con Araba y Navarra, al oeste con Bizkaia y
Araba y al este con Navarra y Francia. Tiene una superficie de 1.909 km* y una
poblacion de 705.210 personas (censo del afio 2011).

El territorio se divide en siete comarcas, cuatro de ellas situadas en la Costa (Bajo
Bidasoa, San Sebastian, Urola - Costa y Bajo Deba) y tres en el interior (Tolosa, Goierri
y Alto Deba) (Figura 9). En la costa guipuzcoana, el clima es de tipo oceanico,
caracterizado por temperaturas moderadas y precipitaciones abundantes a lo largo de
todo el afo, pero predominando en otofio y comienzos del invierno. Los inviernos
suelen ser moderados, con temperaturas mensuales medias en torno a los 8 - 10 °C y los
veranos frescos, con temperaturas medias entre 18 y 20 °C. Por el contrario, en el
interior, el territorio es montafioso y el clima tiende a ser de tipo continental, con
oscilaciones térmicas de mayor magnitud debido a que la influencia moderadora del mar
se debilita y al aumento de la altitud, siendo los inviernos mas frios y los veranos mas

calurosos.
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Figura 9.- Mapa de Gipuzkoa dividido en comarcas y municipios

3.2.2 Poblacion de Gipuzkoa

El territorio de Gipuzkoa estd densamente poblado (356,1 habitantes/km? dato de
2011). La poblacion se agrupa en 88 municipios de los que 19 tienen mas de 10.000
habitantes, siendo el mas poblado la capital Donostia - San Sebastidan (181.788
habitantes). Sin embargo, una parte significativa de la poblacion (22,9%) habita en
pequeias localidades de caracter rural (localidades con menos de 10.000 habitantes), en
las que las explotaciones ganaderas, especialmente de vacas y ovejas, y en menor
nimero de cerdos, son numerosas. El 1,8% de la poblacion (12.527 personas), vive en
municipios de menos de 1.000 habitantes. La poblacion ha permanecido relativamente
estable en el ultimo cuarto de siglo. En 1986 se censaron en la provincia 689.222
personas, disminuyendo este numero ligeramente hasta 673.563 en el afio 2001
(descenso del 2,3%) y aumentando de nuevo hasta 2011 (afio del ultimo censo
disponible, en el que, como se ha sefialado antes, se registraron 705.210 personas). La
poblacion infantil ha experimentado una evolucion similar, aunque con variacion mas

acusada: si bien en 1986 habia 36.219 nifios menores de 5 afos de edad, este nlimero

44



Material y métodos

descendi6 hasta 26.439 en 1996 (descenso del 27,0%), aumentando progresivamente

hasta 36.296 en 2011.

3.2.3 Organizacion Sanitaria de Gipuzkoa

Gipuzkoa esta dividida en cinco Comarcas Sanitarias u “Organizaciones Sanitarias
Integradas” (OSIs) (Figura 10). Cada OSI incluye las Unidades de Atencién Primaria
(UAP) de su area y el correspondiente Hospital Comarcal. Las OSIs son las siguientes:
OSI Bidasoa (Hospital Bidasoa), OSI Bajo Deba (Hospital de Mendaro), OSI Goierri y
Alto Urola (Hospital de Zumarraga), OSI Alto Deba (Hospital Alto de Deba o de
Mondragoén) y OSI Gipuzkoa (antes Comarca Gipuzkoa), que incluye las Comarcas
geograficas San Sebastian, Tolosa y Urola - Costa, atendidas por el Hospital
Universitario Donostia (HUD) (Donostia - San Sebastian), que es asimismo el hospital
de nivel terciario para la provincia, excepto para la OSI Alto Deba, que por proximidad

geografica tiene como hospital de nivel terciario el de Txagorritxu (Vitoria - Gasteiz).

Figura 10.- Mapa de Gipuzkoa mostrando las “Organizaciones Sanitarias Integradas” (OSIs).
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3.2.4 Territorio en el que se ha realizado el estudio

El 4rea atendida por el Servicio de Microbiologia del HUD ha cambiado a lo largo del
periodo de estudio siguiendo las modificaciones en las redes asistenciales decididas por
el Servicio Vasco de Salud/Osakidetza (Tabla 4). Hasta junio de 2011 el Servicio de
Microbiologia del HUD prestaba servicio a la poblacion habitante de las comarcas de
San Sebastian, Tolosa y Urola - Costa (Area 1). En julio de 2011 asumi6 la asistencia de
la comarca de Bajo Bidasoa (Area 1+2) y en julio de 2014 la de las comarcas de Goierri
- Alto Urola y Bajo Deba (Area 1+2+3). El 4rea que actualmente atiende el Servicio de
Microbiologia del HUD (Area 1+2+3) cubre una extension de 1.566 km? y cuenta con
643.115 habitantes, suponiendo el 91,2% de la poblacion total de Gipuzkoa y el 29,5%
de la poblacion de la CAPV (Tabla 4).

Tabla 4.- Superficie, nimero de municipios y poblacion de las diferentes comarcas atendidas
por el Hospital Universitario Donostia durante el periodo de estudio.

Comarcas Superiz"lcie Municipios Poblacion Niﬁ?s
(km") total < 5 afios
San Sebastian 306 11 323.357 15.189
Tolosa 332 29 47.517 2.819
Urola - Costa* 326 11 73.450* 4.383
Area 1 964 51 444.324 22.391
Bajo Bidasoa 72 2 76.191 3.948
Area 142 1036 53 520.515 26.339
Goierri - Alto Urola 350 21 67.634 4.004
Bajo Deba 180 6 54.966 2.828
Area 1+2+3 1566 80 643.115 33.171

*No se incluyeron las localidades de Azpeitia, Azkoitia, Beizama y Errezil que fueron consideradas como
parte de la comarca de Goierri.

No obstante, y para poder comparar las 20 epidemias de estudio entre si sin que las
modificaciones referidas afecten a sus resultados, el area analizada en la presente Tesis
Doctoral fue el 4rea 1, que incluye las comarcas de San Sebastian, Tolosa y Urola-
Costa, cubriendo el 63% de la poblacion de Gipuzkoa. Como excepciones, y para
conocer el alcance de las epidemias causadas por algunos genotipos inusuales, el drea de

estudio se ampli6 a la comarca de Goierri-Alto Urola (ver punto 4.5.1) en el caso del

46



Material y métodos

genotipo emergente G12 y en el caso del genotipo G3 atipico, al area final 1+2+3 que

comprende todas las OSIs de Gipuzkoa excepto la de Alto Deba (ver punto 4.6).

3.3 Definicion de algunos términos epidemiologicos empleados

Dado que RVA es un virus de caracter invernal y habitualmente, en los paises de clima
templado o frio, la epidemia anual se extiende a caballo entre dos afios, se defini6 como
temporada epidémica de RV A el periodo de tiempo transcurrido entre el 1 de julio de
un afio y el 30 de junio del afio siguiente. Se considerd que los meses de inicio y final
de cada epidemia fueron el primer y Ultimo mes de la temporada en los que se
detectaron al menos 15 casos de GEA causada por RVA, respectivamente. Se considero
como pico epidémico el mes con mayor nimero de casos de GEA por RVA de cada
temporada. Se consider6 ambito rural al conjunto de poblaciones con menos de 10.000
habitantes en las cuales normalmente, la dispersion de la poblacion en un territorio
concreto es mayor, y ambito urbano a la capital y pueblos con 10.000 habitantes o
mas, en los que hay una mayor concentracion de personas en un territorio concreto.

En este estudio se defini6 como genotipo dominante de una temporada aquél con
mayor presencia y codominantes aquellos (segundo e incluso tercer genotipo)
detectados en nimero al menos similar a la mitad de las cepas que fueron positivas para

el genotipo dominante.

3.4. Cobertura de las vacunas frente a rotavirus en Gipuzkoa

En Espafia se comercializan dos vacunas frente a RVA: Rotarix® (GlaxoSmithKline
Biologicals, Rixensart, Belgium) desde agosto de 2006 y RotaTeq® (Sanofi Pasteur-
MSD, Lyon, France) desde enero de 2007. Estas vacunas no han sido incluidas en el
calendario vacunal de la CAPV ni en los de otras comunidades auténomas espafiolas
durante el periodo de estudio. La cobertura media para ambas vacunas en Gipuzkoa
(estimada en base al nimero de dosis dispensadas en farmacias de la provincia) fue
baja, y menor del 20% entre 2007 y 2010. La comercializacién de ambas vacunas en
Espafia se suspendi6 de junio a noviembre de 2010 debido a la deteccion de material
genético de circovirus porcino en su composicion, lo que hizo que la cobertura vacunal
en Gipuzkoa disminuyera del 18% en 2009 al 9% en 2010. Posteriormente, solo se
reanudo la venta de RotaTeq® y no fue hasta mediados de 2016 cuando se procedié a

levantar la suspension de la comercializacion de Rotarix®. Para conocer la cobertura
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vacunal en nuestro medio en 2013, 2014 y 2015, se solicitd a las tres distribuidoras
farmacéuticas (Distribuidora Farmacéutica Guipuzcoana (DFG), Cofares y Alliance
Healthcare) que abastecen a las oficinas de farmacia de Gipuzkoa, el numero de dosis
de RotaTeq® distribuidas cada afio (Apéndice I, Tabla AI-1). En base a esos datos, la
cobertura vacunal en Gipuzkoa fue del 5,3% en 2013, del 4,3% en 2014 y del 5,1% en
2015.

3.5 Grupos de poblacion objeto de estudio

3.5.1 Seleccion de la poblacion

Se incluyeron en el estudio todos los nifios menores de cinco afos de edad atendidos por
GEA en los Centros de Atencion Primaria de las areas de estudio, en el Servicio de
Urgencias del HUD y/o aquellos que fueron hospitalizados (> 24h) por GEA en el
HUD, a los que se detect6 RVA en una muestra de heces. En las dos tultimas
temporadas de estudio, 2013 — 2014 y 2014 — 2015, el estudio se amplio a los pacientes
de cinco o mas afios, aunque los resultados obtenidos se analizaron de forma separada a
los de la poblacion infantil (ver apartados 4.3 y 4.4.7).

Para evitar episodios duplicados, solamente se incluyd la primera muestra positiva en el
caso de que un mismo paciente tuviera mas de una muestra positiva a RVA en un

periodo de seis meses.

3.5.2 Estudio de incidencia de hospitalizacion

Para obtener la relacion total de nifios hospitalizados a causa de GEA por RVA, se
efectu6 una doble busqueda informdtica, empleando por un lado los registros del
Servicio de Documentacion Clinica del HUD, y por otro los del Servicio de
Microbiologia.

En el Servicio de Documentacion Clinica, los nifios menores de cinco anos de edad
hospitalizados por GEA de cualquier causa (> 24h) fueron identificados mediante
busqueda informatica de los datos de alta hospitalaria. Inicialmente, se seleccionaron
todas aquellas altas hospitalarias que tuvieran un codigo de GEA de la Clasificacion
Internacional de Enfermedades, 9 revision, Modificacion Clinica (CIE-9-MC). Se
usaron los cédigos del grupo de “Enfermedades Infecciosas Intestinales” de una
determinada etiologia (001 — 009, excluyendo 003.2 y 006.3 — 006.8) y los codigos para

aquellas de etiologia sin determinar, incluyendo aquellos casos de presunto origen
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infeccioso (009.0 — 009.3) y no infeccioso (558.9, 787.03 y 787.91) (Tabla 5). Todos los
nifios con codigo de GEA como principal cédigo de alta fueron incluidos, asi como
aquellos con codigo de GEA como codigo de alta secundario pero cuyo historial médico
mostrd una clara asociacion con GEA (ej: deshidratacion que requiere reposicion de
liquidos por via intravenosa). Los reingresos debidos a un mismo agente enteropatdégeno
en un mismo semestre fueron excluidos del estudio, a pesar de que hubiera una pequena

posibilidad de que algunos fueran nuevos episodios.

Tabla 5.- Descripcion de los codigos de la CIE-9-MC incluidos y excluidos en el estudio.

Cédigo CIE-9-MC Definicion Incluido/Excluido
001 - 009 Enfermedades Infecciosas Intestinales Incluido
003.2 Infecciones por salmonella localizadas Excluido
006.3 Absceso amebiano del higado Excluido
006.4 Absceso amebiano pulmonar Excluido
006.5 Absceso amebiano cerebral Excluido
006.6 Ulceracion amebiana cutanea Excluido
006.8 Infeccion amebiana de otros sitios Excluido
008.61 Rotavirus Incluido
008.63 Norovirus Incluido
008.43 Campylobacter Incluido
009.0 Colitis, enteritis y gastroenteritis infecciosas Incluido
009.1 Colitis, enteritis y gasuognteritis de origen presumiblemente Incluido
infeccioso
009.2 Diarrea infecciosa Incluido
009.3 Diarrea de origen presumiblemente infeccioso Incluido
787.91 Diarrea Incluido
787.03 Solo vomitos Incluido

En el Servicio de Microbiologia del HUD, los nifios con GEA causada por RVA fueron
identificados mediante busqueda informatica de los registros del Servicio. En el
Servicio de Pediatria, como parte de los procedimientos de rutina se recoge uno o mas
coprocultivos de todos los pacientes hospitalizados con GEA. Los pacientes cuyas heces
fueron simultdneamente positivas para RVA y/o algin otro virus y/o bacteria
enteropatdogena fueron incluidos en el estudio, aunque la presencia de RVA en algunos

de estos pacientes pudo haber sido incidental (secundaria). Se obtuvieron los datos
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demograficos de cada paciente con GEA relacionada con RVA durante el periodo de
estudio y se anotd el numero de historia clinica o CIC (cédigo de identificacion
corporativo). Finalmente, se unieron ambas bases de datos (datos de alta hospitalaria y
datos de laboratorio) usando el nimero de historia clinica o CIC para crear una unica
base de datos con los datos demograficos, clinicos y viroldgicos de los pacientes. De la
base de datos obtenida, fueron excluidas las infecciones de tipo nosocomial en las que
se recogieron muestras de heces en 5 dias o mas desde el ingreso en el hospital, asi
como entre 3 - 4 dias si la revision de la historia clinica indicaba que el paciente habia
sido hospitalizado por otra causa y el cuadro de GEA se habia desencadenado durante el
ingreso, las de tipo concomitante en las que la GEA no era la causa de ingreso y los
nifios menores de un mes de vida para evitar la posibilidad de incluir cuadros

nosocomiales en el estudio.

3.5.3 Poblacion en la que se efectud el genotipado de rotavirus

Entre los pacientes infectados por RVA (deteccion de antigeno o ARN), se genotiparon
las muestras en las que hubo materia fecal sobrante. Si bien hasta la temporada 2008 -
2009 se emplearon las muestras que presentaron densidad optica mas elevada (> 2.000)
en la prueba inmunologica, con la finalidad de genotipar muestras con concentracion
alta de RVA en heces. A partir de la temporada 2009 - 2010 el genotipado se efectud en
todas las muestras positivas con independencia de la reactividad obtenida en la prueba
de deteccion de antigeno. Cuando en muestras positivas para antigeno de RVA no se
detect6 ni G- ni P-tipo, se investigo la presencia de ARN del gen VP6 mediante PCR.
Se considerd que las muestras negativas también a este gen carecian de suficiente ARN
viral para el genotipado, aunque no se pudo excluir la posibilidad de que fuera
consecuencia de resultados falsamente positivos del test de deteccion de antigeno

utilizado (en los afios en que éste fue el método de deteccion usado).

3.6 Toma vy envio de muestras

Las muestras utilizadas en este estudio fueron heces recogidas en contenedor estéril de
100 ml o frotis rectales recogidos en hisopos estériles con medio de transporte viral

MTYV y/o Viscosa (Deltalab ref 300287, Espana) (Figura 11).
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Figura 11.- Fotografia de los dos métodos de recogida de heces (contenedor e hisopo rectal)
utilizados en este estudio.

Las muestras fueron procesadas siguiendo el procedimiento habitual en el HUD. Las
muestras recogidas en el Hospital fueron remitidas en un plazo breve tras su coleccion
(< 1 hora) al Area de Recepcién de muestras del laboratorio, desde donde fueron
enviadas al Servicio de Microbiologia (< 2 horas) en horario de 8 h a 21 h o
almacenadas a 2 — 8 °C fuera de ese horario y en dias festivos. Las muestras
recepcionadas en los Centros de Atencion Primaria fueron enviadas al Servicio de
Microbiologia del HUD habitualmente en la misma mafiana. En el inusual caso de no
llegar a tiempo para ser incluidas en el envio, fueron mantenidas en frigorifico a
2 — 8 °C hasta el siguiente envio (un envio diario de lunes a viernes). En general, las
muestras clinicas fueron procesadas en menos de 24 h desde su obtencidon o en menos
de 48 h en fines de semana.

Tras su recepcion en el Laboratorio, en todos los casos, una parte de cada muestra se re-
suspendi6 en tampoén fosfato salino 0,9% (PBS) esterilizado en autoclave,
procedimiento seguido hasta el afio 2005, y a partir de esa fecha en medio B199
(Sigma-Aldrich, USA). Se prepar6 una segunda alicuota de las muestras positivas, que

fue almacenada a -80 °C, para estudios posteriores.
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3.7 Métodos de deteccion de rotavirus

3.7.1 Cambios ocurridos en los métodos de investigacion de enteropatogenos y
especificamente en la deteccion de virus en heces durante el periodo de estudio

En todas las muestras recibidas en el Servicio de Microbiologia del HUD desde
mediados de los afnos 80 hasta el afo 2012 se investigd rutinariamente la presencia de
patogenos bacterianos (Salmonella, Shigella, Yersinia, Campylobacter, Escherichia coli
0157...) mediante inoculaciéon en medios de cultivo, asi como de antigeno de RVA
mediante enzimoinmunoanalisis.

La deteccion de norovirus comenz6 a realizarse en el afio 2000 mediante PCR en tiempo
real en pacientes afectados en el contexto de brotes, ampliandose este estudio en el afio
2002 a un muestreo aleatorio (10 - 15 muestras/semana) con el fin de conocer la
incidencia de GEA esporadica por norovirus entre las muestras fecales recibidas en el
laboratorio para coprocultivo de nifios con GEA. A partir del afio 2009 la deteccion se
realizé de forma prospectiva y regular en todos los nifios menores de 15 afios, adultos
hospitalizados y ancianos institucionalizados.

En el afio 2013 se sustituyd el coprocultivo tradicional por métodos moleculares
(deteccion de todos los enteropatdgenos mediante multiplex PCR en tiempo real) lo que
supuso un importante cambio en el método de deteccion de RVA, abandonandose la
deteccion mediante enzimoinmunoanalisis a favor de la PCR (julio de 2013) y
extendiéndose el estudio de los virus enteropatégenos de la poblacion infantil a la

totalidad de los adultos (Figura 12).

METODOS DE DETECCION DE ROTAVIRUS EN EL PERIODO DE ESTUDIO

1995 2000 2005 2010 2015
1986 1997 1993 1999 2001 2002 2003 2004 2006 2007 2008 2009 2011 2012 2013 2014 20186
1 l | | 1 I 1 | 1 1 | 1 | 1 | | | 1 1 { 1 I 1 J 1 ‘ 1 | | 1 | 1 | | | 1 1 |
Fast Track
ELISA (IDEIA™) ELISA (ProSpecT™) Viral GEA

Figura 12.- Cronograma de los cambios ocurridos en la metodologia de deteccion de rotavirus
durante el periodo de estudio.
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3.7.2 Deteccion de antigeno de rotavirus (hasta junio de 2013)

Para la deteccion de antigeno de RVA en muestras de heces se usaron dos kits de
enzimoinmunoanélisis tipo sandwich de caracteristicas similares: “IDEIA™ Rotavirus
kit” (DAKO Diagnostics Ltd, UK) hasta junio del afio 2009 y “ProSpecT™ Rotavirus
kit” (Oxoid Ltd, UK) desde julio de ese afio hasta junio de 2013 (Figura 12). Estos tests
utilizan anticuerpos policlonales para detectar proteinas especificas de grupo. Los
anticuerpos policlonales son por un lado inmovilizados en una fase solida (microplaca
de poliestireno) y por otro conjugados con peroxidasa de rabano picante (POD). Para
detectar el antigeno de RV A se prepara una suspension fecal en el tampon de dilucion
proporcionado por el kit, que es posteriormente afiadida a los pocillos de la microplaca
simultaneamente con el conjugado, e incubada durante 60 minutos a temperatura
ambiente. El antigeno de RV A presente en la muestra es capturado entre el anticuerpo
que esta en la fase solida y el anticuerpo conjugado con el enzima POD. Seguidamente,
se lavan los pocillos con tampén de lavado para eliminar el exceso de muestra y el
conjugado que no se hubiera unido. A continuacidon, se afiade un cromogeno a los
pocillos (tetrametilbencidina) y se deja incubar diez minutos a temperatura ambiente. La
presencia de anticuerpos marcados con enzima especificamente unidos en los pocillos
causa un cambio de color por oxidacién del cromogeno (incoloro a azul), proceso que es
detenido con la adicion de la solucion de parada (&cido sulfirico). La intensidad del
color valorada en un espectrofotometro (450 nm) se relaciona con la presencia de

antigeno de RVA en la muestra o control.

3.7.3 Deteccion de rotavirus mediante métodos moleculares

Extraccion de acidos nucleicos

Las muestras de heces se resuspendieron en PBS o en medio B199 seglin el periodo de
estudio, (ver punto 3.6) y los acidos nucleicos virales se extrajeron diariamente en el
extractor NucliSENS® EasyMAG® (bio-Mérieux SA, Marcy I‘Etoile, France) (Figura
13) obteniendo un eluido final de 55 pl a partir de 300 pl de muestra.

NucliSENS® EasyMAG® es un sistema automatizado para la extraccién de 4cidos
nucleicos a partir de muestras clinicas basado en el método de Boom que aprovecha la
tecnologia de extraccion con silice magnetizado 2°%. Tras un paso inicial de lisis con un
agente caotropico (hidrocloruro de guanidina) que destruye las estructuras virales
externas, el ADN y ARN liberados se unen a las particulas magnéticas de silice.

Posteriormente, un iman atrae todas las particulas de silice para que el sistema pueda
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purificar los 4cidos nucleicos unidos mediante multiples lavados. A continuacion, y
mediante calentamiento se liberan los dcidos nucleicos de las particulas de silice. Y por
ultimo, las particulas magnéticas de silice son separadas del eluido mediante un iman,

quedando los acidos nucleicos extraidos en el eluido.

Figura 13.- Fotografia de la plataforma de extraccion de acidos nucleicos NucliSENS®
EasyMAG®.

Amplificacidén vy deteccion de rotavirus (julio 2013 - junio de 2015)

A partir de julio de 2013 la deteccion de RVA se realizo mediante el test “in vitro FTD®
Viral Gastroenteritis” (Fast-Track Diagnostics Ltd, Junglinster, Luxembourg). Este kit
detecta infecciones por RVA (NSP3), norovirus GI (union ORF 1-2), norovirus GII
(union ORF 1-2), astrovirus (gen de la proteina de la capside externa), adenovirus (gen
hexdn) y sapovirus mediante la deteccion cualitativa de 4cidos nucleicos virales en
muestras de heces. “FTD Viral Gastroenteritis” utiliza la tecnologia TagMan®. En un
unico tubo, se produce un paso de transcripcion inversa en el que el ARN viral es
transcrito a ADN complementario (ADNc) seguido de un segundo paso de multiplex
PCR. La presencia de secuencias virales especificas amplificadas en la reaccion es
detectada por un aumento en la fluorescencia observada a partir de la correspondiente
sonda doblemente marcada. Los resultados se informan como un valor de ciclo umbral
(Ct) por el termociclador en tiempo real. El test utiliza el virus del mosaico del bromo

(BMV) como control interno (CI), que debe ser afiadido al tampon de lisis en la etapa de
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extraccion tanto en el control negativo como en cada una de las muestras. La técnica se
efectu6 en un termociclador CFX96 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)
(Figura 14) siguiendo las instrucciones del fabricante (n° de ciclos, tiempos y

temperaturas).

Figura 14.- Fotografia del termociclador CFX96 (Bio-Rad).

3.8 Genotipado de rotavirus

3.8.1 Transcripcion inversa

En aquellas muestras positivas a RVA se realiz6 la transcripcion inversa del ARN a
partir del eluido previamente extraido (ver “Extraccion de 4cidos nucleicos” en apartado
3.7.3). Para ello, se utilizaron hexameros aleatorios (Life Technologies, Invitrogen™,
Carlsbad, CA, USA) y la transcriptasa inversa del virus de la leucemia murina de
Moloney (M-MLV RT. Promega, Madison, Wi, USA). Esta enzima es una ADN
polimerasa dependiente de ARN que cataliza la polimerizacion de ADNc a partir de
ARN viral. La transcripcion inversa se realizd en un volumen final de 110 pl,
aplicandose las siguientes condiciones: 1 h a 37 °C y 5 min a 95 °C en un termociclador

convencional. Todas las PCR convencionales de la presente Tesis se llevaron a cabo en
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termocicladores 9800 Fast Thermal Cycler o GeneAmp® PCR System 2700 (Applied
Biosystem, Foster City, CA, USA).

3.8.2 Genotipado habitual (genes VP7 y VP4)

Tras la transcripcion inversa, las muestras positivas a RVA fueron genotipadas
mediante dos multiplex PCR semi-anidadas, siguiendo la metodologia propuesta por
EuroRotaNet (Red Europea de Vigilancia de Rotavirus) °’. El primer round de estas
PCR consiste en la amplificacion parcial del gen VP7 (881 pb) y del gen VP4 (663 pb)
utilizando las parejas de cebadores altamente conservados VP7-F/VP7-R vy
VP4-F/VP4-R, respectivamente. La descripcion de los cebadores ha sido detallada en la

Tabla 6.

Tabla 6.- Cebadores empleados para el genotipado de rotavirus grupo A.

LOCALIZACION AMPLIFICADO

GEN NOMBRE SECUENCIA FUENTE
(t) (pb)
VP 1° VPT-F 5' ATG TAT GGT ATT GAA TAT ACC AC 3' 5171 N ros
5
round VPT-R 5' AAC TTG CCA CCA TTT TTT CC 3' 914-932
GIF 5'CAA GTA CTC AAA TCA ATG ATG G 3' 314-335 618
G2-F 5'CAA TGA TAT TAA CAC ATTTTCTGT G3' 411435 521
G3-F 5' ACG AAC TCA ACA CGA GAG G 3' 250-269 682
G4-F 5'CGT TTC TGG TGA GGA GTT G 3' 480-499 452
VP7 20 53,57, 254
vt G8-F 5'TTR TCG CAC CAT TTG TGA AAT 3' 176-198 756
GY-F 5 CTT GAT GTG ACT AYA AAT AC 3° 757-776 179
G10-F 5" ATG TCA GAC TAC ARA TAC TGG 3’ 666-687 266
G12-F 5" GGT TAT GTA ATC CGA TGG ACG 3’ 548 567 396
VP7-R 5' AAC TTG CCA CCA TTT TTT CC 3' 914-932 - -
VP4 1° VP4-F 5'TAT GCT CCA GTN AAT TGG 3' 132-149 s 255
round VP4-R 5' ATT GCA TTT CTT TCC ATA ATG 3' 775-795
VP4-F 5'TAT GCT CCA GTN AAT TGG 3' 132-149 - -
P[4]-R 5'CTA TTG TTA GAG GTT AGA GTC 3' 474-494 483
P[6]-R 5'TGT TGA TTA GTT GGA TTC AA 3' 259-278 267
VP42 P[S]-R 5" TCT ACT GGR TTR ACN TGC 3’ 339356 345
round 52,254,256
P[9]-R 5'TGA GAC ATG CAA TTG GAC 3' 385402 391
P[10]-R 5' ATC ATA GTT AGT AGT CGG 3' 575-594 583
P[11]-R 5'GTA AAC ATC CAG AAT GTG 3' 305-323 312
VP6 VP6-F 5" GAC GGV GCR ACT ACA TGG T 3’ 747766 o )
. 7 57
parcial VP6-R 5 GTC CAA TTC ATN CCT GGT GG 3’ 11061126
vpe  VP6-MattF 5 GGC TTT WAA ACG AAG TCT TC 3’ 1-20
1356 150
completo  ype_MattR 5" GGT CAC ATC CTC TCA CT 3° 1340-1356
NSP4-F 5' TAA AAG TTC TGT TCC GAG AGA G 3’ 727 258
NSP4 »
completo  NSPAEUR-R 5 GGT CAC ACT AAG ACC ATT CC 3’ 731-750 259
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Ambas PCR se realizaron en un volumen final de 50 pl conteniendo 5 pl de ADNc,
Mg?" a una concentraciéon final de 2 mM, cada dNTP a 200 pM, cada cebador a
0,25 uM y 1,5 U de Taq polimerasa. Las PCR se llevaron a cabo bajo las siguientes
condiciones: 10 min a 94 °C para la desnaturalizacion inicial, 35 ciclos de 1 min a
94 °C, 1 min a 52 °C en el caso del gen VP7 y a 50 °C en el de VP4, 1 min a 72 °C y una
elongacion final de 7 min a 72 °C. A continuacion, se realizdo una segunda PCR
(segundo round) de cada gen en un volumen final de 25 pL conteniendo 2 pL del
producto amplificado en la primera PCR, Multiplex PCR Master Mix 2x (QIAGEN,
Hilden, Germany) y solucion sfock de los cebadores a una concentracion final de
0,2 uM. Para la preparacion de la solucion stock de los cebadores se afiadieron los
diferentes cebadores a una concentracion final de 2 uM y se afiadid6 TE (10 Mm TrisCl,
1 Mm EDTA, pH 8.0) hasta alcanzar un volumen final de 500 pL. Con el fin de conocer
el G- y P-tipo de las muestras de RVA sin necesidad de secuenciacion, se anadieron, en
el caso del gen VP7, el cebador VP7-R (reverse) de la primera reaccion y diversos
cebadores forward (G1-F, G2-F, G3-F, G4-F, G8-F, G9-F, G10-F y G12-F). Cada uno
de estos cebadores forward tiene un sitio de unién diferente y especifico de cada
genotipo, pero incluido en los 881pb de la secuencia amplificada en el primer round
(Figura 15). Los cebadores utilizados en el segundo round del gen VP4 fueron
VP4-F/P[4]-R, P[6]-R, P[8]-R, P[9]-R, P[10]-R y P[11]-R. Las condiciones de las PCR
correspondientes al segundo round fueron las siguientes: 10 min a 94 °C para una
desnaturalizacion inicial, 30 ciclos de 1 min a 94 °C, 2 min a 42 °C en el caso del gen
VP7 ya45°Cenelde VP4, 1 mina 72 °C y una elongacion final de 7 min a 72 °C. De
esta manera, se pudieron diferenciar los diferentes G- y P-tipos en funcion de los pesos
moleculares de los amplificados al visualizar el resultado mediante la técnica de
electroforesis en gel de agarosa (Agarose D1 LOW EEO, Laboratorios Conda, Espafia)
TAE al 2% utilizando bromuro de etidio (10 mg/mL BIORAD, USA) que fue sustituido
en el afio 2005 por SYBR® Safe DNA Gel Stain (Life Technologies, CA, USA). El gel
se analizé con el aparato Gel Doc 1000 o a partir de 2014 con el aparato Molecular

Imager® Gel Doc™XR+ with Image Lab™ Software (BIO-RAD, USA) (Figura 16).
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llustracion esquematica de las posiciones especificas de los cebadores de VP7y
VP4 y los tamaiios de los amplicones de G-y P-tipo.

Rotavirus grupo A gen 9 (VP7)

NT 1 1082
, 61 176 250 314 1 480 656 757 93 \
5 |_-_-_-_- | | . -_| 3
> > > > > > > > <
Productos de amplificacion
I Amplicon del primer round VP7
|
f 1
861pb 0 Genotipo G8 |
— |
758pb | Genotipo G3
]
I |
-382pr Genotipo G1 ,
I |
618pb Genotipo G2 |
1
521pb Genotipo G4
| S | |
cebadores S - I
452ph | Genotipo G12 |
I 1
2398pb | Genotipo G10 |
f 1
266pb Genotipo G9
179pb
Rotavirus grupo A gen 4 (VP4)
NT 1 132-149 278 328 366 402 494 504 175,795 2359
5 }_-—-_-_-_- I | | | 3
> < € € < < < < !
Productos de amplificacion
Amplicon del primer round VP4
B62ph :
46pb. | 1 Pl
191pb i PI11]
224pb | |
wo | —] P8l
270pb | |
wo | | POl
362ph I I P[4]
46200 | | Pr10]

Figura 15.- Representacion esquematica de las posiciones de los cebadores especificos para los
genes VP7 y VP4 y los tamafios de los amplicones de G-y P-tipo >’
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2072 pb H

1500pb & _—

2072 pb
1500 pb

900 pb ,
800 pb
700 pb
600 pb

500 pb

400 pb

300 pb

S 200pb

G8 G3 Gl G2 G4 G12 G10 GS
VP7.2

Figura 16.- Fotografia de un gel de agarosa bajo luz UV donde se observa en la parte superior
el primer round de los genes VP7 y VP4 y en la parte inferior el segundo round representando
algunos de los genotipos de rotavirus.
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3.8.3 Deteccion de los segmentos génicos VP6 y NSP4

Como se ha mencionado en el apartado 3.5.3, en aquellas muestras en las que las PCR
para detectar los genes VP7 y VP4 fueron negativas se realizd6 una PCR convencional
de un tercer gen, VP6, para confirmar la presencia de RVA. Para la amplificacion
parcial del gen VP6 (379 pb) se utilizé una pareja de cebadores altamente conservados,
VP6-F/VP6-R (Tabla 6). Esta reaccion se realizd en un volumen final de 50 pl
conteniendo 5 pl de ADNc, Mg?" a una concentracién final de 2 mM, cada dNTP a
200 puM, cada cebador a 0,25 uM y 1,5 U de Taq polimerasa, y se llevd a cabo bajo las
siguientes condiciones: 5 min a 94 °C para una desnaturalizacion inicial, 35 ciclos de
I min a 94 °C, 2 min a 55 °C, 1 min a 72 °C y una elongacién final de 7 min a 72 °C.
Excepcionalmente, se amplificaron los genes VP6 y NSP4 completos de algunas cepas
de RVA recogidas durante la temporada 2014 - 2015. En ambos casos, las PCR se
realizaron en un volumen final de 50 pL conteniendo 5 pul de ADNc, Multiplex PCR
Master Mix 2x (QIAGEN) y la pareja de cebadores correspondiente a una concentracion
final de 0,2 uM, y se llevaron a cabo bajo las siguientes condiciones: 15 min a 95°C
para una desnaturalizacion inicial, 40 ciclos de 45 seg a 94°C, 45 seg a 45°C para la
hibridacion especifica de los cebadores, 3 min a 68 °C y una elongacion final de 7 min a
72°C. En el caso del gen VP6 la pareja de cebadores utilizada fue
VP6-MattF/VP6-MattR y en el caso del gen NSP4 fue NSP4-F/NSP4EUR-R (Tabla 6).
En cada PCR del presente trabajo se incluyé un control negativo (agua) que fue tratado

de manera idéntica a las muestras clinicas a lo largo de todo el experimento.

3.8.4 Secuenciacion y analisis de secuencias

Seleccidn de muestras para secuenciar

Para el cumplimiento de los diferentes objetivos de esta Tesis se secuenciaron genes de
numerosas cepas de RVA. A) En cada tanda de PCR se secuencio el amplificado de una
muestra por cada G-tipo diferente y su P-tipo correspondiente (genes parciales VP7 y
VP4, respectivamente). Ademads, se secuenciaron los amplificados obtenidos de estos
mismos genes, de todas las cepas con genotipo inusual o aquellas cuyo resultado fue
dudoso. B) En la ultima temporada de estudio (2014 - 2015), se secuencid el
amplificado parcial del gen VP7 de todas las muestras tipadas como G12. En todos los
casos anteriores, se priorizé la secuenciacion de aquellas muestras en las que se detecto
producto amplificado en el primer round de PCR con el fin de obtener una secuencia de

mayor longitud. C) Excepcionalmente, se secuenciaron los genes VP6 y NSP4
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completos (forward y reverse) de las cepas G2P[4] detectadas en la temporada

2014 - 2015.

Secuenciacion

La secuenciacion se llevo a cabo en el Instituto de Investigacion Biodonostia con el
aparato ABI Prism 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA,
USA) o en Macrogen Europe con el aparato ABI3730x] DNA Analyzer (Applied
Biosystems Inc., Foster City, CA, USA).

Ensamblado de secuencias para la obtencidén de los genes VP6 v NSP4 completos

Se secuenciaron en ambos sentidos (forward y reverse) todos los amplificados
obtenidos en las PCR de VP6 y NSP4, debido a la longitud de los fragmentos (1356 y
751 pb, respectivamente) y a la necesidad de evitar la existencia de bases ambiguas en
toda su extension. Posteriormente, para obtener una secuencia consenso se empled el

programa informatico “Geneious R8”.

3.9 Obtencion del genoma completo de rotavirus (Secuenciacion Masiva)

Durante mi estancia de tres meses (mayo — agosto 2015) en el Institute of Infection and
Global Health de la Universidad de Liverpool (Reino Unido), obtuvimos las secuencias
correspondientes a los 11 genes de varias cepas de RVA mediante Secuenciacion

Masiva (Next Generation Sequencing, NGS). Para ello, se siguio el siguiente protocolo:

3.9.1 Extraccion del ARN de muestras de heces

Seleccidn de muestras para la extraccion de ARN de rotavirus

De entre las muestras positivas a RVA con genotipo G3 atipico aisladas en la temporada
2014 — 2015, genotipo Gl de la temporada 2010 — 2011 y genotipo G12
correspondientes a las temporadas 2010 - 2011, 2011 - 2012, 2012 - 2013, 2013 - 2014
y 2014 - 2015, se eligieron 35 muestras con bandas intensas al observar el gel de
agarosa bajo luz UV en el genotipado habitual (8 G3 atipico 2015, 3 G1P[8] 2010 —
2011, 6 G12 2010 - 2011, 5 G12 2011 - 2012, 3 G12 2012 - 2013, 4 G12 2013 - 2014 y
6 G12 2014 - 2015). Ademas, en la medida de lo posible se procurd que las muestras

fueran representativas de toda la temporada.
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Extraccion de ARN de rotavirus

Para la extraccion del ARN total de las muestras de heces se afiadi6 1 ml de TRI-
REAGENT-LS (Molecular Research Centre, Cincinnati, OH) en 300 pl de heces
resuspendidas previamente en medio B199. Después de un periodo de incubacion de
5 minutos, se afadieréon 270 pl de cloroformo y se dejo reposar 3 minutos. Tras
centrifugar las muestras durante 20 minutos a 13.000 rpm y 4 °C, se recogid el
sobrenadante en tubos nuevos y se afiadid 1 ml de isopropanol frio. Después de una
incubacioén de 5 minutos, se precipité el ARN mediante centrifugacion de las muestras a
temperatura ambiente, durante 30 minutos y a 13000 rpm. Se desecho el sobrenadante y
después de dejar que el isopropanol se evaporara durante 10 min, se resuspendio el
pellet obtenido con 95 ul de buffer para eluir (EB buffer de MinElute gel extraction kit;
Qiagen, Hilden, Germany). La integridad del ARN extraido, se evalu6 mediante un gel

de agarosa TBE al 1% tefiido con bromuro de etidio (Figura 17).

T T T T

DB TR

Figura 17.- Fotografia de gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio bajo luz UV en la que se
observan los 11 segmentos génicos de algunas muestras de rotavirus grupo A.

Purificacion del ARN de doble hebra extraido

Se elimind el ARN de una sola hebra y las impurezas proteicas del extraido mediante
precipitacion con cloruro de litio (LiCl). Para ello, se afiadié LiCl a una concentracion
final de 2M en los 90 pl de extraido. Después de dejarlo reposar 20 minutos, se incubd a
4 °C durante 16 horas. Posteriormente, se centrifugé a 4 °C y 13000 rpm durante
30 minutos y se recogio el sobrenadante (110 pl). Se elimind el ADN de una hebra y

doble hebra tratando el sobrenadante con DNase I (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
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siguiendo el protocolo del fabricante y se purificé el ARN de doble hebra utilizando el
kit de extraccion MinElute gel extraction kit (Qiagen, Hilden, Germany). La pureza del
ARN de doble hebra obtenido se valor6 mediante un gel de agarosa TBE al 1 % tefiido
con bromuro de etidio y su concentracion se midi6 utilizando el fluordmetro Qubit™ y
el kit “RNA BR Assay kit” (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) siguiendo las

recomendaciones del fabricante.

3.9.2 Preparacion de librerias y secuenciacion

Seleccidn de muestras para la preparacion de librerias

De las 35 muestras extraidas, se obtuvo el genoma completo de RVA en 18 (6 G3
atipico 2015, 2 G1 2010 - 2011, 2 G12 2010 - 2011, 2 G12 2011 - 2012, 2 G12 2012 -
2013,2 G122013-2014y 2 G12 2014 - 2015). La seleccion de las 18 muestras se hizo
en base a la imagen del gel de agarosa bajo luz UV (deteccion o no de bandas
correspondientes al genoma segmentado de RVA y su intensidad) y a la concentracion

de ARN obtenida mediante el fluorometro Qubit™.,

Preparacion de librerias

Para la preparacion de librerias se utilizd “ScriptSeq v2 RNA-Seq Library Preparation
Kit” (Illumina, San Diego, CA USA) y se siguid el protocolo proporcionado por el
fabricante (Figura 18).

Es necesario partir de 9,5 ul de muestra que contengan entre 500 pg y 50 ng de ARN.
Por ello, se utilizaron 9,5 ul en el caso de las muestras con cantidad de ARN menor a
50 ng, y se diluyeron en agua libre de nucleasas hasta un maximo de 50 ng aquellas
cuya cantidad era mayor. Antes de comenzar con la preparacion de las librerias, se
realizé un paso previo de desnaturalizacion (95 °C durante 5 min) del ARN de doble
hebra de RV A para asegurar una fragmentacion adecuada de su genoma.

La preparacion de librerias consta de seis pasos importantes. El primero consiste en la
fragmentacion del ARN mediante un proceso enzimatico. En el segundo paso, el ARN
es transcrito en ADNc utilizando hexdmeros aleatorios que contienen una secuencia de
etiquetado que marca los extremos 5° del ADNc. En el tercer paso el ADNc es marcado
en los extremos 3" dando lugar a ADNc marcado en sus dos extremos (5"y 3”). El cuarto
paso consiste en una purificacion del ADNc doblemente marcado (di-tagged cDNA)
mediante el kit llamado “MinElute PCR Purification Kit” (Qiagen, Hilden, Germany).

En el quinto paso el ADNc doblemente marcado se amplifica mediante una PCR en la
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que los cebadores que tienen en su extremo las secuencias adaptador de Illumina
hibridan con las secuencias de marcado y afiaden los adaptadores. A su vez, los
cebadores reverse tienen un codigo de barras que consiste en una secuencia de seis
nucleétidos diferente para cada muestra. Las secuencias adaptador son necesarias para
la posterior generacion de clisteres y los coédigos de barras para diferenciar cada
muestra una vez que todas las muestras (maximo 96) sean introducidas en el mismo
carril de la celda de flujo para ser secuenciadas (multiplexing). La PCR fue de 15 6 22
ciclos dependiendo de si las concentraciones anteriormente medidas con Qubit™ fueron

medias/altas o bajas, respectivamente.

500 pg to 50 ng rRMA-depleted or poly(A)™ RNA
5 (AAAA)

Fragment RNA
Random Hexamer with 3 NNNHNN e—

lagging Sequence

Tagging Anneal cDNA Synthesis Primer
Sequence

Synthesize cONA

5' (AAAA)
3 pg— NNNNNN\ 3 —g— NNNNNN\
Remove RNA
3 .

5 NNM X Anneal TTO

Synthesize DNA

w
w

Purify cDMA

Di-tagged cDNA 3

™

bamers ~— \ Amplify by PCR

Index/Bar Code {optional) '

5 I
3

Adaptor-tagged RNA-Seq library
for directional sequencing

Figura 18.- Proceso de preparacion de librerias para secuenciacion mediante el método
ScriptSeq (Illumina).
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El sexto y ultimo paso consiste en la purificacion de la libreria utilizando el Agencourt
AMPure XP System (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) (Figura 19). Este método de
purificacion elimina los dNTPs y cebadores no incorporados y los dimeros de

cebadores, sales y otros contaminantes mediante el uso de bolitas magnéticas.

{ Agencourt
AMPure XP Binding Separation Ethanol Wash Elution Buffer ~ Transfer
t.3/ @p 29 e
4 o 4 840 4.
B e LRSI 224 oo
',,: ‘n" _::c%. <> < > &'U }:{'} %o §
o, . (B 9o
Magnet ~ Magnet Magnet £4 4
- - - - - -
| 2 3 4 5 6

Figura 19.- Proceso de purificacion mediante bolitas magnéticas (Agencourt AMPure XP
System).

Valoracion de la calidad de las librerias y secuenciacion

Para conocer la concentracion de la libreria, se utilizo el fluorometro Qubit™ vy el kit
“dsDNA HS Assay Kit” (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) siguiendo el
protocolo del fabricante.

Ademas, se realizo6 una PCR en tiempo real del gen VP6 para ver si la libreria
amplificada se correspondia con RVA y para cuantificar su presencia mediante los Ct
obtenidos. Para ello, se utilizdo Platinum Q PCR 2x (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),
los cebadores VP6—F (forward) y VP6-R (reverse) (Tabla 6) a una concentracion final
de 0,8 uM, una sonda VP6 (f"M 5° CCA CCR AAY ATG ACR CCA GCN GTA 3’
MGB) a una concentracion final de 0,1 pM y 2,5 ul de muestra (libreria) en un volumen
total de 25 pl. La PCR a tiempo real se realizd bajo las siguientes condiciones, 2 min a
50 °C, 2 min a 95 °C y 35 ciclos de 15 seg a 95 °C y 1 min a 60 °C en el aparato
Rotor Gene Q (Qiagen, Hilden, Germany) *’.

La calidad de las librerias de ADN es crucial para tener éxito en la secuenciacion. Por
ello, todas las muestras se analizaron mediante el aparato Agilent 2100 Bioanalyzer
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Este andlisis da informacion sobre los
tamanos de fragmentos de la libreria y su concentracion (Figura 20). Las muestras con
calidad suficiente fueron enviadas a secuenciar al Servicio de Secuenciacion de la

Universidad de Liverpool. Para ello, se utilizé la plataforma HiSeq 2500 (Paired-End
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Sequencing. Illumina) y las lecturas pareadas o paired-ends (2 x 125 pb) obtenidas

fueron ensambladas mediante el programa bioinformatico “Geneious R8”.

7366_143 - Peak table for sample 9 : 7366 143
[FU] 5 S Peak  Size [bp] Conc. Molarity Observation
150 ‘ [pg/pl] [pmol/1] s
ﬁ ! 1 ‘ 35 125.00 5411.3 Lower Marker
o N -—
i %N 2 133 311,54 35576
50 | y WS‘%A%@ Jlis, 3 147 134.08 1,378.7
[ % e inody 4 181 150.44 14163
I <O . - 5 174 21854 19033
T TTT T T TITT 1710 = 5 186 171:62 1,894:2
35 150 300 500 10380 [bp] 7 195 189.35 1,469.0
L | 8 210 120.80 8728
Overall Results for sample 9 : 7. 14 9 223 294 34 20000
Number of peaks found: 32 10 264 90.72 5205
Noise: 05 ] 291 73.73 3835
Corr. Area 1: 1,292.0 12 307 132.06 651.0
Region table for sample 9 : 7366 143 13 356 58.82 2501
From To  Corr. % of Average Size Conc. Molarit Co 1 40 1220 483
[bp] [bp] Area Total Size distribution [pg/ply lo 15 421 1581 574
[bp]l inCV[%] 1] [pmol/l r 16 456 566 188
200 1,000 1292047 320 45.4 97740 53220 HH 12 AH 5:7. 165,
18 495 4.94 151
19 519 475 139
20 547 417 116
21 569 4.83 129
22 587 5.22 135
23 686 459 101
24 770 425 84
25 1,201 4.00 50
26 1,554 254 25

Figura 20.- Ejemplo de analisis de calidad de una libreria mediante Bioanalyzer 2100. En el
grafico y la tabla se representan los tamarios de los fragmentos de la libreria y su concentracion.

3.10 Analisis de las secuencias v estudios filogenéticos

3.10.1 Asignacion de genotipo
Las secuencias obtenidas correspondientes a los genes VP7 y VP4 se introdujeron en el
programa online “nucleotide BLAST” (Basic Local Alignment Search Tool,

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para identificar el genotipo.

Para asignar el genotipo correspondiente al resto de genes de RVA (VP6-VP1-VP2-
VP3-NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5/6), las secuencias obtenidas se introdujeron en el

programa online “Rota C” 2%,

3.10.2 Denominacion de genotipos

En el genotipado habitual, las cepas de RVA se denominan indicando el G-tipo seguido
del P-tipo en base a los genes VP7 y VP4, respectivamente. El G-tipo se nombra usando
la forma Gx y el P-tipo usando la forma P[x], donde la x es el nimero de genotipo
establecido.

En abril de 2008, se desarrolld un sistema para la clasificacion del genoma completo de

las cepas de RVA. Este sistema asigna un genotipo especifico para cada uno de los 11
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segmentos de su genoma. Los genes de RVA VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-
NSP2-NSP3-NSP4-NSP5/6 se describen usando las abreviaturas Gx-P[x]-Ix-Rx-Cx-
Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx (x = numeros ardbigos empezando desde el 1),

respectivamente '*°,

3.10.3 Analisis de secuencias para estudios filogenéticos

Para este estudio se analizaron detalladamente los cromatogramas de las secuencias
obtenidas en el programa “Geneious R8” para ver su calidad y comprobar la presencia
de bases ambigiias. Posteriormente, las secuencias fueron alineadas usando el método
de alineamiento multiple “Muscle” en “MEGA 6”, siendo eliminados los extremos para
que todas las secuencias tuvieran el mismo niimero de pares de bases. A continuacion,
se realiz6 un analisis filogenético de las secuencias mediante el programa “MEGA 6
utilizando el método de Maxima Verosimilitud (Maximun Likelihood method). Para
ello, se determind en primer lugar el modelo que mejor se ajustaba a nuestros datos
mediante el programa “ModelTest” de “MEGA 6”. Se consideré mejor modelo aquél
cuyo valor BIC (Bayesian Information Criterion) fue menor. Una vez elegido el
modelo, se construyd un arbol filogenético llevando a cabo 1000 reproducciones
aleatorias (Bootstrap = 1000) del arbol. En todos los arboles se mostraron aquellos

valores de bootstrap mayores de 70.

3.10.4 Secuencias introducidas en GenBank

Se introdujo en “GenBank™ (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) una representacion de
las secuencias de los genotipos principales y algunos inusuales, asi como las secuencias
correspondientes al genoma completo de las seis cepas G3 atipicas. Las caracteristicas
de las secuencias, asi como los cddigos para localizarlos en la base de datos de

“GenBank” se detallan en las Tablas 7 y 8.
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Tabla 7.- Descripcion de las caracteristicas de las secuencias de rotavirus grupo A introducidas
en “GenBank”.

GENBANK CEPA ANO GEN GENOTIPO  LONGITUD (pb)
GU563713.1 Sp813 2007 VP4 G6P[14] 622
GU563714.1 Sp813 2007 VP7 G6P[14] 351
GU563715.1 Spl1524 2009 VP4 G8P[14] 633
GU563716.1 Spl1524 2009 VP7 G8P[14] 711
GU563717.1 Sp8319 2004 VP4 G12P[8] 636
GU563718.1 Sp8319 2004 VP7 G12P[8] 345
GU563719.1 Sp8358 2004 VP7 G12P[8] 345
GU563720.1 Sp8519 2005 VP7 G12P[8] 351
JQ410021.2 1869 2010 VP7 G12P[8] 824
JQ410022.2 1870 2010 VP7 G12P[8] 824
JQ410023.2 1873 2010 VP7 G12P[8] 824
JQ410024.2 1875 2010 VP7 G12P[8] 824
JQ410025.2 1883 2010 VP7 G12P[8] 824
JQ410026.2 1892 2010 VP7 G12P[8] 824
JQ410027.2 1899 2010 VP7 G12P[8] 824
JQ410028.2 1910 2010 VP7 G12P[8] 824
JQ410029.2 1931 2011 VP7 GI12P[8] 824
JQ410030.2 1970 2011 VP7 GI12P[8] 824
JQ410031.2 2029 2011 VP7 GI12P[8] 824
JQ410032.2 2045 2011 VP7 G12P[8] 824
JQ410033.2 2076 2011 VP7 G12P[8] 824
JQ410034.2 2089 2011 VP7 G12P[8] 824
JQ410035.2 2097 2011 VP7 G12P[8] 824
JQ410036.2 2119 2011 VP7 G12P[8] 824
JQ410037.2 2118 2011 VP7 G12P[8] 824
JQ410038.1 1869 2010 VP4 G12P[8] 617
JQ410039.1 1873 2010 VP4 G12P[8] 617
JQ410040.1 1875 2010 VP4 G12P[8] 617
JQ410041.1 1883 2010 VP4 G12P[8] 616
JQ410042.1 1892 2010 VP4 G12P[8] 617
JQ410043.1 1899 2010 VP4 G12P[8] 617
JQ410044.1 1910 2010 VP4 G12P[8] 617
JQ410045.1 1931 2011 VP4 G12P[8] 617
JQ410046.1 2045 2011 VP4 G12P[8] 617
JQ410047.1 1932 2011 VP4 G1P[8] 617
JQ410048.1 1936 2011 VP4 G1P[8] 617
JQ410049.1 2024 2011 VP4 G1P[8] 617
JQ410050.1 2021 2011 VP4 G1P[8] 616
JQ410051.1 2083 2011 VP4 GYP[8] 617
KU522125 66240012 2015 VP7 G3P[8] 852
KU522126 68854185 2015 VP7 G3P[8] 842
KU522127 68947171 2015 VP7 G3P[8] 828
KU522128 75912259 2015 VP7 G3P[8] 854
KU522129 98243371 2015 VP7 G3P[8] 852
KU550260 SS96085815 2015 VP6 G2P[4] 1257
KU550261 $S98244980 2015 VP6 G2P[4] 1262
KX347173 $S68949094 2015 NSP4 G2P[4] 746
KX347174 SS96085815 2015 NSP4 G2P[4] 746
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Tabla 8.- Descripcion de las caracteristicas de las secuencias del genoma completo de cepas G3
atipicas introducidas en “GenBank” (I).

GENBANK CEPA ANO GEN GENOTIPO LONGITUD (pb)
KU550262 S$S98242319 2015 VPI G3P[8] inusual 3302
KU550263 SS61720845 2015 VPI G3P[8] inusual 3302
KU550264 SS75915299 2015 VPI G3P[8] inusual 3302
KU550265 SS61921417 2015 VPI G3P[8] inusual 3302
KU550266 SS96217158 2015 VPI G3P[8] inusual 3302
KU550267 S$598244047 2015 VPI G3P[8] inusual 3302
KU550268 S$S98242319 2015 VP2 G3P[8] inusual 2684
KU550269 SS61720845 2015 VP2 G3P[8] inusual 2684
KU550270 SS75915299 2015 VP2 G3P[8] inusual 2684
KU550271 SS61921417 2015 VP2 G3P[8] inusual 2684
KU550272 S$S96217158 2015 VP2 G3P[8] inusual 2684
KU550273 5598244047 2015 VP2 G3P[8] inusual 2684
KU550274 S$S98242319 2015 VP3 G3P[8] inusual 2591
KUS550275 SS61720845 2015 VP3 G3P[8] inusual 2591
KUS550276 SS75915299 2015 VP3 G3P[8] inusual 2591
KUS550277 SS61921417 2015 VP3 G3P[8] inusual 2591
KUS550278 S$S96217158 2015 VP3 G3P[8] inusual 2591
KU550279 S$S98244047 2015 VP3 G3P[8] inusual 2591
KUS550280 S$S98242319 2015 VP4 G3P[8] inusual 2359
KU550281 SS61720845 2015 VP4 G3P[8] inusual 2359
KU550282 SS75915299 2015 VP4 G3P[8] inusual 2359
KU550283 SS61921417 2015 VP4 G3P[8] inusual 2359
KU550284 S$S96217158 2015 VP4 G3P[8] inusual 2359
KU550285 S$S98244047 2015 VP4 G3P[8] inusual 2359
KU550286 S$S98242319 2015 VP6 G3P[8] inusual 1356
KU550287 SS61720845 2015 VP6 G3P[8] inusual 1356
KU550288 SS75915299 2015 VP6 G3P[8] inusual 1356
KU550289 SS61921417 2015 VP6 G3P[8] inusual 1356
KU550290 S$S96217158 2015 VP6 G3P[8] inusual 1356
KU550291 S$S98244047 2015 VP6 G3P[8] inusual 1356
KU550292 S$S98242319 2015 VP7 G3P[8] inusual 1062
KU550293 SS61720845 2015 VP7 G3P[8] inusual 1062
KU550294 SS75915299 2015 VP7 G3P[8] inusual 1044
KU550295 SS61921417 2015 VP7 G3P[8] inusual 1062
KU550296 S$S96217158 2015 VP7 G3P[8] inusual 1062
KU550297 S$S98244047 2015 VP7 G3P[8] inusual 1062
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Tabla 8.- Descripcion de las caracteristicas de las secuencias del genoma completo de cepas G3
atipicas introducidas en “GenBank” (II).

GENBANK CEPA ANO GEN GENOTIPO  LONGITUD (pb)
KU550298 $S98242319 2015 NSP1 G3P[8] inusual 1566
KU550299 $S61720845 2015 NSP1 G3P[8] inusual 1566
KU550300 $S75915299 2015 NSP1 G3P[8] inusual 1566
KU550301 $S61921417 2015 NSP1 G3P[8] inusual 1566
KU550302 $S96217158 2015 NSP1 G3P[8] inusual 1566
KU550303 $S98244047 2015 NSP1 G3P[8] inusual 1566
KU550304 $S98242319 2015 NSP2 G3P[8] inusual 1059
KU550305 $S61720845 2015 NSP2 G3P[8] inusual 1059
KU550306 $S75915299 2015 NSP2 G3P[8] inusual 1045
KU550307 $S61921417 2015 NSP2 G3P[8] inusual 1059
KU550308 $S96217158 2015 NSP2 G3P[8] inusual 1059
KU550309 $S98244047 2015 NSP2 G3P[8] inusual 1059
KUS550310 $S98242319 2015 NSP3 G3P[8] inusual 1066
KU550311 $S61720845 2015 NSP3 G3P[8] inusual 1066
KUS550312 $S75915299 2015 NSP3 G3P[8] inusual 1066
KUS550313 $S61921417 2015 NSP3 G3P[8] inusual 1066
KUS550314 $S96217158 2015 NSP3 G3P[8] inusual 1066
KUS550315 $S98244047 2015 NSP3 G3P[8] inusual 1066
KUS50316 $S98242319 2015 NSP4 G3P[8] inusual 751
KU550317 $S61720845 2015 NSP4 G3P[8] inusual 751
KU550318 $S75915299 2015 NSP4 G3P[8] inusual 751
KU550319 $S61921417 2015 NSP4 G3P[8] inusual 751
KU550320 $S96217158 2015 NSP4 G3P[8] inusual 751
KU550321 $S98244047 2015 NSP4 G3P[8] inusual 751
KU550322 $S98242319 2015 NSP5 G3P[8] inusual 816
KU550323 $S61720845 2015 NSP5 G3P[8] inusual 816
KU550324 $S75915299 2015 NSP5 G3P[8] inusual 809
KU550325 $S61921417 2015 NSP5 G3P[8] inusual 816
KU550326 $S96217158 2015 NSP5 G3P[8] inusual 816
KU550327 $S98244047 2015 NSP5 G3P[8] inusual 816

3.11 Programas informaticos utilizados en el estudio

Los programas informaticos utilizados para la realizacion de la presente Tesis Doctoral
fueron los siguientes:

Busqueda bibliografica:

- Pubmed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed).

Bases de datos publicas para comparacion de secuencias:

- Nucleotide BLAST y protein BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

- Rota C (http://rotac.regatools.be/).
Alineamiento de secuencias:

- Multalin ¢!,
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Visualizacion y edicion de alineamientos multiples de secuencias:
- Genedoc 2,

Edicion, alineamiento, ensamblaje y analisis de secuencias:
- Geneious RS 263

Realizacion de arboles filogenéticos:

- MEGA 6 (incluido Muscle y ModelTest) 2%,
Diagramas de similitud

- SimPlot version 3.5.1 29,

3.12 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizd mediante el programa “GraphPad Instat version 3.05”,
(GraphPad Software, La Jolla California USA) y los intervalos de confianza se

calcularon en la pagina web: http://www.causascientia.org/math_stat/ProportionCI.html.
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4.1 Estudio epidemiologico. Circulacion de rotavirus en el area de estudio

4.1.1 Distribucion por temporada, edad y sexo

Durante el periodo de estudio 1995 — 2015, abarcando 20 epidemias, se investigaron
66.877 muestras de heces de nifios menores de 5 afios de edad con GEA. Se detectd
RVA en 7.018 (10,5%) muestras correspondientes a 6.671 episodios de GEA que
ocurrieron en 6.601 nifos, siendo 3.675 varones y 2.926 mujeres (relacion varon/mujer
1,3). Un 13,0% de los episodios se produjeron en nifios de menos de 6 meses de edad,
un 69,3% en nifios de 6 - < 24 meses, un 11,9% en nifios de 24 - <36 meses y un 5,4%

en ninos de 36 - < 60 meses (Tabla 9).

Tabla 9.- Distribucion etaria de los episodios de gastroenteritis por rotavirus detectados en
Gipuzkoa en 1995 — 2015.

Edad (meses) Episodi((‘))z)()le RVA
<6 864 (13,0)
6-<12 1972 (29,6)
12-<24 2652 (39,8)
24 -<36 797 (11,9)
36-<48 244 (3,7)
48- <60 115 (1,7)
Desconocida 27 (0,4)
TOTAL 6671

En la Figura 21 se puede observar la distribucion por temporada de los casos de GEA
causada por RVA. En general, se produjo un descenso paulatino en el nimero de
episodios detectados por temporada a lo largo del estudio. En cuatro de las seis
temporadas del primer sexenio del estudio (1995 - 2001) se detectaron mas de 400
casos, observandose una media de 417 casos/temporada. Por el contrario, en todas las
temporadas del altimo sexenio (2009 - 2015) se detectaron menos de 300 casos, con una
media de 246 casos/temporada. En concreto, el nimero maximo de episodios se detectd
en la temporada 1999 - 2000 (n = 492), siendo esta cifra 2,5 veces mayor que la
detectada en la temporada 2010 - 2011 (n = 198), la de menor numero de episodios.
También disminuyd a lo largo del estudio el nimero de muestras a las que se solicitd
estudio microbioldgico a causa de GEA, de media 3736 y 2428 por temporada,
respectivamente, para los periodos 1995 - 2008 y 2009 - 2015.
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Figura 21.- Episodios de gastroenteritis causada por rotavirus en menores de 5 afios de las
Gipuzkoa por temporada epidémica (1995 - 2015).

Para estudiar la distribucion por sexos de la infeccion, se valoraron los resultados de la
totalidad de las muestras de heces recibidas para investigacion de enteropatdgenos entre
2013 y 2015 (n = 4019). No se observaron diferencias significativas siendo estas cifras
13,0% (288/2212) y 12,5% (226/1807) en varones y mujeres, respectivamente (p =
0,66). Por otra parte, la positividad mostro relacion inversa con la edad, siendo 16,4%
en nifios < 12 meses, 15,9% en nifios de 12 - < 24 meses, 7,0% en nifos de 24 - < 36

meses y 3,2% en nifios de 36 - < 60 meses de edad.

4.1.2 Estacionalidad y caracteristicas de las ondas epidémicas

El porcentaje de positividad entre las muestras investigadas de menores de 5 afios de
edad fue de 30,3%, 14,0%, 0,6% y 1,7% en los respectivos cuatro trimestres del afio
(datos de 2013 — 2015). Como en la mayor parte de los estudios efectuados en paises de
clima templado o frio, las epidemias de GEA por RVA en Gipuzkoa comenzaron
habitualmente a final del otofio o inicio del invierno, desarrollandose durante los meses
frios (Figura 22 y 23). Noviembre fue el mes de inicio de epidemia mas frecuente (n =
8, 40%), seguido de diciembre (n = 4, 20%). Solo ocasionalmente el inicio de la
temporada fue mas temprano, en octubre (n = 1, 5%) o septiembre (n = 3, 15%)

(Apéndice II, Tabla AIl-1). A partir de la temporada 2011 - 2012, se observd una
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tendencia al retraso en el inicio de las epidemias comenzando éstas en el mes de
diciembre en 2011 - 2012 y 2013 - 2014, enero en la temporada 2012 - 2013 y febrero
en la 2014 — 2015 (Figura 23).
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Figura 22.- Episodios de gastroenteritis causada por rotavirus en menores de 5 afios de
Gipuzkoa por mes y temporada epidémica (1995 - 2015). La barra roja indica el mes de enero.

Por otra parte, los meses en que mas frecuentemente finalizo la epidemia fueron marzo
y abril (n = 6 cada uno, 30%). La prolongacion de la epidemia mas all4 de abril fue rara
(mayo en 1995 - 1996 y 2014 - 2015 y julio en 1996 - 1997). Por tanto, aunque las
epidemias se desarrollan habitualmente entre noviembre - diciembre y marzo - abril, los
datos de este estudio documentan variabilidad en los meses de inicio y final, pudiendo
estos hitos oscilar en la practica en un arco de seis meses.

En la mayor parte de las temporadas el pico epidémico se produjo en diciembre, enero o
febrero (cinco temporadas cada uno), habitualmente entre uno (n = 12) y dos (n = 6)
meses tras el inicio de la epidemia, si bien en dos ocasiones se retraso tres e incluso
cuatro meses. Las epidemias tuvieron una forma asimétrica, dado que el pico maximo
fue mas cercano al inicio que al final de las epidemias en la primera parte del periodo de
estudio. De hecho, en el primer sexenio del estudio (1995 - 2001) el periodo pre-pico
dur6 de media 1,5 meses (SD = 0,5, rango 1 - 2), en tanto que el post-pico dur6 4,0

meses (SD = 2,2, rango 1 - 7 meses). Sin embargo, en los ultimos afios (2009 - 2015) el
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periodo post-pico tendid a acortarse, durando de media 1,2 meses (SD = 0,8, rango 0 - 2
meses).

La duracion media del periodo epidémico fue de 5,1 meses (SD = 1,6) y mostrd una
tendencia al descenso a lo largo del estudio. En el sexenio inicial (1995 - 2001), las
epidemias se prolongaron una media de 6,5 meses (SD = 2,2, rango 3 - 9 meses), siendo
estos numeros de 3,8 (SD = 0,4, rango 3 - 4 meses) en el sexenio final (2009 - 2015). De
modo correspondiente, en los primeros afios del estudio (1995 - 2001) el periodo
interepidémico fue en general corto (5,2 meses de media. SD = 1,6) y hasta la
temporada 2003 - 2004, no hubo ningin mes del afio en el que no se detectaran casos de
GEA por RVA (96 meses seguidos con detecciones). Sin embargo, en temporadas
posteriores el periodo interepidémico tendié a alargarse (8,7 meses de media en 2009 -
2015. SD = 1,4), observandose asimismo una tendencia al incremento en los periodos
sin deteccion de RV A, destacando la temporada 2013 - 2014 en la que no se detectaron

RVA en cuatro meses no consecutivos.

4.1.3 Relacion temporal entre infeccion por rotavirus, gripe y temperatura media

La gripe ha sido cldsicamente relacionada con el frio, de hecho se cree que el término
influenza podria provenir de la expresion italiana influenza di freddo, es decir,
influencia del frio. Del mismo modo, la estacionalidad de RVA es marcadamente
invernal en aquellos paises desarrollados con climas templados como el nuestro. Al
comparar la temperatura media, la incidencia de gripe en el Pais Vasco y los casos de
RVA de Gipuzkoa observamos que en nuestro entorno la infeccion por RVA esta mas
estrechamente relacionada con el frio que la propia gripe (Figura 23). En general, el
pico epidémico de RVA coincidié con el descenso de temperaturas tipico del invierno
de Gipuzkoa, normalmente con temperaturas por debajo de los 10 °C. Las excepciones
fueron las temporadas 2001 — 2002 y 2014 — 2015 en las que la epidemia de RVA se

desarrolld antes y un poco después del descenso de temperaturas, respectivamente.
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Figura 23.- Episodios de gastroenteritis causada por rotavirus en menores de 5 afios de
Gipuzkoa e incidencia de gripe en el Pais Vasco por mes y temporada epidémica (enero 2000 —
junio 2015) en relacion a la temperatura media (Fuente: estacion metereoldgica de Lasarte-Oria.
Euskalmet).

Debido a que la humedad en Gipuzkoa es normalmente de media mayor del 70%, no se
observaron grandes variaciones mes a mes y por lo tanto, no se pudo encontrar relacion

entre la infeccion por RVA, gripe y humedad media.

4.1.4 Impacto de la infeccion por rotavirus

Como puede observarse en la Tabla 10, la incidencia de la infeccion por RVA mostrd
una relacion inversa con la edad siendo en nifios menores de 5 afios de 1216,1/100.000
nifios. Al alcanzar los dos afios de edad, alrededor de uno de cada 19 nifios de Gipuzkoa

habia solicitado asistencia médica a causa de una GEA por RVA que fue confirmada
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virolégicamente, cifra que se aproximd a uno de cada 16 al alcanzar los cinco afios de

edad.

Tabla 10.- Incidencia media anual de gastroenteritis por rotavirus (casos/100.000 habitantes) en
menores de 5 afios (julio de 2010 — junio de 2015).

Casos

Edad (afios) RVA Habitantes' Incidencia IC 95%
<1 545 3982 2737,3 2519,8 - 2973,3
1-<2 518 4089 2533,6 2327,1 —2758,2
2-<3 121 4087 592,1 496,0 - 7071
3-<4 42 4177 201,1 149,0 - 271,7
4-<5 19 4141 91,8 59,0 - 143,3
TOTAL 1245 20476 1216,1 1150,8 — 1285,1

'Habitantes por edad y afio segin Censo 2011

4.1.5 Infeccion por rotavirus en el Ambito rural y urbano

Pese a que en el Pais Vasco es dificil establecer una separacion entre lo rural y lo
urbano al estar ambos ambientes estrechamente relacionados, consideramos ambito
rural al conjunto de poblaciones con un menor numero de poblacion (< 10.000
habitantes) y mayor dispersion de la poblacion en un entorno o territorio concreto y
ambito urbano a la capital y pueblos grandes donde hay una mayor poblacion (> 10.000
habitantes) y mayor concentracion de personas en un entorno concreto. Para analizar el
impacto de la infeccion por RVA en estos dos ambitos, inicialmente se analizd la
incidencia de la infeccion en localidades de < 10.000, 10.000 — 50.000 y > 50.000
habitantes en el periodo 2010 - 2015 (cinco epidemias). La tinica poblacién con mas de
50.000 habitantes fue Donostia — San Sebastidn. En el calculo de la incidencia teniendo
en cuenta el nimero de casos en nifios respecto a la poblacion global (nifios y adultos),
¢ésta fue menor en los nifios de poblaciones de < 10.000 (1069,3/100.000 nifios < 5 afios)
y de > 50.000 habitantes (1138,2/100.000 nifios) que en nifios de localidades
intermedias (1397,6/100.000 nifios), diferencia que alcanzé significacion estadistica (p
< 0,001). La edad media de los nifios con GEA por RVA fue similar en los tres tipos de
localidades para el periodo considerado siendo de 15,1 + 10,1 meses para las
localidades con menos de 10.000 habitantes, de 15,5 = 10,0 meses para las de 10.000 —
50.000 habitantes y de 14,8 + 10,3 meses para la capital (Kruskal-Wallis test, p =
0,291). Sin embargo, al analizar el nimero de casos respecto al numero de nifios

menores de 5 anos por localidad, no se encontraron diferencias entre estas poblaciones.
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RVA fue detectado en el 5,9% (519/8785) de los nifios de localidades con < de 1.000
nifios menores de 5 afios lo cual fue similar a la proporcion de nifios infectados con
RVA en la capital (5,7%,429/7538) (p = 0,56) o a la encontrada en nifios de localidades
donde habitaban 1.000 nifios o mas (6,2%, 726/11691) (p = 0,37).

4.1.6 Gastroenteritis de origen mixto (coinfecciones de rotavirus y otro/s
enteropatogeno/s)

En el periodo 2008 - 2015, se detectd un enteropatdgeno adicional en 130 de los 1759
casos en los que se habia detectado RVA (7,4%). Entre los microorganismos
coinfectantes destacaron Campylobacter spp. (n = 49), Salmonella spp. (n = 7),
Adenovirus entérico (n = 18), Norovirus (n = 15) y Sapovirus (n = 5). Hubo seis
episodios en los que se detectaron junto a RVA dos microorganismos coinfectantes;
Campylobacter y Adenovirus entérico en un caso y Norovirus junto con Salmonella,
Campylobacter, Sapovirus o Giardia (en dos ocasiones) en los otros cinco casos, si bien
la deteccidn sistematica de Astrovirus, Adenovirus y Sapovirus se emprendio en julio de
2013. El porcentaje de episodios con coinfecciones no varid en funcion de la necesidad
o no de hospitalizacion, siendo 8,7% (13/149) entre los que requirieron hospitalizacion

y 7,3% (117/1610) entre los no hospitalizados.

4.2 Infecciones graves por rotavirus que requirieron hospitalizacion en el periodo

2008 - 2014. Comparacion con el periodo 1996 - 2008

Brevemente, se efectué una busqueda de los casos de GEA por RVA en nifios menores
de cinco afios ingresados en el Hospital a partir de dos listados de pacientes obtenidos:
uno del Servicio de Documentacion Clinica del Hospital Universitario Donostia, que
identifico a todos los pacientes a los que durante el periodo de estudio se adjudicé algin
codigo de alta de GEA (para detalle del uso de estos codigos ver Material y Métodos
Tabla 5 y Apéndice III) y otro del Servicio de Microbiologia, que identifico a todos los
casos de infeccion por RVA. Este estudio finalizo en 2014 en vez de en 2015 (afio de
finalizacion del periodo de estudio del resto de los resultados de esta Tesis) debido al
plazo de tiempo que es necesario para obtener datos del Servicio de Documentacion
Clinica.

Los casos de GEA obtenidos a partir del Servicio de Documentacion fueron revisados

en los registros de Microbiologia para comprobar si se les habia solicitado coprocultivo
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durante el ingreso, asi como su resultado. Por otro lado, se comprob6 en el programa
informatico de historias clinicas del Hospital si los casos positivos a RVA detectados a
partir del Servicio de Microbiologia, habian sido hospitalizados. Ambos listados de
hospitalizaciones a causa de GEA por RVA fueron contrastados, obteniéndose el
numero final de casos hospitalizados a causa de GEA por RVA en el Hospital
Universitario Donostia.

Los datos ofrecidos en este capitulo se obtuvieron prospectivamente en el periodo
comprendido entre julio de 2008 y junio de 2014 y fueron comparados con los
obtenidos previamente entre julio de 1996 y junio de 2008 26, para formar una serie
ininterrumpida de 18 afios, lo que permite una valoracion mejor de todos ellos.

En el periodo julio de 2008 — junio de 2014, a partir de los datos del Servicio de
Documentacion Clinica se identificaron 436 casos de GEA de los que, tras la revision
de historias clinicas se consideré que 343 (78,7%) fueron ingresados a causa de GEA
adquirida en la comunidad. En los restantes casos el origen de la GEA fue otro, siendo
todos ellos excluidos: 31 por ser de origen nosocomial, 50 por ser cuadros de tipo
concomitante y 12 por corresponder a menores de un mes de vida. En 133 de los 343
pacientes hospitalizados a causa de GEA comunitaria, la causa fue RVA.

Por otra parte, la revision de las historias clinicas de los casos detectados a partir del
Servicio de Microbiologia ofrecid resultados muy similares, los 133 positivos a RVA
mencionados en el parrafo anterior y un caso adicional, haciendo un total de 134 casos
de hospitalizacion por GEA por RVA adquirido en la comunidad.

Los casos nosocomiales se distribuyeron de forma desigual a lo largo de las temporadas
oscilando entre 1 (2009 - 2010) y 11 (2011 - 2012). En general se presentaron en forma
de casos esporadicos a lo largo de las epidemias, si bien se detectaron ocasionalmente
pequefios brotes de 3 - 6 casos.

El estudio por esta doble via permiti6 comprobar que en los ultimos 18 afos (1996 -
2014) en el Hospital Universitario Donostia se realizd investigacion de RVA a la
practica totalidad de los nifios hospitalizados por GEA (95,9%, 1397/1457, ver detalles
en apartado 4.2.2). RVA fue responsable de un 41%de los casos de GEA adquirida en la
comunidad ocurridos en nifios de 1 mes a < 5 afios de edad que tuvieron que ser

hospitalizados a causa de la enfermedad (2008 - 2014).
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4.2.1 Porcentaje de nifios hospitalizados por infeccion con rotavirus adquirida en
la comunidad. Distribucion por sexo y estacionalidad.

El porcentaje de hospitalizacion entre los nifilos menores de 5 afios con GEA a los que
se detectd6 RVA a lo largo del estudio prospectivo (2008 - 2014) fue de 8,8%
(134/1527), similar al observado cuando se consideraron los casos del periodo anterior
(estudio retrospectivo 1996 - 2008), siendo dicha cifra 9,1% (419/4582) (Chi cuadrado
= 0,15, p = 0,70). El porcentaje oscilé6 de unas temporadas a otras entre el 5,9%

(temporada 2004 - 2005) y el 12,9% (temporada 2000 - 2001) (Tabla 11).

Tabla 11.- Porcentaje de niflos hospitalizados por infeccion con rotavirus adquirida en la

comunidad y G-tipos dominantes en cada temporada.

N° total N° nifios % . o 1 G-tipos dominantes
Temporada rotavirus  hospitalizados hospitalizacion G-tipos hospitalizados temporada'
1996 - 1997 423 43 10,2 G1 75%, G4 25% G1 (63%)
G2 22%, G4 22%,
1997 - 1998 420 45 10,7 G1 11%, Mixtos 11% G2 (21%), G4 (34%)
G1 50%, G2 29%, N
1998 - 1999 442 44 10,0 G4 14% G1 (55%)
1999 -2000 492 51 10,4 G191% G1 (88%)
2000 - 2001 396 51 12,9 G1 70%, G2 20% G1 (42%), G2 (33%)
2001 - 2002 302 28 9,3 G1 100% G1 (85%)
G1 70%, G3 10%, o
2002 - 2003 378 25 6,6 G9 10% G1 (90%)
2003 - 2004 423 26 6,1 G1 46%, G2 39% G2 (55%)
G3 40%, G1 30%, N N
2004 - 2005 339 20 59 G9 10%, G12 10% G1 (51%), G3 (32%)
G9 58%, G1 32%, o o
2005 - 2006 349 29 8,3 G3 5%, G12 5% G1 (44%), G9 (43%)
0, 0,
2006 - 2007 312 31 9.9 G3 43%, G? 33%, G1 (23%), G3 (29%), G9 (46%)
G1 24%
2007 - 2008 306 26 8,5 G2 54%, G1 46% G1 (54%), G2 (36%)
2008 - 2009 283 18 6,4 G1 91%, G4 9% G1 (86%)
2009 - 2010 231 23 10,0 G9 70%, G1 9%, G2 9% G9 (72%)
G12 57%, G1 35%, o o
2010 - 2011 198 23 11,6 G8 4%, Mixtos 4% G1 (30%), G12 (59%)
0, 0,
2011 - 2012 287 29 10,1 G12 726/10,7C°}/09 21%, G12 (75%)
2012 - 2013 246 19 7,7 G2 53%, G9 47% G2 (48%), G9 (39%)
G1 59%, G4 27%, o
2013 - 2014 282 22 7.8 Mixtos 5% G1 (59%)
TOTAL 6109 553 9,0 / /

! Célculos realizados sobre el total de cepas en las que se intent6 el genotipado en cada temporada.
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Por sexo, el porcentaje de hospitalizacion (2008 - 2014) de los varones fue de 8,2%
(70/852), siendo ligeramente superior 9,5% (64/675) el de las mujeres, sin que esta
diferencia fuera estadisticamente significativa (Chi cuadrado = 0,60, p = 0,44).

Los meses en los que hospitalizaron mas nifios a causa de infeccion por RVA adquirida
en la comunidad coincidieron con, o correspondieron al, inmediatamente posterior a los

de mayor intensidad en la circulacion de RV A en cada temporada (Figura 24).
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Figura 24.- Distribucion mensual del numero total de casos de infeccion por rotavirus
detectados en nifios menores de 5 afios y la de aquellos que requirieron hospitalizacion a causa
de esta infeccion (2008 - 2014).

4.2.2 Incidencia de hospitalizacion a causa de gastroenteritis aguda por rotavirus
de origen comunitario

En el periodo de estudio prospectivo (julio de 2008 - junio de 2014) la tasa de
hospitalizacién media anual en nifios de 1 mes a < 5 afios de edad por GEA adquirida en
la comunidad (todas las causas) fue de 289 por 100.000 nifios (n = 343) (Tabla 12). Esta
incidencia vario durante las diferentes temporadas entre 362 casos/100.000 habitantes
(IC95% 289 - 454) en la temporada 2011 — 2012 y 210 (IC95% 156 — 283) en la 2013 -
2014. Como se ha referido anteriormente, RVA fue responsable de un 41% de estos
cuadros. Al analizar tanto las tasas de hospitalizacion a causa de GEA infecciosa de
cualquier etiologia como las de GEA debida a RV A se observd un mantenimiento de las

tendencias decrecientes observadas en el periodo 1996 - 2008, reduciéndose la
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incidencia en los 18 afios de seguimiento mas de la mitad (Chi cuadrado para tendencia
lineal 199,4 y 73,2, respectivamente. Ambos p < 0,001). Sin embargo, este descenso
parecié frenarse y llegar a una situacion de estabilidad en la parte final del estudio,
periodo en el que fueron hospitalizados cada afo a causa de infeccion por RVA algo

mas de uno de cada 1.000 nifios menores de 5 afios de edad.

Tabla 12.- Incidencia media anual de hospitalizacion (casos/100.000 nifios e intervalos de
confianza 95%) por gastroenteritis aguda (todas las causas) y gastroenteritis debida a rotavirus
en nifios de 1 mes a < 5 afios de edad de Gipuzkoa entre julio de 1996 y junio de 2014 (los datos
obtenidos a partir de julio de 2008 proceden de este estudio y la incidencia se calculd en
relacion al censo del afio 2011).

Gastroenteritis aguda . Rota.virus Rotavirus positivos
Periodos investigados
N° Tasa (IC 95%) N° (%) N° (%) Tasa! (IC 95%)

Julio 96 - junio 99 312 667,3 (598,5 - 744,0) 295 (94,6) 132 (44,8)  298,4 (253,6 - 351,2)
Julio 99 - junio 02 346  697,0 (628,6 - 772,9) 337 (97,4) 130 (38,6)  269,4 (228,2-318,2)
Julio 02 - junio 05 239  444,0 (392,0 - 502,9) 232 (97,1) 71 (30,6) 135,4 (108,1 - 169,7)
Julio 05 - junio 08 217  375,7(329,8 - 428,2) 206 (94,9) 86 (41,7) 156,0 (127,4 - 191,1)
Subtotal 1114 535,2 (505,2 — 567,0) 1070 (96,1) 419 (39,2)  209,3 (190,9 —229,6)
Julio 08 - junio 11 179  301,8 (261,4 - 348,4) 171 (95,5) 64 (37,4) 112,5 (89,0 - 142,4)
Julio 11 - junio 14 164 275,77 (237,2 - 320,4) 156 (95,1) 70 (44,9) 124,03 (99,1 - 155,1)
Subtotal 343  288,7(260,2 —320,4) 327 (95,4) 134 (41,00 118,3(100,5—-139,1)
Total 1457  445,6 (423,6 — 468,6) 1397 (95,9) 553 (39,6) 176,2 (162,6 —190,9)

ITasa corregida para el porcentaje de episodios en los que no se investigd la presencia de RVA.

2Chi cuadrado para tendencia lineal 199,4, p < 0,001.

3Chi cuadrado para tendencia lineal 73,2, p < 0,001.

La distribucion por edad de los nifios hospitalizados a causa de GEA debida a RVA fue
similar en los dos periodos del estudio (1996 - 2008 y 2008 - 2014) (Tabla 13).
Globalmente, el 87,2% (n = 482) de los casos correspondieron a nifios entre 1 mes y <2
afios, siendo el tramo de 6 a < 12 meses el que concentrd un niimero mayor de casos. El
porcentaje de hospitalizacion disminuyd progresivamente con la edad, desde 14,8% en
los menores de 6 meses de edad a 3,7% en los de 48 - < 60 meses (Chi cuadrado para

tendencia = 43,37, p <0,001).
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Tabla 13.- Porcentaje de hospitalizacion en nifios de 1 mes a < 5 afos de edad con
gastroenteritis debida a rotavirus adquirida en la comunidad de Gipuzkoa (1996 - 2014).

1996 - 2008 2008 - 2014 TOTAL
Edad

M) v B wRva SRS o wkva ke
1-<6 565 86 15,2 213 29 13,6 778 115 14,8
6-<12 1354 140 10,3 453 48 10,6 1807 188 10,4
12-<24 1787 135 7,6 646 44 6,8 2433 179 74
24-<36 591 46 7.8 143 9 6,3 734 55 7,5
36-<48 177 10 5,6 46 2 43 223 12 5,4
48 - <60 81 2 2,5 26 2 7,7 107 4 3,7

Desconocida 27 0 0 0 0 0 27 0 0
TOTAL 4582 419 9,1 1527 134 8,8 6109 553 9,0

La incidencia de hospitalizacion a causa de GEA fue maxima en el primer afio de vida
(726,5/100.000 habitantes/afo), disminuyendo progresivamente en los afos siguientes,
siendo 14 veces menor en los nifios de 4 a < 5 afios de edad. Una tendencia algo
diferente se observo en el caso de RVA, ya que en los nifios de 1 mes a < 6 meses de
vida la incidencia de infeccion por RVA fue menor que en los de 6 a < 12 meses, a

diferencia de lo observado en el total de las GEA (Tabla 14).

Tabla 14.- Incidencia anual de hospitalizacién (casos/100.000 nifios e intervalos de confianza
95%) por gastroenteritis aguda y gastroenteritis debida a rotavirus en nifios de entre 1 mes y <5
afios de edad de Gipuzkoa, entre julio de 2008 y junio de 2014, estratificada por edad.

Edad Gastroenteritis aguda ilﬁf((:?t‘ivgi;gzs Rotavirus positivos

(meses)
N° Tasa (IC 95%) N° (%) N° (%) Tasa' (IC 95%)

1-<6 76 740,3 (594,0 - 923,0) 75 (98,7) 29 (38,7) 284,7 (200,0 - 406,2)
6-<12 85 714,7 (580,9 - 879,8) 82 (96,5) 48 (58,5) 414,2 (315,6 - 544,2)
12-<24 100 418,8 (345,6 - 507,7) 99 (99,0) 44 (44,4) 187,0 (140,4 - 249,4)
24 -<36 47 190,4 (143,8 - 252,4) 43 (91,5) 9(20,9) 39,7 (21,8 - 72,9)
36-<48 22 92,1 (61,6 - 138,2) 19 (86,4) 2 (10,5) 8,0(2,5-28,9)
48 - <60 13 52,0 (30,6 - 88,9) 9 (69,2) 2(22,2) 12,0 (4,4 - 35,1)

TOTAL 343 288,7(260,2-320,4) 327(953) 134 (41,00  118,3 (100,5-139,1)

ITasa corregida para el porcentaje de episodios en los que no se investigo la presencia de RVA.
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4.2.3 Hospitalizacion y genotipos de rotavirus

No hemos encontrado ninguna asociacion entre hospitalizacion y algun genotipo
concreto de RVA o con cambio en el genotipo dominante (Tabla 11), y de hecho las
epidemias con mayor (12,9% 2000 - 2001) y menor (5,9% 2004 - 2005) porcentaje de
hospitalizacion fueron debidas al genotipo G1 (Chi cuadrado = 9,410, p = 0,002).
Aunque la irrupcion de genotipos nuevos como el G9 (temporadas 2005 - 2006 y 2006 -
2007) y G12 (temporadas 2010 - 2011 y 2011 - 2012) pareci6é asociarse a un aumento
en el porcentaje de hospitalizacion respecto al observado en afios precedentes, las
diferencias interanuales observadas en estos casos no fueron estadisticamente

significativas (Chi cuadrado = 1,167 y 0,158, p = NS en ambos casos).

4.2.4 Comparacion de la hospitalizacion a causa de gastroenteritis por rotavirus y
por otros enteropatégenos

RVA fue el microorganismo mas frecuentemente causante de hospitalizacion en cuadros
de GEA infantil de origen comunitario, por delante de norovirus, Salmonella y
Campylobacter. Estos microorganismos se detectaron en un 46,7% (RVA n = 134),
18,8% (norovirus n = 54), 15,0% (Salmonella n = 43) y 13,2% (Campylobacter n = 38)
de los casos, respectivamente.

Cuando se analizd la hospitalizacion por edad en relacion a los diferentes
microorganismos causantes de GEA se observd que en nimeros absolutos, RVA fue el
principal causante de hospitalizacion por GEA en los menores de 2 afios de edad
(55,2%) de los cuadros con etiologia conocida. En nifios de 2 a 3 afios de edad,
rotavirus, norovirus y Salmonella ocasionaron el 22,5%, 27,5% vy 27,5%,
respectivamente de los casos hospitalizados. En los nifios de 3 y 4 afios de edad
Salmonella fue la causa de la mitad de los cuadros de GEA que requirieron ingreso

hospitalario (Figura 25).
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Figura 25.- Numero de pacientes hospitalizados segin su etiologia y edad por gastroenteritis
aguda adquirida en la comunidad de Gipuzkoa (julio de 2008 - junio de 2014).

4.3 Infecciones por rotavirus en ninos de cinco o mas anos, jovenes v adultos

En las dos ultimas temporadas de estudio (2013 - 2014 y 2014 - 2015), y como un
estudio adicional, se pudo analizar el papel de RVA en las GEA de personas de cinco o
mas afios de edad, dado que se realizd el estudio de virus entéricos independientemente
de la edad a todos los pacientes con GEA de los que se remitidé al laboratorio una
muestra de heces para investigacion de enteropatdégenos. El porcentaje de RVA
positivos para los distintos tramos de edad considerados y la incidencia por 100.000
habitantes puede observarse en la Tabla 15.

Globalmente, se detectdé RVA en el 1,3% (95/7346) de los episodios de GEA analizados
en pacientes de cinco o mas afios de edad, sin que hubiera diferencias cuando se
subdividio la muestra de poblacion analizada en diferentes tramos de edad ni por sexos
(1,2% en varones [43/3611] y 1,4% en mujeres [52/3735]). El andlisis de la incidencia,
sin embargo, mostrd un incremento en las personas de mayor edad, -incidencia media
anual 40,6/100.000 habitantes > 80 afos de edad-, aunque ésta fue mucho menor a la
observada en nifios menores de cinco afios. De los 95 episodios detectados, 22 (23,2%)
fueron hospitalizados por GEA comunitaria debida a RVA de los cuales el 63,6% (n =
14) eran pacientes mayores de 65 afios de edad. Tres casos adicionales correspondieron

a infecciones nosocomiales.
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Tabla 15.- Porcentaje de episodios de gastroenteritis positivos y tasa (incidencia media anual en
casos/100.000 habitantes y sus intervalos de confianza 95%) de gastroenteritis por rotavirus en

nifios de cinco o mas afos de edad, adolescentes y adultos en Gipuzkoa en dos temporadas,
2013 -2014 y 2014 —2015.

(l;:l gzg) Ep(i;sEoiios ROt?I)irus Porcentaje  Habitantes* 1;?3‘;;};3
5-14 1090 6 0,6 38547 7,8 (3,7-16,9)
15-29 738 5 0,7 52997 4,7(2,1 -11,0)
30-44 1181 23 1,9 101153 11,9 (8,0-17,7)
45-59 1261 16 1,3 89924 8,9(5,5-14,4)
60 - 69 1073 17 1,6 47867 18,8 (11,9-29,7)
70 -79 1011 10 1,0 33615 14,9 (8,2-27,4)
80 -89 822 15 1,8 19128 39,2(23,9-64,7)

=90 170 3 1,8 3023 49,6 (18,0 — 144.9)
TOTAL 7346 95 1,3 386254 12,7 (10,4 — 15,5)

*Habitantes del area de referencia del Hospital por afio segin Censo 2011.

4.4 Circulacion de genotipos de rotavirus en menores de 5 afos (1995 - 2015)

4.4.1 Rentabilidad del genotipado de rotavirus

Se realiz6 el genotipado de los genes VP7 (G-tipo) y VP4 (P-tipo) de los virus causantes
de 3.113 episodios, representando el 46,7% de los episodios y el 44,4% de las muestras
de RVA detectadas en las dos décadas estudiadas (1995 - 2015). Se obtuvieron ambos
genotipos (G- y P-tipo) en las muestras de 2.826 episodios (90,8%), de las cuales 76
(2,4%) presentaron G-tipo y/o P-tipo mixtos. Se obtuvo solo el G-tipo en 60 muestras
(1,9%), so6lo el P-tipo en 98 muestras (3,1%) y no se obtuvo ni G- ni P-tipo en 129
muestras (4,1%).

A partir de la temporada 2009 - 2010, se realiz6 la deteccion del gen VP6 en todas las
muestras que resultaron G- y P-tipo negativo. Entre las 69 muestras en esta situacion del
periodo 2009 - 2015, ninguna amplifico el gen VP6. Estos datos sugieren la presencia
de cargas virales bajas en las muestras referidas, lo que es corroborado por los
resultados del método molecular de deteccion de RVA empleado en la rutina diaria en
las dos ultimas temporadas (2013 - 2015), dado que la mayor parte (80%) de las

muestras G- y P-negativas de estas temporadas fueron positivas en ciclos de PCR altos.
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Figura 26.- Rentabilidad (porcentaje de cepas con G- y/o P-tipo) del genotipado de rotavirus en
1995 — 2015 en Gipuzkoa.

Epidemia a epidemia, la rentabilidad del genotipado fue muy buena, detectandose un G-
y/o P-tipo en al menos el 89,2% y un G- y P-tipo en al menos el 76,4% de las cepas de
cada epidemia (Figura 26). Hasta la epidemia 2005 - 2006, la rentabilidad del
genotipado de RVA (media 88,4%, rango 76,4 - 95,1%) fue menor y mas variable que
en epidemias posteriores, pero a partir de esa temporada y hasta la 2014 - 2015, se
mantuvo por encima del 84% (media 92,8%, rango 84,3 - 99,3%). Estas diferencias
estan probablemente relacionadas con el manejo de las muestras antes y después de
2006, principalmente por el empleo en el primer periodo de tampones menos
protectores de la muestra, como PBS en lugar de medio B199 y especialmente con un
mayor tiempo de almacenamiento en congelador puesto que el genotipado se efectud

anualmente a partir del afio 2006.

4.4.2 Genotipos detectados (1995 - 2015)

En cada temporada epidémica de RVA, se detectaron varios G-tipos (rango 3 - 6),
siendo entre uno y tres los G-tipos dominantes. G1P[8] fue la combinacién G/P con
mayor presencia durante el periodo de estudio tanto en nimero total de cepas detectadas

(37,5%; 1168/3113 cepas), como en nimero de temporadas en las que fue dominante
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(n = 12) o co-dominante (n = 3). GI9P[8] fue la segunda combinacion mas
frecuentemente detectada (15,3%; 476/3113) siendo dominante en dos temporadas y co-
dominante en otras dos, seguido de G12P[8] (13,1%; 409/3113) y de G2P[4] (11,4%;
355/2826) que dominaron en dos temporadas cada uno, si bien GI12P[8] fue co-
dominante en otra y G2P[4] en tres. Entre los genotipos principales, los menos
frecuentemente detectados fueron G4P[8] (5,2%; 162/3113) que domindé en una
temporada y fue co-dominante en otra y G3P[8] (4,5%; 140/3113) que no domin6 en
ninguna pero fue codominante en dos.

La combinacién G/P mas frecuente G1P[8] fue detectada en 19 de las 20 temporadas de
estudio. Solo en la temporada 2012 - 2013 no se detectd ninguna cepa de este genotipo
aunque fue dominante en las dos temporadas siguientes (2013 - 2015). Este genotipo
fue predominante durante periodos de tiempo prolongados y el inico en hacerlo mas de
dos afos consecutivos (dominante en todas las epidemias del quinquenio 1998 - 2003).
Aunque de las primeras 14 temporadas del estudio, G1P[8] fue el RVA dominante en 10
y co-dominante en dos, solo domin6 en dos temporadas del ultimo sexenio y fue co-

dominante en una (Figura 27, Tabla 16).
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Figura 27.- Distribucion porcentual de los G-tipos principales de rotavirus: G1 - G4, G9 y G12
en 1995 — 2015 en Gipuzkoa.
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En cuanto al resto de combinaciones G/P principales, en general aparecieron
intermitentemente, habiendo numerosas temporadas en las que algunos genotipos no
fueron detectados y otras en las que se detectaron de forma esporadica. GOP[8] fue
detectado por primera vez en Gipuzkoa en abril de 1998 (6 cepas) siendo esta una de las
primeras detecciones realizadas en Espafia de este genotipo, considerado inusual en
aquél momento. Desde esa temporada se detecto circulacion esporadica (9 temporadas)
o epidémica (5 temporadas) de G9P[8] en 14 de las 17 temporadas siguientes. La
circulacion de G9P[8] mostrd caracter epidémico por primera vez en las temporadas
2005 - 2006 y 2006 - 2007, mas de siete afios tras su introduccion en Gipuzkoa,
habiendo circulado epidémicamente en cinco de las nueve Ultimas temporadas de
estudio, lo que apoya que, a lo largo de estos afios, haya entrado a formar parte de los
genotipos principales. Al igual que G9P[8], G2P[4] se detectd en la mayor parte de las
epidemias vigiladas (17/20), mostrando con cierta frecuencia circulacion epidémica
(siete epidemias con mas de 15 cepas detectadas en cada una).

G12P[8], considerado cldsicamente como un genotipo inusual, fue detectado por
primera vez en Gipuzkoa en diciembre de 2004 (3 cepas), siendo éstas las primeras
detecciones de este genotipo efectuadas en Espania. G12P[8] fue dominante por primera
vez en Gipuzkoa durante las temporadas 2010 - 2011 y 2011 - 2012, mas de seis afios
tras su primera deteccion en Gipuzkoa, siendo 2010 — 2011 la primera epidemia referida
por este genotipo en Europa '*®. En las temporadas siguientes (2012 - 2013 y 2013 -
2014) fue detectado esporadicamente y en la ltima temporada de estudio (2014 -2015)
fue co-dominante junto con G1P[8]. Las principales caracteristicas epidemiologicas de
las infecciones causadas por las cepas G12P[8] en Gipuzkoa asi como su analisis
filogenético han sido objeto de un subestudio especifico en esta Tesis Doctoral
(ver punto 4.5).

El genotipo G4P[8] circuldé ampliamente en el primer trienio del estudio (1995 - 1998),
siendo dominante en 1997 - 1998, pero en los 15 afios siguientes sélo se detectd
circulacion esporadica en algunas epidemias. No se detectd circulacion de G4P[8] en el
cuatrienio 2009 - 2013 que precedi6 a la temporada 2013 - 2014 en la que volvio a
circular epidémicamente (58/282 episodios). El ultimo de los genotipos actualmente
considerados principales, G3P[8], fue el unico que no lleg6 a ser dominante en ninguna
temporada a lo largo de las dos décadas de vigilancia aunque si fue co-dominante en dos
y tuvo cierta presencia en los periodos 2004 — 2007, 2013 - 2014 asi como en el afio

2015.
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En general, la circulacion de los genotipos co-dominantes mostr6 entre ellos diferencias
estacionales poco relevantes, siendo circulaciones coincidentes o estrechamente
solapadas, como puede verse en los ejemplos mostrados en la Figura 28, sin repercusion
en la curva epidémica anual que normalmente presenta un pico Unico y evidente
(raramente bifasica). Excepcionalmente, la circulacion present6 diferencias claras, como
ocurrié en las temporadas 2005 - 2006 y 2010 - 2011. En el primer mes de la epidemia
de 2005 — 2006 solo circuld G1 y en los dos ultimos meses solo circuld G9 mientras que
en la temporada 2010 - 2011, las cepas del genotipo G12 comenzaron a circular dos
meses antes que las del genotipo Gl si bien en las fases posteriores de la epidemia

ambas circulaciones se armonizaron.
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Figura 28.- Circulaciéon mensual de genotipos en temporadas seleccionadas en las que dos o
mas genotipos circularon epidémicamente. Se seleccionaron las seis Ultimas epidemias con
cepas co-dominantes. Aunque circuld ampliamente, la cepa G3P[8] atipica de la temporada
2014 — 2015 no puede ser considerada co-dominante.
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La vigilancia de genotipos puso de manifiesto infecciones en general esporadicas por
RVA fruto de recombinacién entre los genotipos humanos principales (ej G1P[4]), asi
como infecciones por cepas de genotipos inusuales (Tabla 16), en general de origen
zoondtico, que globalmente representaron un 1,4% de las cepas en las que se intentd el

genotipado (45/3113). Para mayor detalle ver los apartados 4.4.4. y 4.4.5).
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Tabla 16.- Genotipos (G- y P-tipo) de rotavirus detectados en nifios menores de 5 afios en Gipuzkoa en las epidemias ocurridas entre 1995 y 2015 (20 epidemias). El genotipo
dominante ha sido sombreado en oscuro y los codominantes en color claro (o de menor intensidad).

Temporadas
95-96 96-97 97-98 98-99 99-00 00-01 01-02 02-03 03-04 04-05 05-06 06-07 07-08 08-09 09-10 10-11 11-12 12-13 13-14 14-15 TOTAL

G2P[4] 3 2 26 17 1 23 1 0 0 1 1 65 2 18 6 2 0 4 355

Genotipos

G3P[8] 0 0 1 0 0 2 0 1 7 48 13 44 0 0 0 0 0 4 13 7 140

G4P[8] 26 13 - 10 1 0 1 2 0 3 0 0 0 3 0 0 0 0 58 0 162
GIP[8] 0 0 3 6 3 1 0 2 0 3 94 - 5 1 - 1 37 89 9 0 476

Subtotal G-y P-

fipos principalcs 65 53 93 90 88 54 66 97 106 130 202 149 167 102 180 62 46 206 245 100 2301
GI1P[4] 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3
G2P[8| 0 0 2 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5

G6P[14] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 2
G8P[4] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1
G8P[8] 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 2
G8P[14] 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 2
GYP[4] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1
G12P[8] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 _ 3 5 83 409
G3P[8] atipico 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 24 24
Stlll:(:‘s)t::llu(s;uaylel; 0 0 4 3 0 1 0 0 2 3 0 0 1 1 0 106 211 4 6 107 449
G_S;';ff’tti:los 65 53 97 93 88 55 66 97 108 133 202 149 168 103 180 168 257 210 251 207 2750
G1+G2P[4] 0 1 1 2 0 0 1 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 9
G1+G2 P[4]+P[8] 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 2 0 1 0 0 0 0 0 5
G1+G3P[8] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
GI1+G4P[8] 4 1 3 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 6 0 17
GI1+G9P|[8] 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 3 0 1 5 1 1 0 0 0 0 13
G1+G12P([8] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 1 0 0 2 5
G2+G3P[8] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
G2+G4P[4] 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
G2+GYP[4] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 2 0 0 4
G2+GYP[8] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1
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G3+G4P[8] 0 1 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3
G3+G9P[8] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 3
G4+GOP]8] 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 3
G9+G12P[8] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0 4

. tf:;’:‘:;?i s 4 3 10 6 0 0 1 1 0 2 5 1 9 6 2 3 5 3 7 2 70
GIP[4]+P[8] 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 4
G2P4]+P[8] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1
GIP4]+P[8] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1

. ﬁs:‘:’s‘z:?i tos 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 1 0 1 0 0 6

Subtotal

3

10

6

0

0

1

1

0

2

5

1

11

6

2

4

5

4

7

2

76

G x/o P mixtos g

GIP[N] 0 1 1 2 1 2 1 1 I I 2 0 0 0 0 3 0 0 1 1 18
G2P[N] 0 1 1 0 0 0 0 0 I 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 4
G3P[N] 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 1 0 0 1 7
G4P[N] 0 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4
G9P[N] 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 4
GI2P|N| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 12 0 0 1 5 20
G3P[N] atipico 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2
GI+GOP[N| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Gi'i‘:‘:"lﬁ?llv] 0 2 4 3 1 3 2 1 3 3 8 0 0 1 2 15 1 0 2 9 60
GNP[4] 0 0 6 1 1 4 1 0 4 0 0 0 1 0 2 0 0 1 1 0 2
GNP[8] 2 1 1 6 1 4 4 4 1 0 2 0 1 0 9 0 7 5 8 10 76
€§‘§f&‘:0 2 1 17 7 2 8 5 4 5 0 2 0 2 0 11 0 7 6 9 10 08
G y P negativos* 2 3 9 1 4 6 2 0 14 12 3 1 2 1 21 8 10 15 13 2 129

Total cepas

tipadas

Muestra
insuficiente o sin
tipar
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4.4.3 Comparacion de las principales caracteristicas epidemioldgicas de las
infecciones causadas por los G-tipos principales (periodo 1997 - 2015)

En este andlisis se compararon las caracteristicas de edad, sexo, origen rural/urbano,
porcentaje de hospitalizacion y estancia media de las infecciones causadas por cepas de
los genotipos G1, G2, G9 y G12. No se incluyeron los genotipos G3 y G4 por haberse
obtenido un nimero pequefio de detecciones (< 6%).

La edad media de los pacientes infectados por RVA Gl1 fue 15,3 £ 9,9 meses; n=1116,
similar a la de los nifios infectados con RVA G2 (16,4 = 10,9 meses; n = 359), RVA G9
(15,0 £9,7 meses; n=482) y RVA G12 (14,8 £ 9,1 meses, n = 429) (Kruskal-Wallis =
4,19, p = 0,24). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas al
comparar la distribucion por sexo entre los genotipos principales. Tampoco se
encontraron diferencias significativas al analizar el origen rural o urbano de los
diferentes genotipos estudiados (Chi cuadrado con 3gl = 6,65, p = 0,08) ni en relacion al
namero de nifios habitando diferentes poblaciones.

Excluyendo las infecciones por RVA mixtos, un total de 9,7% (108/1116) de los
pacientes con RVA GI fueron ingresados en el Hospital debido a GEA adquirida en la
comunidad, siendo este porcentaje del 8,9% (32/359), 10,6% (51/482) y 10,3% (44/429)
en pacientes con infecciones de G2, G9 y G12, respectivamente (Chi cuadrado = 0,76, p
=0,859). La estancia media en el Hospital de los pacientes ingresados por GEA causada
por alguno de los cuatro G-tipos fue asimismo similar (G1: 5,4 £4,5; G2: 4,9 +2,4; G9:
5,2 +£2,3;G12: 4,9 + 2,7 dias) (prueba de Kruskal-Wallis = 1,24, p =0,744).

4.4.4 Infecciones por rotavirus con asociaciones inusuales de G- y P-tipo e
infecciones simultaneas por varios genotipos de rotavirus

En los 20 afios de genotipado (1995 - 2015) solo el 0,3% de las cepas (9/3113)
correspondieron a asociaciones inusuales de los genes VP7 y VP4, concretamente 5
cepas G2P[8], 3 GIP[4] y 1 GY9P[4]. Estas asociaciones inusuales, que podrian
corresponder a cepas recombinantes o a infecciones mixtas ocultas (en las que solo se
pone de manifiesto el genotipo de genes opuestos) se detectaron en temporadas en las
que circularon epidémicamente cepas G2P[4] y G1P[8] o G9P[8] sin ser necesariamente
genotipos co-dominantes.

En los 20 afios del periodo de estudio, se detectaron 76 infecciones mixtas que

representaron el 2,4% de las cepas en las que se intentd el genotipado. En la Tabla 16
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estan detalladas estas cepas, siendo las mds frecuentes G1+G4P[8], G1+GIP[8],
G1+G2P[4], G1+G12P[8] y G1+G2P[4]+P[8].

4.4.5 Infecciones por rotavirus de G-tipos inusuales

Durante el periodo 1995 — 2015, 36 cepas (1,2%) pertenecieron a G-tipos inusuales que
fueron G3 atipico (n = 26), G8 (n=15), G6 (n =4) y G10 (n = 1). Sorprendentemente, en
el afio 2015 emergi6é en nuestro entorno una cepa atipica del genotipo G3 con un gen
VP7 de origen equino, causando 26 casos de GEA en nifios menores de cinco afios del
area geografica cubierta por esta Tesis Doctoral y 68 casos en la totalidad de Gipuzkoa.
Por la excepcionalidad de esta cepa y su amplia circulacion ese afio, su analisis
epidemioldgico y molecular ha sido abordado separadamente (ver punto 4.6). Las cepas
G6 y G10 se asociaron siempre con el genotipo VP4 P[14], P-tipo también considerado
inusual, predominando entre las cepas G8 la asociacion con P[8] y P[14]. Las
principales caracteristicas clinico-epidemiologicas de las infecciones causadas por estas

cepas pueden verse en la Tabla 17.

Tabla 17.- Deteccion de genotipos inusuales de rotavirus en Gipuzkoa (se incluyen tres cepas
detectadas en mayores de 5 afios de edad).

FECHA GENOTIPO SEXO EDAD ENTORNO MIXTO CLINICA HOSPITALIZACION

15/09/1997 GS8P[8] A% 15,4 m San Sebastian No No consta Si, concomitantel
13/04/1999 G8P[14] v 24,1 m ( Ai‘i‘;zlin) No No consta No
27/11/2007 G6P[14] M 18,0 m Rural No GEA No
(Oiarzun)
22/04/2009 GS8P[14] A% 14,1 m San Sebastian No No consta No
31/12/2009 G6P[14] % 13,5a  San Sebastian No GEA No
29/04/2011 G8P[8] v 6,3 m ([ZJ:E:E;) No Diarrea Si
04/06/2011 GSP[4] M 18,6 m (}gerrll)tz?i(;) No GEA Si, concomitante!
11/11/2011 G6P[14] A% 129a San Sebastian No Diarrea No
Diarrea,
06/09/2013 G6P[14] v 114m Urbano C.jejuni  vémitosy No
(Pasajes)
fiebre
24/07/2014 G10P[14] M 62,9 ( A};;lf)zlin) No Diarrea si?

! Concomitante indica que la infeccion no se considera causa del ingreso.
2 Hipoglucemia en paciente con diabetes tipo Il y tratamiento con sulfonilureas + GEA por RVA.
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4.4.6 Reinfecciones por rotavirus en nifios menores de 5 afios

S6lo un 1,2% de los episodios de GEA debida a RVA (70/5918) correspondieron a
infecciones de repeticion, que ocurrieron en 46 varones y 24 mujeres (datos del periodo
1997 - 2015, dado que no se dispuso de este dato en las epidemias 1995 - 1997). Todos
los episodios de repeticion fueron detectados en epidemias diferentes a las del primer
episodio. Todos ellos fueron segundos episodios, no habiendo ningln nifio en el que se
detectaran tres o mas episodios de infeccion por RVA. Los episodios de probable
primoinfeccion ocurrieron en ninos de 15,7 £ 18,4 meses mientras que las reinfecciones
ocurrieron en ninos de 33,8 = 12,7 meses de edad media (rango 14,03 - 58,2) (test de
Welcht= 11,70, p <0,001).

El porcentaje de hospitalizacion fue de 9,0% (525/5848) entre las probables
primoinfecciones y 2,9% (2/70) entre las reinfecciones (Chi cuadrado 2,48, p = 0,115).
Los dos casos con reinfeccion por RVA que tuvieron que ingresar, estuvieron separados
de la primera infeccion detectada por 12 y 18 meses y en uno de los ingresos hubo
coinfeccion con Campylobacter.

Las reinfecciones fueron detectadas mas frecuentemente en las temporadas 2000 - 2001,
2003 - 2004, 2007 - 2008 y 2012 - 2013, en las que RVA del genotipo G2P[4]

circularon epidémicamente como genotipo dominante o co-dominante (Tabla 18).

Tabla 18.- Numero de reinfecciones por rotavirus detectadas en cada temporada epidémica y G-
tipos de rotavirus que circularon con mayor intensidad en 1997 — 2015 en Gipuzkoa.

Temporada N° reinfecciones Genotipo (co-)dominante

1997-1998 0 G2, G4
1998-1999 4 Gl
1999-2000 4 Gl
2000-2001 14 Gl, G2
2001-2002 1 Gl
2002-2003 1 Gl
2003-2004 8 G2
2004-2005 5 Gl, G3
2005-2006 5 Gl1, GY
2006-2007 3 G1, G3,G9
2007-2008 8 Gl, G2
2008-2009 1 Gl
2009-2010 4 G9
2010-2011 2 Gl, G12
2011-2012 0 Gl12
2012-2013 6 G2, GY
2013-2014 3 Gl
2014-2015 1 Gl, G12
TOTAL 70 -
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En 43 nifios se conocieron los G-tipos causantes de la primoinfecciéon y de la
reinfeccion, siendo el G-tipo causante de ambos episodios el mismo en cinco nifios
(11,6%), (en los cinco casos Gl) y diferente en 38 (88,4%). El G-tipo mas
frecuentemente detectado en las primoinfecciones fue G1 (41,9%) seguido de G2 y G4
(16,3% en ambos casos) mientras que en las reinfecciones, el G-tipo mas
frecuentemente identificado fue G2 que se detectd en un 41,8% de los casos seguido de
Gl (32,6%) y G9 (16,3%) (Tabla 19). De este modo, una mayor proporcion de las
infecciones por RVA G2 detectadas correspondian a reinfecciones (5,0%, 18/358) en
comparacion con G1 (1,3%, 14/1114) y G9 (1,5%, 7/481) (Chi cuadrado = 20,64, p <
0,001).

Tabla 19.- Detalle de los genotipos VP7 de los rotavirus causantes de reinfecciones en 1997 —
2015 en Gipuzkoa.

G-tipo primoinfeccion/reinfeccion N°

GlaG2
GlaG9
G2aGl
G2aG9
G2 a G12
G3aG2
G4aGl1
G4aG2
G4 a G3 equino
G8aGl1
G9aGl1
G9aG2
G9 a G12
G12a G2
G12 a G2+GY9

—_ N = W = = = W WY = N R i o

@
=]

Subtotal

GlaGl

(V)]

TOTAL

F
w

101



Resultados

Tomando como base la constelacion gendémica habitual de cada genotipo, podemos
considerar infecciones homotipicas las causadas por cepas con la misma constelacion
(aunque el genotipo VP7 sea diferente) y heterotipicas las causadas por cepas de
constelacion diferente. En 28 de las 43 parejas primo/reinfeccion estudiadas, la
reinfeccion fue causada por una cepa de constelacion diferente (reinfeccion heterotipica,
65,1%), mas frecuentemente DS-1-like, siendo las primo- y re-infecciones restantes
(34,9%, n = 15) causadas por cepas de constelacion Wa-like de G-tipo igual o diferente
(reinfeccion homotipica) (Tabla 20). El tiempo medio desde la primoinfeccion hasta la
reinfeccion fue de 20,3 meses £ 11,1 meses y no se observaron diferencias entre las
reinfecciones de tipo hetero y homotipico (20,3 £ 11,0 meses y 21,0 £ 11,1 meses,

respectivamente).

Tabla 20.- Reinfecciones hetero- y homotipicas.

Tipos reinfecciones* N°
Wa-like a DS1-like 20
DS1-like a Wa-like 7

Animal-like a Wa-like 1

Subtotal heterotipico 28
Wa-like a Wa-like 15
Subtotal homotipico 15
TOTAL 43

*Constelacion Wa-like: G1, G3, G4, G9 y G12, DS-1-like: G2 y G3 atipico y animal-like: G8.
Asumiendo la constelacion mas habitual de las cepas G8P[14] (I12-R2-C2-M2-A3/A11-N2-T6-E2-H3).

4.4.7 G-tipos de rotavirus circulantes en nifios de cinco o mas afios, jovenes y
adultos

La deteccion de RVA en adultos se comenzé a efectuar de modo sistematico en la
temporada 2013 — 2014, empleando métodos moleculares. El 15,6% (95/609) de las
cepas de RVA detectadas durante las dos Ultimas temporadas de estudio afectaron a
nifios de cinco 0 mas afios, jovenes o adultos. No destacd ningtiin G-tipo concreto siendo
el dominante en los de cinco o més afios el mismo que domind en cada temporada en los
menores de cinco anos (G1 en 2013 - 2014 y G1 y G12 en la temporada 2014 - 2015)
(Tabla 21).
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Tabla 21.- G-tipos de rotavirus detectados en nifios, jovenes y adultos de Gipuzkoa en las
temporadas 2013 — 2014 y 2014 — 2015 por grupos de edad.

2013-2014 2014-2015 TOTAL
Genotipos
<5a 5-15a >15a <5a 5-15a >15a | <5a 5-15a >15a

Gl 166 4 28 90 1 13 256 5 41

2 G2 0 0 3 4 0 0 4 0 3
g G3 13 0 3 8 0 4 21 0 7
£ G4 58 0 3 0 0 0 58 0 3
& G9 9 0 2 0 0 1 9 0 3
GI12 6 0 0 88 1 16 94 1 16

G3 equino 0 0 0 26 0 2 26 0 2

é G6 1 0 0 0 0 1 1 0 1
i G10 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 G1+G4 6 0 1 0 0 0 6 0 1
E- G1+G12 0 0 0 2 0 0 2 0 0
< G4+G9 1 0 0 0 0 0 1 0 0
TOTAL 260 4 40 218 2 37 478 6 77
Negativo 22 0 6 12 0 2 34 0 8

MI 0 0 2 2 0 2 0 4

MI = Muestra insuficiente.

4.5. Rotavirus emergente G12P][8]

4.5.1 Circulacion de rotavirus G12: epidemias, incidencia, sexo, edad y marco
geografico.

En la temporada 2010 — 2011 se observo, por primera vez en nuestra area geografica,
circulacion epidémica de RVA GI12, seis afios tras las primeras y esporadicas
detecciones en Gipuzkoa de este genotipo (temporada epidémica 2004 - 2005), y sin que
se detectaran cepas G12 en las cuatro epidemias anteriores. Cepas de este genotipo
circularon durante siete meses consecutivos de la epidemia 2010 - 2011 (septiembre -
marzo), erigiéndose en el genotipo dominante. También en la temporada siguiente 2011
- 2012, G12 fue dominante, detectandose circulacion durante seis meses consecutivos
(noviembre — abril). En las dos temporadas siguientes (2012 - 2014), se detectaron casos
esporadicos de infeccion por G12 y en la temporada 2014 - 2015 fue co-dominante
junto con G1P[8] (Figura 29). Desde las primeras detecciones de este genotipo en
Gipuzkoa (diciembre 2004), G12 se asocid en la casi totalidad de los casos al genotipo

VP4 P[8] (Tabla 16).
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Figura 29.- Circulacion de rotavirus G12 en Gipuzkoa, julio 2010 - junio 2015.

La incidencia de infeccion por RVA G12 en niflos menores de cinco afios fue de 565,4
(95% IC 471,8 - 677,7), de 1028,5 (95% IC 899,5 - 1176,1) y de 428,9 (95% IC 348,5 -
528,2) casos/100.000 habitantes en las temporadas 2010 - 2011, 2011 - 2012 y 2014 -
2015, respectivamente (Chi cuadrado = 59,60, p <0,001) en las que fue dominante o co-
dominante. No se detectaron diferencias significativas en la incidencia de la infeccion
cuando la poblacion fue dividida en nifios que vivian en localidades de caracter rural,
con < 10.000 habitantes, y de caracter urbano, tanto de 10.000 - 50.000 habitantes como
de > 50.000 habitantes (la capital) (Tabla 22).

Tabla 22.- Incidencia anual de gastroenteritis por rotavirus G12 (casos/100.000 habitantes) en
menores de cinco afios segun tamafio de la localidad de residencia. Los denominadores se
establecieron a partir de datos del Instituto Vasco de Estadistica (EUSTAT), Estadistica
municipal 2011.

Edad (afios)

Temporada Poblacion
<2 2-<3 <3 3-<5 <5
<10.000 1342,9 182,1 942.5 0.0 565,1
10.000 — 50.000 1137.8 65.7 783,1 100,0 513,4
2010 - 2011
> 50.000 13514 3213 996,5 64,6 617,6
TOTAL 1268,3 191,6 902,7 60,8 565,4
< 10.000 1726.6 546.4 1319.5 941 828.8
10.000 — 50.000 22432 591.7 1696,8 100.,0 1066,2
2011 - 2012 > 50.000 2601 4 3213 1815.8 1293 1130,1
TOTAL 2241,1 479,0 16428 109,5 1028,5
< 10.000 11511 364.3 879.7 47.0 546.2
10.000 — 50.000 4876 394,5 456.8 333 289.6
2014 - 2015 > 50.000 1114,9 257.1 819,3 0,0 4862
TOTAL 886,6 3353 699,4 24,3 428,9
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La circulacion de G12 parece haber sido similar en otras areas de la CAPV: en las
temporadas 2008 - 2015, se dispuso de muestras procedentes de la OSI Goierri-Alto
Urola, siendo G12 igualmente el genotipo dominante en 2010 — 2011 (67,4%, 29/43),
2011 — 2012 (76,0%, 38/50) y co-dominante junto a G3 en 2014 — 2015 (G12: 72,0%,
67/93 y G3: 42,9%, 24/56). Curiosamente, dos de las cepas G12 procedentes de esa
zona de Gipuzkoa fueron asociadas al P-tipo P[4]. Ademas, en la temporada 2011 -
2012 dispusimos de 14 muestras positivas a RVA de Araba y 10 de Bizkaia para ser
genotipadas y 10 (71,4%) y 8 (80,0%) respectivamente correspondieron al genotipo
G12.

La distribucion por sexos fue similar a la del resto de RV A (224 varones y 191 mujeres,
razon 1,2). Por grupos de edad, la infeccion por RVA G12 se detectd en 52 nifios < 6
meses (12,5%), 125 nifios de 6 a < 12 meses (30,1%), 180 de 12 a < 24 meses (43,4%),
42 de 24 a < 36 meses (10,1%), 13 de 36 a < 48 meses (3,2%) y 3 de 48 a < 60 meses
(0,7%). Por ultimo y como se ha referido en el apartado 4.4.3, el porcentaje de nifios
que hospitalizaron a causa de GEA por RVA G12 fue similar al de otros genotipos de
RVA.

4.5.2 Analisis filogenético de rotavirus G12P|[8]

4.5.2.1 Metodologia del andlisis realizado. genes y cepas

Se efectud el analisis de los genes VP7 y VP4 de un gran nimero de cepas del genotipo
G12, habiéndose escogido estos genes porque constituyen la base del esquema habitual
de genotipado y son ademads valorados en la mayoria de estudios vacunales. Por otra
parte, se obtuvo el genoma completo de diez cepas G12, dos por cada temporada desde
la primera epidemia (2010 — 2011) hasta el final del estudio (2014 — 2015), lo que
permitio el analisis global de su genoma concatenado. Las cepas seleccionadas para el
estudio del genoma completo fueron similares a las que circularon en cada temporada y
pueden ser consideradas representativas de las mismas.

Para el estudio de los genes VP7 y VP4 se utilizaron tanto secuencias parciales (VP7
longitud 795 pb y VP4 longitud 610 pb) como secuencias completas (VP7 longitud
1062 pb y VP4 longitud 2359 pb). Las secuencias parciales se usaron para comparar de
forma més econdémica muchas cepas G12 de las distintas epidemias entre si (74 VP7 y
100 VP4). Las secuencias completas se utilizaron para analizar la evolucion de las cepas
G12 a lo largo de los afios y efectuar comparaciones mas detalladas de los 11 genes con

los de cepas internacionales. En el céalculo de las identidades de secuencias
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nucleotidicas VP7 se incluyeron las tres primeras cepas GI12P[8] detectadas en
Gipuzkoa en la temporada 2004 — 2005 aunque solo se dispuso de secuencias cortas

(336 - 343 pb).

4.5.2.2 Analisis filogenético del gen VP7 de rotavirus G12

Comparacion de las cepas circulantes en las distintas epidemias en Gipuzkoa (analisis

de las secuencias parciales de VP7)

El analisis filogenético mostrd que las cepas de las diferentes epidemias constituyeron
grupos diferentes (Figura 30), con la excepcion de las de la epidemia de 2011 - 2012,
que prolongaron su circulacion en 2012 — 2013, si bien de modo residual, no siendo
G12 el genotipo dominante en dicha epidemia. Todos los segmentos gendémicos VP7 de
las cepas G12 de Gipuzkoa pertenecieron al linaje III. La identidad nucleotidica de las
cepas de las diferentes epidemias varid entre si entre 95,7 y 98,7% (Tabla 23), y
comparadas con las cepas representativas del linaje I1I de G12 la identidad nucleotidica
vari6 entre 97,0 — 99,0% con la cepa Dhaka 25 y entre 96,7 y 98,5% con la cepa B4633.
Sin embargo, la identidad nucleotidica entre las cepas circulantes dentro de cada
epidemia fue > 99,1% lo que indica que, en relacion a este gen, la circulacion en cada
epidemia fue clonal. La identidad de nucle6tidos observada al comparar las tres cepas
G12 detectadas en 2004 - 2005 con las del periodo 2010 — 2015 fue algo menor:
96,1 —97,1% (longitud de secuencia comparada 336 — 343 pb).

Tabla 23.- Identidades nucleotidicas de las secuencias parciales del gen VP7 de cepas de
rotavirus G12P[8] detectadas en Gipuzkoa. Las secuencias correspondientes a las cepas
detectadas en el periodo 2010 — 2015 tienen 795 pb de longitud y las cepas detectadas en 2004 —
2005 entre 336 y 343 pb.

Identidad de secuencia nucleotidica gen VP7 (%) del genotipo G12

Temporadas 2004 — 2005 2010 -2011 2011-2012 2012-2013 2013-2014 2014 - 2015
de RVA (n=3) (n=17) (n = 20) (n=3) (n=4) (n =30)

2004 - 2005 100

2010 - 2011 96,4 - 96,8 99,7 -100

2011 - 2012 96,1 - 96,5 96,4 - 97,1 99,2 - 100

2012 -2013 96,4 - 96,5 96,7 -97,1 99,4 - 100 99,9 - 100

2013-2014  97,0-97,1  98,5-98,7 96,1-96,7 96,5-96,7 99,9 -100

2014 - 2015 96,4 - 97,1 97,9-98,4 957-97,0 96,1-96,9 98,1-98,6 99,1 -100
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Para conocer mejor la dindmica de la evolucion del gen VP7 de G12 en el contexto de
una epidemia se estudiaron en detalle 30 secuencias parciales de la epidemia de 2014 —
2015. Diez secuencias fueron unicas siendo 19, 3 y 2 secuencias idénticas entre si. Se
observaron entre 0 y 6 sustituciones nucleotidicas por secuencia (795 pb) que afectaron
a 12 nucleodtidos distribuidos de modo uniforme a lo largo del area secuenciada, siendo
diez las sustituciones silentes (83,3%) y solo dos (194A>G y 407G>A), afectando cada
una a una cepa, las que llevaron a sustitucion de aminoacidos, mostrando por tanto la
secuencia deducida de aminoacidos un nivel de conservacion alto (Apéndice IV, Tabla
AIV-1). Estas sustituciones no corresponden con los sitios antigénicos de la proteina

VP7.
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RVA/Human-wt/ESP/SS75914728/2015/G12P8
RVA/Human-wt/ESP/SS75914699/2015/G12P8
RVA/Human-wt/ESP/SS67517450/2015/G12P8
RVA/Human-wt/ESP/SS68625022/2015/G12P8
RVA/Human-wt/ESP/SS75914708/2015/G12P8
RVA/Human-wt/ESP/SS75913418/2015/G12P8
RVA/Human-wt/ESP/SS67746413/2015/G12P8
RVA/Human-wt/ESP/SS75500489/2015/G12P8
RVA/Human-wt/ESP/SS75914585/2015/G12P8
92 | RVA/Human-wt/ESP/SS75914838/2015/G12P8
RVA/Human-wt/ESP/SS67517246/2015/G12P8
RVA/Human-wt/ESP/SS75913457/2015/G12P8
RVA/Human-wt/ESP/SS75915279/2015/G12P8
RVA/Human-wt/ESP/SS75912268/2015/G12P8
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8
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I~ RVA/Human-wt/ESP/SS2089/2011/G12P8
RVA/Human-wt/ESP/SS2045/2011/G12P8
RVA/Human-wt/ESP/SS$1892/2010/G12P8
RVA/Human-wt/ESP/SS1875/2010/G12P8
RVA/Human-wt/ESP/SS1870/2010/G12P8
RVA/Human-wt/ESP/SS2097/2011/G12P8
RVA/Human-wt/ESP/SS2076/2011/G12P8
RVA/Human-wt/ESP/SS1931/2011/G12P8
RVA/Human-wt/ESP/SS1899/2010/G12P8
RVA/Human-wt/ESP/SS1883/2010/G12P8
RVA/Human-wt/ESP/SS1873/2010/G12P8
RVA/Human-wt/ESP/SS450652/2010/G12P8
RVA/Human-wt/ESP/SS453194/2011/G12P8
— RVA/Human-wt/BGD/Dhak a25/2002/G12P8

— RVA/Human-wt/ESP/Z-248-2/2012/G12P8

| | RVA/Human-wt/ESP/S8255296/2012/G12P8

— RVA/Human-wt/ESP/SS66209011/2013/G12P8
[~ RVA/Human-wt/ESP/SS256268/2012/G12P8

RVA/H 7911/2015/G12P8
RVA/Human-wt/ESP/SS65130987/2015/G12P8

— RVA/Human-wt/ESP/SS75500491/2015/G12P8
— RVA/Human-wt/ZAF/MRC-DPRU2140/2005/G12P8
RVA/Human-wt/ESP/SS66111639/2015/G12P8
RVA/Human-wt/ESP/SS97825294/2015/G12P8

12550/2015/G12P

RVA/Human-wt/ESP/SS62237307/2015/G12P8
RVA/Human-wt/ESP/SS75500742/2015/G12P8
RVA/Human-wt/ESP/SS66344012/2015/G12P8
RVA/Human-wt/ESP/SS75915288/2015/G12P8
RVA/Human-wt/ESP/SS67517543/2015/G12P8
RVA/Human-wt/ESP/SS61382681/2015/G12P8
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Figura 30.- Analisis filogenético del segmento genomico parcial VP7 de cepas de rotavirus G12P[8] detectadas en
Gipuzkoa en 2010 — 2015 (795 pb). Se incluyen cepas representando los diferentes linajes de G12 asi como las cepas
mas similares de la base de datos de GenBank marcadas en cursiva. No se muestran los valores de bootstrap menores
del 70%. La barra de escala indica el nimero de sustituciones por posicion de nucleétido. Los corchetes senalan las
cepas G12P[8] de este estudio recogidas en 2010 — 2011, 2011 —2012, 2012- 2013, 2013 —2014 y 2014 — 2015.
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Comparacion del gen VP7 (secuencias completas) con cepas internacionales

La identidad nucleotidica de la secuencia completa del gen VP7 de estas cepas en
relacion a las internacionales mas similares encontradas en GenBank y otras
representativas del genotipo G12 se muestra en la Tabla AV-1 (Apéndice V). El analisis
de este gen en su longitud total codificante (Figura 31) mostré resultados similares a los
obtenidos con la secuencia parcial, pero con mayor discriminacion. Las cepas de
Gipuzkoa se dividieron en dos grandes clusteres, el primero compuesto por las que
circularon en las temporadas 2010 — 2011, 2013 - 2014 y 2014 - 2015 (cluster A,
identidad nucleotidica > 98,5%) y el segundo por las detectadas en 2011 - 2012 y 2012 -
2013 (cluster B, identidad nucleotidica > 99,8%). Las cepas del cluster A se dividieron a
su vez en tres subclisteres en funcion de la temporada en la que fueron detectadas,
conformando por el contrario las del B un tnico clister que circuld durante dos
epidemias consecutivas (2011 - 2013).

El gen VP7 de las cepas de la temporada 2010 - 2011 agrupd con el de cepas G12P[8]
de Brasil (BA20142) y Tailandia (CU615-TK) (identidad nucleotidica 99,7 — 99,8%)
detectadas en 2011 y 2009, respectivamente. Las cepas de las temporadas 2011 - 2012 y
2012 — 2013 (claster B) mostraron mayor similitud con una cepa italiana GI12P[§]
(PA144/12) de 2012 y otra cepa G12P[6] originaria de Bangladesh de 2009 (Bang-129)
(identidad nucleotidica 99,9 — 100,0% y 99,2 — 99,4%, respectivamente). Las cepas de
la temporada 2013 - 2014 revelaron una estrecha relacion con cepas G12P[8] de India
(KOL-58-08) y Estados Unidos (VU08-09-6) detectadas en 2008 (identidad
nucleotidica 99,3 — 99,4%). Por ultimo, las cepas de la temporada 2014 — 2015 (ultima
temporada de estudio) agruparon con cepas G12P[8] circulantes en diversas partes del
mundo y diferentes afios como Butadn en 2010 (BTN-120), Estados Unidos en 2011 y
2013 (CNMC12 y VUI12-13-84, respectivamente), Kenia en 2010 (KDH651), Sudafrica
en 2005 (MRC-DPRU2140), Uganda en 2011 (MRC-DPRU4620) y México en 2013
(SONMX-37) (identidad nucleotidica 99,4 — 99,8%).
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Figura 31.- Andlisis filogenético del segmento gendmico codificante de VP7 de cepas de rotavirus G12P[§]
detectadas de pacientes con gastroenteritis aguda en Gipuzkoa durante cinco epidemias consecutivas (2010 - 2015)
comparadas con otras cepas humanas y animales representativas de la base de datos de GenBank. No se muestran los
valores de bootstrap menores del 70%. Las barras de escala indican el numero de sustituciones por posicion de
nucledtido. Los circulos negros (@) sefialan las cepas G12P[8] de este estudio recogidas en 2010 — 2011, los
triangulos (A) las de 2011 — 2012, los cuadrados (M) las de 2012 - 2013, los triangulos invertidos (V) las de 2013 -
2014 y los rombos (@) las de 2014 - 2015.
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4.5.2.3 Analisis filogenético del gen VP4 de rotavirus G12

Comparacion de las cepas circulantes en las distintas epidemias en Gipuzkoa (analisis

de las secuencias parciales de VP4)

Las cepas de las diferentes epidemias constituyeron grupos diferentes, con la excepcion
de las de la epidemia de 2011 - 2012, que de modo similar a lo observado en el gen
VP7, agruparon con las de la temporada 2012 — 2013. Por tanto, con la excepcion citada
(2011 - 2012) las variantes representativas de cada epidemia G12 no persistieron sobre
el terreno mas de una temporada (Figura 32). Este andlisis global no varié cuando se
valoraron simultdneamente las secuencias de los genes VP7 y VP4, base del esquema
habitual de genotipado, de manera que las parejas de secuencias VP7/VP4 (salvo 2012 —
2013) fueron diferentes en cada epidemia.

Sin embargo, a diferencia de lo observado en el analisis del gen VP7, en el gen VP4 se
detectaron algunas secuencias divergentes, que fueron minoritarias (4%) y similares a
las encontradas en cepas locales de otros genotipos, generalmente coetdneas: en 2013 -
2014 una secuencia fue idéntica a la encontrada en una cepa G4P[8], en 2014 - 2015
otra secuencia fue idéntica a la encontrada en una cepa de G3P[8] atipico y otra fue muy
similar a cepas GIP[8] y en 2012 - 2013 una secuencia fue muy similar a las
encontradas en afios previos en cepas G1P[8] y G9P[8]. Mas alla de estas cepas no se
encontr6 una relacion entre las secuencias VP4 de las cepas G12 y las circulantes en el
mismo periodo de otros genotipos con VP4 P[8], agrupando en general separadamente
las cepas de los diferentes genotipos y epidemias (Apéndice VI, Figura AVI-1).

La identidad nucleotidica (Tabla 24) de las cepas de las diferentes epidemias entre si
vari6 entre 95,7 y 98,9%, y al compararlas con las cepas representativas de G12P[8§]
vari6 entre 97,0 y 98,7% respecto a la cepa Dhaka25 y entre 96,7 y 98,2% respecto a la
cepa B4633. Sin embargo, sin considerar las pocas secuencias divergentes, la identidad
nucleotidica entre las cepas circulantes dentro de cada epidemia fue > 98,9%, parecida a
la encontrada en el caso del gen VP7 (= 99,1%). El andlisis filogenético mostré que
todos los segmentos gendomicos VP4 de las cepas G12 de Gipuzkoa pertenecieron al

linaje III.
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RVA/Human-wl/ESP/SS351176/2012/G12P8
RVA/Human-wi/ESP/SS254591/2011/G12P8
RVA/Human-wl/ESP/2-231-3/2012/G12P8
RVA/Human-wi/ESP/Z-236-2/2012/G12P8
RVA/Human-wl/ESP/SS254225/2011/G12P8
RVA/Human-wi/ESP/SS351279/2012/G12P8
RVA/Human-wi/ESP/SS254456/2011/G12P8
RVA/Human-wi/ESP/SS266357/2012/G12P8
RVA/Human-wl/ESP/SS254623/2011/G12P8
RVA/Human-w/ESP/Z-231-2/2012/G12P8
- RVA/Human-wi/ESP/SS254289/2011/G12P8
911 RVA/Human-wi/ESP/SS257169/2012/G12P8.
RVA/Humanw/ITAIPA144/12/2012/G12P8
RVA/Human-wi/ESP/VI816626/2012/G12P8.
RVA/Human-wi/ESP/SS256005/2012/G12P8
RVA/Human-wl/ESP/SS265483/2012/G12P8
RVA/Human-wi/ESP/SS256194/2012/G12P8
RVA/Human-wl/ESP/SS255517/2012/G12P8
RVA/Human-wi/ESP/SS350163/2012/G12P8
Hevatumanwespissssosaoraisizes
RVA/Human-wi/ESP/SS63213016/2013/G12P8
RVA/Human-wi/ESP/SS67501594/2013/G12P8
RVA/Human-wi/ESP/SS62505694/2013/G12P8

2011 - 2012 20122013

RVA/Human wi/ESP/SS25733812012/G12P8
‘o RVAMumanwESPSS 2554071 2012161268
RVA/Human-w/PRY/1679SR/2008/G1P8

RVA/HUman-wi/ESP/SS63233447/2014/G12P8
RVA/HUman-w/ESP/SS64605784/2014/G12P8
% | |RVA/Human-wi/ESP/SS68923753/2014/G12P8
RVA/Human-wi/ESP/SS68923754/2014/G12P8
RVA/Human-wi/ESP/SS66106040/12014/G12P8
RVA/HUman-w/ESP/SS96092167/2015/G12P8
RVA/Human-w/ESP/SS6751789212015/G12P8
RVA/Human-w/ESP/SS97832542/2015/G12P8
7 RVAJHuman-wi/ESP/SS61382681/2015/G12P8.
RVA/Human-w/ESPISS75706198/2015/G12P8
RVA/Human-w/ESP/SS61822371/2015/G12P8
RVA/Human-wi/ESP/SS9609070212015/G12P8
L RVAJHuman-wi/ESP/SS62237307/2015/G12P8.
RVA/Human-w/USA/VU11-12-192/2012/G12P8
RVA/HUman-w/ESP/SST5914728/2015/G12P8
RVA/Human-w/ESP/SS70044131/2015/G12P8
RVA/Human-w/ESP/ISST0047273/2015/G12P8
| [ RVA/Human-wiESPISS6600692812015/G12P8
RVA/Human-w/ESP/SS67517246/2015/G12P8

20132014

naje 111

20142015

RVA/Human-wl/ESP/SS75913418/2015/G12P8
RVA/Human-wi/ESP/SS75912501/2016/G12P8
RVA/Human-wl/ESP/SS67517450/12015/G12P8
RVA/Human-w/ESP/SS70114186/2016/G12P8
RVA/Human-wi/ESP/SS67746413/2015/G12P8
RVA/Human-wi/ESP/SS68625022/2016/G12P8
RVA/Human-wl/ESP/SS75914699/2015/G12P8
RVA/Human-wi/ESP/SS75915275/2016/G12P8
RVA/Human-wi/ESP/SS70045674/2015/G12P8
73~ @ RVA/Human-wi/ESP/SS97825294/2015/G12P8

501 RVA/Human-wi/ESP/SS6632338412014/G4P8 Cepas di vergentes
100 @ RVA/Human-w/ESP/SS96091138/2015/G12P8
RVA/Human-w/ESP/SS61720845/2015/G3P8 atipico
@ RVAHuman-w/ESP/SS63101471/2013/G12P8
RVA/Human-wi/ESP/SS8331/2004/G1P8
RVA/Human-wi/ESP/SS1151/2008/G9P8
RVA/Human-wi/ESP/SS348038/2012/G1P8
RVA/Human-w/BGD/Dhaka25/2002/G12P8
74 RYNHuman WESPISS 19402011/G12P
RVA/Human-w/ESP/2263/2011/G12P8
[ RVA/Human-w/USA/2009727047/2009/G3P8
RVA/Human-wi/ESP/SS2133/2011/G12P8
RVA/Human-wi/ESP/SS1970/2011/G12P8
RVA/Human-wi/ESP/SS2118/2011/G12P8
RVA/Human-wi/ESP/SS2000/2011/G12P8
RVA/Human-wi/ESP/S$192012010/G12P8
RVA/Human-wi/ESP/SS2076/2011/G12P8
RVA/Human-wi/ESP/SS1916/2010/G12P8
RVA/Human-wi/ESP/SS1899/2010/G12P8
RVA/Human-wi/ESP/SS2038/2011/G12P8
RVA/Human-wi/ESP/SS1980/2011/G12P8
RVA/Human-wi/ESP/SS2002/2011/G12P8
RVA/Human-wi/ESP/SS2069/2011/G12P8
RVA/HUman-wi/ESP/SS1943/2011/G12P8
T |RVAHuUman-wi/ESP/SS45319412010/G12P8
RVA/Human-w/ESP/SS450652/2010/G12P8
— RVA/Human-wi/ESP/SS1913/2010/G12P8
RVA/Human-w/ESP/S$1892/2010/G12P8
RVA/Human-w/ESP/SS2045/2011/G12P8
RVA/Human-w/ESP/SS187012010/G12P8
RVA/Human-w/ESP/SS2014/2011/G12P8
RVA/Human-w/ESP/SS1934/2011/G12P8
RVA/Human-w/ESP/S82026/2011/G12P8
RVA/Human-w/ESP/SS1883/2010/G12P8
RVA/Human-wi/ESP/S82112/2011/G12P8
RVA/Human-wi/ESP/SS1990/2011/G12P8
RVA/Human-w/ESP/S$1931/2011/G12P8
RVA/Human-wi/ESP/SS1873/2010/G12P8 | |
w Junaje 1t

P RVA/Human-tc/USA/Wa/1974/G1P8
= Linaje [

—
002

2010- 2011

Junaje v

Figura 32.- Analisis filogenético del segmento gendomico parcial VP4 (610 pb) de cepas de rotavirus G12P[8]
detectadas en Gipuzkoa en 2010 — 2015. Se incluyen cepas representando los diferentes linajes de P[8] asi como las
cepas de mayor similitud de la base de datos de GenBank marcadas en cursiva. No se muestran los valores de
bootstrap menores del 70%. La barra de escala indica el nimero de sustituciones por posicion de nucledtido. Los
corchetes sefialan las cepas G12P[8] de este estudio recogidas en 2010 — 2011, 2011 — 2012, 2012 - 2013, 2013 - 2014
y 2014 — 2015. Los circulos (@) indican los VP4 de las cepas G12P[8] divergentes.
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Tabla 24.- Identidades nucleotidicas de las secuencias parciales (610 pb) del gen VP4 de cepas
de rotavirus G12P[8] detectadas en Gipuzkoa.

Identidad de secuencia nucleotidica gen VP4 (%)del genotipo P[8]

Temporadas 2010 -2011 2011 - 2012 2012 - 2013 2013 - 2014 2014 - 2015

de RVA (n = 29) (n = 34) (n = 6) (n = 6) (Il = 25)

2010 - 2011 98,9 - 100,0

2011 - 2012 96,2 -97,2 99,5 -100,0

2012 - 2013 95,9-97,9 96,7 - 100,0 96,6 - 100,0

2013 - 2014 95,7-96,9 96,7 - 98,9 96,6 - 98,7 96,7 - 100,0

2014 - 2015 95,9 - 98,0 96,6 - 98,7 96,4 - 98,5 96,6 - 98,5 96,7 - 100,0

Comparacion con cepas internacionales del gen VP4 (secuencias completas)

La identidad nucleotidica de la secuencia completa del gen VP4 de estas cepas en
relacion a las internacionales mas similares del linaje III encontradas en GenBank y dos
RVA GI1P[8] detectados en Gipuzkoa en 2010 — 2011 se muestra en la Tabla AV-2
(Apéndice V). El andlisis filogenético en comparacion con cepas representativas de
diferentes paises y genotipos reveld que las cepas GI2P[8] de este estudio se
distribuyeron en dos grandes clusteres: el primero incluyd las cepas GI12 de la
temporada 2010 — 2011 (claster A, identidad nucleotidica 100%) y el segundo las cepas
G12 recogidas entre 2011 y 2015 (cuatro temporadas consecutivas) (cluster B, identidad
nucleotidica > 98,5%). En el arbol se conforma un tercer cluster que agrupa a dos cepas
G1P[8] circulantes en Gipuzkoa de las que se dispuso también del genoma completo
(cluster C, identidad nucleotidica 99,7%) (Figura 33).

Si se considera el segmento codificante del gen VP4 de las cepas G12, las de la
temporada 2010 — 2011 (cluster A) mostraron gran similitud con cepas G9P[8§]
recogidas en Canada (RT-073-09) y Estados Unidos (2009727047 y DCS8) en 2009
(identidad nucleotidica 99,5 — 99,6%). Las cepas de las temporadas 2011 — 2012 y 2012
— 2013 (claster B) formaron un unico subcluster estando estrechamente relacionadas
con una cepa italiana G12P[8] detectada en 2012 (PA144/12) y otras de Estados Unidos
circulantes en 2013 (VU12-13-149 y 2013774164) (identidad nucleotidica 99,4 —
99,9%). Las cepas detectadas en 2013 - 2014 (cluster B) fueron muy similares a otras
detectadas en Paraguay (1679SR, GIP[8]) y Bélgica (BE0258, G12P[8]) en 2008
(identidad nucleotidica 99,3 — 99,7%). Por ultimo, las cepas de la temporada 2014 —
2015 (cluster B) agruparon con cepas G12P[8] recogidas en Estados Unidos en 2011 -
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2012 (VU11-12-192 y CNMC13) (identidad nucleotidica 99,4 — 99,8%) y diferentes
paises de Africa como Kenia, Uganda y Sudafrica (KDH651, MRC-DPRU4620 y
MRC-DPRUT71) en el periodo 2010 — 2012 (identidad nucleotidica 98,9 — 99,5%).
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RVA/Human-wt/CAN/RT073-09/2009/G9P8
RVA/Human-wt/USA/DC8/2009/G9P8
RVA/Human-wt/USA/2009727047/2009/GOP8
@ RVA/Human-wt/ESP/SS453194/2011/G12P8
99 | @ RVA/Human-wt/ESP/SS450652/2010/G12P8
RVA/Human-wt/AUS/CK20043/2010/G1P8
RVA/Human-wt/NIC/45J/2010/G1P8
RVA/Human-tc/KOR/CAU 202/2005/G9P8
RVA/Human-wt/ITA/PR599/2013/G3P8
RVA/Human-wt/CHN/L1621/2013/G3P8
RVA/Human-wt/IDN/YK-RVY36/2009/G1P8
RVA/Human-wt/JPN/HC12016/2012/G1P8
RVA/Human-wt/ESP/S12/2015/G3P8
RVA/Human-wt/PRY/74IPN/2003/G12P8 Clister A
RVA/Human-wt/CMR/MA16/2010/G12P8
RVA/Human-wt/IND/VR10250/2003/G1P8
RVA/Human-wt/BGD/Dhaka25/2002/G12P8
RVA/Human-wt/THA/CU616-TK/2009/G12P8
RVA/Human-wt/BRA/RJ12419/2006/G12P8
RVA/Human-wt/BEL/B4633/2003/G12P8
RVA/Human-wt/ZAF/MRC-DPRU138/2009/G12P8
RVA/Human-wt/ARG/Men1741/1998/G4P8
RVA/Human-wt/PHI/TGP 12-005/2012/G1P8
RVA/Human-wt/ITA/PR3602/2005/G3P8
RVA/Human-wt/AUS/CK00095/2010/G1P8
RVA/Human-tc/MMR/A14/2011/G12P8
99 86 — RVA/Human-wt/RUS/Nov09-D278/2009/G1P8 i
RVA/Human-wt/ZAF/MRC-DPRU71/2012/G12P8 Linaje III
RVA/Human-wt/UGA/MRC-DPRU4620/2011/G12P8
RVA/Human-wt/USA/CNMC13/2011/G12P8
@ RVA/Human-wt/ESP/SS65130987/2015/G12P8
@ RVA/Human-wt/ESP/SS62237307/2015/G12P8 2014 - 2015
RVA/Human-wt/USA/VU11-12-192/2012/G12P8
RVA/Human-tc/KEN/KDH651/2010/G12P8
RVA/Human-wt/BEL/BE0258/2008/G12P8
100 | ¥ RVA/Human-wt/ESP/SS66106040/2014/G12P8
‘W RVA/Human-wt/ESP/S868923753/2014/G12P8
RVA/Human-wt/PRY/1679SR/2008/G1P8
RVA/Human-wt/USA/2013774164/2013/G12P8
A RVA/Human-wt/ESP/V14816626/2012/G12P8
RVA/Human-wt/ITA/PA144/2012/G12P8
RVA/Human-wt/USA/VU12-13-149/2013/G12P8
A RVA/Human-wt/ESP/SS257451/2012/G12P8
g6 [ ™ RVA/Human-wt/ESP/SS66209011/2013/G12P8
86" Ml RVA/Human-wt/ESP/SS625005693/2013/G12P8 |
RVA/Human-wt/HRV/CR2006/2006/G8P8
RVA/Human-wt/ZWE/MRC-DPRU1850/2011/G4P8
% RVA/Human-wt/DEU/GER126-08/2008/G3G12P8
RVA/Human-wt/RUS/Nov07-2799/2007/G9P8
RVA/Human-wt/ITA/ASTI23/2007/G9P8
® RVA/Human-wt/ESP/SS455348/2011/G1P8
RVA/Human-wt/CAN/RT072-09/2009/G1P8
RVA/Human-wt/AUS/CK00103/2010/G1P8
® RVA/Human-wt/ESP/SS454877/2011/G1P8
RVA/Human-wt/BEL/BE00047/2009/G1P8 | |
RVA/Vaccine/USA/RotaTeq-WI79-4/1992/G6P8 ] Linaje II
RVA/Human-wt/MWI/OP354/1998/G4P8  Linaje IV

 — RVA/Vaccine/USA/Rotarix-A41CB052A/1988/G1P8 .
1 Linaje I
100 RVA/Human-tc/USA/Wa/1974/G1P8

2010 - 2011

85

100 2013 - 2014 Clister B

86

2011-2012y 2012 - 2013

99

Clister C

9%

| |
0.01

Figura 33.- Andlisis filogenético del segmento gendmico codificante de VP4 de cepas de rotavirus G1P[8]
(temporada 2010 - 2011) y G12P[8] (periodo 2010 - 2015) detectadas en pacientes con gastroenteritis aguda en
Gipuzkoa comparadas con otras cepas de la base de datos de GenBank. No se muestran los valores de bootstrap
menores del 70%. Las barras de escala indican el nimero de sustituciones por posicion de nucledtido. Los circulos
grises (@) indican las cepas G1P[8] de este estudio detectadas en la temporada 2010 — 2011. Los circulos negros (@)
seflalan las cepas G12P[8] de este estudio recogidas en 2010 — 2011, los tridangulos (A) las de 2011 - 2012, los
cuadrados (M) las de 2012 - 2013, los triangulos invertidos (V) las de 2013 - 2014 y los rombos (4) las de 2014 —

2015.
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4.5.2.4 Analisis de los epitopos neutralizantes de las proteinas externas VP7 y VP4

Las diferencias aminoacidicas en los epitopos neutralizantes de las proteinas de
superficie VP7 y VP4 (VP8* y VP5*) de las cepas de RVA G12P[8] circulantes en
Gipuzkoa con los virus incluidos en la formulaciéon de Rotarix® y RotaTeq® podrian
disminuir la efectividad de estas vacunas. Para estudiar esas diferencias, se comparo6 la
composicion aminoacidica de los epitopos antigénicos de VP7 y VP4 de las cepas
G12P[8] de nuestro territorio y las vacunales. La localizacion de estos epitopos ha sido
determinada en estudios efectuados mediante mapeo de mutantes de escape a la
neutralizacion e identificacion de los aminoéacidos expuestos en la superficie que

muestran variabilidad intergenotipica entre los G- y P-tipos humanos prevalentes *!* 4>

80,267
La proteina VP7 contiene dos epitopos, 7-1 y 7-2. El epitopo 7-1 se subdivide a su vez
en 7-la y 7-1b. A pesar de las diferencias observadas a nivel nucleotidico entre las
cepas G12P[8] del periodo 2010 - 2015 de Gipuzkoa, no se observd ninguna diferencia
entre los residuos antigénicos de éstas. Sin embargo, existen muchas diferencias entre
los residuos antigénicos de las cepas de RVA G12 y de las cepas incluidas en Rotarix®
y RotaTeq® (Figura 34). De los 29 residuos aminoacidicos de estos epitopos, solo 12
fueron completamente conservados entre todas las cepas de este estudio y las vacunales.
Hubo ocho residuos antigénicos distribuidos a lo largo de los dos epitopos (7-1 y 7-2)
que no coincidieron con ninguna de las cepas vacunales anteriormente mencionadas y
nueve que coincidieron con los de alguna de las cepas incluidas en la vacuna RotaTeq®

pero no con los de la cepa G1 de Rotarix®.
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VP7
7-1a 7-1b 7-2
Cepas

87 91 94 96 97 98 99 100 104 123 125 129 130 291 201 211 212 213 238 242 143 145 146 147 148 190 217 221 264
G1P[8] (A41CB052A) Rotarix® T T N G E W K D Q S V V D K Q N V D N T K D Q@ N L S M N
G1P[5] (WI79-9) RotaTeq® T T N G D W K D Q S V V D K Q N V D N T K D Q@ S L S M N G
G2P[5] (SC2-9) RotaTeq® AN S D E W E N Q D T M N K Q D VvV S N S R D N T S D I S G
G3P[5] (WI78-9) RotaTeq® T T N N S W K D Q D A V D K Q b A N K D K D A T L S E A G
G4P[5] (BrB-9) RotaTeq® s T S T E W K D Q@ N L | D K Q b T A D T R A S G E S T S G
G6P[8] (WI79-4) RotaTeq® V. N AT E W K D Q@ D A V E K Q N P D N A K b s T Q@ S T T G
$S450652/2010/G12P[8] S T /T P W T N Q D S Vv K Q' D VvV T NN Q N S L S E A G
$S453194/2011/G12P[8] s T/T P D W T N Q D S V D K Q' b VvV T NN Q @ N S L S E A G
$S257451/2012/G12P[8] s T/T P D W T N Q D S V D K Q' b VvV T NN Q @ N S L S E A G
V14816626/2012/G12P[8] s T/T P D W T N Q D S V D K Q' b VvV T NN Q Q@ N S L S E A
$566209011/2013/G12P[8] s T/T P D W T N Q D S|V D K Ql /Db V Q Q S L S E A
$562505693/2013/G12P[8] s T/T P D W T N Q D S|V D K Q' b VvV T NN Q Q@ N S L S E A
$568923753/2014/G12P[8] s T/T P D W T N Q D S|V D K Q' b VvV T NN Q Q@ N S L S E A
$566106040/2014/G12P[8] s T/T P D W T N Q D S|V D K Q' b VvV T NN Q Q@ N S L S E A
$562237307/2015/G12P[8] s T/T P D W T N Q D S|V D K Q' b VvV T NIN Q Q@ N S L S E A
$565130987/2015/G12P[8] s T/T P D W T N Q D S|V D K Q' b VvV T NIN Q @ N S L S E A G
Dhaka25/2002/BGD/G12P[8] s T/T P D W T N Q D S|V D K Q' b VvV T NIN Q Q@ N S L S E A
BA20144/2011/BRA/G12P[8] S T /T P w Q N K Q Qa Q S L S| E A
PA144/12/2012/ITA/G12P[8] s T/T P D W T N Q D S|V D K Q' b VvV T NIN Q Q@ N S L S E A

Figura 34.- Alineamiento de los residuos antigénicos de VP7 de las cepas incluidas en Rotarix® y RotaTeq", las cepas G12P[8] circulantes en Gipuzkoa durante el periodo
2010 — 2015 y cepas G12P[8] de GenBank. Los residuos antigénicos se dividen en dos epitopos (7-1 y 7-2). Los aminoacidos que difieren entre Rotarix® y RotaTeq"™ estan
marcados con negrita y sombreados en amarillo. Los residuos coloreados en verde son residuos que son diferentes de la cepa incluida en Rotarix® y los coloreados en gris son
diferentes a los de todas las cepas incluidas en ambas vacunas.
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La proteina VP4 da lugar a las subunidades VP8* y VP5* tras su escision proteolitica
con tripsina. La subunidad VP8* contiene cuatro epitopos antigénicos (8-1, 8-2, 8-3 y 8-
4) y la subunidad VP5* cinco (5-1, 5-2, 5-3, 5-4 y 5-5). Al analizar estas subunidades,
se observo que 27 de los 37 residuos aminoacidicos estaban totalmente conservados
entre las cepas de este estudio y las correspondientes a Rotarix® y RotaTeq® (Figura
35). Las diferencias se localizaron en los epitopos antigénicos 8-1, 8-3 y 5-1. Solo tres
residuos antigénicos fueron diferentes a los de ambas cepas vacunales, cuatro fueron
diferentes a los de la cepa incluida en la vacuna Rotarix® y uno no coincidi6 con el de
ninguna de las cepas de RotaTeq® (P-tipos P[5] y P[8]). Ademas, hubo una sustitucién
nucleotidica en el epitopo antigénico 8-1 (N150T) de las cepas de Gipuzkoa recogidas
en la altima temporada de estudio (2014 — 2015) que hizo que este residuo fuera
diferente al de las cepas incluidas en ambas vacunas. Lo mismo ocurri6 en el
aminoacido de la posicion 113 correspondiente al epitopo antigénico 8-3 de las cepas

G12P[8] de Gipuzkoa de 2010 — 2011 y la cepa brasilena BA20144 de GenBank
(N113D).
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VP8* VP5*

Cepas 8-1 8-2 8-3 8-4 5-1 i i i i

100 146 148 150 188 190 192 193 194 195 196 180 183 113 114 115 116 125 131 132 133 135 87 88 89 384 386 388 393 394 398 440 441 434 459 429 306
G1P[8] (A41CBO52A) Rotarix® D S S N S A N L N N E R N P vV D S S N D N N T N S Y A W N L E N S L
G6P[8] (WI79-4) RotaTeq® D S S N N A N L N D E R N P V D N R N D D N T N R H A W N L E N S L
$S450652/2010/G12P[8] DG S N N A N L N G E R D P vV D N R N D D N T N S D A W N L E N S L
$5453194/2011/G12P[8] DI G S N N A N L N G E R D P vV D N R N D D N T N S D A W N L E N S L
$S257451/2012/G12P[8] DI G S N N A N L N G E R N P vV D N R N D D N T N S D A W N L E N S L
VI4816626/2012/G12P[8] DI G S N N A N L N G E R N P vV D N R N D D N T N S D A W N L E N S L
$566209011/2013/G12P[8] DI G S N N A N L N G E R N P vV D N R N D D N T N S D A W N L E N S L
$562505693/2013/G12P[8] D G S N N A N L NI G E R N P V D N R N D D N T N S D A W N L E N S L
$568923753/2014/G12P[8] D G S N N A N L NI G E R N P V D N R N D D N T N S D A W N L E N S L
$566106040/2014/G12P[8] D G S N N A N L NI G E R N P V D N R N D D N T N S D A W N L E N S L
$562237307/2015/G12P[8] D G S T N A N L NI G E R N P V D N R N D D N T N S D A W N L E N S L
$S65130987/2015/G12P[8] DG S T N A N L N G E R N P VvV D N R N D D N T N S D A W N L E N S L
Dhaka25/2002/BGD/G12P[8] D | G S N N A N L N G E R N P vV D N R N D D N T N S D A W N L E N S L
BA20144/2011/BRA/G12P[8] D | G | S N N A N L N G E R D P V D N R N D D N T N S D A W N L E N S L
PA144/12/2012/ITA/G12P[8] D | G S N N A N L N G E R N P vV D N R N D D N T N S D A W N L E N S L
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Figura 35.- Alineamiento de los residuos antigénicos de VP4 de las cepas incluidas en Rotarix® y RotaTeq", las cepas G12P[8] circulantes en Gipuzkoa durante el periodo
2010 — 2015 y cepas G12P[8] de GenBank. Los residuos antigénicos en VP8* se dividen en cuatro epitopos antigénicos (8-1/8-4) y los de VP5* en cinco (5-1/5-5). Los
aminoacidos que difieren entre Rotarix® y RotaTeq"™ estdn marcados con negrita y sombreados en amarillo. Los residuos coloreados en verde son residuos que son diferentes
de la cepa incluida en Rotarix®, los residuos coloreados en azul son diferentes de los de las cepas de RotaTeq" y los coloreados en gris son diferentes a los de todas las cepas

incluidas en ambas vacunas.
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4.5.2.5 Andalisis filogenético del genoma completo (los 11 genes de rotavirus
concatenados)

El andlisis filogenético de la region codificante de los 11 genes de RVA concatenados
mostrd que las diez cepas G12P[8] de este estudio (Gipuzkoa 2010 — 2015) de las que
se obtuvo el genoma completo agruparon con cepas G12 de esqueleto genético tipo Wa
recogidas por todo el mundo, presentando dicha constelacion genémica (G12-P[8]-11-
R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1) (Tabla AVII-1, Apéndice VII). Las cepas de Gipuzkoa
mostraron entre si una identidad nucleotidica > 96,6%, y como era de esperar una menor
identidad (93,3 - 93,9%) al compararlas con cepas contemporaneas del genotipo G1P[§]
de nuestra area (94,4 - 95,1% excluyendo el gen VP7) (Tabla AV-3, Apéndice V).

Las cepas G12P[8] de Gipuzkoa se dividieron en dos grandes grupos (Figura 36): uno
formado por las cepas de 2010 — 2014 (identidad nucleotidica 97,2 - 100%), y otro por
las de 2014 — 2015 (identidad nucleotidica 99,4%). El primer grupo a su vez se
subdividio en tres subgrupos, estando el primero formado por las cepas de 2010 — 2011
(identidad nucleotidica 99,9%), el segundo por las de 2013 — 2014 (identidad
nucleotidica 100%) y el tercero por cepas de 2011 - 2012 y 2012 — 2013 (identidad
nucleotidica 99,9%).

Las cepas G12P[8] de 2010 — 2011 mostraron gran similitud con la cepa CU616-TK
que circulé esporddicamente en Tailandia en 2009 (identidad nucleotidica 99,1%) 2.
Las detectadas en las temporadas de 2011 — 2012 y 2012 — 2013 agruparon con una
cepa italiana que circuld esporadicamente en 2012 siendo la primera deteccion de este
genotipo en Sicilia (PA144/12) y otra de Estados Unidos detectada en 2013 (VU12-13-
149) (identidad nucleotidica 99,9 y 99,6%, respectivamente) %27, Las cepas de 2014 —
2015 fueron muy similares a cepas recogidas en Estados Unidos (CNMC12, VU11-12-
192 y VU12-13-84) en el periodo 2011 — 2013 (identidad nucleotidica 99,4 - 99,6%).
Por ultimo, las cepas recogidas en 2013 — 2014, a diferencia de las anteriores no
epidémicas, fueron mas “atipicas” presentando menor similitud con otras cepas
internacionales, siendo la mas proxima una cepa sudafricana (MRC-DPRU2140) del

afio 2005 (identidad nucleotidica 97,9%).
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® RVA/Human-wt/ESP/SS454877/2011/G1P8
@ RVA/Human-wt/ESP/SS455348/2011/G1P8
RVA/Human-wt/AUS/CK00103/2010/G1P8
RVA/Human-wt/BEL/BE00047/2009/G1P8
RVA/Human-wt/CAN/RT072-09/2009/G1P8
RVA/Human-wt/HRV/CR2006/2006/G8P8
RVA/Human-tc/USA/Wa/1974/G1P8
100 RVA/Human-wt/ARG/Men1741/1998/G4P8
RVA/Human-wt/PRY/1679SR/2008/G1P8
RVA/Human/NIC/45J/2010/G1P8
RVA/Human-wt/ITA/PR599/2013/G3P8
RVA/Human-wt/CHN/E2484/2011/G4P8
RVA/Human-wt/USA/DC8/2009/G9P8
RVA/Human-wt/USA/CNMC1/2011/G12P8
140 f— RVA/Human-wt/CMR/MA16/2010/G12P8
RVA/Human-wt/ TGO/MRC-DPRU5171/2010/G12P8
RVA/Human-wt/THA/CU616-TK/2009/G12P8
00 @ RVA/Human-wt/ESP/SS450652/2010/G12P8 2010- 2011
100 | @ RVA/Human-wt/ESP/SS453194/2010/G12P8
RVA/Human-wt/BGD/Dhaka25/2002/G12P8
RVA/Human-wt/BEL/B4633/2003/G12P8
3 RVA/Human-wt/ZAF/MRC-DPRU1554/2010/G12P8
RVA/Human-wt/USA/VU08-09-40/2008/G12P8
RVA/Human-tc/MMR/A14/2011/G12P8
RVA/Human-wt/ZAF/MRC-DPRU2140/2005/G12P8
'V RVA/Human-wt/ESP/SS68923753/2014/G12P8
100 ' W RVA/Human-wt/ESP/SS66106040/2014/G12P8
RVA/Human-wt/USA/2013774166/2013/G12P8
RVA/Human-wt/USA/VU12-13-149/2013/G12P8
A RVA/Human-wt/ESP/V14816626/2012/G12P8 2011 - 2012
RVA/Human-wt/ITA/PA144/2012/G12P8
A RVA/Human-wt/ESP/SS257451/2012/G12P8
oof @ RVA/Human-wt/ESP/SS66209011/2013/G12P8 2012 - 2013
98! M RVA/Human-wt/ESP/SS62505693/2013/G12P8
RVA/Human-wt/ZAF/3133WC/2009/G12P4
m —— RVA/Human-tc/MMR/A23/2011/G12P6
%6 —— RVA/Human-wt/BGD/Matlab13/2003/G12P6
pros RVA/Human-tc/KOR/CAU 214/2006/G12P6
EEVA/Human-wtlZW E/MRC-DPRU1794/2009/G12P6
99

100

100

o

==

=

2013 - 2014 Wa-like

Ty

—s
—
=
__Oil:‘l_\

RVA/Human-wt/COD/KisB521/2008/G12P6

100 - RVA/Human-wt/ZMB/MRC-DPRU1680/2008/G12P6
RVA/Human-wt/CMR/MRC-DPRU3043/2009/G12P8
1007 RVA/Human-wt/UGA/MRC-DPRU4620/2011/G12P8
76[L RvA/Human-wt/ZAF/MRC-DPRU71/2012/G12P8
RVA/Human-tc/KEN/KDHB51/2010/G12P8
100 | RYA/Human-wt/USA/CNMC12/2011/G12P8
@ RVA/Human-wt/ESP/SS62237307/2015/G12P8 2014 - 2015
100, RVA/Human-wt/USA/VU12-13-84/2013/G12P8
96| RVA/Human-wt/USA/VU11-12-192/2012/G12P8
@ RVA/Human-wt/ESP/SS65130987/2015/G12P8
L RVA/Human-wt/DEU/GER126-08/2008/G3G12P8
RVA/Human-wt/E TH/MRC-DPRU850/2012/G12P8
RVA/Human-wt/IND/VR11113/2003/G12P8

74

100
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Figura 36.- Analisis filogenético de las regiones codificantes (ORF) correspondientes a los 11 segmentos génicos de
cepas de rotavirus G1P[8] (temporada 2010 - 2011) y G12P[8] (periodo 2010 - 2015) detectadas en pacientes con
gastroenteritis aguda en Gipuzkoa comparadas con otras cepas de la base de datos de GenBank. No se muestran los
valores de bootstrap menores del 70%. Las barras de escala indican el nimero de sustituciones por posicion de
nucleétido. Los circulos grises (@) indican las cepas G1P[8] de este estudio detectadas en la temporada 2010 — 2011.
Los circulos negros (@) sefialan las cepas G12P[8] de este estudio recogidas en 2010 — 2011, los triangulos (A) las de
2011 - 2012, los cuadrados (M) las de 2012 - 2013, los triangulos invertidos (V) las de 2013 - 2014 y los rombos (4)
las de 2014 — 2015.
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En la Tabla AV-4 del Apéndice V pueden verse en detalle las identidades de
nucleétidos de los 11 segmentos génicos de las cepas obtenidas en las cinco temporadas
entre 2010 y 2015. En lineas generales, los segmentos gendmicos de las cepas G12P[§]
detectadas en Gipuzkoa fueron bastante similares entre si, especialmente VP2, VP3,
VP4, NSP1, NSP2, NSP3 y NSP5 (identidad nucleotidica intragen 96,2 — 99,8%). Por el
contrario, los genes VP1, VP6 y especialmente NSP4 difirieron en un 93,0 — 98,3%.
Una busqueda en “BLAST” del gen NSP4 (Tabla 25), reveld que las cepas de este
estudio mostraron una gran similitud (99 - 100%) con cepas de origen humano de
diferente genotipo (G1, G9 y G12), afio de deteccion (2007 - 2014) y pais (por ejemplo
Estados Unidos, Brasil, Tailandia y Australia), lo que sugiere que el origen del gen
NSP4 no es zoonotico.

Finalmente, al comparar gen a gen el genoma completo de las cepas G12P[8] detectadas
en Gipuzkoa, se observo que las cepas de RVA G1P[8] de la temporada 2010 — 2011 asi
como las cepas G12P[8] de cada temporada fueron diferentes entre si en todo su

genoma no habiéndose encontrado indicios de recombinacion entre ellas.

Tabla 25.- Resultados obtenidos al realizar una busqueda en “BLAST” del gen NSP4 de las
cepas disponibles en GenBank mas similares a las cepas G12P[8] recogidas en Gipuzkoa en
2010 —2015. En el resultado nimero 1 se muestran las cepas de maxima similitud.

Gen NSP4 — Cepas mas similares a las de Gipuzkoa

Temporada
2010 - 2011 BA20144 G12P[8] 2007719825 GIP[8] 2007  MRC-DPRU1381 G1P[8]
) 2011 Brasil USA 2007 Sudafrica
2011 - 2013 Bang-144 G9P[§] PA144 G12P[8] BE00023 G1P[8]
) 2008 Bangladesh ! 2012 Italia 2007 Bélgica
2013 - 2014 1755SR G1P[8] RT006-07 G1P[8] mal9030 G1P[8]
) 2009 Paraguay 2007 Canadé 2010 Brasil
2014 - 2015 ME650 G12P[8] CNMC12 G12P[8] LKO13/311 G12P[6] 2012
) 2014 Italia 2 2011 USA 3 India

! Similar a otras cepas bangladesis G1P[8] y G12P[6] de 2008.
2 Similar a otras cepas italianas G12P[8] de 2013.
3 Similar a otras cepas estadounidenses G12P[8] de 2012 y 2013.

Los diagramas de similitud (Figura 37, diagramas A - D) representan la distancia
genética a lo largo de los 11 genes (regiones codificantes) concatenados de las cepas
G12P[8] detectadas en Gipuzkoa respecto a las cepas de mayor similitud de GenBank,
tomadas como referencia. Las cepas G12P[8] de Gipuzkoa recogidas en 2010 — 2011
fueron bastante similares a la cepa tailandesa CU616-TK en todo su genoma excepto en

los genes VP4 y NSP1 (diagrama A). Las cepas G12P[8] de 2011 — 2013 mostraron una
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gran similitud con la cepa italiana detectada en 2012 PA144/12 en todos sus genes
siendo los genes VP2, VP3, VP7 y NSP5 idénticos (diagrama B). Como cabia esperar,
el diagrama de similitud de las cepas G12P[8] de 2013 — 2014 respecto a la cepa mas
similar hallada en GenBank muestra muy poca similitud en todo su genoma (diagrama
C). Por el contrario, se observo una elevada similitud entre las cepas G12P[8] de 2014 —
2015 y las cepas detectadas en 2011 — 2013 en Estados Unidos (VU12-13-84, VU11-12-
192 y CNMC12) siendo el segmento génico NSP5 idéntico (diagrama D).
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D Query: USA2011 -2013 VUI12-13-84/VU11-12-192/CNMC12
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Figura 37.- Diagramas de similitud (SimPlot) de las regiones codificantes (ORF)
correspondientes a los 11 segmentos gendmicos concatenados de las cepas G12P[8] de rotavirus
detectadas durante 2010 - 2015 en Gipuzkoa. Cada trazo de diferente color se corresponde con
un grupo clonal de G12P[8] representado en la leyenda de la derecha e indica la distancia
genética (%) de cada grupo respecto a la cepa de referencia a lo largo del genoma. Como cepa
de referencia para cada grupo clonal se ha utilizado las cepas de mayor similitud de GenBank.
Concretamente, la cepa CU616-TK para las cepas de 2010 — 2011 (diagrama A), PA144/12 para
las cepas de 2011 — 2013 (diagrama B), MRC-DPRU2140 para las cepas de 2013 — 2014
(diagrama C) y VUI2-13-84, VU11-12-192 y CNMCI12 para las cepas de 2014 — 2015
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‘Window : 200 bp, Step: 20 bp, GapStrip: On, Kimura (2-parameter), Ti: 2,0

(diagrama D). Las barras verticales de color azul separan los 11 genes.
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4.6 Rotavirus G3 atipico de origen equino. Emergencia vy circulacion en 2015 en

Gipuzkoa

4.6.1 Marco geografico del estudio

Debido a lo inusual de su deteccion, la circulacion de la cepa atipica de RVA G3 se
estudio en la poblacion de la practica totalidad de Gipuzkoa (91%, excluyendo la OSI
Alto Deba) aprovechando que, desde julio de 2014, todos los coprocultivos y estudios

de enteropatdogenos de dicho territorio se efectuan en el Servicio de Microbiologia del
HUD.

4.6.2 Genotipos circulantes de rotavirus en la temporada epidémica 2014 - 2015

De julio 2014 a junio 2015, se estudiaron un total de 8.806 episodios de GEA
correspondientes a 7.913 nifios y adultos encontrandose RVA en 464 episodios (5,3%)
siendo todos ellos pacientes diferentes. De estos, 368 fueron nifios < 5 afios, 7 jovenes >
5 — 15 anos, 54 adultos > 15 — 65 afios y 35 adultos > 65 afos. La epidemia de RVA
comenz6 en febrero de 2015 alcanzando la maxima incidencia en marzo y finalizando

en mayo (Figura 38).
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Figura 38.- Distribucion mensual de los G-tipos de rotavirus detectados en Gipuzkoa en la
temporada julio 2014 - junio 2015.
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Se genotiparon (gen VP7) con éxito 425 de las 455 (93,4%) muestras positivas a RVA
disponibles (Tabla 26). Siguiendo la metodologia descrita en la presente Tesis Doctoral,
para confirmar los genotipos asignados mediante RT-PCR una proporcion de los
amplicones obtenidos se secuenciaron y analizaron en la base de datos “BLAST”. De
esta forma, e inesperadamente, algunas de las cepas asignadas como G12 mediante RT-
PCR, se identificaron por secuenciacion como G3 de origen equino. Por consiguiente,
todos los amplicones VP7 de las cepas tipadas inicialmente como G12 en 2015 fueron
secuenciados y analizados. Tras el andlisis de las secuencias de estas cepas, 68 cepas
clasificadas inicialmente como G12 mediante RT-PCR fueron re-clasificadas como G3.
G12 continu6 siendo el G-tipo dominante representando el 37,6% de las cepas
circulantes seguido de G1 (31,9%) y de G3 de origen equino (14,9%) (Tabla 25). La
identidad de secuencia nucleotidica del gen VP7 (longitud de secuencia 838 pb) entre

las cepas G3 de origen equino fue > 99,5%.

Tabla 26.- Distribucion de las combinaciones G- y P-tipo de rotavirus detectadas en Gipuzkoa
en la temporada julio 2014 — junio 2015.

G-/P-tipos n %
G12P[8] 163 35,8
G12P[N] ! 8 1,8
G1P[8] 142 31,2
G1P[N] 3 0,7
G3P[8] atipico 66 14,5
G3P[N] atipico 2 0,4
G3P[8] comiin 17 3,7
G3P|N] comun 1 0,2
G2P[4] 7 1,5
GIP[8] 7 1,5
G10P[14] 1 0,2
G8P[N] 1 0,2
Infecciones mixtas > 7 1,5
GNP|[8] 14 3,1
GNPIN] 16 3,5
Total 455 100

!'N =no tipable.
2 G1+G12P[8] (n = 6) y G2+G3P[8] atipico (n = 1).
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Para investigar la razén por la que se produjo el error de G-tipado mediante PCR de las
cepas G3 de origen equino, se realizO un alineamiento de secuencias VP7
correspondientes a cepas G3 de origen equino y cepas G3 comunes detectadas en
Gipuzkoa en 2015, cepas representativas G3 y G12 de la base de datos de GenBank y
los cebadores forward especificos de G3 y G12 (Figura 39). El alineamiento mostré un
alto grado de identidad y potencial para reactividad cruzada entre el gen VP7 de las
cepas G3 y el cebador forward G12, mientras que las cepas equinas G3 mostraron

ademas siete u ocho discrepancias con el cebador forward G3.

Alineamiento primer forward G3 Alineamiento primer forward G12

hd 540 * 560
Primers
G3-equino_S58596217158_(n=37)*
G3-equino_SS96096198_(n=2)*
G3-comGn_SS61718245_(n=1)*
G3-comln_SS98243371_(n=8) *
2008747336_G3_Linaje_IIIla
T108_G3_Linaje_IIIb ] R
YO_G3_Linaje IIIc : CACACCATAT

CTGAARTGAAT
CTGAATGAAT
CTTAATGAGT|
CTTAATGAGT|

CTTAATGAGT|
RotaTeq-WI78-8_G3_Linaje IIId : CACATCATAT) CTTAATGAGT|
AU-1_G3_Linaje_IIIe : CACACCATATHS CTTAATGAGT]
CP-1_G3_Linaje_I1 : TGCTCCATAT] CTTAATGAGT]

RV52-96_G3_Linaje_I : CACTGCATATEH el FE SAGACTTTCCT CTAAATGAGT)
G1l2_Dhaka2s : TACCGTATA (e R R ey AGAATTTTAT TTAAATGAAT)

*Cepas de este estudio. Los nimeros entre paréntesis indican el nimero total de cepas con secuencia idéntica (amplicones del primer round).

Figura 39.- Alineamiento multiple de las secuencias del gen VP7 de cepas G3 de origen equino
y G3 comunes de pacientes con gastroenteritis aguda en Gipuzkoa en 2015, otras cepas
representativas G3 y un G12 estandar de la base de datos de GenBank y los cebadores forward
especificos de G3 y G12 de EuroRotaNet. Las secuencias se alinearon utilizando Muscle en
MEGA 6 *** y se compararon con GeneDoc. Los puntos indican consenso con el cebador.

4.6.3 Distribucion de las cepas de rotavirus G3 de origen equino

RVA G3 atipico de origen equino se detectd en Gipuzkoa en 68 (14,9%) pacientes. Esta
cepa fue detectada por primera vez el 3 de marzo de 2015 (un mes después del
comienzo de la epidemia estacional) en un nifio de 14 meses de Irun y se disemin6 por
la provincia. Marzo y abril fueron los meses en los que el RVA G3 de origen equino
circuld mas (28 y 29 cepas detectadas cada mes, respectivamente) y en junio cuando se
produjo la ultima deteccion (Figura 38). La cepa equina G3 infectd pacientes de entorno
rural y urbano de un amplio rango de edad (80 dias a 93 afios, mediana 1,4 afios) aunque
el 70,6% (48/68) de los casos ocurrieron en nifios menores de 3 afios, de los que solo
tres habian recibido las tres dosis de la vacuna de RVA (RotaTeq®). Siete pacientes
(10,3%) hospitalizaron, una tasa similar a la observada para los genotipos G1 (n = 15,

10.3%) y G12 (n= 22, 12.9%) en la misma temporada (Chi cuadrado = 0,60, p = 0,74).
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4.6.4. Genotipado basado en el genoma completo y analisis filogenético de
rotavirus G3 atipico

Se secuencid el genoma completo de seis cepas G3 de origen equino, revelando el
analisis de las secuencias obtenidas un esqueleto genético tipo DS-1: G3-P[8]-12-R2-
C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2. Las seis cepas fueron altamente similares entre si en todos
los segmentos gendmicos excepto en el gen VP6. En base a las secuencias nucleotidicas
completas de los 10 segmentos gendmicos restantes (VP1 - VP4, VP7 y NSP1 - NSP5),
las cepas G3P[8] atipicas de este estudio mostraron una identidad del 99,3 — 100%. Por
el contrario, el andlisis del gen VP6 de las cepas de Gipuzkoa reveld dos clisteres con
identidades nucleotidicas entre 96,6 y 96,7%. Ambos clones fueron detectados casi
simultaneamente (cluster A el 3 de marzo y B el 9 de marzo).

El analisis filogenético mostré que el gen VP7 de las cepas guipuzcoanas G3 atipicas
pertenecid a un cluster que en su mayoria comprende cepas de RVA animales (Figura
40). Las cepas tuvieron una identidad de secuencia nucleotidica del 98,8 - 99,9% con las
cepas tailandesas SKT-281 y SKT-289 (G3-P[8]-12-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2) 27!,
las cepas australianas D388, WAPC1740 y WAPC2016 (G3-P[8]-12-R2-C2-M2-A2-
N2-T2-E2-H2) ¥ y las cepas japonesas, S13-30 y S13-45 (G3-P[4]-12-R2-C2-M2-A2-
N2-T2-E2-H2), detectadas en Sendai en 2013 7°. El gen VP7 de todas estas cepas
humanas mostr6 la mayor identidad nucleotidica (90,7 - 91,4%) con una cepa equina
(Erv105) detectada en un potro en India durante el periodo 2004 - 2005 ?’2. Sin
embargo, las cepas humanas mas cercanas a las cepas guipuzcoanas G3 de origen
equino mostraron identidades nucleotidicas del 86,8 - 88,0% (PA260-97, CMH222 y
RCH272), habiendo sido estas cepas previamente descritas como resultado de un evento
de transmision interespecies 77 273 274 En comparacion a las cepas G3 comunes (tipo
Wa) aisladas en nuestro entorno durante la misma temporada epidémica, la identidad de
secuencia nucleotidica fue menor y oscild entre 80,6 - 80,7%.

Por otra parte, el andlisis filogenético de los segmentos gendmicos VP1 - VP4, NSP1 -
NSP3 y NSP5 de las cepas G3 atipicas de Gipuzkoa reveldo una estrecha relacion
(identidad nucleotidica > 98%) con los de las cepas de la region Asia-Pacifico: las cepas
G3 mencionadas anteriormente, asi como cepas G1P[8] detectadas en Japon (HC12016)
275y Filipinas (cepas TGO12-004/012/016/045, niimeros de acceso de GenBank:
KP007159 - KP007169 y KP007181 - KP007211) en 2012 y Tailandia (SSKT-41) en
2013 %8 (Figura 40 y 41).
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Para adquirir conocimiento sobre el origen del segundo cluster de VP6 y del segmento
génico NSP4 de las cepas atipicas G3P[8] de este estudio, y dado que paraddjicamente
tenian un esqueleto DS-1, se amplificaron adicionalmente los genes VP6 y NSP4 de
todas las cepas G2P[4] (tipo DS-1) detectadas en la temporada 2014 — 2015 en
Gipuzkoa (n = 7). Entre los genes VP6 de las cepas de Gipuzkoa, uno de los clusteres
(cluster B) fue distinto de aquellos de las cepas Asia-Pacifico y se agrupd con los
correspondientes a cepas G2P[4] tipo DS-1 puras detectadas en diversas partes del
mundo y también en Gipuzkoa (cepa SS96085815) durante la misma temporada
(identidad nucleotidica 99,4%; longitud de la secuencia analizada 1247 pb) (Figura 40).
Los segmentos gendmicos codificantes de VP6 de las seis cepas G2P[4] de Gipuzkoa
restantes (cepa representativa SS98244980) fueron casi idénticos entre si y mostraron
una identidad nucleotidica menor (98,2 - 98,5%) con los de las cepas G3 atipicas del
cluster B. El gen NSP4 de las cepas atipicas G3 de Gipuzkoa fue diferente de aquellos
correspondientes a cepas locales G2P[4] y a cepas G3 de la region Asia-Pacifico y
mostr6 la mayor similitud con cepas G2P[4] tipo DS-1 clasicas detectadas en Australia
e Indonesia y las cepas recombinantes intergenogrupo GIP[8] tipo DS-1 referidas

anteriormente (Figura 40).
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Figura 40.- Analisis filogenético de los segmentos gendmicos codificantes de VP6, VP7, VP1 y NSP4 de cepas de
rotavirus G3P[8] con esqueleto genético tipo DS-1 detectadas en pacientes con gastroenteritis aguda en Gipuzkoa en
2015 comparadas con otras cepas humanas y animales representativas de la base de datos de GenBank. No se
muestran los valores de bootstrap menores del 70%. Las barras de escala indican el nimero de sustituciones por
posicion de nucledtido. Los circulos (@) y triangulos (A) sefialan los dos clisteres de las cepas atipicas G3P[8] de
este estudio. Los cuadrados (M) indican las cepas G2P[4] de Gipuzkoa. Arbol filogenético de VP6: Las dos cepas
G2P[4] (SS98244980 y SS96085815) cubren el 97,0% y 97,7% de la region codificante, respectivamente. Se incluyo
en los arboles la cepa prototipo Wa como outgroup excepto en el arbol del gen VP7 en el que se utilizo la cepa
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Figura 41.- Analisis filogenético del segmento gendmico codificante completo de VP2 - VP4, NSP1 - NSP3 y NSP5
de rotavirus G3P[8] con esqueleto genético tipo DS-1 detectadas en Gipuzkoa en 2015, comparadas con otras cepas
representativas humanas y animales de la base de datos de GenBank. No se muestran los valores de bootstrap menores
del 70%. Las barras de escala indican el nimero de sustituciones por posicién de nucledtido. Los circulos (@) y
triangulos (A) indican los dos clusteres de las cepas atipicas G3P[8] de este estudio. Se incluyé en los arboles la cepa
prototipo Wa como outgroup excepto en el arbol del gen VP4 en el que se utilizd la cepa prototipo DS-1.
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5.1 Caracteristicas epidemiologicas e impacto de la infeccion por rotavirus

Los objetivos principales de la presente Tesis Doctoral han sido conocer (1) las
caracteristicas epidemiologicas mas relevantes y el impacto de la infecciéon por RVA en
la poblaciéon de Gipuzkoa y (2) los genotipos de RVA circulantes a lo largo de dos
décadas, sus fluctuaciones y principales caracteristicas, asi como efectuar un analisis
molecular tanto del genotipo G12, que estd ganando protagonismo en los ltimos afios
en el mundo hasta el punto de ser ya considerado por muchos el sexto genotipo
principal, como de las cepas de genotipos inusuales. El estudio epidemiologico ha
permitido ademas poner en contexto y valorar méas adecuadamente los resultados
moleculares. El largo periodo que cubre el estudio (hasta dos décadas) asi como el gran
numero de muestras incluidas (66.877), de episodios de infeccion detectados (6.671) y
genotipados (3.113) favorece la obtencion de resultados so6lidos. Como limitacion
principal destacamos el hecho de que no haya sido un estudio prospectivo, sino que se
nutrid de los pacientes que acudieron al Sistema Sanitario Publico en demanda de
asistencia médica, en su mayor parte por GEA, por lo que puede haber una tendencia a
reflejar los casos mas graves.

Llama la atencion el descenso ocurrido en la primera década del presente siglo en el
namero de episodios de infeccidon por RVA detectados, descenso que se estabilizo desde
2011. El descenso no fue fruto de una caida del nimero de nifios en la zona de estudio,
que por el contrario aument6d paulatinamente entre 1996, afio en el que segun censo
vivian 15.700 menores de cinco afos, y 2011, afio en el que este nimero alcanzé los
20.732. Tampoco parece que fuera la causa la vacunacion frente a RVA dado que el
inicio del descenso antecedid en un lustro al de la vacunacion en Espafia (2006) y la
cobertura alcanzada por la vacuna en Gipuzkoa ha sido baja, no rebasando ninglin afio
el 20% de su poblacion diana. Asumiendo que el comportamiento de los pediatras a la
hora de solicitar al laboratorio analisis de enteropatdgenos no ha variado
substancialmente a lo largo del estudio, la evolucion observada sugiere un descenso
bien en la incidencia de la infeccion, por razones como mejoras en el nivel de higiene, o
bien especificamente en el de la diarrea grave por RVA, entendiendo como tal la que
requiere consulta médica. En este sentido, hay constancia de que el uso de soluciones de
rehidratacion oral se extendid ampliamente al final del siglo pasado y principio del
presente en Gipuzkoa, lo que pudo permitir que un nimero creciente de casos de GEA

infantil fueran tratados adecuadamente en Atencién Primaria o por los propios padres en
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el domicilio familiar, evitindose de esta forma que llegaran a una situacion de deterioro
que justificara la solicitud de asistencia médica y/o estudio microbiologico 2%. Es
conocido que la rehidratacion oral ha desempefiado un papel importante en el descenso
observado en la mortalidad y prevalencia de la diarrea a nivel mundial en las ultimas
décadas 276277,

La infeccion por RVA en Gipuzkoa present6 caracteristicas epidemioldgicas similares a
las referidas en series amplias previamente publicadas: incidencia elevada, mayor en los
nifios de 6 a < 24 meses de edad, papel preponderante entre los enteropatdogenos,
estacionalidad invernal, e impacto importante en términos de hospitalizacion en la
poblacion infantil 2 278280 T3 incidencia de infeccion en los menores de cinco afios
(1216 casos/100.000 habitantes) fue algo mayor que la referida en un estudio de &mbito
nacional efectuado en Alemania en el periodo 2001 — 2008 (1150 casos/100.000 hbtes)
27 La incidencia rebasé los 2500 casos/100.000 nifios en Gipuzkoa en los dos primeros
afios de vida. Estos resultados, obtenidos en estudios de vigilancia “pasiva”, constatan
que la incidencia de la infeccion infantil por RVA es elevada. Al alcanzar los dos afios
de edad, alrededor de uno de cada 19 nifios de nuestro territorio habia solicitado
asistencia médica a causa de una GEA por RVA que fue confirmada viroldégicamente,
cifra que se aproximo a uno de cada 16 al alcanzar los cinco afios de edad. Como se
discutira en mayor detalle mas adelante (ver punto 5.2), RVA fue la primera causa de
hospitalizacion por GEA en los primeros afos de vida.

El porcentaje de muestras analizadas que resultaron positivas fue del 10,5% (30% en el
periodo invernal), siendo similar en ambos sexos, aunque la relacion de casos por sexos
fue algo mayor para los varones (relacion varon/mujer 1,3). El dimorfismo sexual tiene
influencia en la determinacion de la respuesta inmune contribuyendo a las diferencias
que se observan en ambos sexos en la patogénesis de las enfermedades infecciosas, la
respuesta a las vacunas virales y la prevalencia de enfermedades autoinmunes.
Previamente se ha referido que la susceptibilidad a, e intensidad de muchas infecciones
virales es algo mayor en varones 281282 A tenor de los resultados obtenidos en este y
otros estudios 27*?%, la infeccion por RVA no es una excepcion.

El porcentaje de muestras positivas fue mayor en nifos de 6 a < 24 meses de edad.
Estos datos estdn en concordancia con los observados en el resto de Europa *’. Los
nifios menores de seis meses de edad parecen ser menos susceptibles a la infeccion por
RVA debido probablemente al papel protector de los anticuerpos maternos transferidos

en la placenta y mediante la lactancia materna 2** 2*%, Por otro lado, la mayor parte de
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los nifios de 24 meses 0 mas ya se han infectado con RVA al menos una vez por lo que
el nimero de nifos susceptibles a la enfermedad (GEA) disminuye a partir de esa edad,
dado que las reinfecciones son mayoritariamente leves o asintomaticas ® %2,

En Gipuzkoa es dificil establecer una separacion entre el entorno rural y urbano debido
a que ambos ambientes estan estrechamente relacionados. Pese a que al analizar los
casos de RVA respecto a la poblacion total observamos diferencias en la incidencia de
la infeccion entre las poblaciones de tipo rural y urbano, cuando el analisis se efectud
segln el nimero de nifios que habitaban en dichas poblaciones no encontramos ninguna
diferencia entre ellas.

Por ultimo, todos los afnos se produjo una importante epidemia de predominio
claramente invernal, duracion prolongada (3 - 9 meses) y extension global y
practicamente simultdnea por el territorio vigilado. La estacionalidad invernal es la
habitualmente observada en paises de clima templado o frio y nivel de desarrollo
elevado '°. Sin embargo, llama la atencion que la estacionalidad de la epidemia anual de
RVA en Gipuzkoa, mostrd variaciones importantes en la ultima parte del estudio,
observandose un retraso en el inicio de la misma que pas6é de noviembre - diciembre a
diciembre - febrero. Ademas, se observo un acortamiento de la duracion de la onda
epidémica, que se redujo casi a la mitad del primero al altimo sexenio del estudio (6,5
versus 3,8 meses respectivamente) debido a un acortamiento del periodo post-pico, que
podria ser consecuencia del inicio retrasado de las ultimas epidemias y por tanto de la
mayor cercania del mismo a los meses calidos. La tendencia se mantuvo en la epidemia
2015 — 2016, fuera del periodo de estudio de esta Tesis, epidemia que empezo en
Gipuzkoa en el mes de febrero y alcanz6 el pico maximo en marzo. No obstante, seria
necesario un periodo de observacidon mas prolongado para confirmar estos cambios. En
Europa, la actividad de RV A alcanza su pico maximo mas tempranamente en los paises
del Sur (Italia y Espafia) a finales de diciembre o principios de enero y posteriormente
en el Norte (Escocia, Dinamarca y Finlandia) a mediados o finales de marzo 37 285 286,
Los resultados de este estudio sugieren que la estacionalidad de RVA en Gipuzkoa se ha
retrasado en los Gltimos afos y tiende a parecerse mas a la de los paises del norte de
Europa. Esto podria estar relacionado con factores climaticos, poblacionales, asi como
con la vacunacion.

Algunos estudios indican que complejas interacciones de factores climaticos locales
podrian estar asociadas con los patrones estacionales de las infecciones por RVA 287289,

La infeccion por RVA en Gipuzkoa estuvo durante el periodo de estudio relacionada
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con la temperatura incluso mas que la propia gripe. En general, el pico epidémico de
RVA coincidi6 con la bajada de temperaturas del invierno, normalmente con
temperaturas por debajo de los 10 °C. Las excepciones fueron las temporadas 2001 —
2002 y 2014 — 2015 en las que la epidemia de RVA se desarroll6 antes y un poco
después del descenso de temperaturas, respectivamente. También en Australia se ha
asociado un aumento de las hospitalizaciones por diarrea debida a RVA con
temperaturas mas bajas y humedad relativa menor durante la semana previa 2%°.
Igualmente, en Gran Bretafia y Paises Bajos, la temperatura ambiente fue asociada
inversamente a la transmision y enfermedad de RVA aunque no se encontr6é un efecto
de la humedad o de las precipitaciones 2°!. En Espafia, un estudio realizado en Mallorca
292 observod una asociacion negativa entre la actividad de RVA y la temperatura media
ambiental y positiva con la presion atmosférica, velocidad del viento y radiacion solar
siendo la temperatura media el factor independiente mas importante, con un pico de
actividad alrededor de los 9 °C, y de la misma manera que en Gran Bretana y Paises
Bajos, no se encontrd relacion con la humedad relativa y precipitaciones. En concreto,
una tendencia a otofios e inviernos con temperaturas mas calidas, como se espera se
produzcan en el contexto del cambio climatico

(http://www.aemet.es/es/serviciosclimaticos/cambio_climat) podrian causar retrasos en

el desencadenamiento de las epidemias anuales, en areas templadas como la Cornisa
Cantabrica, al retrasarse la llegada del periodo frio.

Se ha sugerido que la dinamica habitual de la epidemia de RVA podria estar dirigida
por la acumulacion de individuos totalmente susceptibles (ej. recién nacidos) en la
poblacion y la vacunacion reduciria su niimero retrasando asi la actividad de RVA y
alterando su patrén estacional 2°>. En concordancia con esta hipdtesis, algunos paises
con cobertura vacunal frente a RVA elevada han observado cambios en el ciclo
epidémico de RVA con retrasos en el inicio de las epidemias. Es el caso de Estados
Unidos, donde se observo una reduccion progresiva de las infecciones por RVA y
cambios en la estacionalidad, con epidemias mas cortas y de inicio tardio, temporadas
sin epidemia definida o epidemias con dos picos de actividad ***. Otros paises como
Austria, Bélgica y Brasil han observado también retrasos en el inicio de la epidemia de
uno o dos meses 2>*°’. En Espaifia, la cobertura vacunal aument6 de 17% en 2007 a
38% en 2009 *', llegando a alcanzar el 51% en Galicia en 2008 — 2009 **%, pero siendo
muy heterogénea en las distintas regiones **°. Sin embargo, debido a la deteccion de

circovirus en ambas vacunas en 2010, se suspendi6 la comercializacion de RotaTeq® de
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junio a noviembre de 2010 y la de Rotarix® desde marzo de 2010 hasta mediados de
2016 lo que hizo que la cobertura vacunal a nivel nacional descendiera al 19% en 2010
237 En Galicia se tardo tres afios (2010 — 2012) en volver a los niveles de cobertura
vacunal previos a la suspension 2*7. La cobertura vacunal de las vecinas Portugal (30%)
y Francia (5% - 47%) ha sido también moderada o baja, heterogénea por regiones y
similar a la de Espafa 2!%3093% Aunque parece dificil que coberturas vacunales bajas,
como la alcanzada en Gipuzkoa (siempre < 20%) justifiquen estos cambios (retraso en
la epidemia), no podemos descartar que la situacion referida en este amplio territorio
(Espana, Portugal, Francia) con cobertura regionalmente heterogénea y relativamente
elevada en algunas regiones, pueda influir en la circulacion de RVA en areas cercanas,
aunque su cobertura sea baja. De hecho, en los Paises Bajos, donde la vacunacion frente
a RVA aln no ha sido implementada, se observod una incidencia de infeccion por RVA
excepcionalmente baja en la temporada 2013 — 2014 que fue atribuida a una tasa de
nacimientos baja, un invierno suave, una elevada incidencia de RVA en la temporada
anterior y a la introduccidn de vacunacion frente a RVA en los paises vecinos
(Alemania, Bélgica). Algo similar ocurrio en Francia donde por primera vez desde 1992
no se alcanzd el umbral epidémico de GEA en el invierno de 2013 — 2014 siendo
sugerida una baja transmision de RVA en ambos paises *°.

Por ultimo, algunos estudios han sefialado un papel para la tasa de natalidad en el
desencadenamiento de las epidemias de RVA 285304395 " de manera que en paises en los
que la tasa de natalidad es mayor, el inicio de la temporada suele ser mas temprano, la
estacionalidad menos acusada e incluso la circulacion tiene lugar a lo largo de todo el
ano. Como antes se ha referido, en Gipuzkoa han ocurrido cambios en el censo de
poblacion infantil en los ltimos afios, pero no parecen de magnitud suficiente como
para justificar una menor circulacién o mas dificultad en la circulacion de RVA. De
hecho, la tasa de natalidad oscild en el periodo de estudio s6lo moderadamente, entre
7,9 y 10,4/1.000 habitantes entre 1995 y 2014 (Fuente: Eustat).

Por tanto, parece plausible que la climatologia haya sido un factor fundamental en las
modificaciones observadas en la estacionalidad de las epidemias de RVA en Gipuzkoa,
aunque para poder afirmarlo con rotundidad, se requeririan estudios mas concretos. Al
efecto climatologico, hay que afiadir el posible impacto de las coberturas vacunales

incluso en areas cercanas a la monitorizada.
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5.2 Infecciones graves por rotavirus que requirieron hospitalizacion en ninos de 1

mes a <5 aios

Analizar la informacion proporcionada por los hospitales que rutinariamente realizan
deteccion de RVA se ha considerado una de las mejores formas de vigilar la incidencia
e impacto de la enfermedad grave por RVA y de valorar los efectos de la inmunizacion
306-309 La metodologia empleada en el presente estudio para valorar la hospitalizacion
causada por enfermedad grave por RVA avala que los resultados obtenidos son solidos.
En primer lugar, la busqueda de casos se efectu6 por dos vias: obteniendo (1) la relacion
de casos hospitalizados (> 24h) con codigos de alta relativos a GEA y (2) la relacion de
pacientes en los que se detectdé RV A en el laboratorio y que habian sido hospitalizados.
El cotejo de los resultados de ambas vias permitié comprobar que su concordancia era
alta (99%). En segundo lugar, las historias clinicas de los casos asi detectados que
presentaban el codigo de alta de RVA en posicion secundaria fueron revisadas y
excluidos aquellos en los que la deteccion de RV A se considerd incidental (infecciones
concomitantes, no consideradas la causa del ingreso), al igual que los nosocomiales,
todos los cuales representaron en conjunto el 21% de los casos, mejorando la
“especificidad” de los resultados. Por ultimo, se realizd coprocultivo a casi el 96% de
los nifos hospitalizados por GEA, dado que es la practica habitual en el HUD,

porcentaje mayor que el recogido en otros estudios similares 280 309312

y que es
alcanzado normalmente solo en estudios prospectivos *!°. Es frecuente que en muchos
hospitales no se realice la deteccion de RVA sistematicamente en los pacientes con
GEA ya que a menudo no es util para el tratamiento y requiere un gasto econémico %,
El impacto de la infeccion por RVA en nifios de 1 mes a < 5 afios de edad fue
importante, siendo la primera causa de hospitalizacion a causa de GEA, en concreto un
41% de los casos en el periodo 2008 - 2014. Este porcentaje coincide con los obtenidos
en otros estudios de diferentes paises de nivel socioecondmico elevado, que en Europa
Occidental se han situado mas frecuentemente entre el 30% y el 60% 279307 314-321,

Sin embargo, entre los menores de cinco afios, el impacto de la infeccion por RVA fue
muy diferente en los diferentes subgrupos de edad. En primer lugar, el riesgo de
hospitalizacion por GEA debida a RV A mostrd una relacion inversa con la edad, siendo
mayor en los menores de seis meses de vida (riesgo de hospitalizacion 13,6%), que a
pesar de no ser el grupo con mayor incidencia de infeccidon (ver pag. 136) mostro ser el

mas vulnerable a enfermedad grave en caso de ser infectado. Y en segundo lugar, la

mayor parte de las hospitalizaciones debidas a GEA por RVA (87%) ocurrieron en
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nifios < 2 afos, siendo el tramo de 6 a < 12 meses el de mayor incidencia. Este
porcentaje esta dentro del rango observado en la mayor parte de los estudios realizados
en paises europeos en el presente siglo, representando los menores de dos anos el 53%
de los casos hospitalizados a causa de GEA por RVA detectados en los primeros cinco
afios de vida en Grecia 2%, el 62% en Italia *'°, el 73,9% en Alemania 2”°, el 82% en
Dinamarca *"> y el 82,4% en un estudio que agrupd a cinco paises europeos 3! 320, El
importante descenso que sucedi6 a partir del tercer ano de vida en el nimero de nifios
hospitalizados a causa de GEA por RVA explica que a partir de esa edad (36 meses) en
Gipuzkoa fuera mayor el nimero de hospitalizaciones a causa de otro enteropatdgeno
destacado en Espafia como es Sa/monella spp. (Resultados, Figura 25), lo que también
ha sido referido en otras regiones del pais 3% 3%,

En Gipuzkoa, la tasa de incidencia media anual de hospitalizacion a causa de GEA por
RVA adquirida en la comunidad en 2008 - 2014 en los menores de cinco afos de edad
fue de 118 casos por 100.000 nifios, con un maximo de 414 casos por 100.000 nifios en
el segundo semestre de vida. Al llegar a la edad de cinco afios, en torno a uno de cada
69 nifos ha sido hospitalizado a causa de GEA y uno de cada 169 a causa de una GEA
debida a RVA. Esta tasa es algo menor a la referida en la era prevacunal (2000 - 2006)
en Estados Unidos (150 casos/100.000 nifios < 5afios) **4, a la observada en un estudio
italiano realizado en 2000 — 2007 (196 casos/100.000 nifios < 5afios) **°, y al valor
medio obtenido para 16 paises europeos de ingresos altos (190 casos/100.000 nifios < 5
afios) 32!, siendo la diferencia mayor con los resultados obtenidos en otros estudios
como es el caso de Alemania con 302 casos/100.000 %, Italia (2005 - 2012) con
296 casos/100.000 3'°, Dinamarca con 380 casos/100.000 33, Suecia con
388 casos/100.000 3! Noruega con 400 casos/100.000 3!' u Holanda con
510 casos/100.000 31°,

La incidencia de hospitalizacion por GEA debida a RVA es un indicador fundamental
de la carga de enfermedad para los sistemas sanitarios, y a diferencia del porcentaje de
deteccion, no depende de las tendencias estacionales en la incidencia de otros
enteropatdogenos, permitiendo asi monitorizar su evolucion en el tiempo. Sin embargo,
las diferencias observadas entre estudios acerca de la carga de RVA deben ser valoradas
con precaucion dado que los resultados no son en muchos casos directamente
comparables **'. Las estrategias de hospitalizacion varian, como los modelos de Sistema
Sanitario, de unos paises a otros; la metodologia varia entre estudios empledndose como

fuente de datos los codigos de alta de los Servicios Administrativos del Hospital o
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declaraciones de laboratorios; las practicas de codificacion varian entre paises e incluso
dentro de un pais entre hospitales; los criterios para considerar un caso de GEA
atribuible a RVA en base a los codigos de alta y su posicion no son homogéneos;
muchos estudios no excluyen infecciones concomitantes que no son la causa del
ingreso; otros estudios no discriminan entre pacientes hospitalizados en planta (ingreso
> 24h) y aquellos vigilados y/o tratados de su deshidratacion en Unidades de
Observacion de los Servicios de Urgencias de Pediatria (< 24h); y como ya se ha
comentado, la frecuencia en la realizacion de pruebas virologicas utilizadas en los
diferentes estudios varia considerablemente. Un ejemplo de esta situacion son los
resultados de dos estudios nacionales efectuados en Alemania en periodos y grupos de

poblacién parecidos 7% 326

, que emplearon diferente metodologia y en los que se
obtuvieron tasas de incidencia sensiblemente diferentes, de 510 y 302/100.000 nifios
respectivamente. Independientemente de estas consideraciones, el principal valor de
estos estudios, mas alla de las diferencias encontradas entre ellos, es que han
documentado que la carga de enfermedad que RVA impone a la poblacion infantil y los
Sistemas Sanitarios es elevada también en la generalidad de los paises de ingresos
elevados.

Como es de esperar, los estudios efectuados en la era postvacunal de aquellos paises que
han introducido la vacunacion en sus programas nacionales de inmunizacion,
demuestran descensos importantes en la incidencia de hospitalizacion, a pesar del poco
tiempo transcurrido desde la introduccion de la vacuna. Asi por ejemplo en Estados
Unidos, Australia y Bélgica se han referido, a los pocos afios de la introduccion de la
vacuna, descensos del 63 - 94%, 76% y 87% en la hospitalizaciéon de los menores de
cinco afios de edad a causa de GEA por RVA *732° En conjunto, en los paises con
programa de vacunacion frente a RVA, se ha mostrado una disminucion del 49 — 94%
en las hospitalizaciones debidas a GEA por RVA en los menores de 5 afios de edad 2**
328 A este importante efecto hay que sumar un descenso en las hospitalizaciones
asociadas a diarrea de cualquier causa, asi como en la diarrea por RVA en grupos de

330, 331 Las diferencias

edad no vacunados, posiblemente por un efecto de rebafio
referidas en estos estudios en la disminucion de las hospitalizaciones en los paises de
nivel socioecondmico elevado dependen probablemente del tiempo de implantacion de,
y de la cobertura alcanzada por, los programas de vacunacion en unos y otros paises en

el momento de recoger los datos.
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En Espafia, la tasa de incidencia de hospitalizacion por GEA debida a RVA ha variado
segun la region y el periodo de tiempo estudiado, siendo las tasas referidas en Catalufia
y Mallorca similares a la de Gipuzkoa (Tabla 27). A nivel nacional, se han referido tasas
de incidencia de hospitalizacion de 250/100.000 nifios < 5 afios en 1994 332 de
104/100.000 nifios < 5 afios en 1999 — 2000 333, 135/100.000 nifios en 2001 — 2005 33* y
de 235/100.000 nifios en 2005 - 2009 !4, A nivel regional la variacién ha sido algo
mayor, oscilando en el presente siglo entre 104/100.000 nifios en 2003 — 2008 *% en
Catalufia y 298/100.000 en 2003 — 2007 en Galicia 2*”. La excepcion son los resultados
del estudio efectuado en 2000 — 2004 en Castilla y Leon en el que se comunicd una
incidencia de 480/100.000 nifios **°. Las diferencias observadas entre las diferentes
regiones entre si y con los resultados de Gipuzkoa probablemente sean debidas a las
variaciones antes referidas en la metodologia de los estudios, a los afios en los que éstos
han sido realizados (ver parrafo siguiente) y a la mayor o menor cobertura por regiones
de la vacuna en los estudios efectuados a partir del afio 2006, afio en que se autorizo la

venta de la vacuna en Espafia.

Tabla 27.- Incidencia media anual de hospitalizacion (casos/100.000 nifios) por gastroenteritis

debida a rotavirus en estudios efectuados en Espafia en el periodo 1993 —2014.

Periodo Amb’ito Poblaci().n de Ind.d en.cia de Referencia
geografico estudio hospitalizacion
1993 - 1996 Gipuzkoa 1 m - <5 afios 311 337
1994 Espafia <5 afios 250 332
1996 - 2002 Gipuzkoa 1 m - <5 afios 282 266
1999 - 2000 Espaiia <5 afios 104 333
1999 - 2000 Catalufia <5 afios 125 338
1999 - 2000 Madrid <5 afios 120 339
2000 - 2004 Castilla y Leon < 5 aflos 480 336
2000 - 2010 Mallorca <5 aflos 136 292
2001 - 2005 Espafia < 5 afos 135 334
2002 - 2008 Gipuzkoa 1 m - <5 aflos 147 266
2003 - 2005 Castilla-La Mancha <5 aflos 225 340
2003 - 2007 Galicia <5 aflos 298 237
2003 - 2008 Catalufia <5 afios 104 335
2005 - 2009 Espafia <5 aflos 235 214
2007 - 2009 Castilla-La Mancha <5 aflos 184 340
2008 - 2014 Gipuzkoa 1 m - <5 aflos 118 Presente Tesis
2009 - 2010 Galicia <5 aflos 165 237
2010 - 2011 Galicia <5 aflos 291 237
2011 - 2012 Galicia <5 aflos 286 237

143



Discusion

Cuando se compararon por trienios las tasas de hospitalizacion a causa de GEA debida a
RVA en Gipuzkoa desde 1996 hasta 2014 (un periodo de observacion de casi 20 afos),
se observo una tendencia decreciente, desde 298 casos/100.000 nifios en 1996 — 1999
hasta 124 en 2011 — 2014, una reduccién del 58%. Un estudio previo realizado en
Gipuzkoa en 1993 — 1996 mostré6 una tasa de incidencia aiin mas elevada (311
casos/100.000 nifios de 1 mes a < 5 afios) **”. El descenso ha sido mas acusado en los
primeros afos del presente siglo, atenuandose y llegando a una situacion de estabilidad
en la parte final del estudio, y parece fiable, dado que la metodologia del estudio fue la
misma entre 1993 y 2014. El descenso en la incidencia de hospitalizacion a causa de
RVA es groseramente paralelo a la tendencia descendente observada también en
Gipuzkoa en la incidencia global de las infecciones por RVA (comentado en pag. 135),
reforzando su validez. Resulta dificil comparar estos resultados con los obtenidos en
otros paises o regiones, dado que poco/as han monitorizado uniformemente la
incidencia de hospitalizacion por GEA debida a RVA durante periodos prolongados. La
tendencia decreciente observada en este estudio contrasta con la situacion descrita en la
era prevacunal en Tennessee (Estados Unidos) 1995 - 2004 **' o Suecia 1993 - 1996
versus 2007 — 2008 *'® donde las hospitalizaciones asociadas a RVA permanecieron
relativamente estables.

En Gipuzkoa, la incidencia de hospitalizacion por GEA debida a RVA disminuy6 de
forma paralela a la de hospitalizacion por GEA global, cambiando esta ultima de 667
casos/100.000 ninos de 1 mes a < de 5 afnos a 276 entre 1996 y 2014. Desconocemos los
motivos subyacentes a esta tendencia que sugiere la puesta en marcha en este periodo de
factores que ejercieron influencia sobre patdégenos concretos (ej medidas para evitar las
infecciones por Salmonella en establecimientos de restauracion) y/o factores mas
globales, actuando simultdneamente sobre la GEA independientemente de su etiologia.
También en Italia, entre 2005 y 2012 se observdo un descenso progresivo en las
hospitalizaciones por GEA (todas las causas) *'*. Como se ha apuntado antes (pag. 135),
el descenso observado en Gipuzkoa tanto en la incidencia de hospitalizacion por GEA
como en la de hospitalizacion por GEA debida a RVA, podria estar relacionado
parcialmente con la mejora de las medidas higiénicas y especialmente con el rapido
aumento del uso de terapia de rehidratacion oral en nifios con GEA. De hecho, la venta
de soluciones de rehidratacion oral en las farmacias y parafarmacias se cuadruplico en
Gipuzkoa entre 2001 y 2004 %°, Al igual que en Gipuzkoa, el uso de rehidratacion oral

también aumentd en Francia, especialmente después de 1996 **2. La eficacia de las
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soluciones de rehidratacion oral ha mejorado ademas con el tiempo, al reducir su

osmolaridad % 3%,

Estas consideraciones sugieren que incluso en los paises
desarrollados esta medida terapéutica ha podido reducir el impacto de la diarrea grave
independientemente del enteropatdogeno responsable. La posible influencia de la
vacunacion en el descenso de la hospitalizacion a causa de GEA por RVA en Gipuzkoa
parece minima porque las vacunas frente a RVA se comercializaron cuando el grueso
del descenso de la incidencia ya se habia producido (2006) y su cobertura ha sido baja
(<20% anual).

El descenso en la incidencia de hospitalizacion por GEA debida a RVA se ha detenido
en los ultimos trienios, igual que el descenso en la incidencia de GEA por RVA de
origen comunitario en base a los diagnodsticos de laboratorio (ver pags. 135 — 136). A
pesar de las reducciones observadas, el impacto actual de la infeccion por RVA en la
poblacion infantil sigue siendo elevado y RVA responsable de cerca de la mitad de las
hospitalizaciones a causa de GEA en menores de cinco afios. Parece poco probable que

se produzcan nuevas mejoras en la incidencia de enfermedad grave por RVA sin la

implantacion de un programa de vacunacién con cobertura elevada.

5.3 Circulacion de genotipos de rotavirus en menores de cinco afos

Durante 1995 — 2015, se procedi6 al genotipado del 46,7% de los episodios de GEA
debida a RVA detectados en Gipuzkoa, obteniéndose el G- y P-tipo en algo mas del
90%, lo que indica una excelente rentabilidad de la técnica de genotipado empleada. Un
5,1% adicional de las cepas fueron tipadas solo parcialmente siendo los G o P-tipos
asociados a estas cepas representativos de aquellos genotipos observados en las cepas
completamente genotipadas (con G- y P-tipo). El tipado fallo en el 4,1% de las cepas,
probablemente en relacidon a muestras con cargas virales bajas, bien por razones clinicas
(proceder de pacientes con infeccion en fase avanzada), metodologicas (muestras
almacenadas inadecuadamente previamente a su envio al laboratorio), técnicas (ej
dilucion excesiva durante el proceso de preparacion de la muestra en el laboratorio) etc.
De hecho, la mayor parte de las muestras G- y P-negativas en las ultimas dos
temporadas, en las que el cribado se realiz6 mediante PCR, fueron positivas solo en
ciclos de PCR altos. Ocasionalmente, el fallo del tipado podria indicar la presencia de
genotipos inusuales para los que no se incluyeron cebadores especificos en el protocolo.

Sin embargo, el hecho de que en las muestras con G- y P- tipo negativos no amplificara
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el gen VP6 indica que esta eventualidad es poco probable. La proporcion de cepas no
tipadas o tipadas parcialmente se ha mantenido constante y baja durante todo el periodo
de vigilancia lo que sugiere que incluso si todas o algunas de estas cepas representaran
genotipos inusuales, hasta la fecha no se habrian diseminado indicando un impacto muy
limitado en la epidemiologia de las infecciones por RVA en nuestro territorio.

En Gipuzkoa, las combinaciones G/P mas frecuentemente detectadas durante
1995 — 2015 por orden de frecuencia fueron G1P[8] (41,3%), G9P[8] (16,8%), G12P[8]
(14,5%), G2P[4] (12,6%), G4P[8] (5,7%) y G3P[8] (5,0%). Estos genotipos
representaron el 95,9% de las cepas caracterizadas (con G- y P-tipo) o el 98,5%
excluyendo las infecciones mixtas con distintos RVA. Como era esperable, estos
genotipos fueron también los mas frecuentes en Espafia (Tabla 28) y a nivel mundial
(Figura 42), oscilando la prevalencia combinada de los seis genotipos comunes en
2007 - 2012 entre el 63% en Africa y el 97% en Europa ***. El analisis de la serie de dos
décadas de vigilancia de Gipuzkoa permiti6 observar como en las distintas epidemias
fueron apareciendo unos y otros genotipos, asi como su diferente predominio. En otras
regiones de Espafia, la informacion disponible sobre la prevalencia de los diferentes
genotipos de RVA es escasa, focalizada en gran parte en Madrid y Valencia, con
estudios fuera de estas regiones cortos en el tiempo, pero valorada en conjunto ofrece
una panoramica de los genotipos circulantes en el pais (Tabla 28) y permite su
comparacion con los datos de Gipuzkoa. Aunque los genotipos predominantes fueron
los mismos en Espaina, se observo heterogeneidad en unas y otras regiones en varias
temporadas, una situacion diferente a la de otros virus con epidemias periddicas como el
de la gripe, lo que sugiere el desarrollo de “epidemias paralelas” en diferentes areas
geograficas, mas que una epidemia uniforme en todo el pais. Asi por ejemplo en el
cuatrienio 1996 — 2000, G1 o G4 fueron los virus predominantes en diferentes regiones,
en 2003 — 2004 G2 fue predominante en Gipuzkoa y apenas detectado en Valencia y
otras regiones, una situacion que se reprodujo en 2010 — 2011 con Gl12. En
2006 — 2007, G9 predomind en la mayor parte del pais, a excepcion del area Sudoriental
(Granada, Sevilla y Caceres) donde fue Gl el principal. Por el contrario, en otras
temporadas G1 fue predominante en todas las regiones analizadas (ej temporadas
2004 — 2005, 2007 — 2009), una situacion no observada con otros genotipos, si bien no
se ha efectuado un andlisis molecular comparativo de las cepas para saber si fue la
misma cada epidemia. De hecho, en un estudio en el que realizé un analisis filogenético

de 15 cepas G1P[8] recogidas en diferentes regiones de Italia en el periodo 2010 — 2014
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se observd una elevada heterogeneidad genética entre ellas **°. Algo similar ocurri6 en
Estados Unidos donde el andlisis filogénetico de mas de 50 cepas G3P[8] detectadas en
1974 y 1991 reveldo que variantes de RVA genéticamente distintas con el mismo

G- y P-tipo pueden co-circular 3.
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Tabla 28.- G-tipos de rotavirus en estudios efectuados en diferentes regiones de Espafa (exceptuando Gipuzkoa) por temporada disponibles en la literatura cientifica. El
guion (-) indica que no hay informacion disponible.

. Gipu.zkoa ) No
Periodo G-.tlpo Region Gl G2 G3 G4 GY G12  Otros Mixtos tipados Total Fuente
dominante
1996 - 1997 Gl Madrid y Barcelona 68 0 1,9 28,9 0 0 0 1,2 0 322 346
Valencia 9,1 9,1 1,8 60,0 - - - 1,8 18,2 55 347
1997 - 1998 G4 Valencia 62,3 0 0 16,4 - - - 33 18,0 61 347
1998 - 1999 G1 Valencia 65,5 10,3 6,9 13,8 - - - 0 34 29 347
Madrid 17,7 1,4 0,7 68,8 10,7 - - 0,7 0 141 348
1999 - 2000 G1 Madrid 26,8 9,3 11,6 39,5 12,8 - - 0 0 86 348
2000 - 2001 G1 Madrid 70,5 23,5 0 2,5 3 - - 0,5 0 200 348
2001 - 2002 G1 Madrid 78,6 16,8 0 1,3 2 - - 1,3 0 149 348
2002 - 2003 G1 Espaiia* 79 16,0 0 0 3 - - 2,0 0 102 349
2003 - 2004 G2 Espaiia* 79,5 1 17 0 1 - - 1,5 0 141 349
Valencia 81 0 0 12,7 - - - 0 6,3 63 350
2004 - 2005 G1 Valencia 60,8 2,6 6,2 0,5 28,4 - 1,5 0 0 612 351
Espaiia* 50,0 11,0 7,0 26,0 5,4 - - 0,6 0 105 349
2005 - 2006 GlyG9 Albacete 22,8 1,3 43,0 0 27,8 - - 5,1 0 79 352
Caceres 10,3 3.4 23 1,2 41,4 - - 19,5 1,2 87 352
Leén 13,8 6.9 13,8 0 41,4 - - 34 20,7 29 352
Madrid 13,1 7,9 19,1 0,7 46,7 - - 10,5 2,0 152 352
Valencia 73,4 0 0 0 13,3 - - 13,3 0 15 352
Valencia y Castellon 13,1 1.4 0,5 0 81,2 0 0 23 14 213 353
2006 - 2007 G9 Albacete 14,3 2,9 0 0 82,9 0 0 0 - 35 354
Caceres 70,3 0 8,1 0 16,2 0 0 5.4 - 37 354
Granada 54,5 0 0 0 36,4 0 0 9,1 - 22 354
Lérida 24,1 13,8 0 10,3 48,3 0 0 34 0 29 354
Segovia 53 0 53 0 84,2 0 0 53 0 19 354
Sevilla 74,3 2,9 1,4 0 18,6 0 0 2,9 - 70 354
Zamora 11,1 3,7 0 0 85,2 0 0 0 0 27 354
Zaragoza 34,3 0 0 0 54,3 0 0 11,4 - 35 354
Valencia y Castellon 20,5 4,7 1,6 0 64,7 0 0 5,8 2,6 190 353
Valencia 9,5 1,6 11,1 0 63,5 0 12,7 1,6 0 63 354
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Valencia 10,8 39 4,9 0 68,6 - - 4,9 6,9 102 355

Madrid 25,2 8,7 0 0 61,7 0 0 43 0 115 354

Valencia y Madrid 324 0,9 2,9 0,4 50,2 0 13,2 544 57

2007 - 2008 Gl Albacete 72,5 2,0 0 0 19,6 0 0 59 - 51 354
Barcelona 85,7 7,1 7,1 0 0 0 0 0 0 14 354

Caceres 73,3 6,7 6,7 0 6,7 0 0 6,7 - 15 354

Granada 85,7 0 0 0 14,3 0 0 0 - 7 354

Lérida 83,3 0 0 0 0 0 0 16,7 0 12 354

Segovia 41,2 0 0 0 353 0 0 23,5 0 17 354

Sevilla 98,4 1,6 0 0 0 0 0 0 - 62 354

Zamora 88,9 0 0 0 11,1 0 0 0 0 18 354

Zaragoza 85,7 2,9 0 0 2,9 5,7 0 2,9 - 35 354

Valencia y Castellon 68,8 43 6,5 1,4 7,2 0,7 0,7 43 5,8 138 353

Valencia 50,0 8,3 8,3 0 333 0 0 0 0 12 354

Madrid 76,9 1,3 7,7 0 7,7 0 2,6 3.8 0 78 354

Valencia y Madrid 70,7 1,1 3,8 0,3 5,6 0,2 18,4 662 57

2008 - 2009 G1 Valencia y Madrid 65,0 10,2 3,0 7,6 34 0 10,8 537 57
2009 - 2010 G9 Valencia y Madrid** 70,2 16,7 0,0 5.4 24 0,5 48 372 57
2003 - 2010 - Valencia y Cataluiia 52,5 8,2 2,7 32 223 - 1,0 48 4,0 1544 356
2010 - Madrid 56,0 16,0 0 2,0 8,0 2,0 2,0 8,0 6,0 50 357
2011 - Madrid 64,2 11,9 0 0 4,5 7,5 0 0 11,9 67 357
2010 - 2011 G12 Valencia** 58,1 11,4 19,5 0,0 2,6 0,0 83 568 57
2011 - 2012 G12 Valencia** 43,4 7,6 43 5.4 8,0 18,6 12,7 1213 57
2012 -2013 G2 Valencia** 35,7 2,6 12,3 1,7 19,6 5,1 23,0 235 57
2013 -2014 G1 Valencia** 38,0 8,4 11,8 4,1 16,9 14,1 6,6 439 57
2014 - 2015 GlyGl12 Valencia** 32 4,0 0,0 1,6 50,4 27,2 13,6 125 57

* Regiones en las que se efectud el estudio no determinadas.

** Porcentajes deducidos de la base de datos de EuroRotaNet tras restar los datos de Gipuzkoa (la base original recoge datos sin especificar origen geografico).
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En el presente estudio, en cada temporada epidémica fueron detectados varios G-tipos,
siendo entre uno y tres los dominantes. G1P[8] fue la combinacion G/P mas frecuente
tanto en niumero total de cepas detectadas (41,3%) como en nimero de temporadas en
las que fue dominante o co-dominante (15/20). Este genotipo fue predominante durante
periodos de tiempo prolongados y fue detectado en todas las temporadas epidémicas del
periodo 1995 - 2015 excepto en 2012 - 2013. RVA GI1P[8] fue también la cepa de RVA
circulante mas comin en Espana (50% si exceptuamos Gipuzkoa) y a nivel mundial
representando entre el 20,4% y el 49,5% de las genotipadas entre 1996 y 2012 en las
seis regiones de la OMS %% 3% Esta combinacion predominé en todas las regiones del
mundo en 2007 — 2012 excepto en Latinoamérica en la que G2P[4] fue relativamente
mas comin. Aunque la més frecuente también en Africa, G1P[8] represent6 algo menos
del 21% de todas las cepas circulantes de RVA debido a la mayor diversidad de
combinaciones G/P existente en ese continente 6% 108344358 Ep e] conjunto de Europa,
G1P[8] fue el genotipo de RVA mas prevalente afio tras afio representando casi el 50%
de las cepas mientras que la prevalencia de los otros genotipos comunes varid
significativamente de una temporada a otra 2°°. Algunos estudios han relacionado la
prevalencia prolongada de las cepas G1P[8] con su deriva antigénica (drift) que puede
dar lugar a diferentes linajes de genes y los cambios intratipicos (skift) que derivan en
nuevas combinaciones de variantes diferentes de VP7 G1 y VP4 P[8] cocirculantes 3*
359,360 Sin embargo, en el wltimo sexenio del presente estudio se observo cierta
tendencia al descenso en la frecuencia de deteccion de cepas G1P[8] posiblemente
debida a la irrupcion de nuevos genotipos emergentes como G9 y G12. De hecho, en el
ultimo quinquenio G12 fue mas frecuentemente detectado en Gipuzkoa que Gl1. Esta
tendencia al descenso deberia ser interpretada con cautela ya que podria ser fruto de la
fluctuacion natural de los genotipos, puesto que durante las dos tltimas temporadas de
estudio G1P[8] volvi6 a circular ampliamente en Gipuzkoa, siendo dominante en 2013 —
2014 y co-dominante junto con G12P[8] en 2014 — 2015. Por el contrario, en 2014 —
2015 G1P[8] s6lo domind en 5 de los 14 paises participantes en EuroRotaNet 7.

En cuanto al resto de combinaciones G/P principales (G9P[8], G12P[8], G2P[4],
G4P[8] y G3P[8]), en general aparecieron de modo mas irregular, habiendo numerosas
temporadas en las que algunos genotipos no fueron detectados y otras en las que lo
fueron de forma esporadica (Tabla 16). Las cepas G9P[8] y G2P[4], fueron detectadas
en la mayoria de las temporadas siendo dominantes o codominantes en 4 y 5 de las 20

monitorizadas, respectivamente. Segin la informacion disponible, las primeras

150



Discusion

detecciones de G9P[8] en Espafia tuvieron lugar en 1998 en Madrid y Gipuzkoa, cuando
atin era considerado un genotipo inusual en el mundo '°3*%, En los afios siguientes su
circulaciéon en Gipuzkoa fue esporadica. Sin embargo, circuld ampliamente durante
1998 — 2000 en Madrid (> 10%) y fue la segunda cepa mas frecuentemente detectada en
2004 — 2005 en Valencia (28,4%) 3** 3!, RVA G9 circulé extensamente en Espafia en la
temporada siguiente (2005 — 2006), documentandose su presencia en todas las
provincias vigiladas: Albacete, Caceres, Ledn, Madrid, Valencia, Castellon, y también
en Gipuzkoa (G-tipo codominante junto con G1, > 40% de las cepas detectadas cada
uno) siendo el genotipo causante de la epidemia de RVA siguiente (2006 — 2007) en la
mayoria de estas regiones ademas de en Lérida, Segovia, Zamora y Zaragoza 2>% 3323%
Desde entonces se ha detectado en la mayor parte de los estudios efectuados, bien de
modo epidémico (Gipuzkoa 2009 — 2010 y Valencia 2014 - 2015) o esporadico. Por
ejemplo, en Gipuzkoa, se detectd su presencia durante la década 2004 — 2014 en todas
las epidemias. Con la excepcion de la circulacion observada en Madrid en 1998 — 2000
(= 12%), la circulacion epidémica de G9 en Espafia parece haber sido mas tardia que en
otros paises del mundo como por ejemplo Tailandia en el que se documentd ya en
1996 — 1997 y 2000 — 2001, Japon en 1998 — 2000, Italia y Cameran en 1999 — 2000,
Brasil en 1999 — 2002, en Bélgica y Estados Unidos en 2000 — 2003, o Australia en
1999 — 2003 !10- 361371 '1 o5 resultados de Gipuzkoa y los de los estudios efectuados en
Espafa son un ejemplo mas del sorprendente cambio de papel de este genotipo a lo
largo de los afios, habiendo pasado de ser inusual desde su deteccion inicial en 1983 en
Estados Unidos '% y 1985 en Japdn 372, a desaparecer durante una década para emerger

373

a mediados de los noventa °’° y convertirse desde principios del siglo XXI en uno de los

genotipos principales de RVA, el segundo tras Gl en la mayor parte del
mundo 57 62 88,374
Desde la primera epidemia causada por RVA G12P[8] en 2010 — 2011 en Gipuzkoa,
este genotipo ha sido detectado con elevada frecuencia en nuestro territorio siendo el
tercer genotipo mas frecuente durante los 20 afios de vigilancia a pesar de haber
circulado epidémicamente tan solo en el ultimo quinquenio del estudio. Por estas
razones, los resultados en relacion a este genotipo han sido objeto de discusion en un
apartado especifico (ver apartado 5.7).

El genotipo G2P[4] fue detectado en Gipuzkoa esporddicamente en casi todas las

temporadas, igual que en la mayor parte de los estudios efectuados en Espaia,

circulando ampliamente cada tres a cinco temporadas, y llegando a ser predominante en
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las temporadas 2003 - 2004 y 2012 — 2013 (2/20) en nuestro territorio. Esta situacion es
similar a la referida en la época prevacunal en la mayor parte de los paises del mundo,
como Japon donde G2P[4] fue predominante en 1990 — 1991 y en 2000 - 2001, en Italia
en 1996, en Guinea-Bissau en 1996 — 1998, en Zambia en 1997 — 1999, en Burkina-
Faso en 1998 — 1999, en Corea del Sur en 2000 — 2001, en Nicaragua en 2001, en
Vietnam en 2002 — 2003, Sudafrica en 2003, en Madagascar en 2004 — 2005, en
Bangladesh en 2004 — 2006, en Argentina en 2004 y 2007, en Paraguay en 2005 o en
Honduras en 2006 26% 338 375-3%¢ En Eyropa G2 circuld ampliamente en paises como
Hungria en 1995 — 1999, en Irlanda en 1997 — 1999 y en Croacia en 2005 — 2006.
Ademas, en Estados Unidos G2 representd mas del 15% de las cepas genotipadas en
1998 — 2000 ?8:362.387.388 Qin embargo, tras la introduccion de la vacuna Rotarix® en los
programas nacionales de inmunizacion, varios paises como Austria, Bélgica, Brasil y
Australia (regiones australianas que usan esta vacuna) observaron un incremento
notable en la prevalencia del genotipo G2P[4] 2°7-39:3%_ Qe desconoce si una inmunidad
heterotipica reducida generada por esta vacuna monovalente GI1P[8] y por tanto, un
mecanismo de seleccion asociado a la vacuna es responsable de este fendmeno o si el
predominio sostenido de las cepas G2P[4] se debe simplemente a fluctuaciones
naturales de las cepas de RVA en la poblacion 3°!. Parece que la segunda hipotesis va
adquiriendo peso ya que en los ultimos afios de vigilancia la circulacion de cepas en los
paises que utilizaban Rotarix® ha cambiado nuevamente y las cepas G2P[4] han dejado
de ser predominantes 2*!. Asimismo, un estudio realizado en el nordeste de Brasil
observo que la incidencia de RVA G2 disminuia progresivamente desde 2011 y que
otros RVA como G8P[4], G8P[6] y G3P[8] eran cada vez mds frecuentes sugiriendo
que es probable que la variacidn continie tras la introduccion de la vacuna
independientemente del mecanismo que subyace a estos cambios *°2. Ademds otros
paises con baja cobertura vacunal de Rotarix® y paises que utilizan RotaTeq® también

han comunicado una prevalencia sostenida de cepas G2P[4] 3*4.

152



Discusion

European Region

ey
GLIPIEE 1%
Gl L

weie)
A% 2P|

Feglon of the Americas
Other

1Lem

GIIP(H|
8%

GRgE]
1%

W% Goe(a] gyppey L%
LR E L

Figura 42. - Distribucion geografica de las cepas de rotavirus entre 2007 y 2012. Los diferentes
colores en el mapa indican las regiones definidas por la OMS. Los colores oscuros muestran los
paises que proporcionan datos de regiones especificas. No se han incluido las cepas
parcialmente tipadas ni las infecciones mixtas. La “V” sefala los paises con programa de
inmunizacion frente a rotavirus en 2007 - 2012. Fuente: **.

Por el contrario, la deteccion de G4P[8] fue infrecuente y su circulacion practicamente
limitada a los primeros afios de estudio siendo codominante en 1995 — 1996 y
dominante en 1997 — 1998. En Espafia, este genotipo circuld ampliamente o fue el
principal causante de epidemias en diferentes regiones antes del afio 2001 (Madrid,
Valencia, Barcelona, Gipuzkoa), no siendo detectado en muchos estudios posteriores.
En 1996 — 1999 G4P[8] fue detectado con cierta frecuencia en el Sudeste asiatico, la
region del Mediterraneo oriental y Europa descendiendo marcadamente su circulacion
en el periodo 2000 — 2003 en todo el mundo y reemergiendo en 2004 — 2007
principalmente en Europa ®2. A partir de este periodo, G4P[8] ha sido predominante en
pocos paises, la mayoria de ellos europeos, (por ejemplo Alemania, Eslovenia, Estonia,
Finlandia, Grecia, Hungria o Rusia) y tipicamente durante una Unica epidemia con
pocas excepciones como Grecia donde represento el 47,1% de las cepas genotipadas en
2008 — 2015 5739339 En 2013 — 2014, G4P[8] volvié a circular ampliamente en
Gipuzkoa (20,6%) aunque no llegdé a ser codominante. Este incremento coincidié con
un nuevo aumento observado en la deteccion de este genotipo a nivel europeo a partir

de la epidemia 2013 — 2014 (Figura 43), siendo el genotipo predominante en Grecia,

153



Discusion

Hungria y Paises Bajos en la temporada 2014 — 2015 (75%, 79% y 56%,
respectivamente) °’. En otras partes del mundo como Estados Unidos, Latinoamérica o
Australia cepas G4P[8] fueron en general inusuales y en algunas temporadas no fueron
detectadas 8% 362 364, 365,367, 368, 396-408. Ep Jos estudios efectuados en Asia o Africa en este

siglo, G4P[8] tampoco parece haber tenido un protagonismo destacado 37+ 40% 410,
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Figura 43.- Distribucion de los genotipos de rotavirus recogidos en los paises participantes en
EuroRotaNet entre septiembre 2006 y agosto 2015. VD significa derivado de la vacuna.

El ultimo de los genotipos principales, G3P[8], no fue dominante en Gipuzkoa ninguna
temporada entre 1995 y 2015 y tan solo codominé en 2004 — 2005 y 2006 — 2007. Sin
embargo, en 2014 — 2015 circul6 epidémicamente una cepa atipica de origen equino que
fue motivo de un estudio mas detallado (ver apartado 5.8). Tampoco en Espaiia se ha
observado circulacion importante de este genotipo siendo pocos los estudios en los que
representd mas del 10% de las cepas genotipadas, destacando la temporada
2005 — 2006, donde fue el genotipo dominante en Albacete *2. Interesantemente, al
igual que con el genotipo G2P[4] y la vacuna Rotarix®, se ha observado un aumento de
la prevalencia de cepas G3P[8] en Estados Unidos y regiones de Australia que utilizan
RotaTeq® en los programas nacionales de inmunizaciéon **°, que podria ser fruto de
déficits en la inmunidad heterotipica o de fluctuaciones naturales. A favor de esta tltima
hipotesis esta el hecho de que G3P[8], genotipo dominante en el periodo 2007 — 2011,
fue reemplazado por G12P[8] en 2012 en Estados Unidos 3% 37 y que el aumento de
cepas G3P[8] observado en 2008 - 2010 ces6 en las regiones de Australia mencionadas
predominando G1P[8] en 2010 — 2011, G2P[4] en 2012, G3P[8] en 2013 y nuevamente
G1P[8] en 2014 *03-4%8 Por el contrario, en Nicaragua no se observé un cambio hacia el

® 411

predominio de G3P[8] tras la introduccion de la vacuna RotaTeq , siendo en
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2012 — 2013 G12P[8] muy prevalente *'?. Por otra parte, G3P[8] también fue prevalente
en paises sin programa de vacunacién como Alemania, Argentina e¢ Isla Reunion asi
como algunos paises del Sudeste asidtico (por ejemplo Tailandia, China, Japén o
Vietnam) donde ha sido prevalente durante afios consecutivos *13?*. G3P[8] tuvo cierta
presencia en Africa en el periodo 1996 — 1999 que disminuyd en afios posteriores a la
vez que aumento la deteccion de cepas G8 siendo en la actualidad poco comun en este
continente. En 2000 — 2003, este genotipo reemergié solo en el Pacifico occidental
representando casi el 40% de las cepas genotipadas en el periodo 2004 — 2012 6% 3%,
G3P[8] también circuld ampliamente en las Américas y el Sudeste asiatico (15% y 10%,
respectivamente) en 2007 — 2012 3**. Sin embargo, en Europa, G3 representd el 7% de
las cepas genotipadas en 2006 - 2015 siendo su circulacion en general bastante escasa y
casi inexistente en paises como Hungria, Grecia y Eslovenia. Bélgica es el pais europeo
en el que G3 fue mas frecuente siendo dominante en 2010 — 2011 y codominante en
2013 — 2014 y 2014 — 2015. También fue codominante en 2013 — 2014 en Reino
Unido *’.

Al comparar las caracteristicas principales (edad, sexo, porcentaje de hospitalizacion y
estancia media) de las infecciones causadas por los G-tipos mas frecuentemente
detectados en Gipuzkoa (G1, G2, G9 y G12), no se observaron diferencias. El hecho de
que el porcentaje de hospitalizacion para los diferentes G-tipos fuera similar sugiere que
la gravedad de la enfermedad de RV A no esté relacionada con el G-tipo causante !4 33!,
Asimismo, en un estudio reciente realizado en Francia que analizé los aspectos clinicos
y los genotipos de los nifios menores de 5 afios que acudieron a los servicios de
urgencias por GEA debida a RVA no se encontraron diferencias en las manifestaciones
clinicas ni en la gravedad entre las GEA causadas por los diferentes genotipos de RVA
424 Sin embargo, hay estudios que relacionan una mayor patogenicidad con ciertos

genotipos 425 426

siendo este tema actualmente aiin motivo de controversia. Esta mayor
patogenicidad podria estar relacionada con la introduccion de nuevos genotipos frente a
los cuales la poblacién no tiene inmunidad ** y podria ser, por lo tanto, un fendémeno
transitorio.

En resumen, la vigilancia durante veinte afios de los genotipos circulantes en Gipuzkoa
ha puesto de manifiesto el predominio del genotipo G1P[8] durante amplias partes de
este periodo, y la emergencia de las cepas G9P[8] y G12P[8] que de ser consideradas

inusuales han alcanzado por su frecuencia la categoria de genotipos principales desde la

primera y segunda décadas de este siglo, respectivamente, siendo los principales
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protagonistas de varias epidemias desde 2005. G2P[4] circula casi todos los afios,
siendo periddicamente dominante o codominante. Finalmente G3P[8] y G4P[8] circulan

de modo mas esporadico e irregular, siendo raramente dominantes o codominantes.

5.4 Circulacion de genotipos inusuales de rotavirus

En Gipuzkoa, menos del 2% de las cepas en las que se intent6 el genotipado durante el
periodo 1995 — 2015 tuvieron un G- y/o P-tipo inusual siendo éstos por orden de
frecuencia G3 de origen equino, P[14], G8, G6 y G10. Debido a la amplia circulacion
de una cepa de origen equino en 2015 en Gipuzkoa, que constituyo el 72,2% de las
cepas inusuales globalmente identificadas, sus resultados se han discutido extensamente
en el punto 5.8. Ademas de esta cepa, durante los 20 afios de vigilancia de RVA que
cubre el presente estudio, se detectaron las combinaciones G/P inusuales G6P[14]
(n = 4), G8P[14] (n = 2), G8P[8] (n = 2), G8P[4] (n = 1), y GI10P[14] (n = 1).
Considerando su origen desde un punto de vista genético, cepas de RVA como
G6P[14], G8P[14] y G10P[14] podrian tener un origen zoondtico directo '** mientras
que cepas como G8P[8] y G8P[4] podrian representar reordenamientos entre RVA de
origen animal y humano °°.

Ocasionalmente, RVA con G- y/o P-tipos inusuales como G5, G6, G8, G10, G11, G14,
G20, G24, G26, P[1]-[3], P[5], P[7], P[9]-[11], P[14], P[15], P[19], P[24], P[25] y P[28]
son identificados en humanos, especialmente en paises en vias de desarrollo 3 3. En
Europa la deteccion de RVA con genes y constelaciones inusuales ha sido esporadica y
restringida geograficamente. En conjunto representan solo una pequefia proporcion del
total (1,0%) sin evidencia de transmisién constante persona a persona > 2*. Una
situacion similar se ha observado en Estados Unidos o Australia y en menor medida en
paises asidticos desarrollados como Japdn %% 498 409 donde estas cepas normalmente
representan menos del 2,5% de las genotipadas. También en Latinoamérica en general
han sido poco frecuentes con la particularidad de la deteccion de cepas G5 que
representan en algunos estudios hasta el 3% del total de las cepas genotipadas *%, si bien
en la era postvacunal, cepas G8P[4] y G8P[6] han sido detectadas con relativa mayor
frecuencia en Brasil 3°2. Por el contrario en Africa o Asia -especialmente en el Sudeste
(arco desde India hasta Vietnam y Filipinas)-, las cepas inusuales representaron mas del

20% y 16% de las genotipadas, respectivamente 374 409427,
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Mucha informacion aporta evidencia de que los animales pueden actuar como una
fuente de material genético aumentando la diversidad de las cepas de RVA humanas 2.
De hecho, se cree que la mayoria de estas cepas inusuales han sido introducidas en la
poblacion humana a partir de animales mediante transmision interespecies, unida en
ocasiones a eventos de reordenamiento genético > '°* 172, Las introducciones zoondticas
directas tienen generalmente poco impacto en términos epidemiologicos ya que la
escasa eficacia de replicacion en humanos y la falta de transmision persona a persona
limita su circulacion 76, Sin embargo, la co-circulacion con cepas de RVA humano
comunes podria dar lugar a reordenamientos genéticos y distintos grados de adaptacion
al huésped humano resultando en la emergencia de nuevas cepas con capacidad de
transmision interhumana como la cepa G3 de origen equino detectada en Japon,
Australia, Gipuzkoa y Hungria a partir del 2013 (ver punto 5.8), e incluso convertirse en
genotipos humanos principales como previamente se ha visto con RVA G9 2%, El gran
numero de cepas de RVA inusuales detectadas en los paises en vias de desarrollo podria
ser debido a coinfecciones frecuentes como consecuencia de contacto y/o convivencia
estrecha con animales de granja, con tasas de infeccion y transmisibilidad elevadas por
vivir en condiciones de hacinamiento y bajo nivel de higiene > .

En Europa, las cepas inusuales mas frecuentemente detectadas durante el periodo 2006
— 2013 fueron G10 y G6, detectadas también en este estudio. La mayoria de las cepas de
RVA G10 fueron halladas junto con P[8] mientras que la mayoria de las cepas G6 se
asociaron a P[9] seguido de P[14] y P[8] ?*°. Sorprendentemente, cepas de RVA como
G8P[4] y G8P[8], consideradas inusuales en Europa y otras Regiones desarrolladas y
también detectadas en Gipuzkoa, son comunmente identificadas en Africa aunque en
menor medida que RVA G8P[6] 7% # y no son consideradas en ese marco geografico
por tanto “inusuales”. Excepcionalmente, RVA G8P[4] represent6 el 5% y el 9% de las
cepas genotipadas en Reino Unido en 2008 — 2009 y 2009 — 2010, respectivamente 45,
Las cepas inusuales G6P[14], G8P[14] y G10P[14] detectadas en Gipuzkoa durante el
periodo de estudio tuvieron en comun el gen VP4 P[14]. Desde su descubrimiento **,
este P-tipo ha sido detectado esporadicamente en humanos, asociado sobre todo a G6 y
en menor medida a G8, G10, G1 o G3. P[14] también ha sido detectado en conejos y en
mamiferos del orden Artiodactyla como ovejas, cabras, antilopes, vacas o guanacos,
principalmente asociado a G6, G8 o G10 ?>. Un estudio sobre este P-tipo sugirié que el
P[14] humano y el P[14] de los mamiferos pertenecientes al orden Artiodactyla

comparten un origen comin y que las ovejas probablemente juegan un papel clave en la
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transmision interespecies responsable de la introduccion de P[14] en la poblacion
humana. Es probable que ovejas, (o cabras o vacas) sean el reservorio principal de las
cepas de RVA P[14] en el mundo ya que estos animales viven cerca de los humanos,

5. En algunas localidades de Gipuzkoa se puede

mas que antilopes y guanacos
encontrar un gran numero de granjas con animales pertenecientes al orden Artiodactyla
siendo especialmente frecuentes las explotaciones de ovejas. Sin embargo, el bajo
numero de cepas inusuales detectadas en el estudio y las especiales caracteristicas del
Pais Vasco con un estrecho contacto entre entorno rural y urbano, impidieron estudiar
en detalle el origen de las cepas humanas P[14] de Gipuzkoa. Otro dato de interés es la
deteccion en 2002 de una cepa de RVA G8P[14] en un cordero con GEA en
Zaragoza *.

El genotipo G6, detectado en cinco casos de GEA en Gipuzkoa, en cuatro de ellos
asociado a P[14] (Tabla 17), es el G-tipo mas frecuente en ganado vacuno aunque
también ha sido encontrado en otros rumiantes °>. La primera cepa humana de RVA
G6P[14] fue detectada en 1987 - 1988 en un nifio con GEA en Italia *° y posteriormente
han sido referidas en Australia °!, Bélgica *°, Egipto *°, Hungria °’, India °*, Malawi ',
Espafia !°' y Tailandia !°2. Todas las cepas G6P[14] detectadas en humanos hasta la
fecha son de pacientes con GEA lo que podria sugerir que son virulentas en humanos
pero tienen habilidad limitada para la transmision inter-humana dado su patron de
deteccion esporadico a nivel mundial. En concordancia con esta idea, los casos de
Gipuzkoa fueron esporadicos y ocurrieron en afos diferentes. Las cepas humanas
G6P[14] podrian haberse originado mediante reordenamientos gendmicos entre cepas
de RVA que predominantemente circulan en artiodactilos antes de ser transmitidas a los
humanos °'- 93 93 98.99. 102, 431-435 Qi embargo, la informacion disponible sobre genotipos
de RVA en algunos artiodactilos como ovejas, es ain muy escasa por lo que es dificil
confirmar esta hipdtesis. De hecho, aparte de en los humanos, la combinacion G6P[14]
ha sido identificada solo en cabras y antilope sable *°.

Por otra parte, en este estudio se detectd una cepa G6 en un nifio con GEA que habia
recibido dos semanas antes la primera dosis de la vacuna RotaTeq®. Dado que la vacuna
RotaTeq® se compone de las cinco cepas recombinantes humano-bovinas G1P[5],
G2P[5], G3P[5], G4P[5] y G6P[8] no podemos descartar que la PCR de genotipado
detectara el VP7 G6 correspondiente a la cepa vacunal WC3 de origen bovino. De
hecho, el andlisis de la secuencia parcial del gen VP7 en el programa “BLAST” (347

nucledtidos) mostrd una identidad nucleotidica con la cepa vacunal WC3 précticamente
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total. Sin embargo, para poder confirmar el origen vacunal de la cepa G6 seria necesario
analizar el genoma o en su defecto el gen VP7 completo. Varios estudios han informado
sobre la deteccion de cepas de origen vacunal en nifios previamente vacunados con y sin
sintomas de GEA (> 15%). Sin embargo, G6 ha sido raramente detectado en estos
estudios 43647,

RVA G8 fue descrito por primera vez en humanos en Indonesia (1979 - 1981) 196197 y

438 Se cree que el ganado bovino podria ser el

posteriormente en ganado bovino
huésped natural para las cepas de RVA G8 . De hecho, varios estudios han sugerido
que las cepas G8 humanas de Africa son fruto de una recombinacion entre RVA
humanos y de ganado bovino #3944

combinacion con P[1], P[2], P[4], P[6], P[8], P[10] o P[14] en humanos de diferentes

. Numerosos trabajos han detectado G8 en

paises 7% 3°!. De estas cepas, solo G8P[4], G8P[8] y principalmente, G8P[6] son
comtinmente identificadas en Africa, donde representan alrededor del 10% de las cepas

genotipadas %% 374

pudiendo ser este porcentaje mayor en algunos paises (27% en
Malawi en 1997 - 2007) #*2. Estas cepas suelen poseer un esqueleto genético tipo DS-1,
adaptado a los humanos '%7. Parece 16gico que las cepas detectadas en Gipuzkoa con
asignacion G8P[8] y G8P[4] podrian ser fruto de importacion desde Africa o mas
raramente Sudamérica, con transmision posterior muy limitada. Por el contrario, las
cepas G8P[14] podrian ser fruto de transmision directa desde un reservorio zoonotico
ocurrida a nivel local. Su esqueleto suele ser de tipo Artiodactyla (G8-P[14]-12-
(R2/R5)-C2-M2-(A3/A11)-N2-T6-(E2/E12)-H3), poco eficaz en la replicacion en
humanos y en la transmision interhumana. RVA G8P[14], ha sido identificado en varios
huéspedes como vacas (Japon e India), ovejas (Espafia) y guanacos (Argentina) y en
humanos en paises como Egipto, Italia, Bélgica, Australia, Hungria, India, Dinamarca,
Taiwan, Estados Unidos, Guatemala y algunos de Africa 374 443444,

RVA GI10P[14], genotipo del que se detectd por primera vez una cepa en Gipuzkoa en
2014, es raramente identificado como fuente de infeccidon de humanos. De hecho tras la
revision efectuada para esta Tesis, solo se han informado 16 infecciones adicionales
causadas por esta cepa ocurriendo una de ellas en Reino Unido, otra en Tailandia y
cinco en Eslovenia > !5 entre 1987 y 2007; mis recientemente en 2009, RVA
G10P[14] fue identificado en un nifio en Italia '?*, en 2011 en cinco nifios y 1 adulto en

122y en 2014 en dos nifios en India **. El andlisis del genoma

el norte de Australia
completo de cepas G10P[14] obtenidas en el mundo reveld una constelacion gendomica

de tipo Artiodactyla (G10-P[14]-12-R2-C2-M2-A11-N2-T6-E2-H3) sugiriendo eventos
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de transmision interespecies 12> 124 45 A excepcion del gen VP7, la constelacion es
consistente con los diferentes RVA G6P[14] y G8P[14] identificados en el mundo
G6/G8-P[14]-12-(R2/R5)-C2-M2-(A3/A11)-N2-T6-(E2/E12)-H3. El andlisis del
genoma completo de estas cepas sugiere que se han producido reordenamientos
genéticos entre cepas de RVA de diferentes miembros del orden Artiodactyla en
diferentes ocasiones y que los humanos podrian ser huéspedes accidentales *°. La
mayoria de estas infecciones esporadicas son una ruta sin salida para estas cepas
inusuales. Actualmente, las infecciones con este tipo de cepas continian siendo raras y
no estan asociadas con grandes brotes ni con transmision significativa y continua entre
humanos. Asimismo, su aparicion es independiente de la vacunacion frente a RVA ya
que han estado presentes en paises en los que estas vacunas no se utilizan o incluso
antes de la introduccion de los programas de inmunizacion 2*°. Solo cepas nuevas que
tengan el fitness necesario podrian convertirse en patdogenos humanos importantes, lo
que esta probablemente relacionado con su esqueleto genético. Es sabido que la mayoria
de las cepas de RVA humano poseen esqueletos relativamente conservados, tipo Wa o
DS-1. Ademas de poseer un esqueleto adaptado a humanos que permita la transmision
persona a persona, las cepas nuevas deberian tener mutaciones (VP7, VP4...) que les

permitan escapar a la inmunidad heterotipica.

5.5 Reinfecciones por rotavirus en ninos menores de cinco aiios

Tan solo un 1,2% de los episodios de GEA por RVA estudiados en Gipuzkoa
correspondieron a infecciones de repeticion confirmadas virolégicamente (70/5918), lo
que indica que, en nuestro medio, las reinfecciones sintomaticas por RVA (aquellas que
llevan a la busqueda de asistencia médica) son raras. El analisis de las reinfecciones por
RVA efectuado en este estudio tiene limitaciones, dado que no fue prospectivo sino
basado en nifios que demandaron atencién médica por padecer GEA moderada o grave,
por lo que no incluyo las infecciones mds leves ni las asintomaticas, mas frecuentes en
el contexto de reinfecciones '°2. Mas raramente, nifios que no hayan acudido al médico
en la primoinfeccion podrian haberlo hecho en la reinfeccion si hubiera sido
suficientemente sintomatica. Esta situacion es posible si la primoinfecciéon ocurre a
edades muy tempranas (primeras semanas o meses de vida) **°, lo que es poco frecuente
en paises desarrollados. Por tanto, el estudio subestima las reinfecciones causadas por

RVA y podria raramente haber catalogado como primoinfeccion algin caso de
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reinfeccion. Sin embargo, no fue objetivo de esta Tesis Doctoral conocer el peso de las
reinfecciones en el total de infecciones causadas por RVA, sino mas bien, aprovechando
la deteccion de un cierto grupo de ellas, comparar el papel de los distintos genotipos
como causa de primo versus reinfecciones en una poblacién mayoritariamente infectada
de modo natural, aspecto sobre el que la informacion existente es muy escasa.

Como era esperable, en el presente estudio se observo una aparente disminucion de la
gravedad en las segundas infecciones siendo el porcentaje de hospitalizacion de 2,9%
(2/70) frente al 9,0% (525/5848) entre las primoinfecciones. Si bien la diferencia no
alcanz6 significacion estadistica (p = 0,115), esto fue debido probablemente a ser
insuficiente el nimero de reinfecciones estudiadas. Es de destacar que en este estudio no
se detectd ninglin niflo con tercera infeccion por RVA (todas las reinfecciones fueron
segundas infecciones), lo que refuerza el papel protector de infecciones previas para
infecciones subsecuentes de expresion clinica moderada o grave. De hecho, solo un
0,4% (2/527) de los nifios ingresados a causa de una GEA de origen comunitario por
RVA lo fueron a causa de una reinfeccion confirmada virologicamente. Las
reinfecciones no ocurrieron en la misma temporada, estando separadas de las
primoinfecciones de media 20 meses. Los resultados coinciden globalmente con los
obtenidos en un estudio prospectivo ya cldsico realizado en México en el que se
monitorizaron 200 nifios desde el nacimiento hasta los dos afios de vida mediante visitas
a domicilio en las que se efectuaba semanalmente seguimiento clinico y recogida de
muestra de heces. Independientemente de la edad, nifios con 1, 2 6 3 infecciones previas
mostraron progresivamente un menor riesgo de diarrea o de infeccion subsecuente por
RVA que los nifios que no habian tenido infecciones previas. Infecciones posteriores
fueron significativamente menos graves que la primera infeccion, y las segundas
infecciones fueron mas probablemente causadas por otro G-tipo '°2. Otros estudios
encontraron resultados en la misma linea %% 24 447449 1 3 proteccion conferida puede

1 248

ser menor si las primoinfecciones se producen en el periodo neonata y/0 en entornos

en los que la diversidad y/o los in6culos virales (carga viral) de las cepas de RVA

circulantes son elevados %4 446

, situaciones observadas mas frecuentemente en paises en
vias de desarrollo.

En este estudio, G1 fue el G-tipo mas frecuentemente detectado en primoinfecciones
(41,9%), mientras que en reinfecciones lo fue G2 (41,9%), un porcentaje superior al
esperable ya que este genotipo causo6 el 11,7% del total de las primoinfecciones (Chi

cuadrado = 33,21, p < 0,001). Se detectaron reinfecciones mas frecuentemente los afios
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en que G2 circuld epidémicamente y una proporcion mayor de cepas G2 se detecto en el
contexto de reinfecciones (5%) que en el caso de los restantes genotipos (< 2%).

192 quienes encontraron

Resultados similares fueron referidos en el estudio mexicano
que RVA GI1 y G3 fueron la causa mas frecuente de primoinfeccion mientras que G2
fue la causa mas frecuente de reinfeccion. En los estudios de Gipuzkoa y México solo
enel 11,6% y el 9,1% respectivamente de los casos el genotipo causante de la primera y
segunda infeccién por RVA fue el mismo, siendo en 6 de 7 casos recogidos entre ambos
estudios G1 el causante. Los datos sugieren que no s6lo el genotipo VP7 sino el tipo de
constelacidon gendmica tienen importancia ya que en el 65% de las parejas de episodios
de primoinfeccion y reinfeccion de Gipuzkoa estuvieron implicadas en uno de los dos
episodios cepas G2 y/o con constelacion tipo DS-1-like o animal cuando seria esperable
un porcentaje claramente menor (no mayor del 25%).

La escasez de reinfecciones detectadas en este estudio, en una poblacion infantil amplia
y vigilada durante dos décadas con una incidencia elevada de infeccion por RVA,
apoyan la existencia de una fuerte respuesta inmune a la infeccidbn, que confiere
proteccion frente a infecciones subsecuentes graves. La respuesta parece ser homotipica
y heterotipica tanto frente a genotipos parcial como completamente diferentes (diferente
constelacion) y, aunque fuerte en todos los casos, parece ser algo mas débil en el
tercero, lo que sugiere el elevado porcentaje de reinfecciones causadas por G2. Aunque
inmunidad de origen natural y de origen vacunal pueden presentar diferencias, es
llamativo que las observaciones efectuadas en este estudio concuerdan con deducciones
efectuadas en base a consideraciones biologicas y tedricas que hipotetizaron que tras la
introduccion de la vacunacidén masiva empleando la vacuna monovalente GIP[8] se
produciria un aumento relativo (que no en la incidencia) de la circulacién de G2P[4] ¥*°,
lo que parece haber ocurrido en varios paises tras la introduccion de la

vacunacion 297,390, 450, 451 ]

5.6 Gastroenteritis debida a rotavirus en ninos de cinco afos o0 mas, jovenes y

adultos

La GEA debida a RVA es considerada una enfermedad predominantemente infantil. Su
impacto, epidemiologia y caracteristicas clinicas en adultos son poco conocidas debido
a que la GEA en los adultos es en general autolimitada no necesitando en muchos casos

asistencia médica, y a que son pocos los laboratorios que examinan RVA en heces de
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adultos. Sin embargo, infecciones por RVA se siguen produciendo a lo largo de la vida
ya que la inmunidad generada por infecciones previas parece no conferir proteccion
completa 42433,

En este estudio, el 1,3% de los episodios de diarrea analizados durante 2013 — 2015 en
pacientes de 5 o mas afios de edad fue causado por RVA (3,4% de los analizados en el
periodo invernal). Esta proporcion fue similar a la referida en adultos de Estados Unidos
en la época invernal del periodo 2005 - 2010 (entre 1,9 y 5%) *% %3 pero menor a la
detectada en otro estudio efectuado también en USA en el que se refirié la deteccion de
RVA en el 18% de los cuadros de GEA en adultos atendidos en Servicios de Urgencias
Hospitalarios, especialmente en invierno y primavera *** 4>3; En Alemania RVA fue
detectado en el 15% de los adultos hospitalizados con GEA comunitaria **°. Los
resultados obtenidos en los diferentes estudios efectuados en adultos han sido muy
variables, mas que en la poblacion infantil, debido a la existencia de importantes
diferencias en el disefio (efectuados sobre pacientes con diarrea comunitaria, atendidos
en Urgencias, u hospitalizados), en el tipo de pacientes (casos esporadicos, brotes,
inmunodeprimidos, ancianos), en los métodos diagndsticos, etc. Ademds, hay una
menor tendencia por parte de los facultativos a solicitar coprocultivo a este grupo
etario *7. Sin embargo, el presente estudio analizé a la totalidad de los adultos con GEA
a los que se solicitd coprocultivo en el territorio bajo vigilancia incluyendo pacientes del
ambito comunitario, hospitalario y residencias, y en ese sentido, el numerador (casos de
infeccion por RVA) es mas proximo a la realidad que en estudios sobre grupos
concretos. En Gipuzkoa, el 23,2% de los adultos con GEA por RVA fue hospitalizado,
dato similar al encontrado en un estudio prospectivo realizado en Dinamarca durante el
periodo 2005 — 2009 (22%) *8,.

Debido a las caracteristicas del estudio (bisqueda de RVA en todos los pacientes
adultos con GEA a los que se solicité coprocultivo), se pudo efectuar una estimacion de
la incidencia de la GEA por RVA en los diferentes tramos de la edad adulta. La
incidencia global y en todos los tramos de edad fue muy inferior a la encontrada en la
poblacion infantil. Concretamente, la incidencia media anual de GEA debida a RVA en
adultos fue de 13 casos por 100.000 habitantes, mas de 200 veces menor que la
observada en menores de 2 afios de edad, y casi 10 veces menor que la observada en
nifios de 4 a 5 afios de edad. Entre los mayores de cinco afios de edad, s6lo se observo
un aumento en la tasa de incidencia en las personas mayores de 80 afios de edad, grupo

de edad en el que la incidencia se cuadruplico, alcanzando 41/100.000 habitantes, cifra
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sin embargo también claramente menor a la observada en la poblacion infantil. Este
incremento probablemente estuvo en relacion con la inmunosenescencia, aunque otros
factores como el vivir en instituciones (residencias) o una vigilancia posiblemente mas
estrecha también pudieron contribuir a ello.

En este estudio no se observaron diferencias en la estacionalidad de la infeccion por
RVA respecto a la edad, si bien solo se analizaron los datos de dos temporadas (periodo
2013 — 2015). Los hallazgos de algunos estudios han sugerido que la enfermedad
causada por RVA en adultos no presenta estacionalidad tan marcada como en la
infancia **°. En Japon se observé que la distribucion estacional de las infecciones por
RVA en adultos no reproducia las que ocurrian en nifios ya que las infecciones en
adultos ocurrian a lo largo de todo el afio **°. En otro trabajo més reciente efectuado en
Estados Unidos en el que se estudiaron las hospitalizaciones por GEA debida a RVA en
adultos durante un afio se observo una marcada estacionalidad que se correlacionaba
con la encontrada en nifios, pero en adultos, RVA no desaparecia completamente en
verano y otofio como si lo hacia entre los nifios **2. Estas observaciones han llevado a
sugerir que los adultos podrian ser el reservorio local persistente durante los meses de
verano del cual emerge RVA cada invierno - primavera para dar lugar a la extensa
enfermedad pediatrica °*. Sin embargo, los hallazgos del presente estudio no mostraron
diferencia en la estacionalidad entre nifios y adultos (Figura 44), lo que sugiere que las

diferencias, de existir serian pequefias y por tanto de dificil deteccion.

140 +
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N° casos

J|A|s|o|N|D|E|F|M A|I\-/I|J|J|A|S|O|N|D|E|;|M AlM|J
2013 - 2014 2014 - 2015

mmm Nifios 2 5 afos, jovenes y adultos = Nifios < 5 afios

Figura 44.- Distribucion mensual de los casos de infeccion por rotavirus en nifios menores de 5
aflos y en nifios de 5 afios o mas de edad, jovenes y adultos de Gipuzkoa (2013 - 2015).
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No se detectaron brotes de infeccion por RVA en los dos afios de vigilancia en adultos.
Sin embargo, en marzo de 2016 (fuera del periodo de recogida de datos de esta Tesis
Doctoral) se detectdé un brote causado por una cepa G12P[8] en una residencia de
ancianos de Gipuzkoa con una tasa de ataque del 17% (n = 20), siendo la mediana de
edad 87 afios y todos los casos leves, con una duracion de sintomas de entre 1 y 4 dias,
sin que ninguno precisara ingreso hospitalario. De hecho, es sabido que RVA es causa
de brotes de GEA ** 4614464 giendo la segunda causa de brotes de GEA en residencias de

41 En los dos afios de estudio en los que se analizd la

ancianos, tras norovirus
circulacion de RVA en adultos, asi como en el brote anteriormente referido, los
genotipos que causaron las infecciones en adultos fueron esencialmente los mismos que
en la poblacion infantil (principalmente G1 y G12). Hay pocos estudios que hayan
correlacionado los genotipos de RVA circulantes en nifos y adultos. Algunos de ellos
encontraron diferencias observando una mayor prevalencia en adultos de cepas G2P[4]
465-467 5 de G2P[4] y G9P[8] *°% 62, Por el contrario, como en el nuestro, otros estudios
no encontraron diferencias entre la distribucidon de genotipos detectados en adultos y
nifios mas alla de la amplia variabilidad propia de RVA observada afio a afio 4% 438 468,
Probablemente, los datos existentes son insuficientes ain para obtener conclusiones
definitivas.

En resumen, los resultados de este estudio, indican que el impacto de la infeccidén en
adultos es mucho menor que en poblacion infantil, aunque se incrementa en ancianos.
Ademas, no observamos diferencias en la estacionalidad ni en la distribuciéon de
genotipos con las observadas en la poblacion infantil. Debido a la escasez de los
estudios efectuados en adultos, tanto para el conocimiento de su epidemiologia
(incidencia, estacionalidad...), como de los genotipos causales, es importante continuar
con la vigilancia de RVA en este grupo de edad mediante la realizacion de estudios

prospectivos. Resultaria de especial interés conocer si realmente la poblacion adulta

podria ser uno de los reservorios de este virus en el periodo interepidémico.

5.7 Rotavirus emergente G12P][8]

5.7.1 Estudio epidemioldgico
RVA G12 fue detectado de manera esporadica por primera vez en Gipuzkoa en 2004 y
2005, siendo estas las primeras detecciones de este genotipo referidas en Espafia '°!. No

hubo més detecciones de G12 en Gipuzkoa hasta la epidemia de 2010 — 2011 en la que
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fue dominante. La epidemia de 2010 — 2011 de Gipuzkoa fue la primera constatada por
G12 en Europa y sus principales caracteristicas fueron semejantes a las de las epidemias
anteriores causadas por otros genotipos, con similar patron estacional y grupo de edad
afectado, duracion prolongada (7 meses) y amplia diseminacion geografica por el
territorio vigilado. La incidencia de RVA G12 en la epidemia de 2010 — 2011 en
menores de 5 afios fue de 565 casos/100.000 habitantes, y la tasa de hospitalizacion
similar a la observada en temporadas previas, en las que RVA Gl y G9 fueron

dominantes '*®

. En la epidemia siguiente (2011 — 2012), G12 fue nuevamente
dominante, alcanzando una incidencia de casi el doble (1028 casos/100.000 habitantes).
Por el contrario, en las dos temporadas posteriores, 2012 — 2013 y 2013 — 2014, su
circulacion fue esporadica, si bien reemergid en la ultima temporada de estudio, 2014 —
2015, como genotipo co-dominante (429 casos/100.000 habitantes) junto con G1P[8].
En conjunto, en el periodo 2010 — 2015, RVA G12 fue el genotipo mas frecuentemente
detectado en Gipuzkoa, seguido por G1 (34,7% y 26,3% de las cepas analizadas,
respectivamente). Estos datos sugieren que las cepas G12P[8] detectadas en Gipuzkoa
en 2010 — 2011, 2011 — 2012 y 2014 - 2015 alcanzaron el fitness suficiente para
diseminarse mediante transmisién entre humanos a lo largo del territorio convirtiéndose
en la principal causa de las correspondientes epidemias de RVA. Por el contrario, las
cepas G12P[8] detectadas esporadicamente en 2004 y 2005 y 2013 - 2014 fueron
resultado de introducciones cuya diseminacion fall6. La irrupcion de RVA G12 en
Gipuzkoa puede ser enmarcada en la tendencia de creciente circulacion que este
genotipo ha mostrado en Europa, si bien con la caracteristica de su excepcional
intensidad. En base a datos de EuroRotaNet, la tasa de deteccion de las cepas G12 en el
continente aumentd desde 3,9% en 2010 — 2011 (primer afio en que este porcentaje
rebaso el 1%) a 7,4% en 2011 — 2012 y 10% en 2014 — 2015 7.

En general, no se detectaron diferencias significativas en la incidencia de la infeccion
por RVA GI12 en Gipuzkoa cuando la poblacion fue dividida en nifios que vivian en
localidades de caracter rural y urbano, lo que concuerda con lo recientemente referido
en un estudio italiano **°. No se observaron diferencias en la distribucién por sexo, ni
tampoco por edad o tasa de hospitalizacion, cuando fueron comparadas con las del resto
de genotipos de RVA, lo que sugiere que no hay diferencias en la gravedad de las

infecciones causadas por RVA G12 con respecto a los restantes genotipos principales de

424 470

RVA. En este sentido, estudios recientes en Francia e Italia no encontraron

diferencias en las manifestaciones clinicas ni en la gravedad de las infecciones causadas

166



Discusion

por G12 respecto a otros genotipos e incluso en Niger se ha comunicado una gravedad

ligeramente menor 7.

Sin embargo, en Nicaragua se ha referido una tasa de
hospitalizaciéon mayor #'2, que podria en ocasiones observarse en el momento en que un
nuevo genotipo de RVA (o una nueva cepa) irrumpe en una poblacion no inmune y que
ha sido referida también en un estudio efectuado en tres paises latinoamericanos, en los
afios de introduccion del genotipo G9 #%6,

RVA G12 fue detectado por primera vez en Filipinas en 1987 — 1988 !3°, en nifios
menores de 2 afios con diarrea. Sorprendentemente, no se identificaron nuevas cepas de
este genotipo hasta una década mads tarde, concretamente en 1998 — 1999 en Tailandia
131 Estados Unidos ** y Argentina '*2. En los primeros afios de este siglo, cepas G12
fueron detectadas con frecuencia remarcable casi exclusivamente en paises del
subcontinente indio, como Nepal (Kathmandu, 33,0% en 2003 — 2007) !*, India (Delhi
14,4% en 2000 — 2007) '** y Bangladesh (Dhaka, 9,6% en 2005 — 2006) 33, habiéndose
sefialado el Sudeste de Asia como el probable origen de este genotipo '*¢. También se

1 “72 y en Korea en 2003 86

detectaron cepas G12 en Japon en 200
Por otro lado, en algunos paises del cono Sur americano se observo circulacion
temprana y esporadica de G12, concretamente en Argentina donde las cepas G12
representaron el 6,7% de las genotipadas en 1999 — 2003 32, asi como en Brasil en
2003 *”* y en Paraguay en 2006 - 2007 474, Las cepas latinoamericanas y también las
detectadas inicialmente en USA presentaron una estrecha relacion genética con algunas
asiaticas, por lo que se sugirid que su presencia en América era consecuencia de

136, 141 "En Africa las primeras

importacion y diseminacion desde el Sudeste de Asia
cepas G12 se detectaron en Sudafrica en 2004, observandose igualmente una estrecha
relacion con cepas detectadas en Asia (India) *’>. También en Australia se detectaron
cepas G12 tempranamente, concretamente en la temporada 2005 — 2006, representando
algo mas del 1% de las genotipadas **°. En Europa, los primeros RVA G12 fueron
detectados de manera esporadica en Reino Unido (2002) y Bélgica (2003), mostrando
fuerte similitud con cepas de Bangladesh '*°, donde probablemente estaba su origen.

Entre 2004 y 2006, se detectaron cepas G12 en un nimero mayor de paises europeos,

) 101 8

incluida Espafia (Gipuzkoa) '°!, Francia %, Eslovenia *’" y Hungria *’®, siempre de

forma esporadica y representando < 7% de las cepas genotipadas. Asimismo, en un
estudio realizado en el Oeste de Europa en 2004 — 2005, cepas G12 fueron detectadas en

) 320

tan solo dos de los siete paises participantes (Italia y Suecia y aunque lo fueron en

15 de los 16 incluidos en la red europea de vigilancia de RVA (EuroRotaNet) en
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2006 — 2009, las infecciones atribuidas a G12 solo excedieron el 5% en uno (Finlandia,

6,8%)% (Figura 45).

W 1987
<2000
2001 - 2004

2005 - 2008

Figura 45.- Deteccion de cepas del genotipo G12 en humanos, 1987 - 2008.

Las cepas de RVA G12 emergentes detectadas en este periodo inicial (1987-2008)
exhibieron una amplia variedad de arquitecturas genéticas, encontrandose cepas
asignadas a las tres constelaciones genotipicas de RVA mayoritarias en humanos:
AU-1-like, DS-1-like y Wa-like (Tabla 29) !36: 152, 153, 420.479 'T 5 cepa filipina original
L26 (1987) se asocid al VP4 P[4] y poseia siete genes propios de la constelacion DS-1-
like. La cepa tailandesa T152 (1998) por el contrario presentaba una constelacion AU-1-
like y se asocio a P[9]. Las primeras cepas bangladesis (ej. RV161-00, ano 2000) se
asociaron a P[6] y presentaban una constelacion DS-1-like pero en los afios
inmediatamente posteriores se detectaron cepas como Dhaka 25-02 (2002) asociadas a
P[8] y con mayoria de genes de la constelacion Wa-like. El andlisis del genoma
completo de estas cepas historicas puso de manifiesto que las cepas emergentes eran
diferentes en los 11 segmentos génicos, mostrando combinaciones variadas resultado de

las miltiples recombinaciones que las habian originado '*°.
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Tabla 29.- Rotavirus genotipo VP7 G12: Asociaciones con distintos alelos de VP4 detectados
en humanos en sus 30 afios de historia. La asociacion G12P[7] no detectada en humanos ha sido
incluida en la tabla por ser la prototipo del linaje IV de VP7 y por ello estar presente en los
arboles filogenéticos de muchos trabajos.

Alelo VP4  Constelacion; linaje VP7 Comentarios

) ) o La cepa original L26 (Filipinas). Unica cepa conocida
DS-1-like (parcial); linaje I o
del linaje I

P[4
4 Cepas actuales: Wa-like, ) ) ) ) )
o Esporadicas a nivel mundial, especialmente Asia y
linaje III, .
Africa
o Distribucién mundial. Circulacion epidémica en la
P[6] Wa-like; linaje 111 ) . ) o
region Sur de Africa y subcontinente indio
Wa-like (excepto VP6 15); Cepa de origen porcino RU172 (India). Unica cepa
P[7]
linaje IV conocida del linaje IV.
S Distribucion mundial. Principal responsable de las
P[8] Wa-like; linaje 111 ) )
epidemias actuales.
Circulante en Asia y en América Cono Sur) periodo
P[9] AU-1-like; linaje 11

1999-2010. Circulacion posterior muy esporadica.

Nota: En animales se han detectado otras asociaciones tales como G12P[5] en ganado vacuno 4,

La obtencion de resultados epidemioldgicos y moleculares, que indicaban un aumento
progresivo en la frecuencia de deteccion de cepas G12 en el mundo, amplia diversidad
genética, hizo a algunos investigadores sugerir que G12 podia pronto convertirse en uno
de los genotipos principales de RVA 3% 40 Esta hipotesis se ha confirmado en los
ultimos afios (a partir de 2008), en los que RVA G12 ha sido detectado en un nimero
cada vez mayor de paises (Figura 46) y se estd encontrando con creciente frecuencia
como genotipo dominante en epidemias anuales. Podriamos por tanto hablar de dos
periodos diferentes: uno inicial, en el que la circulacion de G12 a nivel mundial fue, con
la excepcion del subcontinente indio, principalmente esporadica (1998 - 2008) y otro a
partir del periodo 2008 - 2010, en el que comenz a ser dominante en epidemias en
distintas regiones del planeta y que se asoci6 a diseminacion de cepas con constelacion
Wa-like.

Desde 2010 — 2011, en Europa, la deteccion de cepas G12, principalmente asociadas al

VP4 P[8], ha aumentado claramente alcanzandose en 2014 — 2015, como antes se ha
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referido, el 10% de las cepas genotipadas, constatandose su deteccion en la mayor parte

de los paises con vigilancia °’. En el Reino Unido, mientras que en 2011 — 2012, con un

porcentaje de G12 del 4,8%, el 40% de estas cepas provenian de una tUnica region

escocesa en la que fue dominante, en 2012 — 2013 (porcentaje 7%) se distribuyeron por

todo el pais sin llegar a predominar en ninguna region y en 2014 — 2015 fueron

codominantes (20%) con G2P[4] . En Espafia, son escasos los datos sobre los

genotipos de RV A circulantes y tras la primera deteccion de RVA G12 en 2004 — 2005

en Gipuzkoa, solo hubo detecciones esporddicas en humanos y animales hasta el

invierno de 2010 — 2011 en que fue dominante en la epidemia invernal de la CAPV

(Tabla 30).

Tabla 30.- Detecciones de rotavirus del genotipo G12 en Espaiia en publicaciones cientificas.

C. A. /provincia Temporada Circulacion Origen VP4  Observaciones Fuente
2004-2005 P +1 G12P[X
Gipuzkoa Esporadica ~ Humano [8] 3 cepastl GI2P[X] Pregente
2005-2006 P[X] 1 cepa trabajo, 101
Aragon 2005-2006 $? Porcino  P[§] 8 cepas 480
Valencia 2006-2007  Esporadica  Humano P[g] | <P é“;)’“" con 355
Zaragoza 2007-2008 Esporadica ~ Humano P[X] 2 cepas 354
Valencia/Castellon 2007-2008 Esporadica ~ Humano  P[§] 1 cepa 353
. . - 4° informe
Valencia/Madrid 2008-2009 Esporadica ~ Humano P[6] 1 cepa FuroRotaNet
. (o 6° informe
Valencia 2010-2011 Esporadica ~ Humano P[8] 1 cepa EuroRotaNet
Epidémi P[8 659
Gipuzkoa 2010-2011 pidémica om0 L] o 138
Esporadica P[4] 2 cepas
2010 . P[6 1
Madrid 2011 Esporadica ~ Humano P{S} s 5:;; 357
Valladolid/Barcelona/ 2011-2012 13,3%
Epidémi H P[8 ’ 299, 481
Zaragoza/Valencia 2013-2014 piderica umano [8] 15,3% ’
2011-2012 Epidémica 81,4%
2012-2013 Esporadica 3 cepas Presente
Gipuzk H P[8 .
fpuzicoa 20132014 Esporadica L 0mane P o ast1 Gl2p[X] trabajo
2014-2015 Epidémica 42,4%
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A partir de 2010, ademas de los datos de Gipuzkoa que mostraron circulacion intensa
durante varias epidemias, se documentaron incrementos en la prevalencia de cepas G12
en la Comunidad Auténoma de Madrid, 5,1% en 2010 y 2011 *7 cuando no se habian
detectado cepas G12 apenas tres afios antes *>* y en un estudio colaborativo efectuado
por laboratorios en Valladolid, Zaragoza, Barcelona y Valencia donde se obtuvieron
prevalencias cercanas al 15% en 2011 — 2012 **° y 2013 — 2014 *8!,

En otros continentes los datos obtenidos en esta tltima época (de 2008 en adelante)
constatan igualmente un incremento en la deteccion de cepas del genotipo G12. En
Asia, cepas G12 asociadas a P[6] y P[8] y méas raramente P[4] han sido identificadas en
un gran niimero de paises ademas de los antes referidos, como Myammar 2, Vietnam
483 Bhutan **, Pakistan **°, Arabia Saudi **® o Iraq **7 entre otros (Figura 46). En Africa
se ha comunicado la deteccion de cepas G12 en paises de todas las regiones del
continente como Tunez *%%, Camertn **°, Nigeria *°°, Republica Democratica del Congo
91,492 Kenia ** o Malawi ***, entre otros. El estudio panafricano (16 paises) que
estudid los genotipos de RVA obtenidos en el periodo 2007 - 2011, constatd un
incremento global de las cepas G12 al 6,3% 374, respecto al porcentaje obtenido en 2006
— 2008 de 2% “!°. Ambos estudios documentaron que cepas asociadas a P[6] circulaban
preferentemente en el Sur de Africa mientras que las que lo hacian en el Africa
Subsahariana y Centroafrica se asociaban preferentemente a P[8]. En los paises del cono
Sur americano las cepas G12P[9] circulantes de forma esporddica con anterioridad a
2008 (prevalencia < 7%), fueron en gran parte reemplazadas por cepas G12P[8], que
emergieron con fuerza a partir de ese afio. RVA G12 se ha detectado en afios recientes
en paises como Argentina *?°, Brasil *®, Uruguay **°, Pera *°%, Nicaragua *'?> o México

47 siendo dominante en algunas epidemias. En Norteamérica, G12P[8] fue el genotipo

dominante en Estados Unidos en 2012 y 2013 representando el 70% y 68% de las cepas
genotipadas 3%, Por 1ltimo en Australia cepas G12P[8], detectadas esporadicamente
desde 2005 - 2006, se hicieron dominantes durante al menos dos epidemias

consecutivas (2013 y 2014) 4%,
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B Circulacién epidémica G12 Circulacién esporadica G12

Figura 46.- Paises en los que se ha comunicado la deteccion de rotavirus G12 en humanos y en
los que se ha referido circulacion epidémica (dominante o codominante en epidemias anuales)
de este genotipo (estudios que aportan datos hasta 2015).

El analisis, en base a la literatura médica existente de las epidemias en las que cepas

133,134 55l0 se han

G12 han sido dominantes muestra que, fuera del subcontinente indio
documentado dos temporadas epidémicas en las que predominara RVA G12 previas a la
ocurrida en 2010 — 2011 en Gipuzkoa. La primera tuvo lugar en Rochester (Nueva
York, Estados Unidos) en 2007 3® y la segunda en Argentina en 2008 — 2009 *** ambas
debidas a G12P[8], observandose en Argentina que las cepas G12P[8] fueron altamente
prevalentes en diferentes regiones del pais. Recientemente, se estdn documentando en
todos los continentes epidemias en las que G12, en general asociado a P[8] y en menor
medida a P[6], es el genotipo dominante o codominante como se ha referido en Nepal
2005 — 2007 3% y 2011 *®, Niger 2011 — 2012 *’!, Nicaragua 2012 y 2013 *1?, Brasil
2014 468 USA 2012 y 2013 3%, Italia 2012 — 2013 4%, Reino Unido 2014 37, Espafia
2010 — 2012 y 2014 — 2015 (presente trabajo) o Australia 2013 y 2014 4%, Como
sucedi6 en Gipuzkoa en 2010 — 2011 y en 2011 — 2012, cepas G12 han sido dominantes
durante al menos dos epidemias consecutivas en varias regiones 0% 412,

Se ha sugerido que la expansion reciente de cepas G12 y su capacidad para erigirse en
genotipo dominante puede estar asociada a su inclusion en un esqueleto Wa-like (P[8] o
P[6]) a diferencia de las primeras cepas G12 que emergieron y se dispersaron a nivel
global, incluidas en esqueletos DS-1-like o AU-1-like '*®. La inclusion en un esqueleto
Wa-like les confiere ventaja desde un punto de vista evolutivo ya que, al ser esta una

constelacidon muy estable y pertenecer a ella la mayor parte de los genotipos principales

(ej G1), aumentan las posibilidades de recombinacion entre las cepas G12 y las de otros
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genotipos, y por tanto las de generar cepas G12 que repliquen de modo mas eficiente o
cambien su virulencia **°.

En resumen, el genotipo G12 ha pasado en pocos afios de ser considerado una mera
anécdota durante la década posterior a su deteccion original en Filipinas, a un genotipo
inusual pero emergente durante la década siguiente en la que se constatd su dispersion
global desde su origen en Asia detectandose de forma esporadica >, y a un genotipo
principal durante la tercera década en la que se ha constatado su papel relevante en
numerosas temporadas epidémicas en regiones de los cinco continentes ***. En este
sentido la expansion de G12 y el camino recorrido hasta entrar a formar parte de los
genotipos principales tiene un paralelismo importante al recorrido por G9 unos afios
antes '3°. Analizar la emergencia y dispersion del genotipo G12 en el mundo no es facil
debido principalmente a que la vigilancia de los genotipos circulantes no ha sido
homogénea a lo largo del tiempo y ha aumentado con los afios debido en gran parte al
interés despertado por el desarrollo e introduccion de las vacunas frente a RVA. Por otra
parte, algunos estudios antiguos no usaban cebadores que permitieran la amplificacion
de este genotipo. Por estas razones, los datos disponibles representan un minimo sobre
la realidad. Sin embargo, la informacién generada globalmente es coherente y permite

obtener conclusiones sobre estos aspectos.

5.7.2 Estudio molecular

Desde las primeras detecciones de este genotipo en Gipuzkoa (diciembre 2004), G12 se
asocio en la casi totalidad de los casos al genotipo VP4 P[8], y solo se asoci6o a VP4
P[4] en dos casos procedentes de la zona Goierri — Alto Urola en la temporada
2010 - 2011. A pesar de ello, todas las cepas G12 de Gipuzkoa pertenecieron al linaje
III siendo el gen VP7 de las dos cepas G12P[4] casi idéntico al del resto de cepas de su
misma temporada, lo que sugiere que ocurrid una recombinacidon entre las cepas
G12P[8] y otra cepa localmente circulante del alelo VP4 P[4]. El genotipo VP7 G12 se
divide en cuatro linajes. Los linajes I y IV contienen cada uno una Unica cepa, la cepa
prototipo G12P[4] L26 de Filipinas !*° y la cepa porcina G12P[7] RU172, aislada en la
India en 2002 '*, respectivamente. El linaje II consta de cepas G12P[9] que circularon
ampliamente por Asia y Sudamérica entre 1998 y 2008 y por ultimo el linaje III, cuyo
ancestro comun mas reciente se remonta a 1995 (1992 - 1998), contiene la mayoria de

las cepas G12 actualmente circulantes, asociadas habitualmente a P[6] o P[8] '*°. En
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Europa, como en Gipuzkoa, el P-tipo P[8] ha sido el mas frecuentemente asociado con
G12, mas frecuentemente que P[6] y especialmente que P[9] y P[4] *°.

El analisis molecular de los segmentos genémicos VP7 y VP4 de las cepas G12P[8] de
Gipuzkoa mostro una elevada homogeneidad en las secuencias G y P de cada
temporada, sugiriendo la introduccion de una tnica cepa G12P[8] por temporada en la
poblacion local. Solo las cepas G12P[8] detectadas en 2011 — 2012 circularon también
en 2012 - 2013, si bien la deteccion de cepas G12 en esa temporada fue esporadica.
Entre las cepas G12 de Gipuzkoa hubo cuatro cepas con VP4 P[8] dispares que no
agruparon con los P[8] de su temporada correspondiente siendo todos ellos muy
similares o idénticos a otros VP4 P[8] de cepas locales con G-tipo diferente, lo que
sugiere que esas cuatro cepas adquirieron el gen VP4 P[8] de otras cepas cocirculantes
de Gipuzkoa mediante reordenamiento genético. A pesar de ello, todos los VP4 P[8] de
este estudio pertenecieron al linaje IIl. El reordenamiento genético del segmento
genomico VP4 P[8] es facilmente detectable debido a la cocirculacion de diferentes
VP4 P[8] de distinto genotipo en un mismo entorno. Por el contrario, los
reordenamientos del gen VP7 son indetectables con el sistema de vigilancia actual en el
sentido de que para su deteccion seria necesario analizar el genoma completo o al
menos genes adicionales de las cepas con constelacion tipo Wa circulantes.

Al igual que en este trabajo, muchos estudios han informado sobre casos de GEA por
RVA asociados a la combinacion G/P, G12 - linaje III P[8] - linaje IIl en todo el
mundo 139 469, 484,493, 500-502
Diferentes estudios de analisis de genoma completo de cepas G12 de diferentes partes
del mundo indican que la gran mayoria de las cepas G12 circulantes en la actualidad
poseen una constelacion genotipica tipo Wa (genogrupo 1) 136 4% 593 probablemente
porque la mayor parte de ellas esta en combinacion con P[8]. Asi, el analisis del genoma
completo de las cepas G12P[8] de Gipuzkoa detectadas en 2010 — 2011, 2011 — 2012,
2012 — 2013, 2013 — 2014 y 2014 — 2015 revelo una constelacion genotipica tipo Wa
(G12-P[8]-11-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1). Por otra parte, estudios moleculares han
sugerido que las cepas G12P[8] podrian haber sido formadas por la introduccion de un
gen VP7 G12 en una cepa comin globalmente con constelacion de tipo Wa **°. Debido
a la creencia de que la constelacion genotipica tipo Wa es una de las constelaciones
estables de las cepas de RVA humano, este esqueleto genético podria haber conferido
una ventaja evolutiva a las cepas G12, haciendo que sea posible una diseminacion

global sorprendentemente rapida '°% 172:303,
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Las diferencias observadas en los genes VP7 y VP4 de las cepas guipuzcoanas G12P[§]
de cada temporada se mantuvieron al analizar el genoma completo. En el andlisis
filogenético, el genoma completo de las cepas G12P[8] de Gipuzkoa mostrd un patron
de agrupamiento estacional, excepto, como antes se ha sefialado, en el caso de las cepas
recogidas en 2011 — 2012 y 2012 — 2013 que se agruparon en un Unico cluster indicando
que solo un clon circuld en ambas temporadas. Ademas, no se detectd ninguna
recombinacion entre ninguno de los 11 genes de las diferentes cepas a parte de los
cuatro VP4 P[8] anteriormente mencionados. Por lo tanto, la circulacion de RVA
G12P[8] en Gipuzkoa parece haber sido fruto de la introduccion de diferentes cepas
G12P[8] en las temporadas 2010 — 2011, 2011 — 2013, 2013 — 2014 y 2014 — 2015, y
clonal dentro de ellas. Estas cepas circulan habitualmente una temporada para
desaparecer tras su finalizacion.

No se pudo establecer el origen de los cuatro clones diferentes que se introdujeron en
las cinco temporadas en las que circuld RVA G12 en Gipuzkoa (2010 - 2015) ya que
tanto el segmento genémico VP7 y VP4 asi como las 11 regiones codificantes
concatenadas mostraron una estrecha relacion filogenética con cepas de diferentes
partes del mundo recogidas en diferentes afios. En general, las cepas G12P[8] de la
temporada 2010 — 2011 guardaron una estrecha relacion con la cepa tailandesa
CU616-TK de 2009; las cepas de 2011 — 2013 con cepas de diferentes partes de Estados
Unidos recogidas en 2013 (por ejemplo VU12-13-149) y especialmente con una cepa
italiana detectada en 2012 (PA144/12); las cepas de 2013 — 2014 con la cepa
MRC-DPRU2140 de Sudafrica del afio 2005; y las cepas de la temporada 2014 — 2015
con cepas detectadas en Estados Unidos en el periodo 2011 — 2013 (CNMCI12,
VUI11-12-192 y VUI12-13-84), en Kenia en 2010 (KDH651) asi como en Uganda
(MRC-DPRU4620) y Sudafrica (MRC-DPRU71) en 2011 y 2012, respectivamente. La
falta de secuencias de genoma completo de RVA GI12P[8] disponibles en GenBank
hace que sea dificil encontrar el origen de los diferentes clones de RVA GI12P[8] de
Gipuzkoa.

Los datos sugieren circulacion global intensa en diversas partes del mundo de cepas de
RVA GI12, que han sido fuente de numerosas introducciones en Gipuzkoa y otras
regiones. Esta rapida circulacion estd sin duda favorecida por los cada vez mas
frecuentes movimientos internacionales de la poblaciéon (comercio, turismo,
inmigracion, refugiados...). Estos cambios poblacionales favorecen la generacion de

nuevas cepas de RVA, debido a que aumentan la probabilidad de que se produzcan
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coinfecciones, que ponen en contacto cepas diferentes de RVA, siendo este un virus
para el que la recombinacion genética es uno de los principales mecanismos de

evolucion.

5.8 Rotavirus G3 atipico de origen equino

En la presente Tesis Doctoral se describe la emergencia de una cepa de RVA atipica
G3P[8] con esqueleto genético tipo DS-1 y VP7 de origen equino que contribuy6 a la
epidemia estacional en Gipuzkoa de marzo a junio de 2015. Las principales
caracteristicas de las infecciones causadas por este RVA como la edad de los pacientes
afectados, su amplia distribucién en el territorio, el patrén estacional y la tasa de
hospitalizacion no fueron diferentes de las tipicamente asociadas con otros genotipos de

101 Estas cepas G3 de origen equino fueron inicialmente

RVA en nuestro entorno
tipadas erroneamente como (G12 mediante la multiplex RT-PCR habitualmente
utilizada. Aunque todas las cepas G3 tuvieron un grado de identidad similar con el
cebador G12, incluso estando dos de las divergencias presentes en el extremo 3’
(extremo de la extension), la falta de complementariedad con el cebador G3 resulté en
la union del cebador G12 preferentemente con las cepas G3 de tipo equino, mientras
que en el caso de las cepas comunes G3 humanas, contra las cuales el cebador G3
mostré una mejor correspondencia, se obtuvo un amplicon especifico de G3. Varios
estudios han informado sobre diferentes eventos de variacion natural que han tenido
impacto en la eficacia del genotipado de RVA %4397 Estas observaciones subrayan la
importancia de secuenciar regularmente cepas de diferentes genotipos para confirmar
los resultados obtenidos mediante multiplex RT-PCR.

Las cepas de RVA G3 poseen la variedad de huéspedes mas amplia, habiendo sido
detectadas en muchas especies animales incluyendo huéspedes humanos, caninos,
felinos, bovinos, ovinos, porcinos, equinos, aviares, simios, murinos y leporidos 4> 77,
Entre las cepas de RVA de origen humano, las cepas G3 son mas frecuentemente
asociadas con P[8] y esqueleto genético tipo Wa ®. McDonald y colaboradores (2009)
analizaron el genoma completo de 51 cepas G3P[8] detectadas en Estados Unidos entre
1974 y 1991 y encontraron que todas las cepas pertenecieron al genogrupo Wa a pesar
de que otras cepas de tipo DS-1 co-circularon durante ese periodo. Resultados similares
se obtuvieron cuando se analizd el genoma completo de 15 cepas italianas recogidas

durante los periodos 2004 — 2005 y 2008 — 2013 %, Inesperadamente, las cepas atipicas

analizadas en esta Tesis fueron caracterizadas como G3P[8] en combinaciéon con un
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esqueleto genético tipo DS-1 completo. Esta asociacion inusual solo ha sido
previamente detectada en Tailandia en 2013 27!, Australia como cepa dominante en
2013 y como la tercera en 2014 ®' y mas recientemente en Hungria de forma esporadica
en 2015 ¥ (cepas no incluidas en el analisis filogenético). Por otro lado, el analisis
filogenético del segmento génico VP7 reveld que las cepas atipicas G3P[8] de
Gipuzkoa, asi como las de Tailandia, Australia y las cepas japonesas G3P[4]
compartieron la mayor identidad de secuencia nucleotidica (90,7 — 91,4%) con una cepa
equina (Erv105) detectada en un potro en India 2. En base a estas observaciones, estas
cepas han sido designadas como cepas recombinantes humano-equinas 7% 8183 271 Ha
habido otros informes esporadicos de cepas G3 con esqueleto genético tipo DS-1 en
humanos, resultantes de un reordenamiento intergenogrupo, en combinacion con P[4] o
P[6] 105509511

Los segmentos gendmicos VP1 - VP4, NSP1 - NSP3 y NSP5 de las cepas atipicas G3
con esqueleto genético DS-1 de Gipuzkoa compartieron una identidad nucleotidica muy
elevada con varias cepas asiaticas recombinantes intergenogrupo GI1P[8], las cepas
tailandesas y australianas G3P[8] y las japonesas G3P[4] anteriormente referidas. No
existia evidencia de cepas G1P[8] con esqueleto genético tipo DS-1 hasta que Kuzuya y
colaboradores (2014) informaron en enero de 2012 sobre la presencia de cepas
recombinantes dobles GI1P[8] (genes VP6, NSP4 y NSP5) en Okayama, Japon. El
nuevo recombinante intergenogrupo G1P[8] co-circuld junto con cepas G1P[8] tipo Wa
puras durante la temporada de 2011 — 2012 representando el 74,1% de todas las cepas
G1P[8] #'®. Mas tarde, en la misma temporada, cepas de RVA G1P[8] con esqueleto
genético tipo DS-1 fueron detectadas en diferentes regiones de Japon %% 275, Por tanto,
esta cepa recombinante nueva se propagd con éxito a regiones lejanas de Japon y
predomind, al menos en alguna de ellas, durante la temporada 2011 — 2012. En 2013,
las cepas recombinantes intergenogrupo GI1P[8] emergieron también al menos en
Tailandia % y causaron brotes de GEA en la ciudad de Osaka, Japén 7.

Las cepas de este estudio fueron muy similares en todos los segmentos génicos excepto
en el gen VP6 que dividid las cepas en dos clusteres sugiriendo un reordenamiento
adicional con cepas G2P[4] locales. Debido al hecho de que el RVA del claster B fue
detectado inmediatamente después del inicio de la circulacion del G3P[8] atipico, dos
clones fueron responsables de la propagacion de esta cepa en nuestro entorno. Por
ultimo, el origen del gen NSP4 de las cepas de RVA atipicas G3P[8] de Gipuzkoa fue

menos claro debido a la estrecha relacion observada entre las cepas de estudio y algunas
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cepas G2P[4] tipo DS-1 puras de diversos origenes geograficos como Australia e
Indonesia.

Los resultados de este estudio sugirieron que la cepa atipica G3P[8] con esqueleto
genético tipo DS-1, que circuld en Gipuzkoa en 2015, podria haberse originado
mediante eventos de reordenamiento implicando a las cepas recombinantes
intergenogrupo G1P[8] y a las recombinantes humano-equinas G3P[4] identificadas en
Asia, y para al menos un subconjunto también pudo producirse un reordenamiento con
cepas locales tipo DS-1 puras. La falta de deteccidon de cepas G1P[8] con esqueleto
genético tipo DS-1 y de cepas japonesas G3P[4] en nuestro entorno sugiere que la cepa
G3P[8] atipica se origind en otro lugar mediante reordenamiento y posteriormente fue
importada a Gipuzkoa. Esto fue apoyado por la deteccidon de cepas con la misma
constelacion genotipica en Tailandia y Australia en 2013 827!, Con la excepcion del
gen VP6 de las cepas del cluster B, todos los segmentos génicos mostraron la mayor
similitud con cepas aisladas en Japon, Tailandia, Australia y Filipinas, lo que apunta al
Este asidtico y el Pacifico como posible origen. Sorprendentemente, la emergencia de
esta cepa atipica en Gipuzkoa coincidi®6 con unas jornadas gastronémicas japonesas
impartidas en Hondarribia por cocineros provenientes de Tsuruoka (Yamagata) (Figura
47) siendo el primer caso del brote detectado en Irun (municipio colindante con

Hondarribia sin solucion de continuidad).
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Japon
G3P[4] de origen equino con esqueleto tipo DS-1
G1P[8] con esqueleto tipo DS-1

G3P[8] de origen equino con esqueleto tipo DS-1
Origen de los cocineros participantes en las jornadas
gastronomicas

Yo

Figura 47.- Distribucion de cepas G3P[8] de origen equino con constelacion tipo DS-1 en el mundo. A) Mapa de las prefecturas de Japon, B) Mapa de Africa, Europa, Asia y
Oceania. El color violeta indica el origen de las cepas de origen equino G3P[4] con esqueleto genético tipo DS-1 (prefectura Miyagi). El verde indica las prefecturas de Japon
y paises donde se detectaron las cepas G1P[8] con esqueleto genético tipo DS-1 (Okayama, Kyoto, Osaka, Aichi y Akita en Japon, Tailandia y Filipinas). El color rojo sefiala
los paises en los que las cepas G3P[8] de origen equino con constelacion tipo DS-1 han sido detectadas hasta el momento. El color naranja indica la prefectura (Yamagata)
que es el origen de los cocineros que participaron en las sesiones de Showcooking y cenas gastronomicas.
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Como colofon, el estudio demuestra que RVA recombinantes humano-equinos atipicos
G3P[8] con esqueleto genético tipo DS-1, detectados en el Este asidtico y Australia
desde 2013, fueron asociados en 2015 con un 14,9% de los casos de GEA por RVA en
una poblacion no vacunada en el Pais Vasco, mostrando transmision eficiente persona a
persona. Ademads, que recombinantes intergenogrupo similares al descrito en este
trabajo (G3P[8] de origen equino) y otros como los G1P[8] tipo DS-1, detectados en el
Este de Asia desde 2012, podrian propagarse sin ser reconocidos en otros paises ya que
el G-/P-tipado, que es el sistema de clasificacion mas ampliamente utilizado para la
vigilancia de RVA, no es capaz de identificar este tipo de reordenamientos
intergenogrupo. Todo ello destaca la importancia de confirmar los resultados de tipado
obtenidos por RT-PCR mediante secuenciacion y de genotipar otro gen o genes
distintos al G y P para permitir la identificacion de eventos de transmision interespecies
o de reordenamiento. Aun se desconoce si la emergencia global de estas nuevas cepas

recombinantes podria tener implicaciones en la efectividad de la vacuna de RVA.
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Conclusiones

1.- Rotavirus fue una causa importante de enfermedad a lo largo de todo el periodo de
estudio, siendo la causa del 10,5% de las gastroenteritis agudas en nifilos menores de 5

afios, porcentaje que ascendio al 30% en el periodo invernal.

2.- La incidencia media anual de la gastroenteritis aguda por rotavirus en los menores de
cinco anos de edad fue elevada (superior a 1000 casos/100.000 nifios), observandose la
mayor incidencia en los nifios menores de 2 afios de edad. Para su segundo cumpleafios,
uno de cada 19 nifos ha padecido una gastroenteritis por rotavirus confirmada

virolégicamente.

3.- Rotavirus se detectd esporadicamente en adultos, con una estacionalidad similar a la
observada en poblacion infantil, pero en contraste con lo observado en ésta, la
incidencia de la infeccion entre los 5 y 30 afios de edad no alcanz6 los 10 casos/100.000
habitantes (cien veces menor que la observada en menores de 5 afios). En adultos

mayores de 79 anos la tasa supero ligeramente los 40 casos/100.000 habitantes.

4.- El impacto de la infeccidon por rotavirus en el Sistema Sanitario fue importante.
Rotavirus fue la primera causa de hospitalizacion debida a gastroenteritis aguda en los
menores de 5 afios de edad, siendo el grupo etario mas afectado el de 6 a 24 meses. En
los menores de 5 afios, la incidencia de hospitalizacion fue mayor de 100 casos/100.000

ninos, siendo esta tasa cuatro veces mas elevada en los de 6 a 12 meses de edad.

5.- La carga de la enfermedad, incluyendo la debida a las infecciones graves, disminuy6

a lo largo del periodo de estudio.

6.- Las epidemias de gastroenteritis aguda por rotavirus estuvieron directamente
relacionadas con el frio, comenzando habitualmente al final del otofio o inicio del
invierno. En el altimo quinquenio y probablemente en relacion con cambios en la
climatologia local, se produjo un retraso en su comienzo asi como un acortamiento en la
duracion de las mismas, siendo mas prolongados los periodos en los que no se detectd

rotavirus circulante.
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7.- Al analizar los genotipos de rotavirus no encontramos diferencias entre los
detectados en nifios menores de cinco afios, nifios mayores o adultos. Las infecciones de
repeticion fueron raras, siendo el G-tipo causante de la primoinfecciéon y de la
reinfeccion diferente en el 90% de los casos, y transcurriendo de media entre ambos
episodios cerca de 20 meses. También fueron relativamente raras las infecciones mixtas,

las cuales representaron poco mas del 2% de los casos.

8.- En cada temporada epidémica se detecto la circulacion de varios G-tipos, siendo uno
o dos dominantes. G1P[8] fue el mas frecuente siendo la causa de mas de un tercio de
los casos, seguido por los genotipos emergentes G9P[8] y GI12P[8]. GIP[8] fue
detectado todas las temporadas excepto una, mientras que el resto de los genotipos
circularon de modo mas intermitente, habiendo numerosas temporadas en las que

algunos genotipos no fueron detectados.

9.- En el tltimo quinquenio del estudio (periodo 2010 - 2015), rotavirus G12 fue el mas
frecuentemente detectado en Gipuzkoa, representando el 35% de los casos, siendo
dominante en las temporadas 2010 - 2011, 2011 - 2012 y codominante en 2014 - 2015.
El andlisis del genoma completo de las cepas G12P[8] mostrd escasa diversidad
genética entre las cepas causantes de cada brote epidémico pero importantes diferencias
entre las cepas de uno y otro brote, sugiriendo que las cepas epidémicas eran fruto de

introducciones anuales.

10.- Entre los genotipos inusuales destacaron una cepa G3P[8] atipica con gen VP7 de
origen equino y constelacion tipo DS-1 y cepas con el P-tipo P[14], asociado a
mamiferos artiodactilos. La cepa atipica G3P[8] circulé en Gipuzkoa en la primavera de
2015 ocasionando mas de 65 casos de gastroenteritis aguda. Los estudios filogenéticos
sugirieron que esta cepa llegd a nuestro territorio procedente de Asia o Australia. EI P-

tipo P[14] se encontro en varias cepas asociado a G6, G8 y G10.
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Apéndices

Apéndice I

Cobertura vacunal frente a rotavirus en Gipuzkoa

Tabla Al-1.- Unidades de la vacuna frente a rotavirus RotaTeq® dispensadas por las tres
distribuidoras farmacéuticas principales a las farmacias de Gipuzkoa en 2013, 2014 y 2015 y
numero de nifios nacidos vivos (Fuente: Eustat) para el calculo de la cobertura vacunal.

Distribuidora farmacéutica Total Vacunacién L
Nacimientos Cobertura
Aifio unidades completa
1 2 3 Gipuzkoa vacunal
RotaTeq® (3 dosis)
2013 874 94 33 1001 334 6287 5,3%
2014 753 41 21 815 272 6361 4,3%
2015 883 60 20 963 321 6359 5,1%
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Apéndice 11

Epidemias de rotavirus

Tabla AlI-1.-Caracteristicas de las epidemias por rotavirus ocurridas en el periodo 1995 - 2015
en Gipuzkoa (I).

TEMPORADA N° CASOS GENOTIPO DURACION INICIO PICO MAXIMO FINAL
DOMINANTE (meses) (n° casos)

1995 - 1996 330 Gl, G4 7 Noviembre Enero (104) Mayo
1996 - 1997 423 Gl 9 Noviembre Diciembre (88) Julio
1997 - 1998 420 G4 5 Diciembre Febrero (158) Abril
1998 - 1999 442 Gl 3 Enero Febrero (191) Marzo
1999 - 2000 492 Gl 7 Octubre Noviembre (135) Abril
2000 - 2001 396 Gl 8 Septiembre Noviembre (87) Abril
2001 - 2002 302 Gl 5 Septiembre Octubre (81) Enero
2002 -2003 378 Gl 4 Noviembre Diciembre (157) Febrero
2003 - 2004 423 G2 5 Diciembre Enero (181) Abril
2004 - 2005 339 Gl 6 Noviembre Diciembre (108) Abril
2005 - 2006 349 G1,G9 5 Noviembre Diciembre (131) Marzo
2006 - 2007 312 G9 5 Noviembre Enero (93) Marzo
2007 -2008 306 Gl 4 Noviembre Diciembre (141) Febrero
2008 -2009 283 Gl 6 Septiembre Enero (71) Febrero
2009 -2010 231 G9 3 Enero Febrero (96) Marzo
2010 - 2011 198 G12 4 Noviembre Febrero (92) Febrero
2011 -2012 287 G12 4 Diciembre Enero (124) Marzo
2012 -2013 246 G2,G9 4 Enero Marzo (90) Abril
2013 -2014 282 Gl 4 Diciembre Febrero (109) Marzo
2014 - 2015 232 G1,G12 4 Febrero Marzo (125) Mayo
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Tabla AlI-1.-Caracteristicas de las epidemias por rotavirus ocurridas en el periodo 1995 - 2015
en Gipuzkoa (II).

MESES PRE- MESES
TEMPORADA PICO POST-PICO MESES SIN MESES CON  MESES CON
. . RVA <5RVA >100 RVA
MAXIMO MAXIMO
1995 - 1996 2 4 0 3 1
1996 - 1997 1 7 0 0 0
1997 - 1998 2 2 0 2 1
1998 - 1999 1 1 0 4 2
1999 - 2000 1 5 0 3 2
2000 - 2001 2 5 0 1 0
2001 - 2002 1 3 0 1 0
2002 - 2003 1 2 0 5 2
2003 - 2004 1 3 3 5 2
2004 - 2005 1 4 0 5 2
2005 - 2006 1 3 2 5 2
2006 - 2007 2 2 2 6 0
2007 - 2008 1 2 2 6 1
2008 - 2009 4 1 0 5 0
2009 - 2010 1 1 1 8 0
2010 - 2011 3 0 1 6 0
2011 -2012 1 2 1 6 1
2012 -2013 1 1 1 7 0
2013 -2014 2 1 4 7 1
2014 - 2015 1 2 3 8 1
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Apéndice II1

Codigos de diagnostico al alta (CIE9-MC) utilizados en los nifios hospitalizados a
causa de gastroenteritis por rotavirus

Con el fin de conocer la validez de los datos ofrecidos por el Servicio de
Documentacion Clinica del Hospital (ver punto 4.2), analizamos en los pacientes
hospitalizados a causa de RVA los cddigos de diagndstico al alta utilizados. En el
periodo 1996 - 2014, el primer codigo de diagndstico al alta (CIE9-MC) relacionado
con GEA por RVA mas utilizado fue el especifico de esta infeccion 008.61-rotavirus
(77,0%) observandose una mejora en la utilizacion del citado codigo segun avanzaba el
estudio. En concreto, se utilizé el codigo especifico 008.61 en un 73,5% (308/419) de
los casos de GEA por RVA en 1996 - 2008 frente a un 88,1% (118/134) en el periodo
2008 - 2014 (Chi cuadrado = 11,34, p = 0,0008). En la practica totalidad de los restantes
hospitalizados a causa de GEA por RVA (19,9% [110/553)] se utilizd6 como codigo
principal de GEA el inespecifico 558.9 (gastroenteritis y colitis no infecciosas y no
especificada). El uso de otros codigos como primer codigo relacionado con GEA fue
excepcional y limitado a los codigos 78703, 009.0 y 009.1 (inespecificos), 008.63 (virus
de Norwalk) y 008.43 (Campylobacter) (Material y Métodos Tabla 5), y que fueron
empleados en seis 0 menos ocasiones cada uno.

En el periodo 2008 - 2014, en un 85,8% (n = 115) de las hospitalizaciones a causa de
GEA por RVA el codigo relacionado con GEA se encontraba en la primera posicion, en
un 9,9% (n = 13) en la segunda y solo en seis casos se encontrd en otra posicion lo cual

indica un uso correcto de los codigos de alta en los pacientes hospitalizados a causa de

RVA.
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Apéndice IV
Sustituciones nucleotidicas observadas en la secuencia parcial del gen VP7 de las

cepas de rotavirus genotipo G12

Tabla AIV-1.- Sustituciones nucleotidicas de la secuencia parcial VP7 (795pb) de las cepas
G12 detectadas en Gipuzkoa en la epidemia 2014 — 2015. Se analizaron 30 cepas.

Sustituciones  N° (%) de Tipo de S“Sﬁ‘é‘gi"“es
de nucleétidos secuencias mutacion aminoacidos
159T>C 1(3.,3) Silente
194A>G 1(3,3) Traduce K49R
294C>T 4(13,3) Silente
345A>G 10 (33,3) Silente
407G>A 1(3.,3) Traduce S120N
447G>A 10 (33,3) Silente
504C>T 5(16,7) Silente
618A>G 1(3.3) Silente
639C>T 1(3.,3) Silente
684T>C 10 (33,3) Silente
876A>G 1(3.3) Silente
890C>T 1(3,3) Silente
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Apéndice V

Tablas de identidad nucleotidica

Tabla AV-1.- Identidad nucleotidica del segmento génico VP7 (ORF) de las cepas G12P[8] de Gipuzkoa y de las
cepas mas similares de la base de datos Genbank. En gris claro estan marcados los porcentajes de identidad de las
cepas de este estudio y mediante recuadros y negrita los porcentajes de identidad de las cepas de este estudio respecto
a las mas similares de GenBank.

2010 - 2011 2011 - 2012 2012 - 2013 2013 - 2014 2014 - 2015

CEPAS SS450652 SS453194 SS257451 V14816626 SS66209011 SS62505693 SS68923753 SS66106040 S$S62237307 SS65130987
SS450652
$S453194 100,0
SS257451 97,2 97,2
V14816626 97,1 97,1 99,9
$566209011 97,1 97,1 99,9 99,8
562505693 97,2 97,2 100,0 99,9 99,9
568923753 98,9 98,9 96,9 96,8 96,8 96,9
566106040 98,9 98,9 96,9 96,8 96,8 96,9 100,0
$562237307 98,6 98,6 96,8 96,7 96,7 96,8 98,7 98,7
565130987 98,5 98,5 96,5 96,4 96,4 96,5 98,8 98.8 99,5
BA20142 99,8 99,8 97,0 96,9 96,9 97,0 98,7 98,7 98 4 983
CU615-TK 99,7 99,7 97,1 97,0 97,0 97,1 99,0 99,0 98,7 98,6
PA144/12 97,2 97,2 100,0 99,9 99,9 100,0 96,9 96,9 96,8 96,5
Bang-129 973 973 993 99,4 99,2 99,3 97,0 97,0 96,9 96,6
KOL-58-08 99,1 99,1 97,1 97,0 97,0 97,1 99,4 99,4 98,9 98.8
VU08-09-6 99,0 99,0 97,0 96,9 96,9 97,0 99,3 99,3 98.8 98,7
BTN-120 98,8 98,8 96,8 96,7 96,7 96,8 98,9 98,9 99.8 99,7
CNMC12 98,8 98,8 96,8 96,7 96,7 96,8 98,9 98,9 99.8 99,7
VU12-13-84 98,7 98,7 96,7 96,6 96,6 96,7 98,8 98,8 99,7 99,6
KDH651 98,6 98,6 96,6 96,5 96,5 96,6 98,7 98,7 99,6 99,5
MRC-DPRU2140 98,5 98,5 96,7 96,6 96,6 96,7 98,6 98,6 99,5 99,4
MRC-DPRU4620 98,5 98,5 96,7 96,6 96,6 96,7 98,6 98,6 99,5 99,4
SONMX-37 98,5 98,5 96,5 96,4 96,4 96,5 98,8 98,8 99,5 99,4
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Tabla AV-2.- Identidad nucleotidica del segmento génico VP4 (ORF) de las cepas G12P[8] y G1P[8] de Gipuzkoa y
de las cepas mas similares de la base de datos Genbank. En gris claro estan marcados los porcentajes de identidad de
las cepas G12P[8] de este estudio, en color gris oscuro los de las cepas G1P[8] de Gipuzkoa y mediante recuadros y
negrita los porcentajes de identidad de las cepas de este estudio respecto a las ceepas mas similares de GenBank.

2010 - 2011 2011 - 2012 2012 -2013 2013 - 2014 2014 - 2015 G12010 - 2011
CEPAS SS450652  SS453194  SS257451  VI4816626  SS66200011  SS62505693  SS68923753  SS66106040  SS62237307  SS65130987  SS454877  SS455348
$5450652
$5453194 100,0
$5257451 96,4 96,4
V14816626 96,5 96,5 99,8
$566209011 96,3 96,3 99,7 99,7
$562505693 96,3 96,3 99,8 99,8 99,8
$568923753 96,4 96,4 98,9 99,1 98,8 98,9
$566106040 96,4 96,4 98,9 99,1 98,8 98,9 100,0
$562237307 96,2 96,2 98,6 98,8 98,5 98,6 98,7 98,7
$565130987 96,4 96,4 98,7 98,8 98,6 98,7 98,8 98,8 99,5
$5454877 96,3 96,3 96,1 96,1 96,0 96,0 96,1 96,1 96,3 96,3
$5455348 96,2 96,2 96,1 96,2 96,0 96,1 96,2 96,2 96,2 96,3 99,7
RT073-09 99,5 99,5 96,3 96,5 96,3 96,3 96,4 96,4 96,2 96,3 96,3 96,3
2009727047 99,6 99,6 96,4 96,6 96,4 96,4 96,5 96,5 96,3 96,4 96,3 96,3
DC8 99,6 99,6 96,3 96,5 96,3 96,3 96,4 96,4 96,2 96,4 96,3 96,3
PA144/12 96,4 96,4 99,7 99,9 99,7 99,7 99,0 99,0 98,7 98,8 96,0 96,1
VU12-13-149 96,4 96,4 99,6 99,7 99,5 99,6 98,8 98,8 98,5 98,6 95,9 95,9
1679SR 96,8 96,8 99,2 99,4 99,1 99,2 99,7 99,7 99,0 99,2 96,5 96,5
BE0258 96,7 96,7 99,1 99,3 99,1 99,1 99,3 99,3 98,9 99,1 96,4 96,4
VU11-12-192 96,6 96,6 98,8 99,0 98,8 98,8 99.0 99,0 99,7 99,8 96,4 96,5
CNMC13 96,7 96,7 98,9 99,1 98,8 98,9 99,1 99,1 99,4 99,6 96,5 96,6
KDH651 96,2 96,2 98,5 98,6 98,4 98,5 98.6 98,6 98,9 99,1 96,0 96,1
MRC-DPRU4620 96,6 96,6 98,9 99,1 98,8 98,9 99,1 99,1 99,4 99,5 96,5 96,5
MRC-DPRUT1 96,6 96,6 98,8 99,0 98,8 98,8 99.0 99,0 99,3 99,5 96,5 96,5
BE1128 96,3 96,3 96,2 96,3 96,1 96,2 96,3 96,3 96,3 96,4 99,9 99,8
RT072-09 96,2 96,2 96,2 96,3 96,1 96,2 96,3 96,3 96,3 96,4 99,7 99,7
CK00103 96.2 96.2 96.0 96.1 95.9 96.0 96.1 96.1 96.1 96.2 99.7 99.7
BE00047 96.3 96.3 96.2 96.3 96.1 96.2 96.3 96.3 96.3 96.4 99.9 99.8
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Tabla AV-3.- Identidad nucleotidica de los 11 genes concatenados (ORF) de las cepas G12P[8] y GIP[8] de
Gipuzkoa, de las cepas mas similares de la base de datos Genbank y de las cepas representativas de G12P[8] Dhaka25
y B4633. En gris claro estan marcados los porcentajes de identidad de las cepas G12P[8] de este estudio, en color gris
oscuro los de las cepas G1P[8] de Gipuzkoa y mediante recuadros y negrita los porcentajes de identidad de las cepas
de este estudio respecto a las ceepas mas similares de GenBank.

2010 - 2011 2011 - 2012 2012 - 2013 2013 - 2014 2014 - 2015 G12010 - 2011
cEpas $S450652  SS453194  SS257451  VI4816626  SS66209011  SS62505693  SS68923753  SS66106040  SS62237307  SS65130987  SS454877  SS455348
$5450652
$5453194 99,9
$5257451 97,6 97,5
V14816626 97,6 97,6 99,9

$566209011 97,6 97,5 99,9 99,9
$562505693 97,6 97,5 99,9 99,9 99.9
$568923753 97,3 97,2 97,7 97,7 97,7 97,7
$566106040 97,3 97,2 97,7 97,7 97,7 97,7 100,0
$562237307 96,7 96,6 96,9 96,9 96,9 96,9 96,7 96,7
$565130987 96,7 96,6 96,8 96,9 96,8 96,8 96,7 96,7 99,4
$5454877 93,4 93,4, 93,4, 93,4, 93.3, 93.4, 93,4, 93,4, 93,8, 93,9,
$5455348 93,4 93,4 93,4 93,4 93,3 93,4 93,4 93,4 93,8 93,9 99,7
CU616-TK 99,1 99,1 97,6 97,6 97,6 97,6 97,3 97,2 96,6 96,6 934 93,4
PA144/12 97,6 97,6 99,9 99,9 99,9 99,9 97,7 97,7 96,9 96,8 93.4 93,4
VU12-13-149 97,5 97,4 99,6 99,6 99,5 99,6 97,5 97,5 96,9 96,9 93,3 93,3
MRC-DPRU2140 97,2 97,2 97,5 97,5 97,5 97,5 97,9 97,9 97.4 97.4 93,8 93,9
CNMC12 96,9 96,8 97,1 97,1 97,1 97,1 96,9 96,9 99,5 99,5 94,0 94,0
VU11-12-192 96,8 96,7 97,0 97,1 97,0 97,0 96,8 96,8 99,6 99,6 94,0 94,0
VU12-13-84 96,7 96,6 96,9 96,9 96,9 96,9 96,7 96,7 99,4 99,5 93,8 93,9
RT072-09 93,4 93,4 93,4 93,4 93,4 93.4 93.4 93.4 93,8 93,9 99,7 99,7
CK00103 93,3 93,3 93,3 93,3 93,3 93,3 93.4 93.4 93,7 93,8 99,6 99,7
BE00047 93,4 93,4 93,3 93,4 93,3 93.4 93.4 93.4 93,8 93,8 99,7 99,7
Dhaka25 97,7 97,6 97,4 97,4 97.4 97.4 97,5 97,5 96,5 96,4 93,3 93,3
B4633 97,4 97,3 97,3 97,3 97,3 97,3 97,5 97,5 96,3 96,3 93,3 93,4
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Tabla AV-4.- Identidad de secuencia nucleotidica (%) de la region codificante de cada uno de
los 11 segmentos génicos (VP1 — VP4, VP6, VP7 y NSP1 — NSP5) correspondientes a 12 cepas
G12P[8] y G1P[8] detectadas en Gipuzkoa en el periodo 2010 — 2015 y 2010 — 2011,
respectivamente. Cada temporada incluye dos cepas.

G12P[8] G12P[8] G12P[8] G12P[8] G12P[8] G1P[8]

VP1 (ORF) 2010 -2011 2011 -2012 2012 - 2013 2013 -2014 2014 - 2015 2010 - 2011

G12P[8] 2010 -2011 99,9

G12P[8] 2011 - 2012 97,9 -98.0 99,9
G12P[8] 2012 - 2013 97,9 -98.,0 99,8 -99,9 100,0
G12P[8] 2013 - 2014 98,2- 983 98,3 98,3 100,0
G12P[8] 2014 - 2015 93,9-94,0 93,8 93,7-93,8 94,1-94,2 99,4
G1P[8] 2010 - 2011 93,8-93,9 93,7-93,8 93,7 94,1 96,3 - 96,4 100,0
VP2 (ORF) G12P[8] G12P[8] G12P[8] G12P[8] G12P[8] G1P[8]
2010 2011 2011 -2012 2012 - 2013 2013-2014  2014-2015 2010 -2011
G12P[8] 2010 -2011 99,9
G12P[8] 2011 - 2012 98,2 - 98,3 100,0
G12P[8] 2012 - 2013 98,2 99,9 99,9
G12P[8] 2013 - 2014 974 97,6 97,5 100,0
G12P[8] 2014 - 2015 96,9 - 97,1 96,8 - 97,1 96,8 -97,0 96,6 - 96,8 99,3
G1P[8] 2010 - 2011 96,9 -97,3 97,1-97.3 97,1-97,2 97,0-97,1 97,7-98,2 99,3
VP3 (ORF) G12P[8] G12P[8] G12P[8] G12P[8] G12P[8] GI1P[8]
20102011 2011 - 2012 2012 - 2013 2013-2014  2014-2015  2010-2011
G12P[8] 2010 -2011 99,9
G12P[8] 2011 - 2012 98,2 - 983 99,9
G12P[8] 2012 - 2013 98,2-98,4 99,8 - 100,0 99,9
G12P[8] 2013 - 2014 96,8 - 96,9 97,0-97,1 97,0-97,1 100,0
G12P[8] 2014 - 2015 97,4-97,6 97,6 -97,7 97,6 -97,7 96,3 -96,5 99,4
G1P[8] 2010 - 2011 91,0 91 91,0-91,1 91,0-91,1 90,7 -90.,9 99,8
VP4 (ORF) G12P[8] G12P[8] G12P[8] G12P[8] G12P[8] G1P[8]
20102011  2011-2012 2012 - 2013 2013-2014  2014-2015  2010-2011
G12P[8] 2010 -2011 100,0
G12P[8] 2011 - 2012 96,4 - 96,5 99,8
G12P[8] 2012 - 2013 96,3 99,7-99,8 99,8
G12P[8] 2013 - 2014 96,4 98,9 -99,1 98,8 -98.9 100,0
G12P[8] 2014 - 2015 96,2-96,4 98,6 - 98,8 98,5 - 98,7 98,7 - 98,8 99,5
G1P[8] 2010 - 2011 96,2 - 96,3 96,1 - 96,2 96,0 - 96,1 96,1 - 96,2 96,2 -96,3 99,7
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VP6 (ORF) G12P[8] G12P[8] G12P[8] G12P[8] G12P[8] G1P[8]
2010 2011 2011 -2012 2012 - 2013 2013-2014  2014-2015  2010-2011
G12P[8] 2010 -2011 99,7
G12P[8] 2011 - 2012 95,8 -96,2 99,9
G12P[8] 2012 - 2013 95,8 - 96,1 99,9 - 100,0 100,0
G12P[8] 2013 - 2014 96,2 - 96,6 96,3 - 96,4 96,4 100,0
G12P[8] 2014 - 2015 97,9 -983 96,5 - 96,6 96,5 - 96,6 96,7 - 96,8 99,7
G1P[8] 2010 - 2011 94,9953 96,1 - 96,2 96,1 - 96,2 95,6 95,5-95.6 99,9
VP7 (ORE) G12P[8] G12P[8] G12P[8] G12P[8] G12P[8] G1P[8]
2010 -2011 2011 - 2012 2012 - 2013 2013-2014  2014-2015 2010 -2011
G12P[8] 2010 -2011 100,0
G12P[8] 2011 -2012  97,1-97.2 99,9
GI2P[8]2012-2013  97,1-972 99,8 - 100,0 99,9
G12P[8] 2013 - 2014 98,9 96,8 - 96,9 96,8 - 96,9 100,0
G12P[8] 2014 -2015  98,5-98.6 96,4 - 96,8 96,4 - 96,8 98,7 - 98,8 99,5
G1P[8] 2010 - 2011 742 - 74,5 74,5 - 74,9 74,5 - 74,8 743 - 74,6 73,9-74.4 99,6
NSP1 (ORF) G12P[8] G12P[8] G12P[8] G12P[8] G12P[8] G1P[8]
20102011 2011 -2012 2012 - 2013 2013-2014  2014-2015 2010 - 2011
G12P[8] 2010 -2011 99,9
G12P[8] 2011 - 2012 96,7 - 96,9 99,8
G12P[8] 2012 - 2013 96,9 - 97,0 99,8 -99,9 100,0
GI12P[8] 2013 -2014  97,1-973 97,1-97,3 97,3 99,9
GI12P[8] 2014 -2015 96,9972 97,9-98,2 97,9-98,2 96,9-97,3 99,0
GI1P[8] 2010 — 2011 95,6-95,7 95,5-95,7 95,6958 95,2954 953-95.8 99,6
NSP2 (ORF) G12P[8] G12P[8] G12P[8] G12P[8] G12P[8] G1P[8]
20102011 20112012 2012 - 2013 2013-2014  2014-2015 20102011
G12P[8] 2010 -2011 99,9
GI12P[8] 2011 -2012  98,5—987 99,9
GI12P[8] 2012 -2013  98,6-987  99,9-100,0 100,0
GI12P[8] 2013 -2014  97,4-97.6 97,7-97,9 97,8-97,9 99,9
GI12P[8] 2014 -2015 97,1 —97.4 97,2-97,5 97,3-97,5 972-97,5 99,4
G1P[8] 2010 — 2011 89,6 —89,9 89,7-89,9 89,7 - 89,8 89,5 - 89,7 89,4 89,7 99,5
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NSP3 (ORF) G12P[8] GI12P[8] GI12P[8] G12P[8] G12P[8] GI1P[8]
2010 -2011 2011 - 2012 2012 - 2013 2013-2014  2014-2015 2010 - 2011
G12P[8] 2010 -2011 99,7
G12P[8] 2011 -2012 98,4 —98,5 99,8
GI2P[8] 2012 -2013  98,5-98.6 99,9 100,0
G12P[8] 2013 -2014  97,6-97,7 97,1 97,2 100,0
G12P[8] 2014 -2015  98,4-98,6 98,1 -98,2 98,2983 97,1-97.2 99,5
G1P[8] 2010 - 2011 953-954 94,7 94,9 96 94,5-94,6 100,0
NSP4 (ORF) GI12P[8] GI12P[8] GI12P[8] GI12P[8] G12P[8] GI1P[8]
2010 -2011 2011 - 2012 2012 - 2013 2013-2014  2014-2015 2010 -2011
G12P([8] 2010 -2011 99,8
G12P[8] 2011 - 2012 93,8 -94,1 99,8
G12P([8] 2012 - 2013 93,9 -94,1 99,8 - 100,0 100,0
G12P([8] 2013 - 2014 93,0 -93,2 97,3-97,5 97,5 100,0
G12P([8] 2014 - 2015 93,6 -93,8 96,0 - 96,6 96,2 - 96,6 95,6 - 96,0 99,6
G1P[8] 2010 - 2011 93,9-943 91,9-92,2 92,0 -92,2 91,1-913 91,5-91,7 99,8
NSPS (ORF) G12P[8] G12P[8] G12P[8] G12P[8] G12P[8] G1P[8]
20102011 2011 - 2012 2012 - 2013 2013-2014  2014-2015 2010 - 2011
G12P[8] 2010 -2011 100,0
GI12P[8] 2011-2012  99,2-99,3 99,8
G12P[8] 2012 - 2013 99,3 99,8 - 100 100,0
G12P[8] 2013 - 2014 98 97,8-98.,0 98 100,0
GI12P[8] 2014-2015  99,5-99,8 98,7-99,2 98,8 -99,2 97,5-97.8 99,7
G1P[8] 2010 - 2011 97,8 97,3-97,5 97,5 98,1 97,3-97.6 100,0
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Apéndice VI

Comparacion de las secuencias parciales del gen VP4 de las cepas del genotipo G12 y de otros

genotipos con gen VP4 P[8] (G1, G3, G4, G9)

Cepas G1P[8] 2013 - 2015

H Cepas G9P[8] 2013 - 2014 + 1 GIP[8] 2014 - 2015 + 1 G1P[8] 2013 - 2014
RVAHuman-w/ESP/SS1936/2011/G1P8

o
b3

** RVAHuman-wt/ESP/SS1952/2011/G1P8
- RVAHuman-wt/ESP/Z-404/2013/G1P8
RVAHuman-wt/ESP/SS1932/2011/G1P8
H Cepas G9P[8] 2014 - 2015

RVAHuman-wt/ESP/SS5071983/2012/G1P8
‘|.LRVNH uman-wt/ESP/SS98244305/2015/G1P8

72 - RVA/Human-wt/ESP/SS97825294/2015/G12P8 *
7
‘{ Cepas G3P[8] 2012 -2014 + 1 G3P[8] 2014 - 2015

Cepas GOP[8] 2011 - 2012 + 1 G4P[8] 2013 - 2014

Cepas G4P[8]2013 - 2014 +_1 G12P[8]2013 - 2014 *

—— RVAHuman-wt/ESP/SS67707161/2013/G9P8
A — RVAHuman-wt/ESP/SS254531/2012/G9P8

Linaje III
” Cepas G1P[8]2011 - 2012 + 2 GOP[8] 2011 - 2012

RVA/Human-wt/BGD/Dhaka25/2002/G12P8

Cepas G3P[8] atipico 2014 - 2015 + 1 G3P[8] 2014 - 2015 + 1 GIP[8] 2014 - 2015 + 1 G12P[8] 2014 - 2015 *
RVAHuman-wESP/SS62761006/2015/G1P8
RVAHuman-wt/ESP/SS75900039/2013/G1P8
1 | RVAHuUman-wiESPZ-458/2013/G9P8
RVAHuman-wESP/SS75600397/2013/GIP8
Loy Cepas GOPIB] 2011 - 2012

4 RVA/Human-wt/ESP/SS3254267/2013/GOP8
P9 ' RVAHuman-wt/ESP/SS354433/2013/G9P8

—{ Cepas GIP[8] 2012 - 2013 + 2 GIP[8] 2013 - 2014
o7

87

— W{Cepas G3P[8] 2014 - 2015 + 1 G3P[8] 2013 - 2014
L———————————— RVAVaccine/lUSARotaTeq-WI79-4/1992/G6P8 ] Linaje IT
100 RVAHuman-wt/SS72340095/2015/G9P8
inaje IV
| E— RVA/Human-wt/MWI/OP354/1998/G4P8

RVA/Human-tc/lUSA/Wa/1974/G1P8
H Linaje I
99 RVANaccine/USA/Rotarix-A41CB052A/1988/G1P8

||
0.02

Figura AVI-1.-Andlisis filogenético del segmento gendmico parcial VP4 (610 pb) de 309 cepas de rotavirus G1, G3,
G4, G9 y G12 detectadas en Gipuzkoa en 2010 — 2015. Los nombres subrayados sefalan las cepas G12P[8] de las
temporadas 2010 — 2011, 2011 — 2013, 2013 — 2014 y 2014 — 2015 y los asteriscos las cuatro cepas G12P[8] con VP4
P[8] dispar. Se incluyen cepas representando los diferentes linajes de P[8], sus nombres estan marcados en cursiva. No
se muestran los valores de bootstrap menores del 70%. La barra de escala indica el nimero de sustituciones por
posicion de nucleotido.
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Apéndice VII

Constelaciones genéticas de cepas analizadas en Gipuzkoa (genoma completo) en

relacion a cepas de referencia

Tabla AVII-1.- Constelaciones genotipicas completas de las cepas de rotavirus utilizadas para
construir el arbol filogenético de genes (ORF) concatenados (Figura 34). Las doce primeras
constelaciones corresponden a las cepas G12 y G1 de Gipuzkoa. El asterisco (*) indica que la
cepa posee ademas del segmento génico tipo Wa utilizado para construir el arbol, otro segmento
génico tipo DS-1.

GENOTIPO
CEPA

VP7 VP4 VP6 VP1 VP2 VP3 NSP1 NSP2 NSP3 NSP4 NSP5

RV A/Human-wt/ESP/SS454877/2011/G1P[8]

RV A/Human-wt/ESP/SS455348/2011/G1P[8]

RV A/Human-wt/ESP/SS450652/2010/G12P[8]
RV A/Human-wt/ESP/SS453194/2011/G12P[8]
RV A/Human-wt/ESP/SS257451/2012/G12P[8]
RV A/Human-wt/ESP/VI4816626/2012/G12P[8]
RV A/Human-wt/ESP/SS66209011/2013/G12P[8]
RV A/Human-wt/ESP/SS62505693/2013/G12P[8]
RV A/Human-wt/ESP/SS68923753/2014/G12P[8]
RV A/Human-wt/ESP/SS66106040/2014/G12P[8]
RV A/Human-wt/ESP/SS62237307/2015/G12P[8]
RV A/Human-wt/ESP/SS65130987/2015/G12P[8]
RV A/Human-tc/USA/Wa/1974/G1P[8]

RV A/Human-wt/PRY/1679SR/2008/G1P[8]

RV A/Human-wt/BEL/BE00047/2009/G1P[8]

RV A/Human-wt/CAN/RT072-09/2009/G1P[8]
RV A/Human-wt/NIC/45J/2010/G1P[8]

RV A/Human-wt/AUS/CK00103/2010/G1P[8]
RV A/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P[4]

RV A/Human-wt/ITA/PR599/2013/G3P[8]

RV A/Human-wt/ARG/Men1741/1998/G4P[8]
RV A/Human-wt/CHN/E2484/2011/G4P[8]

RV A/Human-wt/HRV/CR2006/2006/G8P[8]

RV A/Human-wt/USA/DC8/2009/G9P[8]

RV A/Human-tc/PHL/L26/1987/G12P[4]

RV A/Human-wt/ZAF/3133WC/2009/G12P[4]
RV A/Human-wt/BGD/RV161/2000/G12P[6]

RV A/Human-wt/BGD/Matlab13/2003/G12P[6]
RV A/Human-tc/KOR/CAU 214/2006/G12P[6]
RV A/Human-wt/COD/KisB521/2008/G12P[6]
RV A/Human-wt/ZMB/MRC-DPRU1680/2008/G12P[6]

RV A/Human-wt/ZWE/MRC-DPRU1794/2009/G12P[6]
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RV A/Human-tc/MMR/A23/2011/G12P[6] G12
RV A/Human-wt/BGD/Dhaka25/2002/G12P[8] G12
RV A/Human-wt/BEL/B4633/2003/G12P([8] G12
RV A/Human-wt/IND/VR11113/2003/G12P[8] Gl12

RV A/Human-wt/ZAF/MRC-DPRU2140/2005/G12P[8] Gl12
RV A/Human-wt/USA/VU08-09-40/2008/G12P[8] Gl12
RV A/Human-wt/DEU/GER126-08/2008/G3G12P[8] G3,G12
RV A/Human-wt/THA/CU616-TK/2009/G12P[8] Gl12
RV A/Human-wt/CMR/MRC-DPRU3043/2009/G12P[8] Gl12
RV A/Human-wt/CMR/MA16/2010/G12P[8] G12
RV A/Human-wt/TGO/MRC-DPRUS5171/2010/G12P[8] Gl12
RV A/Human-t¢/KEN/KDH651/2010/G12P[8] G12

RV A/Human-wt/ZAF/MRC-DPRU1554/2010/G12P[8] Gl12

RV A/Human-wt/USA/CNMC1/2011/G12P[8] Gl12
RV A/Human-wt/USA/CNMC12/2011/G12P[8] Gl12
RV A/Human-tc/MMR/A14/2011/G12P[8] Gl12

RV A/Human-wt/UGA/MRC-DPRU4620/2011/G12P[8] Gl12

RV A/Human-wt/ETH/MRC-DPRU850/2012/G12P[8] Gl12

RV A/Human-wt/ZAF/MRC-DPRU71/2012/G12P[8] Gl12
RV A/Human-wt/ITA/PA144/12/2012/G12P[8] Gl12
RV A/Human-wt/USA/VU11-12-192/2012/G12P[8] Gl12
RV A/Human-wt/USA/VU12-13-84/2013/G12P[8] Gl12
RV A/Human-wt/USA/VU12-13-149/2013/G12P[8] Gl12
RV A/Human-wt/USA/2013774166/2013/G12P[8] Gl12
RV A/Human-tc/THA/T 152/1998/G12P[9] Gl12

] Wa-like (genotipo 1) Il Ds-1-like (genotipo 2) ] AU-1-like (genotipo 3)
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