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1. RESUMEN

El virus de la hepatitis A (VHA) es un virus ARN no envuelto de polaridad positiva
perteneciente al género Hepatovirus y a la familia Picornaviridae. La infeccion por el VHA
puede cursar de forma asintomadtica o presentar diversas manifestaciones clinicas, que van de
una hepatitis leve en nifios a cuadros mas severos, generalmente en adultos. La principal via
de transmision es fecal-oral, bien por contacto directo o por consumo de agua o alimentos
contaminados. En las tltimas décadas, la mejora en las condiciones higiénico-sanitarias ha
disminuido la incidencia global de hepatitis A, aunque contintia siendo hiperendémica en
diversos paises en vias de desarrollo. En regiones de baja endemicidad, en las que la
prevalencia de anticuerpos frente al virus es baja, se producen brotes ocasionales
fundamentalmente en grupos de riesgo, como es el caso de los hombres que tienen sexo con
hombres (HSH). El 2016, el European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC)
alert6é de la aparicion de numerosos casos de hepatitis A en HSH asociados a tres cepas:
VRD 521 2016, RIVM-HAV16-090 y V16-25801. El brote se prolong6 hasta 2017, con
4096 casos registrados, y afect6d a 22 paises europeos. Otros paises no europeos registraron

eventos similares en el mismo periodo de tiempo.

El objetivo de este trabajo fue describir los casos de hepatitis A diagnosticados en el Hospital
Universitario Virgen de la Victoria de Mdlaga entre marzo de 2016 y diciembre de 2017.
Para ello, se recopilaron datos clinicos y epidemiologicos de los 184 casos. La mayoria de
ellos eran espafioles (81,0%), hombres (84,8%) y HSH (72,3%), con una mediana de edad de
33 afios que presentaron sintomas leves. A partir de 25 muestras de suero, se amplifico y
secuencio la region VP1/P2A del virus, y se realizé un analisis filogenético, incluyendo las
cepas de VHA de los otros brotes europeos. Todas las secuencias pertenecian al genotipo IA,
y 20 estaban relacionadas filogenéticamente con VRD 521 2016, descrita por primera vez
en el Reino Unido. En 2021, se estudid la prevalencia de VHA en aguas de desecho de la
provincia de Mélaga, no detectdndose ARN viral en ninguna de las muestras. En conclusion,
los casos de VHA registrados en Malaga en 2016 y 2017 estaban relacionados
filogenéticamente con VRD 521 2016, una de las tres cepas del VHA implicadas en el brote
europeo. Las caracteristicas clinico-epidemioldgicas fueron similares a las declaradas en el
resto de Europa. La diseminacion mundial de las cepas implicadas pone de manifiesto la
existencia de redes internacionales que facilitan la expansion del virus en este colectivo, y el
papel de los viajes en la diseminacion del mismo. La epidemiologia molecular permite
detectar el origen de los brotes y establecer relaciones entre cepas de diferentes puntos
geograficos, aportando informacion sobre la transmision, y permitiendo adoptar estrategias
de control dirigidas. La vacuna frente al VHA es segura y eficaz, y su administracion a grupos

de riesgo, como los HSH, se recomienda en la mayoria de paises europeos.
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2. INTRODUCCION

2.1. RESENA HISTORICA

La hepatitis A es una enfermedad conocida desde la antigiiedad que ha afectado al hombre
probablemente desde que este empezd a vivir en grupos suficientemente numerosos como
para mantener la transmision del virus !. Las primeras descripciones de ictericia contagiosa
proceden de la antigua China 2. También era conocida por los griegos y romanos >. En el
texto De internis affectionibus, que data del siglo V a.C. y con frecuencia es atribuido a
Hipocrates, aparece mencionada como ‘el cuarto tipo de ictericia”. Sin embargo, debe
recordarse que, aunque los sintomas mencionados son similares a los observados en la
actualidad, existen otras enfermedades con manifestaciones clinicas similares 2, por lo que
no se puede asegurar que se encontraran ante el mismo agente etioldgico. En 1855 comenz6
a denominarse “ictericia catarral”, ya que los patdlogos Bamberger y Virchow creian que
estaba causada por el bloqueo del conducto del colédoco por un tapon de moco espesado 2.
Los primeros brotes que casi con total seguridad fueron debidos al virus de la hepatitis A
(VHA) se presentaron en Europa entre los siglos XVII y XVIII. En una revision histérica
realizada por Cockayne en 1912, se acepta como primera referencia de ictericia catarral
transmitida de forma epidémica la ocurrida en Menorca en 1745. El texto recalca la amplia
distribucion geografica de la enfermedad, y recoge brotes registrados durante los siglos X VIII
y XIX en diversos paises, como los ocurridos en Italia en 1793 o en Alemania entre 1807 y
1808. En 1852 se registraron numerosos casos en Birmingham, afectando fundamentalmente
a nifos. En 1863 tuvo lugar en Roterdam una extensa epidemia con al menos 300 casos, que
dio lugar a pequefios brotes en diversos puntos de Holanda en los afios sucesivos *. Debido
a la elevada frecuencia de brotes entre militares, en el siglo XIX comenzd a denominarse

“ictericia de campafia” 4.

En 1908, Mc Donald apunto por primera vez que la enfermedad estaba causada por un virus
3. Poco después Cockayne, propone que las manifestaciones esporadicas o catarrales y
epidémicas de la ictericia son la misma enfermedad, producida por un organismo ain
desconocido 3. En 1923 Blumer analiz6 un gran namero de epidemias de hepatitis, contando
por entonces con evidencia suficiente para concluir que la hepatitis infecciosa era la forma
epidémica de la ictericia catarral. Ademas, apunt6 su predileccion por los adultos jovenes y
los nifios, y su incidencia maxima en otofio € invierno *. Unos afios mas tarde, Findlay,
Dunlop y Brown publicaron en la Real Sociedad de Medicina Tropical e Higiene el articulo
titulado “Observaciones sobre la ictericia catarral epidémica”, en el que concluian que esta
ultima probablemente estaria provocada por un “virus ultra-microscopico Unicamente
patdgeno para el hombre” similar a la varicela, el herpes zoster, la rubeola o el virus del

dengue °.
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La naturaleza infecciosa de la enfermedad fue probada en la década de 1940 mediante
estudios de inoculacidén en voluntarios sanos !. Entre ellos destaca el llevado a cabo por
Havens’, en el que se demostrd que el VHA podia detectarse en las heces o en sangre durante
la infeccion aguda, que la infeccidon podia contagiarse experimentalmente tanto por via oral
como parenteral, y que se seguia de inmunidad a largo plazo, pudiendo prevenirse mediante
la administracion previa de inmunoglobulina (IG) humana normal. Trabajos posteriores de
este mismo autor le llevaron a concluir en 1959 que la hepatitis infecciosa epidémica era una
entidad independiente, y su agente etioldgico fue denominado virus de la hepatitis A. Esta
enfermedad era claramente distinta de la hepatitis sérica, que se denomind hepatitis B, y a su
agente causal, virus de la hepatitis B. Entre ambos virus no existia inmunidad cruzada. La
hepatitis A tenia un periodo de incubacion de 15 a 40 dias, y se asociaba a un agente filtrable
y relativamente resistente que permanecia infectivo después de calentarlo a 56°C durante 30

min y resistente al dietiléter *.

Durante ese mismo periodo, los experimentos llevados a cabo por Krugman en la Escuela de
Willowbrook de Nueva York permitieron conocer mejor la historia natural de la infeccion 2.
El anélisis de 500 casos de hepatitis infecciosa en nifios institucionalizados, que incluia tanto
sujetos infectados accidentalmente como voluntarios sanos inoculados artificialmente, aporto
mas informacién acerca de los periodos de incubaciodn, infectividad y viremia. Ademas, se
estudio la correlacion entre la infeccion en sus diferentes fases y la afectacion de pardmetros
analiticos relacionados con la funcion hepética, apuntando la utilidad de determinar las
transaminasas en el diagnostico de pacientes anictéricos y asintomaticos. Krugman y
colaboradores aportaron en los afios subsiguientes la evidencia definitiva acerca de la
existencia de dos tipos de hepatitis, a las que denominaron inicialmente MS-1 (hepatitis
infecciosa, actualmente hepatitis A) y MS-2 (hepatitis sérica, la cual se conoce hoy como
hepatitis B). Para establecer esta diferencia fue fundamental el hallazgo previo por parte de
Blumberg y colaboradores del entonces denominado “Antigeno Australia”, posteriormente
identificado como la proteina de superficie del VHB o HBsAg (antigeno de superficie del
VHB) °.

Sin embargo, el virus responsable de la hepatitis A no fue identificado hasta 1973, cuando
Feinstone y colaboradores descubrieron mediante microscopia electronica unas pequefias
particulas redondas de 27 nm en las heces de voluntarios infectados experimentalmente que
se encontraban en la fase aguda de la enfermedad '°. Estos mismos autores demostraron una
respuesta seroldgica especifica frente a estas particulas cuando se enfrentaban a sueros de
pacientes convalecientes, y la ausencia de respuesta cuando los sueros procedian de pacientes
sanos. Tampoco existia respuesta de anticuerpos en sueros de pacientes con hepatitis B. Todo

ello parecia indicar que se encontraban ante el agente etioldgico de la hepatitis A. Un afio
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mas tarde, Locarnini y su equipo confirmaron en pacientes infectados espontdneamente las
observaciones realizadas por Feinstone !!. Estos relevantes hallazgos aportaron una clara

diferencia tanto morfoldgica como seroldgica entre el VHA y el VHB.

2.2. CLASIFICACION Y CARACTERISTICAS DEL VHA

El virus de la hepatitis A es un virus pequeiio no envuelto de unos 27 a 32 nm de didmetro y
de simetria icosaédrica. Su genoma esté constituido por una sola hebra de ARN de polaridad
positiva. Pertenece a la familia Picornavidae, la cual engloba también a los géneros
Enterovirus, Parechovirus y Rinovirus del ser humano. Aunque comparten la estructura
general y su organizacion genOmica, el virus de la hepatitis A tiene sin embargo una
homologia limitada en cuanto a la secuencia de nucledtidos y ciertas caracteristicas
peculiares que motivan su clasificacion en un género propio, Hepatovirus . Esta clasificacion
ha sido actualizada recientemente, dada la necesidad de incluir en este género virus
descubiertos en mamiferos estrechamente relacionados con el virus de la hepatitis A humano

12715 "¢l cual pasa a denominarse taxonomicamente Hepatovirus A '°.

A diferencia de otros picornavirus, el VHA requiere un largo periodo de adaptacion para
crecer en cultivo celular, se replica lentamente y rara vez produce efecto citopatico. La
inactivacion del VHA requiere calentar los alimentos a més de 85°C durante 1 minuto, y la
desinfeccion de superficies precisa de 1 minuto en contacto con una dilucién 1:100 de
hipoclorito de sodio 7. E1 VHA es estable en el ambiente durante al menos un mes y mas
resistente a la inactivacion por cloro o calor que los poliovirus. Esta resistencia facilita la

transmision y explica las epidemias de hepatitis A acontecidas a lo largo de la historia '3,

2.3. GENOMA

El genoma del VHA esté constituido por una cadena lineal de ARN de polaridad positiva.
Tiene una longitud de 7.478 nucledtidos (cepa HM175) y un peso molecular de alrededor
2,25 x 10° Da 2. Posee un inico marco de lectura (ORF) flanqueado por dos regiones no
traducidas (UTR) en 5 y 3°. La extensa region 5° UTR es la mas conservada del genoma .
No posee una estructura de caperuza, sino que, como es tipico en picornavirus, tiene una
pequena proteina unida de forma covalente denominada VPg, la cual actiia como cebador en
la sintesis de ARN durante la replicacion . 5°UTR comienza con UU, como ocurre en todos
los picornavirus. Esta region se pliega para formar una estructura secundaria altamente
ordenada que contiene el sitio interno de entrada al ribosoma (IRES) que dirige el inicio de

la traduccion en cualquiera de los dos codones AUG en posiciones 735-737 y 741-743. El
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codon AUG inicia un tnico marco de lectura abierto (ORF) de 6.681 nucleotidos, que se
divide en tres partes (P1, P2 y P3). Este ORF se traduce en una poliproteina de 2.227

aminoacidos 2

que es procesada por la proteasa viral en proteinas estructurales y no
estructurales. Cerca del extremo 5°de la secuencia que codifica para RdRp se encuentra un
elemento de replicacion en cis (cre) que actua como molde durante la iniciacidn en la sintesis
de hebras de RNA positivas. El genoma del VHA termina con una pequeia region no

codificante 3° de 63 nucleotidos seguida de una cola de poliA 2.

A pesar de presentar una organizacion caracteristica de picornavirus, el genoma del VHA
posee algunas caracteristicas que lo hacen inico. En primer lugar, su IRES es diferente al del
resto, constituye el modelo del tipo III, y es altamente ineficiente en la direccion de la
traduccion. En segundo lugar, su estructura cre difiere de la del resto por su tamafio
relativamente largo y la longitud de su lazo superior. En tercer lugar, el VHA codifica para
una sola proteasa, mientras que el resto de picornavirus cuentan con proteasas virales
adicionales, como las encargadas de la escision del factor celular eIF4G, necesario para la
traduccion de proteinas celulares. Cuando esta escision tiene lugar, se produce el llamado
shut-off 0 apagado de las proteinas celulares, en el que la maquinaria celular queda disponible
casi exclusivamente para la sintesis de proteinas virales . El VHA precisa del factor e[F4G

intacto para iniciar la traduccion 2122

, y carece de proteasas capaces de su escision, por lo que
es incapaz de inducir el apagado de proteinas celulares. Esto constituye una desventaja que
el VHA compensa variando su composicion de codones respecto a los del hospedador: los
codones muy abundantes en el genoma celular son escasos en el virus, los intermedios en el
hospedador son abundantes en el genoma del VHA y los codones poco frecuentes en el
hospedador son también raros en el virus. Esta peculiar composicion no se observa en el resto
de picornavirus, y juega un papel crucial en la cinética de la traduccion de la region que
codifica para la capside y en el plegamiento de la misma, lo cual resulta en una lenta

9 Esta estabilidad de la capside es

produccion de cépsides altamente cohesionadas
fundamental en virus que se transmiten via fecal-oral ?*. Su particular composicion del
genoma se ve reflejada también en el bajo contenido en GC y GC3, siendo del 37% y 26%
respectivamente, cuando teoricamente deberia ser del 50% 2>24. Ademas, presenta una baja
proporcion del dinucleotido CpG. Los receptores tipo Toll (TLRs) del hospedador reconocen
patrones moleculares asociados al patogeno (PAMPs), como son los dinucledtidos CpG,
desencadenando un amplio abanico de repuestas de la inmunidad innata. El bajo contenido

en CpG del VHA constituye un mecanismo para evadir la defensa antiviral del hospedador

19

Las distintas regiones del genoma presentan diferencias en cuanto a su variabilidad. VP3 C-

terminal esta relativamente conservada, mientras que la union VP1/2A es mds variable y
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puede ser utilizada para distinguir una cepa de otra. En base a la variabilidad de esta region
se establecen los diferentes genotipos. VP1 N-terminal presenta una variabilidad intermedia

entra las dos regiones citadas %°.

2.3.1. Diversidad genética
En 1992, un primer estudio de Robertson ¢ analiz6 152 cepas recogidas a partir de muestras
clinicas de todo el mundo. Dadas las similitudes a nivel de genoma entre poliovirus y VHA,
las diferentes cepas de VHA se clasificaron comparando la unién VP1/2A, criterio que habia
sido utilizado anteriormente para la clasificacion de cepas de poliovirus 2’. El andlisis de las
variaciones en un fragmento de 168 nucledtidos perteneciente a esa region dio comoresultado
siete genotipos del virus. Un genotipo se definia como un grupo de virus que compartian
>85% de identidad en la secuencia estudiada. Las cepas procedentes de muestrashumanas se
agrupaban en los genotipos I, II, Il y IV, mientras que los genotipos V, VI y Vllincluian cepas
procedentes de primates no humanos. El genotipo I abarcaba el 80% de las cepas humanas
estudiadas, y se subdividia en dos subgenotipos (IA y IB), que diferian un 7,5% en la posicion
de sus bases. El subgenotipo IA comprendia el 67% de las cepas estudiadas y presentaba una
distribucion mundial. El resto de cepas humanas se agrupaban en su mayoria en el genotipo
111, el cual se subdividio también en los subgenotipos IIIA y IIIB. Sin embargo, en el trabajo
de Robertson, areas geograficas hiperendémicas de hepatitis A se encontraban
infrarepresentadas. Ademads, el método tradicional de genotipado no detectaba variantes
antigénicas del virus aisladas posteriormente. Con el objetivo de profundizar en esta
variabilidad genética, Costa-Mattioli llevo a cabo estudios de filogenia analizando la region
VPI1 completa, constituida por 900 nucleodtidos 2°. Este nuevo andlisis filogenético revelo la
existencia de cinco grupos genotipicos distintos, todos ellos basados enaltos niveles de
bootstrap. La menor variacion observada se daba entre los genotipos II y VIIpropuestos
inicialmente por Robertson, por lo que se propuso una nueva clasificacion en la que estos
ultimos fueron considerados el mismo genotipo o dos subgenotipos del mismo. Finalmente,
el denominado inicialmente genotipo VII fue reclasificado dentro del genotipo II como

subgenotipo 1IB 2.

2.4. ESTRUCTURA DEL VIRION

En relacion al inusual ciclo de vida del VHA, es importante sefialar que existen dos formas
infectivas del virus: los viriones desnudos, no envueltos, que son eliminados en las heces de
los individuos infectados, siendo los responsables de la transmisioén de un hospedador a otro;
y los viriones cuasi envueltos (eHAV), secretados de forma no litica desde las células
infectadas como pequefias vesiculas extracelulares, responsables de la diseminacion en el

hospedador. Los viriones desnudos son pequefios, con un didmetro de unos 27 nm, y poseen
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una céapside proteica icosahédrica que empaqueta el genoma de ARN 2°, Son muy estables,
lo cual facilita la diseminacion epidémica y la transmision a hospedadores naive *°. Los
viriones cuasi envueltos (€HAV) se encuentran en la sangre de los individuos infectados y
en el sobrenadante de los cultivos celulares. Comparten caracteristicas con los virus envueltos
convencionales, ya que estdn compuestos por la capside que contiene el ARN, rodeada de
una vesicula membranosa. Esta carece de proteinas virales en su superficie, lo cual protege

al virion de ser neutralizado por los anticuerpos del individuo 3!

. Esto constituye una
caracteristica inusual propia del VHA descubierta recientemente, y que parece ocupar un

papel destacado en la transmision célula-célula y en la diseminacion hepatica del virus 1.

2.5. SEROTIPOS DEL VHA

A pesar de la heterogenicidad a nivel de nucledtidos entre las diferentes cepas, todos los
hepatovirus pertenecen a un unico serotipo debido a que la estructura antigénica de la capside
esta altamente conservada !'. Los individuos infectados por el virus estan protegidos de la
reinfeccion independientemente del origen geografico de la cepa 7. No ocurriria lo mismo
en cepas recuperadas de primates no humanos (genotipos IV, V y VI), en las que podria haber
diferencias antigénicas significativas, pues se han encontrado sustituciones aminoacidicas en
VPI1 y VP3 similares a las encontradas en mutantes que escapaban a la neutralizacion

generados en cultivo celular a partir de cepas humanas del virus 2.

La estructura antigénica del virus es relativamente simple. El sitio dominante de
neutralizacion estd compuesto por un niimero restringido de epitopos solapantes en VP1 y
VP3, posiblemente con una menor contribucion de VP2, que se combinan formando un tinico

dominio antigénico al que se dirigen los anticuerpos neutralizantes frente al virus %17,

Las restricciones a nivel estructural de la capside parecen limitar la emergencia de nuevos
serotipos del VHA. Sin embargo, a pesar de su estabilidad antigénica, el VHA se presenta,
tanto in vivo como en cultivo celular, en forma de variantes no idénticas genéticamente
relacionadas denominadas cuasiespecies®®. La replicacion del VHA tiene lugar
mayoritariamente durante el periodo de incubacion de la enfermedad. Una baja concentracion
de anticuerpos podria favorecer la seleccion de mutantes de escape a la vacuna. La reduccion
del nimero de dosis de la vacuna frente al VHA podria tener consecuencias en la evolucion
del mismo, facilitando la emergencia de variantes antigénicas. En un estudio llevado a cabo
en Barcelona, se detectaron casos en pacientes HSH vacunados, lo cual abre la puerta al
estudio de una posible evolucion del VHA bajo presion inmunoldgica®*. Los titulos de IgM
detectados en pacientes vacunados y no vacunados fueron similares. Sin embargo, aunque no
se conoce el mecanismo por el cual estas cepas escapan a la vacuna, la alta variabilidad

observada entre las cepas procedentes de pacientes HSH podria haberse visto favorecida por
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el incumplimiento de las pautas de vacunacidn, o por una respuesta inmunitaria deficiente
frente a la vacuna, como ocurre en pacientes VIH positivos *°. La diversidad genética y
antigénica de estos aislados hace pensar en la posibilidad de que puedan emerger nuevos
serotipos 3¢. El anélisis mediante secuenciacion masiva de muestras de pacientes infectados
vacunados frente a no vacunados mostrd una variabilidad aminoacidica entre cuasiespecies
extremadamente baja. A pesar de este elevado grado de conservacion, algunas regiones
presentaron claras diferencias en cuanto a su variabilidad entre vacunados y no vacunados.
La region VP3 mostraba mayor variabilidad en no vacunados, mientras que VP1 presentd
mas variabilidad en los pacientes vacunados, lo cual apunta a una posible seleccion positiva

de estas variantes bajo presion inmunoldgica.

12 37

Recientemente se han encontrado en focas ' y pequefios mamiferos varios virus
estrechamente relacionados con el VHA, que comparten con ¢l caracteristicas biologicas
unicas, lo cual indica la posibilidad de la aparicion de nuevos serotipos a partir de un origen

zoonotico.

2.6. CICLO VITAL DEL VHA

2.6.1. Entrada en la célula
El ciclo vital del VHA se inicia con la ingestion de particulas desnudas del virus. E1l VHA
infecta el hepatocito, pero no se conoce como los viriones desnudos alcanzan el higado desde
el intestino. Existen dos hipdtesis sobre como el VHA atraviesa la barrera intestinal hacia la
sangre: replicandose en el epitelio intestinal, 0 mediante transcitosis a través de las células
M intestinales. Para este ultimo mecanismo, los viriones desnudos cubiertos de moléculas de
IgA sufririan una transcitosis inversa mediada por la union entre el receptor polimérico de
inmunoglobulinas y la IgA. Esta ultima contribuiria también a la entrada del virus al
hepatocito mediante la union al receptor de la asialoglicoproteina. Sin embargo, de ser cierto
este modelo, seguiria sin conocerse el origen de la IgA anti-VHA especifica en pacientes

inmunolégicamente naive '

Los eVHA carecen de proteinas virales de superficie, y se desconoce el mecanismo por el
cual penetran en las células. Estudios iniciales apuntaban a que TIM-1 (HAVCR1), una
glicoproteina de membrana humana cuya funcion natural se desconoce, podria actuar como
receptor del VHA, al igual que ocurre en muchos virus envueltos convencionales 3-°, Sin
embargo, trabajos posteriores con cristalografia de rayos X mostraron la inexistencia de un
“cafion” que rodee el eje quintuple de simetria en el que encajaria el receptor 2. Das y

colaboradores revisaron el papel de TIMI en la entrada del virus a las células, demostrando
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que este no era un receptor esencial para la entrada del VHA en células, ni tampoco para la

replicacion o la patogenia, aunque si contribuiria a la diseminacion de eHAV 0.

Un estudio reciente demuestra que tanto los eVHA como los viriones desnudos entran en la
célula mediante una endocitosis dependiente de clatrina y dinamina, facilitada por la integrina

4l Sin embargo, existen

Bl, y son transportados en endosomas tempranos y tardios
diferencias en el proceso de ambos fenotipos. Los viriones desnudos penetran de forma
rapida y son transportados hasta endosomas tardios, donde se iniciarian la decapsidacion. Los
eVHA penetran de forma mas lenta, generandose un compartimento endosémico en el que la
capside estd sujeta a la neutralizacion por anticuerpos durante un periodo de unas seis a ocho
horas. Posteriormente son transportados hasta los lisosomas donde su pseudoenvuelta es
degradada enzimaticamente en un proceso dependiente de la proteina accesoria de ESCRT,
ALIX *!. Los gangliosidos actuarian como receptores esenciales tanto en los endosomas

tardios como en los lisosomas, favoreciendo la liberacion de las capsides virales al citoplasma

donde podria producirse la decapsidacion por un mecanismo que atn se desconoce *2.

Se ha descrito otra via de transmision célula-célula en el VHA, basada en la transferencia de
genomas de ARN sin cépside en exosomas, mediada por los receptores lipidicos HAVCR1

y NPC1 %,

El fallo en cualquiera de los pasos del ciclo infeccioso puede llevar a que el proceso sea
abortado. Por ello, contar con diversas vias de entrada puede ser muy ventajoso para
garantizar la replicacion y la transmision, especialmente en el VHA cuya traduccion es muy

lenta 1°.

2.6.2. Proteinas y procesamiento virales
El ciclo de replicacién comienza con la traduccién de la poliproteina, que ocurre bajo el
control del IRES en 5’UTR. La escision de la poliproteina por la proteasa 3C se produce de
forma cotraduccional. Se generan inicialmente tres polipéptidos intermediarios, P1, P2 y P3,
cuyo procesamiento dard lugar a 10 proteinas virales maduras. A partir de P1 se generaran
cuatro proteinas estructurales que forman la capside, VP1pX, VP2, VP3 y VP4 (numeradas
atendiendo a su peso molecular) !. Puede detectarse también una proteina VPO, que es la
precursora de VP4 y VP2, sobre todo a partir de cultivos celulares en los que se pueden
acumular viriones inmaduros (proviriones) en grandes cantidades 2. Las particulas virales
presentes en los exosomas son inmaduras, y contienen la proteina VP1-pX, mientras que los
viriones desnudos presentes en las heces contienen la proteina procesada VP1 3!, P2 y P3 son

procesados en seis proteinas no estructurales esenciales para la amplificacion del genoma:
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2B, 2C, 3A, 3B, 3CP™ (una cistein proteasa), y 3DP°' (una RNA polimerasa RNA dependiente)

1,2

Las tres grandes proteinas de la capside, VP1, VP2 y VP3, se pliegan adoptando una
conformacion de barril B, con los extremos N-terminal hacia el interior y los residuos C-
terminal orientados al exterior. La proteina VP4, mas pequeiia, se localiza en el interior y no
se visualiza correctamente en los modelos cristalograficos. Esto puede ser debido a que es
flexible, o porque contacta con la unica molécula de RNA gendémico que no posee simetria
icosahédrica estricta. Cinco copias de la proteina estructural VP1 rodean el eje quintuple de
la estructura icosahédrica. Tres copias de VP2 y VP3 se alternan en los ejes triples, y dos

copias de VP2 se apoyan en los ejes dobles 4.

La conformacion adoptada por VP2 en el VHA es significativamente diferente a la de otros
picornavirus, como el virus de la polio. Su plegamiento es similar al observado
en virus primitivos picornavirus-like que infectan insectos. Esta caracteristica podria

contribuir a la elevada resistencia del VHA frente al calor y a la inactivacion por acido 4346,

La proteasa 3C (3CP™) es la unica proteinasa viral !. Desempefia una accion dual fundamental
en el ciclo vital del VHA. Con la excepcion de la escision entre VP4-VP2 y la escision tardia
en VP1pX detectada en las particulas desnudas del VHA, todo procesamiento de la
poliproteina es mediado por 3CP™ o sus precursores. Ademas, se une a los elementos

reguladores de la estructura 5°-UTR, controlando la sintesis del ARN viral 47

2.6.3. Sintesis de ARN viral
El mecanismo por el cual se produce la sintesis de ARN en el VHA no ha sido investigado
en profundidad. Sin embargo, se cree que podria ocurrir de manera similar a la de
picornavirus mejor estudiados. La replicacion del RNA tiene lugar de manera lenta, y como
en todos los virus RNA de polaridad positiva, dentro del citoplasma, en estrecha asociacion
con las membranas. La sobreexpresion de 2BC o 2C lleva a extensos reordenamientos de las
membranas intracelulares derivadas del reticulo endoplasmico *, lo cual parece reflejar el
rol de estas proteinas no estructurales en establecer un microambiente membranoso 6ptimo
para la sintesis de RNA. Esta ocurre probablemente dentro de una red tubo-vesicular que ha
sido observada muy proxima al reticulo endoplasmico mediante microscopia electronica #°.
La hebra de polaridad positiva se transcribe a una hebra negativa, dando como resultado una
molécula de ARN bicatenario que sirve como molde para la formacion de multiples hebras
de sentido positivo nuevas en una serie de reacciones catalizadas por 3DP?!. Estudios en
poliovirus, pertenecientes también a la familia Picornaviridae, sugieren que la sintesis de

ARN se produce gracias a una forma uridilada de VPg (VPg-pUpU) producida en una
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reaccion en la que cre actia como cebador 2%°% La replicacion tiene lugar de forma no
conservativa, en la que las hebras positivas nuevas son mucho mas numerosas que las hebras
negativas'. Trabajos mads recientes han demostrado que componentes celulares del
hospedador, como los transportadores ABC o las proteinas de union FK506, tienen un papel
importante en la replicacion del virus °!. Dada la relevancia en la patogenia del VHA, cabe
destacar que la replicacion no es citopatica, y la salida de los viriones nuevos de la célula se

produce de forma no litica !.

2.6.4. Ensamblaje
El ensamblaje del VHA tiene lugar en varios pasos. La accion de la proteasa 3C da lugar a
los tres precursores proteicos relacionados con la capside, VPO, VP3 y VPIpX (también
denominado VP1-P2). Estos constituyen un mondmero, y se ensamblan después en
subunidades pentaméricas. El papel del precursor VP1-2A en el ensamblaje es especifico del
VHA, y se ha demostrado que la extension 2A es esencial para el procesamiento y ensamblaje
adecuados de la subunidad pentamérica. A continuacion, 12 copias del pentdmero se asocian,
bien con ARN viral, formando proviriones; o sin ARN viral, para formar capsides vacias o
procapsides. La union de las 12 copias del pentdmero es un proceso dependiente de VP4
! Tras el ensamblaje, 2A se elimina de VPI por proteasas celulares, y en la fase final de la
maduracién VPO se escinde para dar lugar a VP2 y VP4. La secuencia de eventos que llevan
al empaquetamiento del RNA no se conoce bien, pero la escision de VPO no se produce hasta
que el ARN virico se encuentra en la particula y, por tanto, las procapsides son incapaces de
escindir VP0. Sin embargo, estas procapsides del VHA son bastante estables y parecen tener

la misma estructura antigénica que los viriones maduros 2.

2.6.5. Salida de la célula
Los viriones cuasi-envueltos (¢VHA) son liberados de manera no litica desde las células
infectadas en forma de pequefias vesiculas extracelulares. La membrana proporcionada por
la célula del hospedador protege a la capside de los anticuerpos neutralizantes. Atendiendo a
su tamafio y densidad, estas vesiculas de eVHA se parecen a los exosomas, pequefias
vesiculas extracelulares implicadas en la comunicacion intercelular. Las capsides de VHA
son captadas por complejos endosomales necesarios para el transporte (ESCRT) mediante la
interaccion de la proteina VP2 de la cépside viral con ALIX (PDCD6IP), una proteina
accesoria de ESCRT-III *2. Se produce la evolucion a endosomas tardios, que constituyen el
cuerpo multivesicular (MVB). El MVB, con las vesiculas intraluminales que contienen las
capsides, se aproximan a la membrana plasmatica, donde la fusién de la membrana del MVB
con la membrana plasmética da como resultado la liberacion de las vesiculas intraluminales

en forma de eHAV !
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El hepatocito es el tnico tipo celular conocido en el que se produce la replicacion del VHA
in vivo. Los hepatocitos son células muy polarizadas de origen epitelial con diferentes
membranas apical y basolateral. La membrana basolateral est4 en contacto con el espacio de
Disse, lugar de intercambio entre el hepatocito y la sangre que circula por los sinusoides
hepaticos; mientras que la membrana apical, més pequefia, limita con el lumen de los
canaliculos biliares. Los acidos biliares son secretados por el hepatocito desde la membrana
apical, y circulan por los canaliculos hasta los conductos biliares mayores para acabar
alcanzando el intestino. Las estrechas uniones establecidas entre los hepatocitos colindantes
forman una barrera entre sangre y bilis que previene de la difusion de los 4acidos biliares y

otros solutos mayores 3°.

La liberacion de eVHA se produce tanto desde la membrana basolateral hacia el sinusoide
hepatico, como desde la membrana apical hacia el tracto biliar. Los eVHA liberados a lo
largo de la membrana apical se desprenden de sus membranas por la accion detergente de las
sales biliares durante su paso por los conductos biliares, y son eliminados en las heces en

forma de viriones desnudos .

2.7. HISTORIA NATURAL DE LA INFECCION

El VHA penetra por la via fecal-oral. El VHA es altamente resistente, y pueden encontrarse
titulos elevados de microorganismos infectivos en el transito a través del estomago y el
intestino a pesar de las duras condiciones, como el pH 4cido gastrico 2°3. No se conoce con
certeza si se replica en primer lugar en el tracto gastrointestinal. En tltima instancia, el virus
es enviado al higado, se replica en el hepatocito y se secreta por los conductos biliares en la
bilis, volviendo al tracto gastrointestinal. Finalmente, el VHA se excreta en las heces, donde
su concentracion es maxima, o se transfiere de vuelta al higado mediante un ciclo
enterohepatico hasta su neutralizacion 4. Antes de la aparicion de los sintomas, se producen
olas de viremia y eliminacion fecal de gran cantidad de virus. El mayor riesgo de transmision
se produce durante la fase prodromica, previa a los sintomas y las manifestaciones
bioquimicas, justo antes de que se produzca el dafno hepatico. Las heces son la fuente primaria
de transmision del VHA debido a su elevada carga viral °*. La infectividad de las heces abarca
un periodo desde 21 dias antes a 8 dias después del inicio de la ictericia. Las mayores
concentraciones se dan en el periodo de dos semanas antes de la aparicion de la ictericia o de
la elevacion de las enzimas hepaticas, seguido de un rapido descenso tras estos cambios '°.
Las concentraciones de virus en suero son dos o tres unidades logio menores que en heces .

El virus también se elimina en saliva, pero a concentraciones mas bajas .
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Transcurrido el periodo de incubacién, de 15 a 50 dias (media de 30 dias), los pacientes
desarrollan sintomas de hepatitis aguda, con elevados niveles de aspartato y alanino
aminotransferasas (AST y ALT). Coincidiendo con las manifestaciones clinicas, los
anticuerpos anti-VHA IgM vy, posteriormente, IgG aparecen en suero y en saliva,
acompafiados de una marcada reduccion de la carga del virus en sangre y heces >*. Aunque
los anticuerpos anti-VHA IgM son detectables hasta 6 meses después de la infeccion, la IgG

es la que persiste, confiriendo inmunidad de por vida 7.

La eliminacion de VHA puede ser méas prolongada en lactantes y nifios que en adultos. Se ha
detectado ARN del VHA en heces de recién nacidos hasta 6 meses tras la infeccion. En nifios
mayores y adultos, se ha demostrado excrecion de virus en heces entre 1 y 3 meses tras la
enfermedad clinica °®>. Aunque no se produzca excrecion cronica, si se ha detectado virus

en heces en recidivas de la enfermedad ©°.

2.8. PATOGENIA

La patogenia del VHA y los mecanismos que subyacen al dafio hepatico no son del todo
conocidos. E1 VHA no produce efecto citopatico directo en los cultivos celulares, por lo que
parece poco probable que la citdlisis viral sea el mecanismo responsable del dafio hepatico
durante la infeccion por el VHA. Ademas, la carga viral maxima en heces suele preceder a
la aparicién de la enfermedad, por tanto, la replicacion viral por si misma no parece causar
dafio celular !. Los hallazgos histologicos en biopsias hepaticas de pacientes y animales de
experimentacion demuestran una fuerte relacion temporal entre el infiltrado de células del
sistema inmune y la enfermedad, lo cual sugiere que los mecanismos mediados por estas
células son determinantes para el dafio hepatico. Los linfocitos T citotoxicos especificos del
virus han sido considerados de manera general los principales implicados en la
inmunopatologia del VHA. Sin embargo, la evidencia reciente sugiere la implicacion de

mecanismos adicionales °!.

Linfocitos T citotdxicos virus-especificos

Durante la infeccion por el VHA se produce una activacion de los linfocitos T CD8+,
generando linfocitos T CD8+ especificos del virus. Estos se diferencian en linfocitos
T citotoxicos efectores que eliminan de manera especifica las células infectadas por
el virus, contribuyendo al dafio hepatico en la hepatitis A aguda. La mayor actividad
citolitica parece producirse durante la fase temprana de la convalescencia. Sin
embargo, es posible que una porcion significativa de células citoliticas se acumule en

el higado durante el pico de enfermedad 2.

Linfocitos T no especificos del virus
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En pacientes con hepatitis A, niveles elevados de IL-15 en suero activan linfocitos T
CD8+ no especificos del virus, los cuales son capaces de lisar tanto los hepatocitos

infectados como los no infectados.

Factores genéticos del hospedador implicados en la severidad de la infeccidn.

Diversos factores genéticos del hospedador han mostrado relaciéon con la severidad
de la hepatitis A. Se han detectado niveles elevados de IL-18 en macrdéfagos y
hepatocitos de pacientes con deficiencia en la proteina de union a IL-18 (IL-18BP)
con hepatitis fulminante. Debido a la ausencia de una actividad neutralizante frente a
IL-18, ésta activa de forma excesiva e incontrolada a las células NK, que median en
la lisis de hepatocitos tanto infectados como no infectados . Un estudio realizado en
nifios con hepatitis A severa identifico una insercion de 6 aminodcidos en TIM-1
como un factor genético asociado a la severidad de la hepatitis A. En pacientes con
hepatitis severa las células NKT parecen estar activadas por el VHA mediante una via
dependiente de TIM-1. Una forma mas larga de TIM-1 presentaria una mayor afinidad
de uniodn a las particulas de VHA, por tanto, las células NKT que portan esta forma
de TIM-1 tendrian una mayor actividad citotoxica sobre las células infectadas por

VHA .

Papel emergente de la apoptosis intrinseca

Estudios llevados a cabo en modelos murinos 3%%. La sefializacion mediada por
proteinas de sefializacion antiviral mitocondriales (MAVS) da como resultado una
apoptosis de los hepatocitos infectados por VHA. Estos datos implican que la escision
de MAVS por la proteasa del VHA no solo favorece la replicacion del virus, sino que
también protege frente al dafio hepatico. Sin embargo, son necesarios mas estudios
para afirmar que estas observaciones ocurren en la infeccion por el VHA en humanos

61

Factores del virus

Probablemente tengan un papel modelador en el proceso de la enfermedad. Por
ejemplo, los intermediarios de la proteasa del virus, 3ABC y 3CD, se adhieren a los
factores celulares MAVS y TRIF respectivamente, amortiguando la respuesta innata
a la infeccion ¢!. El VHA circula en sangre en forma de viriones cuasi-envueltos que
no son reconocidos por los anticuerpos circulantes, pero pueden activar células

dendriticas que producen interferon tipo 1 .
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2.9. MANIFESTACIONES CLINICAS

2.9.1. Signos y sintomas de la hepatitis aguda
Las manifestaciones clinicas de la hepatitis A van desde una infeccion asintomatica al fallo
hepatico agudo. La hepatitis A no progresa a hepatitis cronica. El desarrollo de una hepatitis
sintomatica esta asociado a la edad del paciente. Relativamente pocos nifilos menores de 6
afos (<30%) manifiestan sintomas de hepatitis, mientras que la mayoria de adultos (>70%)
desarrollan sintomas que persisten de 2 a 8 semanas ©’.La aparicion de sintomas es a menudo
abrupta, con fiebre (18-75%), malestar (52-91%), nauseas o vomitos (26-87%), molestias
abdominales (37%-65%), seguidos de orinas oscuras (28-94%) e ictericia. El prurito, la
diarrea, las artralgias o el rash cutdneo se desarrollan con menor frecuencia. Cuando el
paciente precisa de atencion médica, por lo general la fiebre ha desaparecido. La exploracion

fisica revela con frecuencia hepatomegalia (78%) e ictericia (40%-80%)°.

2.9.2. Hallazgos analiticos y radiologicos
La analitica de pacientes con hepatitis A suele mostrar valores elevados de aspartato
aminotransferasa (AST), alanino aminotransferasa (ALT), bilirrubina total (BT), fosfatasa
alcalina y la gammaglutamil transpeptidasa (GGT) ¢, pero inicamente la determinacion de

ALT es especifica de hepatitis 7°.

El pico medio de bilirrubina total suele situarse entre 7y 13 mg/dL, y el de fosfatasa alcalina
entre 319 y 335 TU/L ®. Las concentraciones de ALT y AST constituyen una herramienta
cuantitativa para evaluar el dafio hepatico durante la infeccion aguda. Las aminotransferasas
suelen alcanzar niveles a menudo mayores de 500 UI/L, produciéndose un pico tras la fase
prodroémica. Los valores de ALT son, por lo general, significativamente mayores a los de
AST. En la mayoria de los casos, el ratio ALT/AST es >1,4 °. En ocasiones se observan
niveles muy elevados de ALT (entorno a 10.000 IU/L), pero esto no constituye un factor de
peor pronostico ’!72, La albumina es la principal proteina secretora sintetizada por el higado
y es fundamental en la regulacion osmética, por lo tanto, puede ser de utilidad a la hora de

evaluar el prondstico de la enfermedad 3.

El diagnéstico de laboratorio debe incluir un hemograma completo y un estudio de la
coagulacion. Un tiempo de protrombina (PT) alargado (PT<40%) y altos niveles de
bilirrubina en ausencia de hemdlisis son indicativos de hepatitis severa, existiendo un riesgo
potencial de fallo hepatico agudo **. La resolucion de las anomalias analiticas suele ocurrir

de una a seis semanas después del inicio de los sintomas 74,
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Los hallazgos radioldgicos de la hepatitis A incluyen hepatomegalia, engrosamiento de la
pared de la vesicula biliar mayor de 3 mm (80%) con heterogeneidad arterial, edema

periportal y aumento de tamafio de ganglios linfaticos perihepaticos (>7mm de diametro) 7.

2.9.3. Complicaciones de la hepatitis A aguda
La infeccion por el VHA es autolimitada y no progresa a hepatitis cronica. Sin embargo,
entre un 10% y un 20% de pacientes desarrollan hepatitis recidivante o colestasis prolongada

durante mas de 6 meses >*.

Hasta un 20% de pacientes con hepatitis A aguda presentan recaidas, rara vez en forma de
enfermedad polifasica (multiples recaidas). Tras una fase de remision, con una resolucion
parcial o completa de las manifestaciones clinicas y bioquimicas, se produce una recaida en
un corto periodo de tiempo (por lo general inferior a tres semanas). La recaida suele ser mas
leve a nivel clinico que la fase inicial, con alteraciones variables en la funcion hepdtica y una
mayor afectacion de parametros relacionados con la colestasis. Con frecuencia, esta fase se
acompafia de manifestaciones inmunologicas, incluyendo purpura, nefritis y artralgias. El
factor reumatoide suele detectarse en la analitica, al igual que falsos positivos en la
determinacion del virus de la hepatitis C mediante enzimoinmunoanalisis (EIA). La viremia
y la eliminacion fecal del virus vuelven a aparecer durante la recidiva. El curso clinico de las
recaidas suele ser benigno salvo raras excepciones. El tratamiento de estos casos con

corticoesteroides contribuye a la mejoria clinica 7°.

Colestasis prolongada

La colestasis prolongada se define como una elevacion de la bilirrubina total por encima de
5 mg/dL que se prolonga durante mds de cuatro semanas. Se observa en el 5%-7% de
pacientes, y se acompaia de elevacion prolongada de la fosfatasa alcalina y de la gamma
glutamil transpeptidasa (GGT), prurito, pérdida de peso y fatiga . En un estudio realizado
por Jung y colaboradores en 595 pacientes con diagnostico de hepatitis A, la colestasis
prolongada se asociaba a pacientes coinfectados por el virus de la hepatitis B, TP prolongado,
y valores mayores de bilirrubina total al ingreso. La estancia hospitalaria de estos pacientes
fue significativamente mas larga, con una media de 70 dias. A pesar de esta complicacion,

todos los pacientes evolucionaron favorablemente 77,

Fallo hepatico
El fallo hepatico agudo se produce en el 0,015-0,5% de los pacientes con hepatitis A 7%, En

un 70% de los casos se resuelve de forma espontdnea, mientras que el 30% restante precisa
transplante hepatico °. En un estudio retrospectivo realizado en Taiwén se analizaron 3990

casos de hepatitis A que precisaron ingreso hospitalario. Los factores asociados al fallo
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hepatico en estos pacientes fueron el sexo masculino, edad mayor de 40 anos, cirrosis y
estancias prolongadas en el hospital 3°. En 1988, tuvo lugar en Shangai un brote de hepatitis
A que afect6 a mas de 300.000 personas. Los pacientes con infeccidon cronica por el virus de
la hepatitis B presentaban con mayor frecuencia una enfermedad grave y elevadas tasas de
mortalidad en caso de infeccion por VHA. La coinfeccion con otros virus, como el VIH,
VHB, VHC, VHE o el dengue puede afectar al curso de la enfermedad y constituye un factor
de riesgo para desarrollar fallo hepatico agudo en el contexto de una hepatitis A 8!. En un
estudio realizado en Argentina, la enfermedad hepatica grave inducida por el VHA se
asociaba con una insercioén de 6 amninodcidos (157insMTTTVP) en el gen TIM1/HAVCRI,

que codifica para un receptor implicado en la entrada de eHAV en la célula 4.

Estudios acerca de la evolucion del fallo hepatico agudo relacionado con la hepatitis A
muestran que el 55-57% de los pacientes se recuperan espontaneamente, el 31-38% se
someten a transplante hepatico, y el 6-14% fallecen sin transplante. Se ha propuesto un
modelo para predecir la necesidad de transplante o el riesgo de muerte basado en niveles de
ALT <2600 UI/L, creatinina >2 mg/dL, necesidad de intubacién y uso de vasopresores . El
trabajo de Kim y col. encontré que el grado de encefalopatia hepatica constituia un factor
independiente para la recuperacion espontanea, correlacionandose de forma negativa con la

supervivencia *3.

Hepatitis autoinmune

A pesar de que existen muy pocos casos reportados, la infeccion por el virus de la hepatitis
A puede desencadenar una hepatitis autoinmune. Una vez transcurrida la fase aguda de la
enfermedad, y habiéndose presentado de la forma habitual, tanto a nivel biquimico como
serologico, se produce una mejoria durante la cual las transaminasas pueden llegar a
normalizarse. Varias semanas después, se produce una elevacion de las mismas, y se detecta
hipergammaglobulinemia y autoanticuerpos. No parece que el virus intervenga en este punto
del proceso, ya que los anticuerpos IgM anti-VHA son negativos y los de tipo IgG son
detectables 4. En un caso de los publicados, se realiz6 una PCR de biopsia hepatica con el

objetivo de detectar ARN viral, siendo el resultado negativo *°.

2.9.4. Manifestaciones extrahepaticas
El dafio renal agudo, definido como valores de creatinina sérica >2 mg/dL o un incremento
de al menos 1,5 veces el valor de base, se ha descrito en el 1,5-7,6% de los pacientes con
hepatitis A 7%, Los mecanismos propuestos causantes del dafio renal incluyen factores
prerrenales asociados con anorexia, nduseas, vomitos, diarrea y fiebre. También se ha

asociado a los efectos nefrotoxicos derivados de la hiperbilirrubinemia, nefritis mediada por
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inmunocomplejos, nefritis intersticial y, de forma excepcional, hemdlisis intravascular
masiva 87. Kim y col. realizaron un estudio en casos de hepatitis A con o sin dafio renal agudo.
Niveles bajos de hematocrito, la existencia de una coagulopatia y una proteina C reactiva
elevada al diagndstico, al igual que picos mayores de bilirrubina durante el curso de la
enfermedad, constituian factores asociados con el desarrollo de dafio renal agudo en estos
pacientes con hepatitis A no fulminante *. En un trabajo posterior, Choi y col. encontraron
relacion entre el dafio renal agudo y la hepatitis fulminante, la leucocitosis y la proteina C
reactiva elevada en pacientes con hepatitis A, mientras que valores mayores de bilirrubina
total, leucocitosis y PCR elevada fueron considerados factores de riesgo en los casos de
hepatitis A no fulminante *. La evolucion de los pacientes con hepatitis A no fulminante y
dafio renal agudo suele ser favorable, aunque entre el 10% y el 50% de los casos precisa de

terapia de reemplazo renal 7288,

Otras manifestaciones extrahepaticas descritas en pacientes con hepatitis A incluyen
colecistitis, pancreatitis, derrame pleural o pericardico, hemolisis, hemofagocitosis, aplasia
pura de células rojas, artritis reactiva aguda, rash cutdneo, y manifestaciones neuroldgicas,

como mononeuritis, sindrome de Guillain-Barré y mielitis transversa 8.

La colecistitis y la pancreatitis agudas pueden complicar el curso clinico de la hepatitis A.
No se conoce con certeza la patogenia de la colecistitis en este contexto. Se ha detectado
antigeno de VHA en el epitelio del conducto biliar y en la pared de la vesicula biliar de un
paciente, lo cual sugiere un efecto directo de la infeccion mas que un mecanismo secundario
%, En muchos casos, los sintomas aparecen de forma transitoria y se produce una

recuperacion espontanea ¥, La pancreatitis es mas frecuente en pacientes con hepatitis A

fulminante, y rara vez se produce en enfermedad no fulminante .

La hemolisis puede desencadenarse a partir de una hepatitis viral, incluyendo hepatitis A,
sobre todo en pacientes con déficit de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. También puede ser
de naturaleza autoinmune, relacionada con la produccion de anticuerpos frente a la isomerasa

trifosfato, y puede presentarse de forma severa °.

Ocasionalmente, pueden aparecer manifestaciones relacionadas con la circulacion de
inmunocomplejos, como la vasculitis cutdnea, la artritis y la crioglobulinemia, pudiendo estar
implicadas tanto la IgG como la IgM. Los sintomas se resuelven de forma espontanea con la

resolucion de la hepatitis A °.

No se conoce con certeza el mecanismo responsable de las manifestaciones neurologicas

secundarias a la hepatitis A. La ausencia de VHA en el liquido cefalorraquideo de pacientes
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con mielitis transversa, unido a la buena respuesta al tratamiento con corticoides parece

apuntar hacia una posible causa autoinmune *°.

2.10. DIAGNOSTICO DE LA HEPATITIS A

La hepatitis A no puede distinguirse desde el punto de vista clinico de otras formas de
hepatitis aguda, aunque el diagnostico puede sospecharse en pacientes con sintomas tipicos
en el contexto de un brote 2. Los signos y sintomas clinicos vienen acompafiados de
alteraciones analiticas como el aumento de las enzimas asociadas a citolisis y colestasis
(AST, ALT, GGT, bilirrubina, fosfatasa alcalina) y alteraciones en la coagulacion,
acompaiiadas de determinados hallazgos radioldgicos. Sin embargo, todo ello es inespecifico
de la infeccion por el VHA, y el diagnostico de certeza debe establecerse mediante serologia

91

2.10.1. Deteccion de anticuerpos
La IgM anti VHA ha sido utilizada como marcador primario de infeccion aguda, y los
ensayos comerciales para su deteccion constituyen el principal método diagnostico en el
entorno clinico. Se trata fundamentalmente de anticuerpos especificos frente a las proteinas
de la capside 7. Suelen detectarse en una primera muestra de suero obtenida en la evaluacion
inicial del paciente. Sin embargo, las pruebas seroldgicas pueden ser inicialmente negativas
en el 6-11% de los casos sintomaticos. La determinacion debe repetirse transcurridos de 2 a
5 dias en pacientes con sintomatologia compatible con hepatitis A. La infeccion suele

confirmarse en una segunda determinacion ®2. El valor predictivo positivo es del 88% °.

La IgM aumenta rapidamente transcurridas de 4 a 6 semanas tras la infeccion. En pacientes
sintomaticos, se eleva en los 5 a 10 dias antes de la aparicion de sintomas, y disminuye
después hasta niveles indetectables dentro de los 4-6 meses posteriores, persistiendo rara vez

mas de 12 meses °!.

No se recomienda testar a personas asintomaticas sin evidencia de hepatitis clinica o
conocimiento de exposicion a una fuente de VHA, ya que en este contexto las pruebas
presentan un valor predictivo bajo y pueden dar lugar a falsos positivos *°. También se han
observado resultados falsamente positivos en pacientes con artritis reumatoide y otras
enfermedades autoinmunes °*. Entre un 8% y un 20% de las personas vacunadas pueden
presentar respuesta IgM detectable de forma transitoria !7. Aunque la deteccion de IgM anti-
VHA en saliva puede ser de utilidad como test de screening en el contexto de un brote, la

sensibilidad es menor que en suero >°,
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La IgG anti-VHA es detectable una semana después de la aparicion de la IgM, alcanza niveles
elevados durante la fase de convalecencia, y normalmente persiste de por vida. IgG e IgM
anti-VHA pueden detectarse de forma simultanea transcurridas entre 1 y 2 semanas desde el
inicio de los sintomas. La determinacion de IgG es de utilidad en estudios de prevalencia de

infeccion por el VHA, y a la hora de evaluar la respuesta a la vacunacion 7°.

Los ensayos disefiados comercialmente para el diagndstico seroldgico de la hepatitis A,
detectan anticuerpos IgM anti-VHA, IgG anti-VHA y anticuerpos totales (IgG+IgM) anti
VHA en muestras de plasma o suero. Existen métodos para la deteccion de IgM, 1gG e IgA
en saliva, y para la deteccion de IgG e IgM en orina; pero presentan menor sensibilidad que
la determinacion en suero, y son poco empleados en nuestro medio®> Debido a su elevada
sensibilidad y especificidad, las técnicas de quimioluminiscencia (CLIA) se han consolidado
como las de mayor implantacion. Existen disponibles numerosos kits comerciales de para la
deteccion de IgM antiVHA especifica. Los sistemas mas utilizados en los Servicios de
Microbiologia hospitalarios son los comercializados por Abbott (ARCHITECT HAVAB-
IGM), Siemens (anti-HAV IgM CLIA para ADVIA Centaur XP), Roche (Elecsys® Anti-
HAV IgM), DiaSorin (Liaison® HAV IgM), y Ortho (Vitros ECi Anti-HAV IgM)*. En el
suero de los pacientes convalecientes se encuentran niveles bajos de anticuerpos frente a
proteinas no estructurales, pero los intentos de usar este fendmeno para distinguir la respuesta
de anticuerpos frente a la infeccion natural de la respuesta contra la vacunacion no han

proporcionado resultados homogéneos 2.

2.10.2. Deteccion de antigenos virales
Se puede detectar el VHA o antigenos virales en las heces de pacientes entre 1 y 2 semanas
antes de la aparicion de los sintomas. Sin embargo, esta deteccion tiene un escaso papel en
el diagnostico clinico rutinario, pues estas pruebas no se encuentran ampliamente disponibles
y la excrecion del virus suele haber finalizado antes de que el paciente solicite atencion

médica 2.

2.10.3. Diagnostico molecular
La deteccion de ARN de VHA en suero mediante métodos moleculares puede realizarse
técnicamente pero no suele emplearse para diagnostico clinico °. El diagndstico molecular
puede estar basado en diferentes regiones del genoma del VHA. La region no codificante 5°-
UTR es la mas conservada, y se utiliza para detectar el genoma viral; mientras que VP1, VP3
y VP1/2A se emplean tanto en la deteccion de ARN como en el estudio de la variabilidad

genética del virus °.
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En la actualidad existen comercializadas plataformas de PCR a tiempo real, que presentan
elevada sensibilidad y especificidad, como RealStar® HAV RT-PCR kit de Altona
Diagnostics (Hamburgo, Alemania). Estas pueden emplearse en muestras clinicas, pero estan
siendo utilizadas también para detectar el virus en alimentos y muestras ambientales °’. En
casos en los que se precise de una mayor sensibilidad, puede realizarse una variante de la
PCR conocida como nested PCR o PCR anidada, que utiliza dos pares de cebadores,
obteniéndose un mayor rendimiento °°. La PCR y otras técnicas de amplificacion de acidos
nucleicos han sido utilizadas en laboratorios donde se precisa de herramientas muy sensibles
para detectar la presencia del virus en las muestras. Es el caso de los estudios ambientales o
de las muestras de plasma empleadas para la elaboracion de derivados plasmaticos. Las
técnicas de PCR permiten detectar particulas virales tanto defectivas como infecciosas. Por
lo tanto, la deteccion de antigenos o ARN de VHA en suero, heces o saliva no significa que
una persona infectada sea necesariamente infecciosa, y es probable que el periodo de
infectividad sea mas corto que el periodo durante el cual el ARN es detectable 2. En pacientes
inmunocompetentes, la viremia se detecta pocos dias después de producirse la infeccion,
antes de la aparicion de anticuerpos, y persiste de 3 a 4 semanas *®. El periodo de viremia
puede prolongarse en pacientes inmunodeprimidos, y en aquellos coinfectados por el VIH ¢,
La deteccion de ARN viral podria ser de utilidad en el diagndstico temprano de la infeccion
por VHA, especialmente durante el periodo ventana, en el contexto de brotes y en hepatitis

de origen desconocido °.

La utilizacion de técnicas de PCR en muestras de heces tampoco se ha validado con fines
diagnodsticos, ya que este tipo de muestras contienen con frecuencia inhibidores de la
amplificacion, como sales biliares, productos de degradaciéon de la hemoglobina y

polisacaridos complejos, y pueden dar lugar a resultados falsamente negativos 2.

2.11. INMUNIDAD

El VHA produce una infeccion relativamente sigilosa del higado. Su habilidad para modular
y evadir la respuesta del hospedador genera un desequilibrio que permite la expansion viral
produciendo un dafio hepatocelular limitado. Esto constituye un aspecto caracteristico de la

patogenia del virus y un nuevo paradigma en las interacciones virus-hospedador .

Como ya se mencion6 anteriormente, el bajo contenido CpG del genoma viral evita que se
desencadenen una serie de mecanismos de la inmunidad innata. Ademas, la infeccion por
VHA desencadena una respuesta muy limitada de IFN-1 %°. Esto se debe a la escicion de las
proteinas MAVS, TRIF y NEMO, implicadas en la sintesis de IFN, por las proteinas y
precursores virales no estructurales 3ABC, 3CD y 3C!%-103_ E] hecho de interferir en las

cascadas de sefializacion de la inmunidad innata no solo repercute en la produccion IFN, sino
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que también limita el proceso inflamatorio del higado, retrasa la respuesta de anticuerpos y
ralentiza el aclaramiento viral ', HAVCRI se localiza en la superficie de los linfocitos T

reguladores, y su interaccion con el VHA inhibe temporalmente su funcion %4,

Por lo general, la respuesta de las células B en la infeccion por el VHA se encuentra retardada
% Esto se debe probablemente a que los antigenos del VHA estan “secuestrados” en el
interior de las células infectadas de forma no litica, y inicamente son liberados cubiertos por
membranas del hospedador en los viriones cuasi-envueltos *!. La IgM aparece de 5 a 10 dias
antes de la aparicion de sintomas, y puede permanecer elevada de 3 a 12 meses tras la
exposicion °!. La IgG se produce una semana después de la aparicion de la IgM y confiere
actividad neutralizante frente a futuras exposiciones al VHA. La respuesta neutralizante de
tipo IgG se vuelve rapidamente predominante y protege de por vida frente a la reinfeccion
sintomatica '°. Estos anticuerpos neutralizantes reconocen un niimero pequeiio de epitopos
situados de forma proxima en las proteinas de la capside VP1, VP2 y VP3, las cuales estan
altamente conservadas 2>'%, La duracion de la IgG puede verse limitada en casos de
inmunosupresion, como se demostro en pacientes con infeccion por VIH en los que no se

detectaron anticuerpos frente al VHA varios afios después de ser vacunados 7.

Los anticuerpos anti-VHA de clase IgA se encuentran en heces durante la fase aguda de la
enfermedad, y persisten durante varios meses. Sin embargo, no muestran actividad
neutralizante 7°. Al parecer, la IgA podria actuar como carrier en el transporte del VHA al
higado, y este mecanismo estaria relacionado con los diferentes escenarios clinicos de la
infeccion. Transcurridas varias semanas desde la infeccion, la IgA es capaz de promover de
manera ciclica la circulacion enterohepatica del virus, dando como resultado reinfecciones
enddgenas del higado. Esto podria contribuir a cuadros clinicos mas prolongados o a recaidas

en la enfermedad '8,

Otro aspecto caracteristico del VHA es su capacidad de evadir los mecanismos de
aclaramiento sanguineos. Algunas glicoproteinas de superficie de los eritrocitos se unen a
patogenos, impidiendo que estos alcancen sus tejidos diana %, Los viriones desnudos se
unen a la sialoglicoproteina glicoforina A de la superficie del globulo rojo !9, pero esta union
es altamente dependiente de cambios conformacionales sutiles que se producen en
determinadas condiciones como, por ejemplo, un entorno de pH acido. Como consecuencia,
los viriones desnudos que circulan en sangre especialmente en el inicio de la infeccidon no

serian aclarados por este mecanismo !l
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La resolucion de la infeccion se produce mayoritariamente por una respuesta contundente y
sostenida de los linfocitos T CD4+, que producen multiples citoquinas durante la fase aguda

y previenen las recaidas hasta que el genoma del virus es eliminado de los hepatocitos 2.

2.12. EPIDEMIOLOGIA DEL VHA

2.12.1. Vias de transmision del VHA
El hombre es el Ginico reservorio natural del VHA 3. El virus se transmite fundamentalmente
por via fecal-oral. Tras la replicacion en el higado, el virus es eliminado en las heces, donde
su concentracion es maxima'®, Aunque puede detectarse en saliva de animales infectados de

114,115

forma experimental y puede estar presente en la saliva humana , 1o se ha demostrado

contagio de VHA por saliva. Las principales vias de transmision del VHA son:

Contacto directo

El contacto interpersonal sigue siendo el principal medio de contagio del VHA en la mayor
parte del planeta 2. La mayor parte de la transmision ocurre entre contactos estrechos en
convivientes y entorno cercano a la familia 7. La eliminacion prolongada de VHA, antes y
después del inicio de los sintomas, facilita la transmision interpersonal 7°. En la mayoria de
paises no existe vacunacion infantil universal, por lo que los nifios siguen teniendo una mayor
incidencia de infeccion, convirtiéndose en reservorios asintomaticos. Ademas, suelen ser
menos cuidadosos en sus habitos higiénicos, por lo que suelen actuar fuente de infeccion para
los adultos. Los colegios y guarderias se ven a menudo implicados en la diseminacion del

virus 16,

En el 40-50% de los casos de hepatitis A, el origen no es identificado !7. Los estudios a nivel
molecular son fundamentales para identificar la fuente de infeccidn, especialmente si no
existen factores de riesgo 7!, La relacion genética esperable entre las cepas implicadas en
la transmision persona-persona varia dependiendo de la endemicidad del area geografica. En
entornos de baja prevalencia de hepatitis A, estos brotes suelen estar vinculados a una unica
cepa, mientras que en las regiones con una prevalencia elevada se pueden detectar varias

cepas implicadas '*°.

Agua v Alimentos contaminados

Los brotes de hepatitis A relacionados con agua o alimentos contaminados se caracterizan
por un incremento abrupto en el nimero de personas con ictericia en un corto periodo de
tiempo !''°. En el caso de paises con ingresos bajos, el VHA se disemina a través de aguas
contaminadas, contacto directo con individuos infectados, o consumo de alimentos
contaminados. Debido a que todos estos patrones de transmision estan ligados al agua, el

saneamiento y la higiene, resulta complicado a priori identificar un unico origen. En paises
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de ingresos altos, sin embargo, el consumo de agua corriente es seguro, por lo que es mas

sencillo detectar alimentos concretos responsables de brotes 12,

Los brotes vinculados al agua ocurren entre personas que beben agua contaminada, ya sea
por cloracion inadecuada o por una infraestructura sanitaria deficiente; o que nadan en
entornos proximos a fosas sépticas o vertidos de aguas residuales . Uno de los factores que
mas contribuyen al descenso de las tasas de VHA en la mayoria de paises es la mejora en el
acceso a fuentes de agua potable y en las condiciones higiénico-sanitarias '*°. Un meta-
analisis confirm¢ la asociacion entre mayores tasas de acceso a una fuente de agua potable
segura y una menor incidencia de infecciones por VHA 2!, El tratamiento de las aguas de
consumo que se realiza actualmente en nuestro medio hace que los brotes asociados a aguas

contaminadas sean poco probables 3.

La deteccion y secuenciacion del ARN del VHA a partir de muestras de agua y de pacientes
infectados son herramientas utiles para la identificacion de la fuente de infeccion !'°. Es el
caso de un brote de hepatitis A ocurrido en India, que pudo vincularse a agua contaminada
después del andlisis filogenético del ARN del VHA recuperado de muestras de pacientes y
de aguas residuales. En esta ocasion, el estudio de la regiéon 5°-UTR y del genoma
practicamente completo reveld que todos los aislados eran idénticos y pertenecian al genotipo

IIIA, indicando una fuente comun de infeccion '22.

El VHA es una de las causas mas frecuentes de infeccion por transmision alimentaria. La
transmision del VHA relacionada con alimentos puede deberse a una contaminacion de los
mismos, a un manipulador de alimentos infectado; o a una contaminacion durante el cultivo,
la recoleccidn, el procesado o la distribucion del producto. Los alimentos contaminados antes
de su distribucion son dificiles de identificar. Cuando se identifican, a menudo es imposible
determinar en qué momento ha tenido lugar la contaminacion. Un solo manipulador
trabajando en el periodo en el que es infeccioso puede transmitir el VHA a cientos de
personas, pero debido a que los manipuladores de alimentos no presentan un riesgo mayor

de infeccion por VHA, no esta establecida la vacunacion universal de este colectivo 122

Los dos grupos primarios de alimentos relacionados con brotes de hepatitis A son los
productos de la agricultura y el marisco '?°. La contaminacion de frutas y verduras se produce
como resultado de una higiene deficiente en los trabajadores o por utilizacion de agua de
riego contaminada con aguas de desecho. El hecho de que el virus sea dificil de eliminar de
la superficie de los vegetales contribuye a la diseminacion del mismo 24, Los brotes de VHA
relacionados con marisco se ven favorecidos por factores afiadidos, como la recogida cercana

a puntos de desecho de aguas, el vertido de aguas residuales proximo al hébitat del marisco,
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o el uso de agua contaminada para la piscicultura '3, El marisco se asocia con la transmision
de VHA por su efecto filtrante del agua, lo cual lleva a que el virus se concentre de manera
eficiente; y su consumo ha estado implicado en importantes brotes '2>12%, Muchos de los
grandes brotes asociados a alimentos estdn causados por una Unica cepa, 0 por varias
estrechamente relacionadas. La secuenciacion del VHA facilita de manera significativa la
identificacion de esa fuente y el control epidemioldgico a tiempo real. Uno de los brotes de
hepatitis A mas relevantes ocurri6 en Shangai (China) en 1988, registrandose 300.000 casos
relacionados con el consumo de almejas recogidas en una zona contaminada por aguas

127 En la Comunidad Valenciana tuvo lugar un brote de hepatitis A con 184 casos

residuales
confirmados serologicamente. En un primer estudio de casos-controles se asociaron los casos
de VHA con el consumo de coquinas importadas de Pert. El andlisis de la region 5’-UTR
revelo la existencia de secuencias de VHA idénticas en el suero de pacientes y en las

coquinas, lo cual confirm6 que la fuente del brote era el marisco contaminado 2%,

La OMS estim6 que més de 90.000 personas en el mundo murieron de hepatitis A en 2010,
y unas 30.000 de esas muertes podian atribuirse directamente a adquisicion a través de
alimentos '*. El comercio internacional de alimentos estid creciendo y se espera que
aumenten el numero de brotes asociados a alimentos en zonas de buenas condiciones socio-
sanitarias. Aunque no todos los brotes de hepatitis A asociados a alimentos en estos paises
estan causados por alimentos importados, el riesgo de contaminacion por VHA es elevado
cuando los alimentos proceden de zonas de ingresos medios y bajos, en los que la hepatitis
A es endémica '2°, Por ejemplo, los arandanos congelados han causado numerosos brotes de
hepatitis A en Europa. En un importante brote que tuvo lugar entre junio de 2013 y agosto
de 2014, mas de 1100 personas en Italia, Alemania, Noruega y otros 10 paises europeos
fueron hospitalizados por hepatitis A. La caracterizacion molecular vincul6 el brote a
arandanos procedentes de Bulgaria y grosellas empleadas en mezclas de frutos procedentes

de Polonia 24,

Transmision entre HSH

Mientras en la mayoria de regiones del mundo el VHA causa infecciones en la infancia, en
paises de baja endemicidad, gran parte de la poblacion adulta es susceptible a la infeccion

por VHA, lo cual favorece la transmision entre determinados grupos de riesgo .

La transmision sexual per se no constituye una via de transmision del VHA. El contagio no
es consecuencia directa de la penetracion anal, sino que esta relacionado con el contacto oral
con sitios anatémicos contaminados con materia fecal. Por ello, las medidas empleadas
habitualmente para prevenir otras ITS no frenan la transmision del VHA 3%, La excrecion de

VHA en las heces se inicia 19 dias antes del pico de ALT y continua durante al menos 25
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dias, pudiendo extenderse hasta los 80 dias ®. La existencia de un periodo de eliminacién tan
extenso favorece la transmision via contacto oro-anal y oro-genital ''°. Varios estudios de
casos-controles han identificado factores de riesgo asociados, como tener parejas sexuales
anonimas, el sexo en grupo, practicas oro-anales y digito-rectales, el contacto con pacientes
con hepatitis A aguda, tener sexo en saunas gay, y visitar saunas y cuartos oscuros °.

Las cepas que circulan de manera predominante entre HSH pertenecen al genotipo IA 1317135,
El andlisis filogenético revela en la mayoria de ocasiones la circulacion de cepas de VHA
similares entre HSH de diferentes paises, lo cual parece sugerir la existencia de una amplia
red de comunidades de HSH capaz de mantener la circulacion de ciertas cepas relacionadas
genéticamente durante largos periodos de tiempo. Esto genera una situacion de endemicidad
en la poblacion HSH '3, Se ha estimado que un nivel de inmunidad >70% entre la poblacion

HSH prevendria la transmision sostenida y la aparicion de futuros brotes 3¢,

La duracion de los brotes de hepatitis A entre HSH se restringe a dos afios en la mayoria de
ocasiones 37, Sin embargo, se han reportado brotes de mayor duracion, como el de Canada
138 de 1994 a 1998; y brotes ciclicos, ocurridos en Australia entre 1991 y 1996 3% y en
Espaifia entre 1989 y 2010 40, Desde la década de 1980 se han comunicado multiples brotes
de hepatitis A entre HSH en regiones de baja endemicidad de Europa, como Dinamarca 4!,
Suecia %2, Reino Unido !4, y en Estados Unidos *+ 14 En la década de los 90, se produjo
un pico de incidencia de infeccion por VHA en HSH, afectando a paises como Reino Unido
147-150 "Holanda '*!, Noruega '**, Estados Unidos %14, Canada !3® y Australia 131527154 A
pesar de que a mediados de los afios 90 se recomendo la vacunacion en este colectivo 148, la
emergencia de la infecciéon por VHA en HSH constituye aiin hoy un desafio para la salud

publica en muchos paises europeos.

Entre 2016 y 2017 tuvo lugar en Europa un extenso brote de hepatitis A que afectd
fundamentalmente a poblacion HSH. En junio de 2017, 16 paises europeos (Austria, Bélgica,
Dinamarca, Finlandia, Francia, Alemania, Grecia, Irlanda, Italia, Paises Bajos, Noruega,
Portugal, Eslovenia, Espafia, Suecia y Reino Unido) habian reportado 1500 casos de hepatitis
A confirmados infectados por una de las tres cepas implicadas el brote: VRD 521 2016,
RIVM-HAV16-090 y V16-25801. Todas ellas pertenecian al subgenotipo IA '35, La
celebracion del EuroPride, un evento internacional para celebrar la igualdad de derechos de
la comunidad gay, bisexual y transgénero, tuvo lugar en julio de 2016 en Amsterdam. La
edicion de 2016 congregd a mas de medio millon de visitantes '°°, lo cual jugd probablemente

un papel clave en la diseminacién del virus.
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En diciembre de 2016, Reino Unido notificd 15 casos de hepatitis A, 5 de los cuales habian
viajado a Espana. El andlisis genético reveld la implicacion de una misma cepa
(VRD_521 2016), cuya secuencia se relacionaba filogenéticamente con otras derivadas de
Sur y Centro América. En junio de 2017, 16 paises de la Union Europea habian reportado
806 casos de hepatitis A en los que VRD_521 2016 estaba implicada, la mayoria de ellos
(223) registrados en Espafia. Respecto a los casos detectados en el resto de la UE, de los 71
pacientes con historia de viajes previos, 27 habian visitado Espafia durante el periodo de

incubacion.

La cepa RIVM-HAV16-090 se identifico por primera vez en Holanda, en dos asistentes al
festival EuroPride celebrado en Amsterdam. Ambos casos habian participado de actividades
sexuales anonimas en un mismo local. RIVM-HAV16-090 se relacionaba estrechamente con
cepas reportadas en Japon y China, por lo que muy probablemente su procedencia sea
asiatica. En junio de 2017 se habian reportado en la UE 509 casos relacionados con RIVM-
HAV16-090, la mayoria de ellos (168) en Reino Unido. De los 88 pacientes con historia de
viajes, 26 habian visitado Espafia. Las secuencias de RIVM-HAV16-090 y VRD 521 2016
presentan una similitud de tan solo el 95,4%, lo cual sugiere cadenas de transmision no

relacionadas.

Un tercer cluster, denominado V16 25801, fue descrito en Alemania en diciembre de 2016.
La mayoria de los casos asociados se detectaron en Alemania, y el 94% eran hombres. De
los 47 casos documentados, 41 afirmaban ser HSH. En cuanto a la informacion acerca de
viajes a otros paises, de los 24 casos documentados, 9 habian viajado a Espafia durante el

periodo de incubacion.

Los casos confirmados subestiman de manera significativa la verdadera extension del brote,
debido a las dificultadas para la secuenciacion en muchos paises. Ademas, los casos
reportados se limitan a aquellos que precisan de asistencia sanitaria, y una gran proporcion
de casos leves y asintomaticos habrian quedado sin identificar '°°, La mayoria de casos se
produjeron entre poblacion HSH no vacunada, pero existe evidencia de casos secundarios en
la poblacién general. Se ha reportado transmisidon entre convivientes ligada a las cepas
implicadas en el brote lo cual subraya la necesidad de un estudio de contactos precoz, y de
profilaxis postexposicion en contactos estrechos con el objetivo de evitar infecciones

secundarias en convivientes no vacunados !3°.

Durante el mismo periodo, se registraron brotes que afectaron a HSH en Estados Unidos y

en Israel, en donde se vieron implicadas las cepas VRD 521 2016 y RIVM-HAV16-090

157

vinculadas al brote europeo *>’. La tercera cepa asociada, V16-25801, fue detectada en Chile,
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y en Italia en dos pacientes procedentes de Ecuador, por lo que se cree que pudo estar
circulando en Sudamérica incluso antes del brote de Europa !*7.

132158159 Polonia 60 y Espafia

Las coinfecciones por VHA y VIH han sido descritas en Italia
140 La mayoria de individuos eran hombres con diagnostico previo de VIH, mientras que
otros fueron detectados en el curso de la hepatitis A aguda 32140158160 Entre todos los
pacientes varones que fueron diagnosticados de hepatitis A entre 2002 y 2008 en Italia, el
15,2% eran VIH-positivo. Si se excluye a aquellos de los que no se dispone de serologia de
VIH, la seroprevalencia era del 27,6% !*. La elevada proporcion de coinfecciones VHA/VIH
en areas de baja endemicidad de VHA pone de manifiesto la importancia de testar el VIH en

pacientes con hepatitis A aguda ¢.

Viajes a zonas endémicas

Los viajes a zonas endémicas constituyen una de las principales vias de adquisicion del VHA
en zonas de endemicidad baja. Las redes de transporte actuales y la globalizacion de los
movimientos humanos facilitan que las enfermedades infecciosas se expandan mas

161 La hepatitis A es una de las enfermedades

rapidamente a través de las fronteras
prevenibles mediante la vacunacion mas frecuentes entre los turistas y viajeros
internacionales 2. La mayoria de casos de hepatitis A asociados a viajes ocurren cuando los
residentes de zonas con un alto nivel de recursos (y algunos habitantes de zonas urbanas con
recursos intermedios) viajan a lugares con un nivel mayor de endemicidad de VHA. Los
viajeros no vacunados pueden contraer el virus y desarrollar la enfermedad una vez han
vuelto a sus paises de origen. Estas infecciones importadas pueden transmitirse en el entorno

doméstico, colegios, lugares de trabajo y otros ambitos sociales, generando olas de

transmision 20,

En paises con buenas condiciones socio-sanitarias, la vacunacion estd recomendada en
poblaciones de riesgo, lo cual incluye viajeros a zonas endémicas '%°. Sin embargo, un estudio
realizado en viajeros a zonas endémicas procedentes de Australia, Canadd, Finlandia,
Alemania, Noruega, Suecia y Reino Unido reveldé que solo una pequeia minoria de ellos
habian sido vacunados frente a la hepatitis A ', Las tasas de vacunacion encontradas en
viajeros procedentes de Japon fueron también bajas ', y subOptimas en otros trabajos con

viajeros procedentes de Francia, Italia, Corea del Sur, Espafia y Estados Unidos 166168,

Segun la red de vigilancia global de la sociedad internacional de medicina asociada a los
viajes (ISTM), entre 2007 y 2011, entorno a la mitad de los casos que se produjeron en
viajeros internacionales correspondian a turistas en viajes de ocio, el 10% viajaban por

trabajo, y una tercera parte eran personas visitando a amigos o parientes (VFRs de su
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acronimo en inglés) '%°. Los emigrantes procedentes de zonas endémicas habrian desarrollado
inmunidad natural por una infeccioén asintomadtica durante la infancia, por lo que pueden no
ser conscientes de que sus hijos, que han nacido y crecido en zonas no endémicas, son
vulnerables al VHA. Respecto a otros viajeros, es menos probable que los VFRs estén
vacunados frente al VHA, y mas probable que lleven a cabo conductas de riesgo como beber
agua corriente o consumir alimentos potencialmente contaminados cuando visitan sus paises

de origen '7°,

Personas que se inyectan drogas (PID)

Las PID presentan una seroprevalencia de VHA mayor a la de la poblacion general ¢°. En la
década de 1970 aument6 significativamente el niimero de PID, y comenzaron a reportarse
brotes de hepatitis A en este colectivo. El VHA no es un patégeno considerado de transmision
sanguinea en la medida que lo son el VHB o el VHC. Sin embargo, la via percutanea no
puede ser descartada ya que existen grupos cerrados de PID en los que con frecuencia se
comparten jeringuillas, lo cual facilita la transmision desde individuos virémicos al resto del
grupo. La transmision en estos grupos se ve incrementada cuando las condiciones sanitarias
y de higiene personal son deficientes, o cuando el consumo de drogas se relaciona con
comportamientos sexuales de riesgo para la transmision del VHA (contacto oral-anal) ''°.

171-174 v Estados Unidos !7>"'77, En

Noruega, 492 PID se infectaron de hepatitis A entre 1995 y 1996 3. En Terni, Italia, se

La mayoria de brotes se han registrado en Europa

registraron 47 casos de hepatitis A aguda durante 2002-2003, 35 de los cudles eran PID y 2,
VIH positivos !78. A pesar de haber implantado la vacunacion universal en nifios pequefios
en 1999, Israel experiment6 entre 2012 y 2013 un brote de hepatitis A en PID que se extendid

a la poblacion general 7,

Los subgenotipos A y IIIA se detectan con frecuencia entre loas PID infectados por VHA
19 La investigacion de un brote ocurrido en Noruega revelo la emergencia del subtipo II1A
con la transmision parenteral en este grupo '3°. Estudios posteriores de brotes ocurridos en
Europa vinculados a PID han confirmado la circulacion del genotipo IIIA en este colectivo
H8.I81-184 " Fgtas cepas de VHA podrian haberse introducido en Europa a través de la
importaciéon de drogas contaminadas procedentes del centro y sur de Asia, donde el

subgenotipo IIIA es endémico '1°.

Transmision vertical

Aunque es poco frecuente, se han comunicado diversos casos de transmision vertical de VHA
185-190 En dos de los neonatos produjo peritonitis meconial y perforacion del ileo, requiriendo

cirugia postnatal 1”192, A pesar de presentar una sintomatologia por lo general leve, la
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hepatitis A durante el embarazo se asocia con un elevado riesgo de complicaciones y parto
pretérmino, especialmente si se produce en el segundo y tercer trimestre. En Israel, se
analizaron 13 casos de infeccion gestacional por VHA adquirida durante el segundo y tercer
trimestre, de los cuales 9 (69%) presentaron complicaciones como contracciones prematuras,
rotura prematura de membranas, separacion placentaria y sangrado vaginal. Se encontr6 una
relacion significativa entre parto pretérmino y la presencia de fiebre e hipoalbuminemia
cuando la infeccion era adquirida durante el tercer trimestre !>, En una serie de 12 casos
registrados en Corea del Sur, se produjeron dos partos pretérmino, una ruptura prematura de
membranas, y un caso de ascitis fetal que se resolvio de forma espontanea °*. No se conoce
el mecanismo exacto mediante el cual el VHA produce contracciones pretérmino. Una
posible explicacion seria la intensa respuesta proinflamatoria desencadenada en el curso de
una hepatitis viral. En concreto, los niveles séricos de IL-1, IL-6 y factor de necrosis tumoral
alfa se elevan significativamente en los pacientes con infeccion aguda por VHA. La

194 'En areas

asociacion entre estas citoquinas y las contracciones pretérmino es ya conocida
en las que existe poblacion adulta susceptible a la infeccion por VHA, seria aconsejable la

realizacion de una serologia y la vacunacion durante el embarazo '3,

Transmision nosocomial

La transmision nosocomial del VHA es poco frecuente porque las medidas higiénicas suelen
extremarse cuando los pacientes presentan una sintomatologia que precisa de ingreso
hospitalario. Se recomienda establecer precauciones de contacto en el caso de profesionales
sanitarios al cargo de pacientes que precisan de pafiales o con incontinencia. Los

profesionales sanitarios no presentan una mayor prevalencia de infeccion por el VHA 113,

2.12.2. Distribucion global de la hepatitis A
Se estima que al afio se producen en el mundo 100 millones infecciones por el VHA y 1,5
millones de casos sintomaticos, los cuales son responsables de entre 15.000 y 30.000 muertes

anuales !9,

La hepatitis A se presenta esporadicamente y en epidemias de dmbito mundial, y tiende a
reaparecer periodicamente. La incidencia de VHA en la poblacion esta relacionada con las
condiciones socio-econdmicas, incluyendo el nimero de convivientes en la vivienda, las
condiciones sanitarias, la calidad del agua y los ingresos. En areas con un mejor acceso al
agua potable y eliminacién de aguas residuales, nucleos familiares mas pequefios y mejor

higiene personal la tasa de transmision es mas baja .

Aunque la tendencia de la incidencia de hepatitis A es decreciente a nivel global, la

distribucion del riesgo no es uniforme. El nivel de endemicidad de hepatitis A en una
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poblacion se determina por la prevalencia de anticuerpos anti VHA de tipo IgG en cada grupo
de edad. Estos se adquieren tras una infecciéon o mediante inmunizacion. La carga de
enfermedad por VHA esta altamente vinculada a la edad media de infeccion en una poblacion
19, Los paises con ingresos mas bajos presentan elevadas tasas de incidencia asociadas a una
elevada seroprevalencia de IgG anti-VHA. Sin embargo, la carga de enfermedad en su
poblacion es baja, ya que las infecciones se adquieren mayoritariamente en la infancia,
cuando la hepatitis A suele cursar de forma asintomatica. La proporcion de adultos
vulnerables es, por tanto, baja. Los paises con altos ingresos presentan una tasa de incidencia
y una seroprevalencia muy bajas, pero el numero de casos sintomaticos puede ser mayor.
Esto se debe a que la gran proporcion de adultos vulnerables desplaza el momento de adquirir
la infeccion hacia la edad adulta, cuando el VHA produce por lo general una hepatitis franca.
Este perfil de riesgo inusual hace que se hable de la paradoja de la hepatitis A. Como
consecuencia de esta caracteristica, un mayor acceso al agua potable puede inicialmente
aumentar la carga de la hepatitis A en la poblacion, aunque el nimero de casos descendera

con el desarrollo de las infraestructuras necesarias 2.

El estudio de la prevalencia de hepatitis A en las diferentes regiones del mundo se ve limitado
por la escasez de datos representativos en determinadas areas. Mientras que las zonas con
ingresos altos han sido muy estudiadas, la informacion acerca de la seroprevalencia anti-
VHA en paises con ingresos intermedios o bajos es escasa o, en muchos casos, inexistente.
En estas regiones, son normalmente los paises dominantes los que contribuyen con un mayor
nimero de publicaciones cientificas, y los datos de paises en vias de desarrollo pueden no
estar representados. Ademas, en muchos casos, los estudios estan enfocados en grupos de
riesgo y no representan la situacion de la poblacion general. En este contexto, los descensos
en la incidencia en determinados paises o subpoblaciones pueden no verse reflejados en la

literatura 29,

Patrones de distribucién a nivel mundial

La hepatitis A presenta una distribuciéon mundial. Sin embargo, su tasa de transmision varia
ampliamente entre poblaciones. Las mayores prevalencias de infeccion por VHA ocurren en

las regiones con los niveles socio-econdmicos mas bajos !’

. Las condiciones higiénico-
sanitarias, la mayor probabilidad de enfermedad y mortalidad en edades avanzadas, y la
induccién de inmunidad de por vida tras la infeccion por el VHA son los tres factores que
determinan los tres patrones epidemioldgicos de la hepatitis A en el mundo '7. La
endemicidad del VHA en una poblacion se establece de acuerdo a la prevalencia de IgG anti-
VHA edad-especifica, clasificandose en alta (>90% a la edad de 10 afios), intermedia (>50%
alos 15 afios y <90% a los 10 anos), baja (>50% a los 30 afios y <50% a los 15 afios), y muy

baja (<50% a los 30 afios) 8.
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Patron de alta endemicidad

En zonas de bajos recursos, con un saneamiento deficiente (como Africa
subsahariana, parte del sudeste asidtico, y parte de Sudamérica), las tasas de
transmision son muy altas. Practicamente toda la poblacion se infecta durante la
infancia temprana, edad a la cual la infeccion rara vez cursa de manera sintomatica.
Como consecuencia, la mayoria de los adultos son inmunes. En zonas con elevada
endemicidad de hepatitis A, al menos el 90% de la poblacién presenta anticuerpos
frente al VHA a la edad de 10 afios . Por lo tanto, en estas areas, la hepatitis A no
representa un problema de salud publica, ya que, a pesar de la frecuente circulacion

del virus, la enfermedad por hepatitis A es infrecuente y rara vez se producen brotes.

El término VFR (acrénimo del inglés visiting friends or relatives) se emplea para
designar a los individuos nacidos en el extranjero, y sus hijos, cuando regresan a su
pais de origen para visitar a sus familias 2%, Los inmigrantes procedentes de areas
endémicas de hepatitis A desarrollan habitualmente inmunidad frente al virus tras una
infeccion asintomatica en la infancia, pero pueden no ser conscientes del riesgo que
entrafia para aquellos descendientes nacidos ya en zonas no endémicas. Los VFRs
presentan menores tasas de vacunacion que los turistas, y una mayor probabilidad de
llevar a cabo conductas de riesgo, como beber agua de grifo o consumir marisco crudo
120 El riesgo que supone la infravacunacion de los VFRs, especialmente en nifios y
adolescentes, se ve reflejado, por ejemplo, en los datos de Canada. Mas de la mitad
de los casos de hepatitis A registrados entre los viajeros internacionales que partieron
de Quebec entre 2004 y 2007 se produjeron en VFRs. La mayoria de esos casos fueron
infecciones pediatricas, a pesar de que los nifios suponian solo el 10% de los VFRs

201

Patron de baja v muy baja endemicidad

Las areas de baja endemicidad se definen por una seroprevalencia de, al menos, el
50% a la edad de 30 afos, y menor del 50% a los 15 afios; y las de muy baja
endemicidad, por una seroprevalencia menor del 50% a los 30 afios 1°°. Se encuentran
en este rango el oeste y el norte de Europa, Australia, Canadd, Japon, y Estados
Unidos. En estos paises ricos en recursos, la circulacion del virus es escasa debido a
las buenas condiciones sanitarias e higiénicas. Esto implica también que una
importante proporcion de la poblacion de todos los grupos de edad carezca de
anticuerpos anti-VHA. Por tanto, cualquier entrada de VHA en la poblacion, aunque
infrecuente, puede implicar oleadas importantes de diseminacion del virus. Estos

brotes tienen habitualmente una fuente comun, por ejemplo, alimentos importados
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contaminados, y se extienden con la transmision interpersonal, afectando en su

mayoria a adolescentes y adultos jovenes.

Patron de endemicidad intermedia

La seroprevalencia en estas areas es de, al menos, el 50% a la edad de 15 afios, y
menor del 90% a los 10 afios. Se ajustan a este patron zonas del sur y este de Europa,
China, parte de Latinoamérica, norte de Africa, Oriente Medio y Rusia '*°. A medida
que un pais experimenta una transicioén epidemioldgica hacia una menor endemicidad,
aquellos que se infectan presentan un riesgo mas elevado de presentar una infeccion
sintomatica '°°. En 4reas con condiciones socioecondmicas intermedias, el VHA
presenta una tasa de circulacion relativamente alta. Este hecho, unido a la existencia
de un nimero importante de nifios de mayor edad y adultos jévenes susceptibles con
una mayor probabilidad de desarrollar sintomas 2%2, lleva a una elevada incidencia de
enfermedad clinica. Como consecuencia, se producen brotes extensos relacionados
con la transmision persona-persona o vinculados a contaminacion de agua o alimentos

a partir de una fuente comtn 2%,

2.12.3. Epidemiologia molecular del VHA
Las técnicas de biologia molecular, como la secuenciacion o el analisis filogenético, se han
empleado para determinar la relacion entre cepas recuperadas de individuos infectados. En
la actualidad, estos procesos se ven facilitados por la relativamente sencilla recuperacion del
genoma de VHA a partir de suero de pacientes infectados; y el buen rendimiento de los
métodos disponibles, capaces de procesar un gran flujo de muestras en poco tiempo. Estos
avances han convertido a la epidemiologia molecular en una herramienta esencial en la

investigacion de brotes y en estudios acerca de la transmision del VHA.

Los elementos fundamentales del andlisis epidemioldgico molecular del VHA son, en primer
lugar, la determinacion del genotipo, vinculado a la distribucion geografica de las cepas; vy,
en segundo lugar, establecer la relacion genética entre los aislados mediante un analisis
filogenético. Para facilitar este proceso, se amplifica el ARN del virus mediante PCR. Por lo
general se seleccionan regiones cortas del genoma para las que existe gran cantidad de
informacion disponible a la hora de realizar estudios comparativos, siendo VP1-2A la

empleada con mayor frecuencia !”-11°,

A pesar del elevado nivel de conservacion del genoma del VHA, el empleo de regiones

subgendmicas para detectar transmisiones a partir de una fuente unica estad justificado,
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considerando el predominio de infecciones producidas por una unica cepa, lo cual ayuda a
reducir el analisis genético al emparejamiento de secuencias cortas, en lugar de llevar a cabo
complejas evaluaciones de las relaciones filogenéticas entre variantes del VHA. Por tanto,
aunque la secuenciacion de genomas completos de VHA confirma que existe heterogeneidad
entre las cepas implicadas en brotes, las secuencias derivadas de una region gendmica corta,
como VP1-2A, ha demostrado ser suficiente para la identificacion de una fuente comun de

infeccion !1°,

Frecuencia de distribucion de los genotipos

Las cepas de VHA que infectan al hombre se agrupan en los genotipos I, I y III, divididos
en subtipos A y B. El genotipo I es el mas prevalente a nivel mundial, concentrando el 80%
de las cepas circulantes. Le sigue en frecuencia el genotipo III, mientras que el genotipo II se
aisla en raras ocasiones '713% Los subgenotipos IA, IIIA y IB son los mas frecuentes, con
prevalencias del 66%, 21% y 14% respectivamente 24, En concreto, IA es el subgenotipo
mas prevalente seguido de IB (especialmente en Africa) con la excepcion del sur de Asia,
incluyendo India y Pakistan, donde IITA es el subtipo mas abundante 2%-2%, En zonas de baja
endemicidad, como Estados Unidos o Europa occidental, predomina el subgenotipo IA,
aunque se han reportado todos los genotipos y subtipos. En estas regiones el analisis
filogenético ha revelado un patrén complejo, ya que los aislados de VHA derivan de
multiples genotipos, indicando probablemente que se trata de cepas importadas de diferentes
regiones 2>, Aunque el genotipo I sigue siendo el mayoritario, en los tltimos afios el

207

subgenotipo IIIA estd aumentando <°" y expandiéndose significativamente a otras partes del

mundo. En Europa, donde hasta ahora era poco comun, se han detectado brotes asociados al

208-210

mismo . El remplazo de un genotipo por el otro podria explicar en parte el

desplazamiento de la enfermedad de la infancia a la edad adulta 36-211:212,

La determinacion del genotipo del VHA podria ser de utilidad a la hora de predecir el
prondstico de la enfermedad, aunque en la actualidad no se dispone de informacion suficiente
y se necesitan mas estudios al respecto 24, El subgenotipo IIIA se ha asociado a cuadros mas
severos de hepatitis A, con una mayor alteracion de los parametros clinicos y estancias

hospitalarias mas prolongadas 27

. En un estudio realizado en 499 pacientes en Corea,
aquellos infectados por el subgenotipo IIIA presentaron valores significativamente mayores
de transaminasas, tiempo de protrombina y recuento de leucocitos, acompafiados de sintomas
mas severos que aquellos infectados por el genotipo IA en el momento de la admision 213
Sin embargo, otros autores no encontraron diferencias significativas con respecto a los

cuadros producidos por otros genotipos 2'4, por lo que la relacion entre el subtipo IIIA y la

gravedad de la infeccion sigue siendo controvertida.
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En 2012 se produjo en Catalufia un aumento notable en la incidencia de hepatitis A, con un
llamativo incremento de casos sintomdticos en nifios menores de 5 afios. Este hallazgo
constituye un hecho inusual, debido a que la mayoria de infecciones en nifios menores de 6
afios son asintomaticas. El 60% de las cepas tipadas en ese periodo correspondian al
subgenotipo IIIA, todas ellas aisladas en nifios procedentes de Pakistan, por lo que parece
que este subtipo podria estar asociado a un aumento de casos sintomaticos en niflos pequefios
215 Aunque esta relacion no habia sido reportada previamente, en India, donde IIIA es el
subtipo mas prevalente, el 52% de los casos que presentan sintomas se dan en menores de 5

afos 2%, lo cual apoya la hipdtesis planteada en el estudio de Cataluiia.

Un meta-analisis con datos acerca de la prevalencia de los diferentes subgenotipos a nivel
mundial reveld que la mortalidad se asociaba con mayor frecuencia a infecciones producidas

por los subtipos IB y IITA 204,

En 2008 se produjo en Catalufia un brote de hepatitis A asociado al consumo de coquinas
importadas de Peru. A partir del mismo, se aislé una cantidad considerable de cepas que
pertenecian a un subgenotipo indeterminado, equidistante entre [A y IB, que fue considerado

como posible candidato a subgenotipo IC, el cual no ha vuelto a ser detectado 2!°.

Dada su baja frecuencia, los subgenotipos I1A y IIB fueron definidos en base a un solo aislado
cada uno: CF-53/Berne, aislado en Francia en 1979, y SLF88, aislado en Sierra Leona en
1988 26, por lo que inicialmente se desconocia su variabilidad genética. El genotipo II es poco
comun fuera de Africa subsahariana, aunque ha sido aislado ocasionalmente en Francia. Entre
2002y 2007, el centro nacional de referencia para el estudio de la hepatitis A en Franciadetectd
14 aislados del subgenotipo ITIA. El genotipo II presentd menor variabilidad tanto a nivel de
nucleodtidos como de aminoacidos con respecto al resto de genotipos. Independientemente de
la region analizada, 5’UTR o VP1-2A, la variabilidad genética demostro ser extremadamente
baja. El analisis filogenético reveld que la mayoria de cepas aisladas en Francia habian sido

importadas por viajeros procedentes de Africa Occidental 28,

2.12.4. Hepatitis A en Europa
El niimero de pacientes con infecciéon por el VHA en los paises industrializados ha
disminuido en las ultimas décadas. Esto podria atribuirse a la mejora en las condiciones
higiénico-sanitarias y socio-econdmicas, la implantacion de medidas de seguridadalimentaria

y la introduccion de programas de vacunacion dirigidos a grupos de riesgo 2.
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Seglin una revision sistematica realizada con datos de 28 paises, desde 1975, Europa ha
experimentado un descenso en las tasas de seropositividad de la poblacion. Se estima que, en
1980, el 5% de la poblacion europea vivia en zonas de endemicidad muy baja, mientras que
en el 2000 el porcentaje ascendia al 80%. La mayoria de la Union Europea y de la Comunidad
Econdmica Europea se considera hoy un area de baja o muy baja endemicidad de hepatitis
A, lo cual implica un niimero elevado de individuos susceptibles a la infeccion. Atendiendo
a los criterios de la OMS en base a la seroprevalencia, 24 de los 28 paises de la Union Europea
y del Espacio Econdmico Europeo presentan un perfil muy bajo de endemicidad de hepatitis
A. Sin embargo, las tasas de notificacion varian ampliamente a lo largo del territorio,
registrandose los valores mas altos en los paises del este de Europa. A pesar de existir zonas
de endemicidad elevada, todo el territorio presenta un patron decreciente similar con respecto

217 Como se ha comentado con

a la seroprevalencia a lo largo de las cuatro décadas
anterioridad, la transicion epidemioldgica hacia una menor endemicidad se acompafia de un
desplazamiento de la edad de infeccion hacia la etapa adulta. Esto se traduce en un aumento

de la incidencia relativa de hepatitis A aguda sintomatica.

Si se toma como indicador epidemioldgico la susceptibilidad de la poblacion al VHA, los
paises nordicos presentarian los niveles mas elevados, existiendo un gradiente decreciente a

medida que nos desplazamos hacia el sur y el este de Europa 2!7.

Los individuos de paises de la UE/EEE que se enfrentan a un mayor riesgo de exposicion al
VHA son aquellos que viajan a areas de elevada endemicidad, incluyendo a aquellos que se
desplazan para visitar a amigos y familiares (VFR), expatriados que viven en esas zonas,
grupos marginales en condiciones sanitarias deficientes, PID, hombres que tienen sexo con
hombres (HSH), y, rara vez, receptores de transfusiones sanguineas. El nlimero de viajeros
procedentes de Europa que viajan a areas de mayor endemicidad esté creciendo. Esto puede
implicar que estos destinos sean percibidos como menos exoticos, y se recurra con menor

frecuencia a consultas de medicina del viajero antes de partir '°.

Segun el informe epidemiologico anual del European Centre for Disease Prevention and
Control (ECDC) en 2017 se produjo un pico de incidencia de hepatitis A en Europa,
registrandose 26.091 casos, lo cual supuso un incremento en 13.703 casos con respecto a los
datos del afio anterior. La tendencia desde entonces es decreciente, registrandose en 2020

4382 casos.

61



Brotes de hepatitis A en la UE/EEE

Durante los ultimos afios se han producido en Europa brotes de hepatitis A relevantes.
Algunos afectaron a grupos de riesgo, mientras que otros se expandieron entre la poblacion

general.

En cuanto a brotes relacionados con viajes al extranjero, entre noviembre de 2012 y junio de
2013, unos 100 individuos procedentes de 14 paises europeos viajaron a Egipto y se
infectaron de VHA del subgenotipo IB. En este caso, la transmision a través de agua o

alimentos contaminados es la via mas probable '8,

También se registraron brotes relacionados con alimentos contaminados en los que la
infeccion se adquirid dentro del territorio europeo. Entre 2009 y 2011, el consumo de tomates
semisecos procedentes de Turquia se asocid a infecciones por el VHA en Francia, Paises
Bajos y Reino Unido. Los tres clusters del virus implicados pertenecian al subtipo IB 2!°. En
2013 se produjeron dos brotes de hepatitis A asociados al consumo de frutos rojos congelados
contaminados. Uno de ellos tuvo lugar en Dinamarca, Noruega, Suecia y Finlandia, y se
vinculo al subgenotipo IB del VHA 22°, El otro brote relacionado con frutos rojos afectd a

Irlanda e Italia, y fue producido por el subtipo IA del VHA %!,

En diversos brotes relacionados con alimentos frescos, la contaminacion parece apuntar a los
manipuladores de alimentos como la fuente mas probable. Es el caso del extenso brote
asociado al consumo de carne cruda ocurrido en Bélgica, en el que a partir de un tnico

manipulador infectado en el punto de distribucion se generaron 269 casos de hepatitis A 222,

Durante los afios 2008 y 2009 tuvo lugar en Europa un importante brote de hepatitis A entre
hombres que tienen sexo con hombres, en el cual una importante proporcion de los afectados
eran VIH-positivo. Entre junio de 2016 y mayo de 2017 tuvo lugar en Europa un brote
asociado a hombres que tienen sexo con hombres (HSH), durante el cual 17 paises
comunicaron un total de 4096 casos, 1400 de los cuales se confirmaron mediante métodos
moleculares. Reino Unido, Paises Bajos y Alemania fueron los primeros paises en notificar
un aumento en el niimero de casos de hepatitis A a través del ECDC. La secuenciacion de la
region VP1-2A reveld la existencia de tres cepas cocirculantes, VRD 521 2016, V16-25801
y RIVM- HAV16-090, todas ellas pertenecientes al subgenotipo IA. Tras esas primeras
alertas, 14 paises mas notificaron a este organismo casos de hepatitis A entre HSH. La
incidencia nacional de hepatitis A pasé a ser mas del doble en Austria, Grecia, Italia, Malta,
Portugal, Espafia y Reino Unido, comparada con la del mismo periodo en los cuatro afios

previos (figura 1).
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Figura 1. Casos de hepatitis A reportados en Europa entre los afios 2007 y 2022.

Fuente: ECDC Surveillance Atlas of Infectious Diseases.
http://atlas.ecdc.europa.eu/public/index.aspx.

E1 93% de los casos eran hombres, la mayoria con edades comprendidas entre los 18 y los 45
afos. De ellos, el 84% eran HSH, y el 49% con datos serologicos eran VIH positivo. El 92%
de los infectados no habia sido vacunado. Una cuarta parte de los casos confirmados habia
viajado al extranjero durante el periodo de incubacidn, siendo Espaia el pais mas visitado.

Espana fue también el pais mas afectado, registrando entorno al 50% del total de casos.

El brote podria haberse originado por multiples introducciones y transmision prolongada de
cepas de VHA originadas en diferentes partes del mundo, incluyendo Centro América
(VRD 521 2016)y el este de Asia (RIVM-HAV16-090). El desabastecimiento de la vacuna

en Europa podria haber frenado la inmunizacion del colectivo HSH durante el brote??*.

Vacunacion en la UE/EEE

La OMS recomienda la vacunacion rutinaria frente al VHA en paises con endemicidad
intermedia, lo cual incluye a paises del sur y este de Europa, pero no en paises de alta
endemicidad. En el oeste y norte de Europa, donde la endemicidad es baja o muy baja, las
recomendaciones de vacunacion de la OMS se dirigen inicamente a grupos de riesgo '3,
Algunos paises con endemicidad intermedia recomiendan la vacunacion universal a nivel
nacional, como es el caso de Grecia desde el afio 2008 224; 0 a nivel regional, como Catalufia
en Espaifia 2!°, o0 Puglia en Italia 2%, La mayoria de paises europeos han emitido sus propias
recomendaciones, al menos para grupos de riesgo, pero éstas no van asociadas
necesariamente a mayores recursos econdomicos y programas de vacunacion, ni a una

monitorizacidn de la cobertura vacunal !°.

2.12.5. Hepatitis A en Espafia

Espafia se encuentra en una situacion de baja endemicidad de hepatitis A 226. La mayor

incidencia ocurre por lo general en las Ciudades Autonomas de Ceuta y Melilla, debido muy
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probablemente a su proximidad con Marruecos. En paises de estas caracteristicas, la
introduccion del virus ocurre fundamentalmente a través de los flujos migratorios, por viajes
a zonas endémicas, o por el consumo de alimentos importados contaminados. Una vez se
introduce en un area determinada, la cepa de VHA se transmite mediante contacto
interpersonal. El grupo de HSH constituye una diana importante debido a las practicas

sexuales de riesgo relacionadas con la transmision fecal-oral 21°.

La hepatitis A es una Enfermedad de Declaracion Obligatoria (EDO) en Espana. Desde 1997,
los casos se notifican a la Red Nacional de Vigilancia Epidemiologica (RENAVE), junto a

informacion como el vehiculo de infeccion o posibles antecedentes de viaje.

Entre 2008 y 2009 tuvo lugar en Espafa un importante brote de hepatitis A asociado a
hombres que tienen sexo con hombres 40, Desde entonces no se habian registrado brotes
relevantes. Coincidiendo con lo comunicado por otros paises europeos, entre 2016 y 2017 se
produjo en Espafia un importante incremento en el nimero de casos de hepatitis A, afectando
mayoritariamente a hombres que tienen sexo con hombres. De los 37 casos en HSH
reportados por Reino Unido hasta enero de 2017, 9 (24,3%) referian haber viajado a Espana
recientemente y mantenido relaciones sexuales de riesgo. Otros paises como Irlanda, Suecia
y Alemania apuntaron al viaje a nuestro pais como posible factor de riesgo de exposicion 227,
En mayo de 2017, se habian registrado en Europa 4096 casos asociados al brote, de los cuales

2128 (52%) se habian producido en Espaiia 223,

Segun el ultimo informe publicado por el Centro Nacional de Epidemiologia, los casos de
hepatitis A notificados fueron aumentando desde junio de 2016 hasta 2017, y en 2018
disminuyeron de forma considerable. El nimero de casos en 2017 fue tres veces mayor al
declarado el afio anterior, y la tasa de incidencia (TI), de 9,34 casos por cada 100.000
habitantes, descendiendo a 3,67 en 2018. Atendiendo a la distribucion por Comunidades
Auténomas, en 2017, la TI més alta fue la de Canarias (15,4), seguida de las de Ceuta y
Melilla (15,3), Madrid (14,9), Andalucia (13,3) y Cantabria (13,1). El aumento afecto
fundamentalmente a hombres, especialmente en el grupo de los 20 a 44 afios. En la mayoria
de brotes notificados, la transmision fue persona-persona. El porcentaje de brotes
relacionados con estancias en el extranjero aument6 en 2018 (9,1%) comparado con 2017

(4,2%) 8.

Segun datos del ECDC, en 2020 se declararon en Espafia 189 casos de hepatitis A. De ellos,
52 (40,3%) precisaron hospitalizacion. El 12,3% de las infecciones se relacionaron con viajes

a zonas de mayor endemicidad®®’.
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En marzo de 2024, los controles portuarios espafioles alertaron, a través del Sistema de Alerta
Réapida para Alimentos y Piensos (RASFF)?*°, de la presencia de hepatitis A en fresas
provenientes de Marruecos, siendo la fuente de contaminacion més probable es el uso de
aguas fecales para regadio. Las fresas importadas fueron destruidas segun determinaron las

autoridades sanitarias.

Vacunacién en Espaiia

En nuestro pais la vacunacion frente a la hepatitis A estd recomendada en aquellas personas
que presentan mayor riesgo de infeccion, o de enfermedad grave en caso de infectarse. Esto
incluye personas con hepatopatias cronicas o receptores de transplante hepatico, personas
que tienen conductas sexuales de riesgo, como los HSH o los profesionales del sexo, personas
que se inyectan drogas (PID), personas que trabajan con primates no humanos y en

laboratorios de hepatitis A, y viajeros que se desplazan a zonas de alta endemicidad.

En la actualidad, la vacunacion infantil universal frente a la hepatitis A no esta financiada
por el Sistema Nacional de Salud en Espafia. Unicamente en Ceuta y Melilla, por presentar
una incidencia mayor que el resto del territorio, y Catalufia, vacunan a todos los nifios con

una pauta de dos dosis.

Con el objetivo de prevenir la re-emergencia del VHA, en 1998 se inicié en Barcelona una
campafa de vacunacion a pre-adolescentes de 12 afios, empleando la vacuna combinada
frente a la hepatitis A+B. La incidencia se redujo de un 6,2 por 100.000 en 1996-1998, a un
2,6 en 1999-2000. Sin embargo, entre 2002 y 2009 la tasa volvio a crecer, lo cual se relaciond
con la aparicion de diversos brotes en los periodos 2003-2004 y 2008-2009 2!5, vinculados a

HSH 4%y al consumo de marisco contaminado 2!,

2.13. PREVENCION DE LA HEPATITIS A

2.13.1. Medidas de prevencion

Condiciones higiénico-sanitarias e higiene personal adecuadas

El método mas eficaz para controlar la hepatitis A y otras infecciones entéricas transmitidas
via fecal-oral consiste en mejorar las medidas higiénicas, sobre todo el suministro de agua
potable. Es fundamental llevar a cabo unas buenas practicas de higiene personal, con especial
¢énfasis en el lavado de manos. La restriccion de la actividad laboral a las personas enfermas

empleadas en la manipulacion de alimentos resulta esencial 1212,
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Inmunizacion pasiva

Durante més de cincuenta afios, la inmunoglobulina humana ha sido empleada como medida
eficiente a corto plazo para la proteccion pre y post exposicion contra infeccion por el VHA.
La profilaxis preexposicion via administracion intramuscular de IG es efectiva en lasprimeras
horas tras la inyeccion, y la proteccion se extiende de 12 a 20 semanas. La profilaxis
postexposicion también se logra en las primeras horas tras la administracion de IG, y tiene
una efectividad del 80-90% cuando se suministra dentro de los 14 dias siguientes a la

exposicion !

La IG ha demostrado su utilidad en la prevencion de la hepatitis A en viajeros, cooperantes
y militares, e incluso para la profilaxis post exposicion en brotes familiares o por exposicion
a una fuente comun. Sin embargo, la IG nunca ha resultado util para modificar la
epidemiologia de la hepatitis A en una comunidad, debido a la naturaleza transitoria de la

proteccion, las tasas de cobertura y la incapacidad de inducir inmunidad de grupo 2.

La efectividad de las vacunas inactivadas en profilaxis postexposicion, unido al elevado coste
de la IG y el corto periodo de proteccion que proporciona, han llevado a la disminucién del
uso de la IG 2. Sin embargo, sigue estando recomendada en algunos grupos en los que la
vacuna no ha sido ensayada o esta contraindicada. Es el caso de las personas mayores de 40
afos, los nifos menores de 12 meses o los pacientes inmunodeprimidos o con hepatopatias

cronicas.

Inmunizacidn activa y vacunas

Todas las vacunas frente a la hepatitis A se producen a partir de cepas de VHA adaptadas a
crecer en cultivos celulares de mamiferos. Esta adaptacion lleva a una atenuacién en la
patogenicidad del virus, y se asocia a una pequefia cantidad de mutaciones en proteinas no

estructurales del virus 233.

La proteccion frente al VHA inducida por la vacuna se define por un nivel de anticuerpos
entre 10 y 33 mUI/mL, dependiendo del inmunoensayo empleado 2*4. La mayoria de estudios
han adoptado 20 mIU/mL como titulo de referencia para la seroproteccion ®. Sin embargo,
la experiencia en la préctica clinica sugiere que puede existir proteccion tras la administracion
de la vacuna incluso en ausencia de anticuerpos anti-VHA detectables mediante las técnicas

habituales 23°.

En la actualidad existen dos tipos de vacunas frente a la hepatitis A disponibles:
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2.3.1.1. Vacunas inactivadas con formol (‘“‘muertas”)

Gracias a la existencia de un unico serotipo, existen diversas vacunas
inactivadas altamente eficaces. En la mayoria de paises se emplean vacunas
inactivadas monovalentes. Contienen hidréxido de aluminio como adyuvante,
excepto cuando se emplean virosomas como estimulador inmunitario. Se
almacenan a 2-8 °C, tienen una caducidad de 18-36 meses, dependiendo del
fabricante, y son intercambiables. Las vacunas inactivadas estan aprobadas
para administrarse en mayores de 12 afios, y se inyectan en el deltoides o en
los musculos del muslo en dos dosis con un intervalo de 6 meses entre ellas,
que puede ser extendido a 12-36 meses. Estas vacunas son sensibles a la
congelacion, y presentan sensibilidad al calor en temperaturas entre 28 °C y

37 oC 236.

Se han desarrollado vacunas combinadas que incluyen VHA y VHB o VHA
y fiebre tifoidea, cuyo uso esta destinado fundamentalmente a viajeros adultos

163

Todas las vacunas de virus inactivados contra la hepatitis A aprobadas han
demostrado ser muy inmunodgenas de forma répida, ya que inducen
seroconversiones a niveles protectores de anticuerpos en 2 semanas tras la
dosis inicial 27238 | El nivel de anticuerpos tras la vacunacion varia con la
dosis y el esquema temporal de la vacunacion. Sin embargo, la administracion
de una sola dosis genera una respuesta de anticuerpos cuyo titulo es mas
elevado que el producido por niveles protectores conocidos de IG, y menor

que los niveles medidos tras la infeccion natural 239240,

La eficacia de estas vacunas se probd en un ensayo controlado aleatorizado
doble-ciego llevado a cabo en Tailandia en los afios 90. Tras la administracion
de dos dosis, la eficacia protectora de la vacuna inactivada fue del 95%. Su
efectividad se demuestra con los programas de inmunizacién a gran escala
realizados en Estados Unidos, Italia o Australia, en los que se consiguid

reducir la incidencia de infeccion por VHA en un 90-97% 2417243,

La respuesta a la vacuna puede ser menor en presencia de determinados
factores. Segin un meta-analisis con un total de 458 pacientes VIH positivo,
la tasa de respuesta a la vacunacion frente al VHA fue del 64% (88). Los
factores que mejor se correlacionaban con una peor respuesta fueron niveles

bajos de linfocitos T CD4+ y elevada carga de ARN de VIH en plasma en el
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momento de la vacunacion. En un estudio prospectivo realizado en el contexto
de un brote de VHA entre HSH en Taiwan, la vacunacion conllevd una
reduccion del riesgo de infeccion por VHA del 93% en pacientes HSH VIH
positivo ¢°. Las concentraciones finales de anticuerpos alcanzadas en pacientes
con hepatopatia cronica son también menores que en personas sanas, pero las
tasas de seroproteccion son similares. La efectividad de la vacuna disminuye
en casos de cirrosis, por lo que su administracion se recomienda antes del

desarrollo de cirrosis siempre que sea posible %,

Se han aislado mutantes que han escapado a la vacuna en pacientes VIH+ con
una pauta de vacunacion incompleta *°. Estas condiciones son las dptimas para
la seleccién de mutantes presentes en las cuasiespecies capaces de escapar a
la neutralizacion de los anticuerpos 2%, ya que la ingestion de cantidades
considerables de virus por parte de pacientes con niveles bajos de IgG,
incapaces de neutralizar por completo el virus, permite a la poblacion viral
replicarse en presencia de anticuerpos. Estos mutantes circularon durante un
corto periodo de tiempo, probablemente por una menor capacidad de

adaptacion que los virus wild-type 3°.

Con independencia del fabricante, la experiencia global en la administracion
de vacunas inactivadas frente al VHA muestra un perfil de seguridad
excelente, tanto en nifios como en adultos. Los ensayos llevados a cabo en
adultos antes de su aprobacion detectaron reacciones locales en el sitio de
inyeccion, como dolor o sensibilidad, en el 56% y 53% de los casos
respectivamente 2%, Entorno al 15% de los inmunizados presentd dolor de
cabeza. En un estudio de seguridad y eficacia realizado en 40.000 nifios, no se
registraron eventos adversos relevantes relacionados con la vacuna. Dos
estudios posteriores a la aprobacion de las vacunas inactivadas, realizados con
mas de 35.000 vacunados de diferentes grupos de edad, tampoco detectaron

reacciones adversas importantes 8233247,

2.3.1.2. Vacunas vivas atenuadas:

Existen dos vacunas vivas atenuadas desarrolladas en China, basadas en las
cepas H2 y L-A-1, y cuyo uso esté autorizado en varios paises. Se administran
por via subcutdnea en nifilos mayores de 1 afio. A pesar de no haberse

registrado eventos adversos relevantes relacionados con la seguridad de estas
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vacunas, su uso no esta recomendado en embarazadas ni pacientes

inmunodeprimidos.

Estudios en los que se compar6 la inmunogenicidad de las vacunas vivas atenuadas y de las
inactivadas muestran que, a pesar de que la seroconversion se alcanza de forma mas lenta
con las primeras, la tasa de proteccion generada por ambas vacunas es similar durante al

menos ocho afios 3.

2.14. MANEJO DE PACIENTES CON HEPATITIS A

No existe tratamiento especifico para la hepatitis A. Por lo general, se lleva a cabo un
tratamiento de soporte basado en una adecuada hidratacién y nutricién, y control de los
sintomas, como fiebre y vomitos, con farmacos antipiréticos y antitérmicos. Para el control

del prurito pueden administrarse acido ursodesoxicolico o colestiramina *7,

En los casos de colestasis prolongada, la respuesta a la terapia con corticoesteroides parecia
ser favorable. Sin embargo, dado el prolongado periodo durante el cual se detecta ARN viral
en el higado (hasta 12 meses) (89), el uso de corticoides debe realizarse de forma cuidadosa

ya que podria resultar perjudicial para el control del virus por parte del sistema inmune >+,

El fallo hepético agudo progresa de forma répida en una semana, por lo tanto, debe llevarse
a cabo un abordaje multidisciplinar que permita reconocer los factores de mal pronostico y

facilite la toma de decisiones urgentes de cara a un posible transplante hepatico >*.

La hepatitis A puede desencadenar hemdlisis, en particular en pacientes con déficit de
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Ademads, la supervivencia de los eritrocitos puede verse
acortada. Teniendo en cuenta que el dafio renal agudo o la anemia hemolitica pueden aparecer
como complicaciones de la hepatitis A, se debe realizar un andlisis de sangre completo
incluyendo parametros de funcion renal de forma regular. La opciéon de hemodiélisis debe
estar disponible, ya que la mitad de pacientes con hepatitis A que sufren fallo renal agudo

precisan de terapia de reemplazo renal.

El prondstico de los pacientes con hepatitis A es recuperarse sin secuelas, lo cual ocurre en

la gran mayoria de los casos °.
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3. ANTECEDENTES

El virus de la hepatitis A es causa frecuente de infeccidn viral aguda en humanos en todo el
mundo, variando ampliamente su prevalencia entre las distintas areas geograficas. En la
actualidad, la seroprevalencia en los paises de la Union Europea oscila entre intermedia y
muy baja, con la mayoria de paises ubicandose en esta ultima categoria. Existe una tendencia
generalizada decreciente en el tiempo en todos los paises, y un importante gradiente

geografico que aumenta desde el norte al centro, sur y este de Europa

La transmision se produce por via fecal-oral, a través fundamentalmente de contacto directo
con personas infectadas o bien por consumo de agua o alimentos contaminados. La mejora
de las condiciones higiénicas y sanitarias ha contribuido a la disminucion de la incidencia de

hepatitis A en las ultimas décadas en Espafia 22’

. Esto conlleva una menor proporcién de la
poblacion inmunizada y una mayor cantidad de adultos susceptibles, etapa durante la cual la
infeccion se manifiesta de forma sintomatica. Esta situacion de baja incidencia favorece la
aparicion de brotes esporadicos en grupos de riesgo. La trasmision del VHA entre hombres
que tienen sexo con hombres se ha vinculado a la aparicion de brotes desde 1970 223-248.249,

algunos de ellos en nuestro pais 140215,

En Malaga tuvo lugar entre los afios 2006 y 2010 un aumento en la incidencia de hepatitis
A??, La mayoria de casos se produjeron en adultos jovenes, y afectaron a varios miembros
dentro de una misma familia. El 11% de los pacientes declard haber mantenido relaciones
sexuales de riesgo, y predominoé el subgenotipo TA. Transcurrido este periodo, la incidencia
descendio a los niveles registrados en afios anteriores. Hasta 2016 no se volvieron a registrar

brotes relevantes de hepatitis A en nuestra area.

En 2016, el ECDC alert6 de un incremento en el nimero de casos de hepatitis A que afectaba
fundamentalmente a hombres que tienen sexo con hombres 2°°. Los primeros paises en
detectar este aumento fueron Reino Unido, Holanda y Alemania. A partir de esta alerta, otros
14 paises de la Union Europea notificaron casos de hepatitis A entre HSH. El estudio a nivel
molecular de la region VP1-2A del VHA revelo la implicacion de tres cepas:
VRD 521 2016, RIVM- HAV16-090 y V16-25801, siendo la primera la mas prevalente. A
pesar de las recomendaciones de la OMS y el ECDC, se estima que la coberturavacunal frente

223

al VHA entre HSH era baja en el momento del brote=*-. La vacunacion fue laprincipal medida

de contencién del brote recomendada por las instituciones !5

Sin embargo, el
desabastecimiento de vacunas frente a la hepatitis A que se produjo a nivel mundial en este
periodo afectd a varios paises de la Union Europea, impidiendo la administracion masiva de
la misma al colectivo HSH 22, Del total de casos confirmados en Europa con informacion

epidemioldgica disponible, el 92% no estaban vacunados, y el 43% de ellos habian viajado a
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Espafia durante el periodo de incubacion 22, lo cual se consider6 factor de riesgo para adquirir

la enfermedad en ese contexto epidemioldgico 2.

Coincidiendo con lo que estaba ocurriendo en el resto de Europa, en Espafia los casos de
hepatitis A aumentaron desde mitad de 2016 22725, Esta tendencia se mantuvo durante 2017,
triplicdndose el nlimero de casos con respecto a los del afio anterior. En 2018, la incidencia

228 En Andalucia, se registré un aumento en los

del virus disminuy6 de manera considerable
casos de hepatitis A desde junio de 2016, afectando fundamentalmente a HSH de entre 20 y
49 afios. La incidencia de hepatitis A en la Comunidad Auténoma se habia mantenido estable
en la década previa, a excepcion del periodo 2008-2009, en el que tuvo lugar otro brote

vinculado también a hombres jovenes, en su mayoria HSH 26,

En los dos tltimos meses de 2016, el Hospital Universitario Virgen de la Victoria de Malaga
detect6 también un incremento inusual en el numero de diagnésticos de hepatitis A, lo cual

se mantuvo hasta mayo de 2017 2?7,
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1. HIPOTESIS

El virus de la hepatitis A (VHA) sigue siendo una importante amenaza para la salud publica
en todo el mundo, por lo que su seguimiento, estudio del origen de los brotes y la evolucion
de los mismos constituye un tema de especial importancia en los sistemas de vigilancia de la
salud. A pesar de la vacunacion a grupos de riesgo y programas de prevencion de ITS, la
transmision del virus entre HSH sigue originando brotes puntuales que exigen incrementar
los esfuerzos, como el acontecido en el periodo 2016-2018 en distintos puntos del mundo,
considerado el més importante en nuestra provincia en los tltimos tiempos. Por tanto, se hace
necesario seguir estudiando la epidemiologia, asi como el seguimiento y caracteristicas de
los brotes para mejorar las estrategias de prevencion de la hepatitis A. Es por ello, que se

plantean los siguientes objetivos:

4.2. OBJETIVOS

- Estudio de las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas del brote de hepatitis A
ocurrido en Mélaga durante el periodo 2016-2017.

- Estudio de las relaciones filogenéticas entre el brote ocurrido en Mélaga en los afios
2016-2017 con brotes ocurridos en diferentes regiones de Europa de forma
simultanea.

- Analisis masivo de secuencias presentes en el suero de pacientes coinfectados con
VIH.

- Analisis de aguas residuales, recogidas antes de la entrada a las principales plantas de
tratamiento de aguas de Malaga, con el fin de detectar la presencia de VHA y prevenir

la aparicion de nuevos brotes.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. COHORTE DE ESTUDIO Y RECOGIDA DE DATOS CLINICOS

Para este estudio se incluyeron todos los casos confirmados de hepatitis A registrados por el
Servicio de Microbiologia del HUVYV entre el 1 de marzo de 2016 y el 31 de diciembre de
2017. Este estudio fue llevado a cabo de manera retrospectiva, y se definié como caso clinico
sospechoso de hepatitis A, aquel que presentaba enfermedad aguda con desarrollo progresivo
de los sintomas (malestar, nauseas, anorexia, fiebre, o dolor abdominal). Se consideraron
casos confirmados aquellos que cumplian los criterios de caso clinico de hepatitis A, y que
se confirmaron mediante deteccion de IgM anti-VHA en suero. El HUVV es un Hospital
General de Especialidades del Sistema Andaluz de Salud, centro de referencia para el sector
oeste de la ciudad y de la provincia de Malaga, con una poblacion asignada superior a 493.196
habitantes (afio 2022). El area hospitalaria del HUVV cuenta con 30 centros de Atencion
Primaria distribuidos en los distritos sanitarios de Malaga, Valle del Guadalhorce y Costa del
Sol. Las muestras de suero procedian tanto de servicios del propio hospital, como de centros

de Atencion Primaria dependientes del mismo (Anexo Al.1).

Se revisaron las historias clinicas de todos los pacientes incluidos en el estudio recogiendo la

informacion acerca de las siguientes variables:

Parametros epidemioldgicos

- Signos

- Datos demograficos: sexo, edad, nacionalidad y centro de procedencia.

- Factores de riesgo para la adquisicion del VHA: tipo de relaciones sexuales entre
hombres, PID, consumo de agua o alimentos sospechosos, viajes, contacto con nifios,

contacto con enfermo de VHA, en los dos meses previos.

Parametros analiticos

- Determinaciones bioquimicas: GOT al inicio y valor pico*, GPT al inicio y pico*,
GGT, bilirrubina total inicio y pico*, bilirrubina directa inicio y pico*, colesterol,
LDH, PCR, albimina, creatinina, urea y fosfatasa alcalina. * Los valores que
aparecen reflejados en la base de datos corresponden a la primera determinacion
y al valor pico registrados en el curso clinico de la infeccion por VHA.

- Hemograma: Hematies, hematocrito, leucocitos y plaquetas.

- Determinaciones relativas a la coagulacién: tiempo de protrombina (%) e INR.
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Pardmetros clinicos: Fecha de diagnostico microbiologico, ingreso hospitalario, signos y

sintomas (liquido libre intraperitoneal, coluria, acolia, ictericia, fiebre, natiseas y vomitos) y

coinfeccion con otras ITS (VIH, VHB, VHC, Sifilis).

5.2. ASPECTOS ETICOS

Dado que se trata de un estudio retrospectivo, no pudo recogerse consentimiento informado
de todos los pacientes. Los datos clinicos fueron anonimizados y el estudio fue evaluado por
el Comité de Etica para la Investigacion Provincial de Mélaga para garantizar el anonimato

de los pacientes y la proteccion de datos de los mismos (Anexo Al.2).

5.3. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico de los datos obtenidos se realiz6 empleando el programa IBM®
SPSS® Statistics version 27. Previo al andlisis descriptivo, estudiamos si la distribucion de
la variable correspondiente se ajustaba o no a la normalidad mediante el test de Kolmogorov-
Smirnov. Aquellas variables que seguian una distribucion no normal fueron analizadas
mediante el test no paramétrico de Wilcoxon. La comparacion de proporciones fue llevada a
cabo mediante el test bilateral de Fisher. La asociacion o independencia de las variables
dicotémicas cuantitativas con distribuciéon normal se determiné en las dos categorias con la

prueba T de Student. En todos los casos, la significacion estadistica se establecio para valores

de p<0,05.

Mientras, las muestras de suero procedentes de los pacientes con sospecha clinica de hepatitis
A se remitieron en su dia al Servicio de Microbiologia del HUVV, procedentes tanto de
Urgencias y otros servicios hospitalarios, como de centros de Atencion Primaria
pertenecientes al drea sanitaria del hospital. A su recepcion, las muestras de suero fueron
recodificadas con un numero identificativo interno del laboratorio para mantener la

anonimidad de los pacientes.

5.4. DIAGNOSTICO SEROLOGICO DEL VHA

Con el objetivo de confirmar los casos sospechosos de hepatitis A, se realizé la deteccion de
IgM anti-VHA en suero mediante quimioluminiscencia. Para ello, se empled el
inmunoensayo comercial automatizado VITROS™ Controls Anti-HAV IgM (Ortho-

Clinical Diagnostics™, actualmente asociado a Thermo Fischer Scientific™ Inc., USA).

Todos los sueros que resultaron positivos fueron almacenados a -80°C en el Servicio de

Microbiologia hasta la extraccion de ARN.
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5.5. EXTRACCION DEL ARN VIRAL

La extraccion de ARN se llevo a cabo a partir de 300 pL de suero utilizando Speedtools RNA
virus extraction kit (Biotools B&M Labs S.A., Spain) segun el protocolo de la casa comercial.
Posteriormente, tras su cuantificacion por métodos fluorométricos (Qubit v3.0.
ThermoScientific, Germany), posterior evaluacion de la integridad por métodos
electroforéticos (1,5% agarosa en 1x TAE, durante 45 min a 80V) y pureza por métodos
espectrofotométricos (Nanodrop, ThermoScientific), se realizd una transcripcion inversa a
ADNc para lo cual se empled6 Maxima First Strand cDNA Synthesis (Thermo Fisher
Scientific™ Inc., USA) siguiendo las especificaciones del fabricante. A continuacion, se
amplifico la region VP1/P2A mediante una PCR anidada (nested PCR). La primera

237 utilizando los

amplificacion se llevo a cabo siguiendo el protocolo descrito por Michaelis
mismos primers (HAV 6.1, 5'-TAT GCY ITI TCW GGI GCI YTR GAY GG-3'; HAV 10,
5'-TCY TTC ATY TCW GTC CAY TTY TCA TCA TT-3’, 614 nt). De manera resumida,
se realiz6 una activacion inicial del enzima mediante calentamiento a 95° durante 10 min, y
45 ciclos de 95° 15 s y 60° 1min. Para las dos reacciones de la nested PCR se empled
AccuStart IT PCR SuperMix (vWR International, LLC, U.S.A.), una mezcla de reaccion lista
para su uso disenada para amplificacion por PCR rutinaria. Para la segunda PCR se utiliz6
de partida 10uL del producto de la anterior amplificacion, siguiendo el protocolo descrito por
HAV Net, Dutch National Institute for Public Health and the Environment (RIVM) 38, El
par de primers especificos para la region interna VP1/2A fueron HAV8.2-F (5°-
GGATTGGTTTCCATTCARATTGCNAAYTA-3’) y HAVI11-R (5°-
CTGCCAGTCAGAACTCCRGCWTCCATYTC-3"). Esta segunda  amplificacion
englobaba también un paso inicial de 6 min a 95°, y después, 40 ciclos de 95° durante 30

segundos, 60° durante 20 s y 72° durante 15 segundos. La secuencia resultante estaba

constituida por 507 nt, lo cual se confirmé mediante electroforesis en gel de agarosa.

5.6. SECUENCIACION Y GENOTIPADO

La secuenciacion fue derivada y llevada a cabo por el laboratorio Macrogen Laboratory Spain
(Madrid, Espafia), usando como primer iniciador el ya mencionado HAV8.2-F. Se amplifico
y secuencio la region de union VP1/P2A de unos 500 nucleodtidos (posiciones 2923 a 3440

en la cepa de referencia de VHA con nimero de acceso en Genbank NC 001489).
Empleando la secuencia de la region VP1/P2A, se identifico el genotipo de VHA utilizando

la herramienta creada por HAVnet (RIVM) Hepatitis A Virus Genotiping Tool Version 1.0
(https://www.rivm.nl/mpf/typingtool/hav/).
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5.7. ANALISIS FILOGENETICO Y COMPARACION CON OTROS BROTES
EUROPEOS

La relacion entre nuestras secuencias de VHA y con las implicadas en brotes ocurridos en
otros paises europeos entre 2016 y 2018 se caracterizé por primera vez mediante un analisis
filogenético preliminar. Todas las secuencias fueron alineadas mediante ClustalX? y
editadas manualmente con Jalview?®?, Aquellas secuencias del VHA recogidas de la literatura
que no se correspondian con la region de union VP1/P2A, de una longitud media de unos
500 nt, fueron suprimidas del alineamiento final. A continuacidn, reconstruimos la filogenia
empleando el método de la maxima probabilidad con el software MEGA 11. Aplicamos el
modelo de sustitucion TN93, el mas conveniente segun el criterio de informacion de Akaike
(CIA) determinado con FindModel, incluido en el programa MEGA112%!, La fiabilidad de
cada agrupamiento en el arbol resultante fue evaluada segtn su valor de remuestreo basado
en 1000 iteraciones, considerandose significativo cuando era superior al 70%. Ademas, la
filogenia obtenida fue confirmada mediante analisis bayesiano si la probabilidad posterior
(pp) asociada era £0.9. La aproximacion bayesiana se llevo a cabo con el programa MrBayes
version 3.2262, y fue visualizada utilizando el visualizador grafico FigTree. Para el analisis
con MrBayes se utiliz6 como modelo evolutivo GTR+I+G (20 millones de generaciones,

muestreando cada 100 generaciones, con un 20% de descarte).

5.8. ANALISIS DE SECUENCIACION MASIVA EN PACIENTES COINFECTADOS
VHA - VIH

El ARN de los pacientes co-infectados con VHA y VIH se secuenci6 con la finalidad de
detectar y cuantificar en su totalidad los posibles virus presentes en el suero de los pacientes
coinfectados. Este proceso se llevo a cabo en la Unidad de Gendémica y Ultrasecuenciacion
(SCBI UMA), siguiendo el protocolo Kit SMARTER-Seq Stranded kit de Takara Bio. Para
ello, se partio de 7 ul con un aporte de entre 10pg-10ng de ARN total de partida. El kit permite
hacer una aproximacion “random" para hacer el ADNc del ARNm y ARNnc. Se elimino el
ARNr (humano) derivado de ADNc que se haya podido sintetizar mediante captura con
sondas selectivas. Ademas, se incluyeron tanto controles positivos con ARN presente en el
kit, como un control negativo con agua molecular. Las muestras se corrieron en una carrera
MID del equipo Nextseq550, generando de entre 8-26 millones de lecturas por muestra y con

una longitud de 2x150pb.
Las lecturas obtenidas se analizaron en el Servicio de Bioinformatica y Bioinnovacion de la

Universidad de Malaga (SCBI-UMA), cuyos pasos se describen a continuacion (esquema en

la Figura 1).
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1.

Analisis de la calidad de las lecturas (I): FASTQC La herramienta FastQC (version
0.11.4 ; www.bioinformatics.babraham.ac.uk) genera un informe en formato .html
que permite la visualizacion de distintas propiedades de las lecturas obtenidas en el
secuenciador, incluyendo la calidad de éstas. FastQC no realiza ninguna
modificacion a las lecturas, es una herramienta para generar informes de calidad.
Se utilizé antes de proceder a la limpieza de las lecturas, descrita en el siguiente
apartado, y después. Los datos de entrada para FastQC son las lecturas crudas. Los

ficheros de salida son los informes en formato .html.

Limpieza de las lecturas: mediante la herramienta SeqTrimNext (version 2.0.67;
github.com/dariogf/SeqtrimNext) se alinearon las lecturas obtenidas mediante NGS
con distintas plantillas que contienen las secuencias indeseadas para proceder con
el andlisis, de forma que permite retirar los adaptadores de secuenciacion de
Illumina, las secuencias con indeterminaciones (N) introducidas en la
secuenciacion, las lecturas con una calidad (Phred) inferior a 20 y, para este andlisis,
las secuencias que corresponden al genoma humano, consideradas contaminantes.
Los datos de entrada para SeqTrimNext son las lecturas crudas. La plantillautilizada
para retirar los contaminantes humanos corresponde a la version GRCh37(hg19) del
genoma  humano, disponible en la base de datos Assembly
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly). SeqTrimNext alinea, por defecto,
fragmentos de 22 nucledtidos para realizar la limpieza. En este caso, al utilizar
como plantilla el genoma humano, el volumen de secuencias para el alineamiento
era muy elevado. Para reducir el tiempo de computo, en este analisis se utilizé una
ventana de similitud de 90. Esto quiere decir que SeqTrimNext utiliza fragmentos
de 90 nucledtidos para alinear las lecturas a la plantilla del genoma humano y
comprobar si constituyen un contaminante. El porcentaje de secuencias rechazadas
utilizando esta ventana de similitud es menor que usando una ventana de 22, al ser
mas grandes los fragmentos que deben alinear. SeqTrimNext genera ficheros de
salida que contienen las lecturas pareadas limpias, las lecturas no pareadas limpias,

los pardmetros utilizados y una estadistica de los resultados.

Analisis de la calidad de las lecturas (II) con FASTQC: Tras obtener las lecturas
limpias como ficheros de salida del SeqTrimNext, se generaron los nuevos informes

de FastQC correspondientes a cada muestra de la misma forma que en el paso 1.
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Figura 1. Flujo de trabajo del analisis bioinformatico. Las herramientas utilizadas
se encuentran marcadas con un borde mas grueso e identificadas con su numero
correspondiente.

4. Alineamiento con BOWTIE2: Bowtie2 (version 2.2.9; http://bowtie-
bio.sourceforge.net/bowtie2) es una herramienta para alinear lecturas obtenidas
mediante NGS a grandes secuencias de referencia. Para este analisis, la referencia
es una base de datos de virus que contiene todos los virus secuenciados y
almacenados en la base de datos Nucleotide
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide) en formato .fasta. Los datos de entrada
para Bowtie2 son los datos de salida de SeqTrimNext, es decir, las lecturas pareadas

y no pareadas limpias. En el alineamiento con Bowtie2, se obtuvieron: (1) varios
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ficheros de salida en formato .fastq para cada muestra, que contienen las secuencias
de las lecturas pareadas y no pareadas que mapean frente a la base de datos de virus,
(2) un fichero en formato .bam, un fichero binario que contiene los datos de
alineamiento, y (3) un fichero que contiene una estadistica de los resultados. El

fichero .bam puede utilizarse para visualizar el alineamiento.

5. Visualizacion del alineamiento: Se utilizé la aplicacion Tablet (version 1.19.09.03;
https://ics.hutton.ac.uk/tablet/) para la visualizacion de ensamblajes y
alineamientos de secuencias procedentes de NGS. Para ello, es necesario
proporcionarle a la aplicacion el fichero .bam, que contiene los datos del
alineamiento, y el fichero de la referencia utilizado, es decir, la base de datos de
virus (.fasta). Se realiz¢ la visualizacion del alineamiento de la muestra Y S8 como

prueba.

5.9. DETECCION DE VHA A PARTIR DE MUESTRAS DE AGUAS RESIDUALES

En el marco de otros proyectos de investigacion, y con la ayuda y colaboracion de la Cétedra
del Litoral (UMA, Malaga), se recogieron muestras de aguas de desecho (n=8) de sus
colectores antes de la entrada a las principales plantas de tratamiento de aguas de Malaga
durante el mes de junio de 2021. Para la concentracion de muestras se utiliz6 el método de
absorcion-precipitacion de AI(OH)3, descrito previamente por Randazzo y colaboradores, y

263 De manera

ampliamente empleado para concentrar virus entéricos en aguas residuales
resumida, se tomaron 200mL de cada muestra, se ajust6 el pH a 6.0 y se precipito el AI(OH)3
afiadiendo AICI3 al 0.9 N en una proporcion 1/100. A continuacion, el pH volvio a ajustarse
a 6.0, y las muestras se agitaron 15 min a temperatura ambiente. Después, las muestras se
concentraron mediante centrifugacion a 1,700 g durante 20 min. El pellet se resuspendi6 en
10 mL de extracto de ternera al 3% a pH 7.4, y se agit6 de nuevo durante 10 minutos. El
concentrado se recuperd mediante centrifugacion a 1,900 x g durante 30 min, y el pellet fue
resuspendido en 1mL de tampdn fosfato salino (PBS). Todas las muestras fueron preparadas
por triplicado, y se afiadi6 10 ulL de Mengovirus (Mengo Extraction Control,

ThermoScientific) como control de proceso. EIl ADNc obtenido se proces6é como se describe

en el apartado “Analisis filogenético y comparacion con otros brotes europeos” (pagina 66).
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6. RESULTADOS

6.1. BROTE DE HEPATITIS A EN MALAGA DURANTE EL PERIODO 2016-2017

De marzo de 2016 a diciembre de 2017, se detectaron 184 casos de hepatitis A, disponiendo

de muestra de suero en 106 de ellos (57,6%). La mayor incidencia se registré en marzo de

2017, con 25 nuevos casos (13,6%) (Figura 2).

Numero de casos de Hepatitis A por meses
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Figura 2. Casos de hepatitis A detectados en el Hospital Virgen de la Victoria (Malaga)

a lo largo del tiempo, desde los primeros casos reportados en marzo de2016 hasta el final
del periodo de estudio (diciembre 2017).

6.2. PROCEDENCIA DE LOS CASOS

En la figura 3 se indica el origen de las muestras de pacientes diagnosticados de hepatitis A
durante el periodo de estudio. La mayor parte de ellas procedian del Servicio de Urgencias
(45%) del Hospital, seguido de Centros de Atencion Primaria (24%), hospitalizacion (21%)
y Consultas Externas (6%). Se desconoce el centro de procedencia de 7 (4%) de las muestras

positivas para VHA. Se detectd una (1%) muestra proveniente del Hospital Regional
Universitario de Malaga.
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Figura 3. Centro de procedencia de los pacientes diagnosticados de hepatitis A.

Dentro del grupo de pacientes procedentes de Atencidon Primaria, el centro de Cruz del
Humilladero aport6 el mayor nimero de muestras positivas (16,3%), seguido de Cartama

Estacion (9,3%) y Torremolinos (9,3%) (Tabla 1).

Tabla 1. Distribucion por centros de los pacientes diagnosticados de hepatitis A
procedentes de Atencion Primaria.

Centro de Atencion Numero de muestras % sobre el total de
Primaria positivas para VHA  muestras de AP
Alhaurin El Grande 1 2,3
Alhaurin de la Torre 2 4,6
Alora 1 2.3
Carihuela 3 7
Cartama Estacion 4 9,3
Churriana 3 7
Cruz del Humilladero 7 16,3
Delicias 2 4,6

El Coénsul 2 4,6
Huelin 3 7

La Luz 1 2,3
Portada Alta 3 7
San Andrés - Torcal 2 4,6
Teatinos 4 9,3
Tiro Pichon 2 4,6
Torremolinos 4 9,3
Total 43 100

Las muestras procedentes del hospital provenian bien de pacientes que acudieron a
Urgencias, pacientes ingresados, o de pacientes que acudieron a Consultas Externas de los
diferentes servicios del centro. El Servicio de Aparato Digestivo aglutind el mayor nlimero

de casos de hepatitis A (21; 53,8%) entre los pacientes ingresados, seguido de Medicina
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Interna (16; 41%), y Cirugia (1; 2,6%) y Oncologia (1; 2,6%) (Tabla 2). Del total de
pacientes diagnosticados a través de Consultas Externas hospitalarias (11; 6%), 5 (45%)
procedian de Aparato Digestivo, 5 (45%) de Medicina Interna, y 1 (9,1%) de Dermatologia
(Tabla 3).

Tabla 2. Servicio de origen de los pacientes hospitalizados que fueron
diagnosticados de hepatitis A durante su ingreso.

Servicio Numero de muestras % sobre el total de
positivas para VHA hospitalizados

Aparato Digestivo 21 53,8

Cirugia 1 2,6

Medicina Interna 16 41

Oncologia 1 2,6

Total 39 100

Tabla 3. Servicios de origen de los pacientes procedentes de Consultas
Externas (CE) hospitalarias.

Servicio Numero de muestras % sobre el total de
positivas para VHA muestras de CE

Aparato Digestivo 5 45,45

Dermatologia 1 9,1

Medicina Interna 5 45,45

Total 11 100

6.3. DATOS DEMOGRAFICOS

Las edades de los pacientes estaban comprendidas entre los 2 y los 81 afios. La mediana de
edad fue de 33 afos (RIC=79), y la media, de 34 afios (c=14,1). De ellos, 157 (84,9 %) eran
hombres y 28 (15,1 %) mujeres, siendo esta diferencia estadisticamente significativa
(p<0,001). La media de edad de los hombres fue de 35 afios (c=14,1), mientras que la de las
mujeres fue de 31 afios (6=19,7). La diferencia de edad entre ambos grupos no fue

estadisticamente significativa (p=0.307).

En la figura 4 aparece representado el porcentaje de casos distribuidos por grupo de edad,

observandose el mayor nimero de pacientes en el intervalo de 19 a 65 afios, con 161 casos

(87,5%).
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Atendiendo a la nacionalidad, el 91,8% de los pacientes eran espafoles, el 2,7% eran

britanicos, y el 5,5% restante procedian de diferentes paises recogidos en la tabla 4.

Tabla 4. Pais de origen de los pacientes diagnosticados de hepatitis A.

Pais de origen Frecuencia Forcentaje
(%)
Argentina 1 0,5
Bolivia 1 0,5
Bulgaria 1 0,5
Colombia 1 0,5
Espaia 169 91,8
Finlandia 1 0,5
Marruecos 1 0,5
Reino Unido 5 2,7
Repiblica Checa 1 0,5
Rumania 0,5
Rusia 1 0,5
Venezuela 1 0,5
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6.4. CARACTERISTICAS CLINICAS

En cuanto a las manifestaciones clinicas, el 85,3% de los pacientes presenté uno o varios
signos y/o sintomas asociados a la infeccion por VHA. La tabla 5 recoge las manifestaciones
clinicas mas comunes, y su frecuencia en este grupo de pacientes, siendo la coluria (64,7%)
seguida de la ictericia (58,2%) los signos mas habituales. Por su parte, la fiebre (53,8 %) y

las nauseas (53,3%) fueros los sintomas mas frecuentes.

Tabla 5. Manifestaciones clinicas asociadas a la hepatitis A y frecuencia
de presentacion en nuestro grupo de pacientes

Signos Frecuencia Porcentaje
Coluria 119 64,7 %
Ictericia 107 58,2 %
Acolia 51 27,7 %
Liquido libre 18 9.8 %

Sintomas
Fiebre 99 53,8 %
Nauseas 98 53,3 %
Vomitos 73 39,7 %
Diarrea 35 19,0 %

En cuanto a los pardmetros bioquimicos, la tabla 6 recoge los valores de los diferentes

parametros bioquimicos analizados en los pacientes del estudio. Como se puede observar,
todos los parametros, a excepcion de la albumina, la creatinina sérica y la urea, se vieron
afectados, ya que sus valores medios se encuentran fuera del rango de la normalidad. Las
aminotransferasas constituyen los pardmetros mas afectados. Los valores de GOT fueron de
media 32,6 veces superiores al valor normal en el momento del diagndstico de la infeccion,
y 40,4 veces superiores cuando se alcanzaba el valor maximo. Con respecto a la GPT,
superaba de media en 38,4 veces el valor normal al diagnostico, y 40,5 veces cuando se

alcanzaba el maximo.

Tabla 6. Valores medios de los parametros bioquimicos analizados en los
pacientes diagnosticados de hepatitis A.

. Desviacion Valores
Media ..
tipica normales
GOT diagnéstico (UI/L) 1305 1331 8 —40
GOT pico (UI/L) 1617 1693 8 —-40
GPT diagnostico (UI/L) 1614 1657 12-42
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Media Desviacion Valores

tipica normales
GPT pico (UI/L) 1703 1773 12-42
GGT (UI/L) 272 246 9-52
B total inicio (mg/dL) 5,69 3,86 0,1-12
B total pico (mg/dL) 6,65 5,72 0,1-1,2
B directa inicio (mg/dL) 5,38 2,50 0,1-0,3
B directa pico (mg/dL) 5,69 2,47 0,1-0,3
Fosfatasa alcalina (UI/L) 198 143 44 - 147
LDH (UI/L) 530 460 130 - 240
Colesterol (mg/dL) 143 62,3 122 - 220
Proteina C reactiva (mg/dL) 12,55 12,59 <5
Albumina (g/dL) 3,37 0,541 34-54
Creatinina (mg/dL) 0,88 0,235 0,33-1,13
Urea (mg/dL) 25,28 9,81 15-44

GOT = Glutamico oxalacético transaminasa; GGT = Gamma glutamil transferasa;
B = Bilirrubina; LDH = Lactato deshidrogenasa.

Antes de comparar los valores medios de parametros bioquimicos de hombres y mujeres, se
verifico la distribucion normal de los resultados mediante la prueba de Kolmogorov-
Smirnov. El resultado del test resulté no ser significativo por lo que no se pudo rechazar
hipotesis nula, y se asumi6 una distribucion normal de los datos. Se realizo6 la prueba de T de

Student para comparar medias.

Tal y como recoge la tabla 7, no existieron diferencias estadisticamente significativas en
cuanto a las alteraciones bioquimicas observadas en hombres y mujeres, a excepcion de los

valores de LDH, maés elevados en las mujeres (p <0,001).

Tabla 7. Parametros bioquimicos medios recogidos en hombres y mujeres
diagnosticados de hepatitis A.

Hombre Mujer Media Significacion (P)
Media (Desv. (Desv.
Estandar) Estandar)

GOT diagnostico
1332,32 (1321,749) 1145,73 (1407,424) 0,544

GOT pico (UI/L) 1666,03 (1737,699) 1336,12 (1412,195) 0,370

GPT diagnostico
1681,76 (1679,33)  1301,39 (1560,112) 0,380
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GPT pico (UI/L) 174430 (1819,12)  1494,09 (1537,473) 0,547

GGT (UI/L) 288,10 (254,883) 167,58 (142,152) 0,114
Hombre Media Mujer Media Significacion (P)
(Desv. (Desv.
Estandar) Estandar)
B total inicio (mg/dL) 6,0104 (3,85034) 3,5962 (3,26874) 0,007
B total pico (mg/dL) 6,7937 (5,04313) 5,7687 (8,95365) 0,417
B directa inicio
(mg/dL) 5,4881 (2,51271) 4,3308 (2,13897) 0,127
B directa pico
(mg/dL) 35,8743 (2,46245) 4,3271 (2,10872) 0,015
Fosfatasa alcalina
(UI/L) 199,94 (138,108) 189,50 (187,889) 0,831
LDH (UI/L) 504,81 (426,863) 778,18 (690,024) 0,060
Colesterol (mg/dL) 142,79 (65,513) 146,73 (46,529) 0,826

Proteina C reactiva
12,4626 (10,08972) 13,2467 (25,12516) 0,822

(mg/dL)

Albumina (g/dL) 3,3571 (0,54735) 3,4650 (0,50399) 0,556
Creatinina (mg/dL)  0,9162 (0,21879) 0,6536 (0,20549) <0,001
Urea (mg/dL) 25,52 (9,653) 22,82 (11,496) 0,385

En cuanto a la comparacién entre la bioquimica de nifios y adultos, la tabla 8 recoge los

valores medios de las determinaciones bioquimicas realizadas en nifios y adultos. Tampoco
existieron diferencias significativas a nivel estadistico entre los pardmetros bioquimicos de
estos dos grupos, salvo en el caso de la creatinina sérica, cuyo valor medio en adultos casi

duplicé la media recogida en el grupo de los nifios (p <0,001).

Tabla 8. Parametros bioquimicos medios recogidos en nifios y adultos
diagnosticados de hepatitis A

Niios (n=15) Adultos (n=169)

Media (Desv. Media (Desyv. Significacion (P)
Estandar) Estandar)

GOT

diagnodstico 844,80 (723,240) 1321,21 (1345,316) 0,433

(UI/L)

GOT pico

(UI/L) 956,33 (702,210) 1641,40 (1715,442) 0,332

GPT

diagnéstico 596,86 (848,082) 1689,63 (1680,597) 0,092

(UI/L)
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GPT pico 670,13 (813,277) 1768,43 (1798,995) 0,089
(UI/L)
GGT (UI/L) 84,75 (105,585) 281,14 (247,666) 0,119
Nifos (n=15) Adultos (n=169)
Media (Desv. Media (Desv. Significacion (P)
Estandar) Estandar)
Brtntaliniclols ot N 0107567) 5,8686 (3,82828) 0,007
(mg/dL) 9 9 9 9 9
B total pico
(mg/dL) 7,1588 (15,43518) 6,6269 (4,91377) 0,925
B directa
inicio 53,7500 (1,62635) 5,4034 (2,50240) 0,355
(mg/dL)
B directa
pico (mg/dL) 3,7667 (1,15036) 5,7295 (2,47441) 0,174
Fosfatasa
alcalina 437,00 (366,281) 192,71 (134,179) 0,017
(UI/L)
LDH (UI/L) - 530,08 (460,325) -
Colesterol
(mg/dL) 157,60 (20,379) 142,60 (63,995) 0,605
Proteina C
reactiva 2,4750 (1,30815) 12,7105 (12,62526) 0,256
(mg/dL)
Albumina
(/dL) 3,9150 (0,49642) 3,3430 (0,53138) 0,038
Creatinina 0,4686 (0,26854) 0,8987 (0,21578) <0,001
(mg/dL)
e 22(9) 25,31 (9,846) 0,739
(mg/dL) ’ ’ ’

Los pacientes no presentaron por lo general grandes alteraciones en la foérmula del

hemograma ni en la coagulaciéon, ya que los valores medios de los parametros

correspondientes se encuentran dentro del rango de la normalidad (Tabla 9). Sin embargo,

un paciente precisé ingreso en la Unidad de Medicina Intensiva durante 3 dias por

coagulopatia severa (INR 2,2).

Tabla 9. Hemograma y coagulacion de los pacientes diagnosticados de

hepatitis A.
Media Desviacion tipica  Valores
normales
Leucocitos (x109/L) 6,296 2,5294 4-10,5
Plaquetas (x109/L) 230,02 83,208 140 — 450
Hematocrito (%) 43,563 4,5638 35-46
Tiempo protrombina 73,444 18,9005 80 - 120

(“o)
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6.5. INGRESO

De los 184 pacientes diagnosticados de hepatitis A, precisaron ingreso hospitalario 46, lo
cual supone un 24,9%. 41 (89,1%) eran hombres y 5 (10,9%), mujeres, aunque esta diferencia

demostrd no ser estadisticamente significativa (p=0,352).

La edad media de los pacientes que ingresaron fue de 36,6 afios ( 6=12,20), mientras que la
mediana fue de 35,5 (RIC=57), superior a la de los no ingresados, cuya media fue de 33,7
afos (0=14,64), siendo esta diferencia no significativa a nivel estadistico (p=0,238). La
mediana del tiempo de estancia fue de 3 dias (RIC 0-6). El paciente que precisé ingreso en

la Unidad de Medicina Intensiva por coagulopatia severa permanecio en la misma 3 dias.

Un hecho importante son las coinfecciones con otras ITS. Las coinfecciones con otros
patdgenos de transmision sexual que presentaban los pacientes cuando fueron diagnosticados
de hepatitis A se recogen en la tabla 10. La ITS mas frecuente fue el VIH, presente en el
10,8% de pacientes, seguida de la sifilis (7%). El porcentaje de VIH entre los HSH aumentaba
hasta el 24,4%. E1 100% de los pacientes coinfectados por el VIH eran HSH.

Tabla 10. Coinfecciones con otras ITS presentadas por los pacientes al diagnostico
de hepatitis A.

Niimero de Numero de % coinfeccion
determinaciones pacientes % coinfeccion sobre total de
. coinfectados sobre N Casos de

realizadas (N) hepatitis A

VIH 143 20 14 10,8

VHC 170 1 0,59 0,5

VHB 167 0 0 0

Sifilis 79 13 16,45 7

El 10,8% de los pacientes diagnosticados de hepatitis A presentaban coinfeccion con el virus
de la inmunodeficiencia humana (VIH). Todos eran hombres, con edades comprendidas entre
los 25 y los 50 afios (Media 36; mediana 37). De ellos 4 (20%) presentaban ademads serologia
positiva para Treponema pallidum, agente etiologico de la sifilis, determinada mediante

pruebas treponémicas (ELISA) y no treponémicas (RPR).

En cuanto a las alteraciones analiticas de los pacientes coinfectados por VIH frente a las de
los no coinfectados, no se registraron grandes diferencias, a excepcion de los valores de la
creatinina sérica, significativamente superiores en el grupo de los coinfectados (p<0,001)

(Tabla 11).
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Tabla 11. Valores bioquimicos medios de los pacientes con hepatitis A
coinfectados por el VIH frente a la de los no coinfectados.

Pacientes VIH Pacientes no VIH Significacion (P)
Media (Desv. Media (Desv.
Estandar) Estandar)
GOT
diagnéstico 1219,27 (1358,521) 1350,13 (1334,403) 0,723
(UI/L)
GOT pico 1451,11 (1116,040) 1771,46 (1866,607) 0,470
(UI/L)
GPT
diagnéstico 1323,23 (1190,574) 1875,60 (1810,833) 0,297
(UI/L)
GPTpico 1697,67 (1091,665) 1875,20 (1965,648) 0,734
(UI/L)
GGT (UVL) 276,23 (264,321) 303,55 (255,470) 0,729
B total inicio 6,3171 (4,63864) 6,0766 (3,76754) 0,827
(mg/dL)
B total pico 75118 (4,53302) 6,9117 (5,22064) 0,654
(et 5,5150
B directa ,
- 2,6324
inicio (mg/dL) 3,6309 (2,63243) (2.55907) 0,888
B directa pico ¢ 5964 (2,67800) 5,7258 (2,48889) 0,227
(mg/dL)
Fosfatasa
alcalina 237,36 (219,858) 190,96 (119,928) 0,326
(UI/L)
LDH (UUL) 385,75 (192,643) 542,07 (458,612) 0,248
Colesterol 145,38 (95,997) 135,16 (61,076) 0,687
(mg/dL)
Proteina C
reactiva 10,5885 (8,16306) 13,1978 (13,59303) 0,502
(mg/dL)
Albiimina 3,2300 (0,57256) 3,2820 (0,53797) 0,791
(g/dL)
Creatinina 1,0862 (0,44009) 0,8869 (0,15047) <0,001
(mg/dL)
Urea (mg/dL) 25.83 (11,416) 24,35 (9,055) 0,608

La tabla 12 recoge los valores medios relativos al hemograma y la coagulacion de los citados

grupos. No se registraron diferencias significativas en los pardmetros de coagulacion y
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hemograma entre pacientes coinfectados por VIH y no coinfectados (P>0,001).

101



Tabla 12. Valores de hemograma y coagulacion medios de los pacientes con
hepatitis A coinfectados por el VIH frente a la de los no coinfectados.

Pacientes VIH

Media (Desv. Estandar)

Pacientes no VIH Significacion (P)

Media(Desv.
Estandar)

Hematies
Hto
Leucocitos
Plaquetas
TP (%)
INR

4,953 (0,5755)
42,747 (4,3956)
5,407 (1,1689)
239,13 (117,471)
76,357 (15,1390)
1,2193 (0,15380)

5,079 (0,7154)
43,821 (4,5463)
6,338 (2,7312)
220,14 (78,433)
70,827 (18,3280)
1,2567 (0,20827)

0,515
0,391
0,196
0,413
0,283
0,519

6.6. COMPLICACIONES

No se registraron casos de encefalopatia hepatica, fallo hepatico fulminante, necesidad de

transplante ni exitus. Un paciente presento alteraciones importantes en la coagulacion (TP

(%) = 44; INR = 2,2), motivo por el cual precis6 de ingreso en la Unidad de Medicina

Intensiva.

6.7. FACTORES DE RIESGO

Los factores de riesgo para la adquisicion del VHA que se registraron en los pacientes

diagnosticados de hepatitis A aparecen reflejados en la tabla 13. La conducta de riesgo

detectada con mayor frecuencia fueron las relaciones homosexuales entre hombres (HSH)

(44,5%), seguido de las relaciones sexuales sin proteccion en los dos meses previos (28,8%).

El consumo de agua o alimentos que pudiesen estar contaminados se present6 Unicamente en

un 2,7% de los casos.

Tabla 13. Factores de riesgo para la adquisicion del VHA que presentaron
los pacientes diagnosticados de hepatitis A.

Factores de riesgo Frecuencia Porcentaje (%)
HSH 82 44,5
Relacion riesgo (2 meses previos) 53 28,8
Consumo agua/alimentos sospechosos 5 2,7
Viajes zonas riesgo elevado 4 2,2
Contacto ninos 2 1,1
Contacto enfermo 22 12
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6.8. ANALISIS GENOTIPICO Y FILOGENETICO

De los 106 sueros de pacientes congelados solo se obtuvo ARN de calidad suficiente para
poder realizar el resto de procedimientos de 27 muestras, en las cuales se amplificé la region
VP1/2A del VHA. Dos secuencias fueron descartadas por ser sugestivas de contaminacion.
Por tanto, se dispuso finalmente de 25 secuencias (13,6% del total de casos reportados) para
realizar el analisis filogenético con el objetivo de comprobar la existencia de un brote. De las
25, 6 secuencias (24%) fueron obtenidas en marzo de 2017; otras 4 (16%), en junio de 2017;
y las restantes, en diferentes momentos a lo largo de todo el periodo de estudio. Para el
andlisis genotipico se empleo la herramienta HAV Genotyping Tool version 1.0 de HAVNET
(RIVM), que concluy6 que 20 de las 25 muestras analizadas pertenecian al genotipo 1A
(tabla 14). Las 5 secuencias restantes no pudieron ser genotipadas mediante esta herramienta,
a pesar de corresponderse con la region correcta (Anexo 1.3). Sin embargo, la relacion
filogenética con las cepas de referencia de cada genotipo parece indicar que pertenecerian

también al genotipo IA (figura 5).

Tabla 14. Resultados del analisis genotipico de las secuencias de VHA.

Nombre Longitud Especie |Soporte BLAST |[Subgenotipo ﬁl?);le):z:ieco
18 HAV 510 VHA 96.6 VHAIA 96.0
11 HAV 368 VHA 95.0 VHAIA 89.0
13 HAV 510 VHA 96.6 VHATIA 97.0
26_HAV 511 VHA 913 VHATIA 1000
27 HAV 510 VHA 90.5 VHAIA 94.0
4 HAV 510 VHA 94.0 VHAIA 100.0
20_HAV 509 VHA 97.8 VHATIA 100.0
22 HAV 510 VHA 947 VHATIA 98.0
14 HAV 510 VHA 948 VHAIA 90.0
6_HAV 510 VHA 96.8 VHATIA 97.0
7_HAV 510 VHA 96.8 VHATIA 940
23 HAV 510 VHA 96.8 VHAIA 98.0
1 _HAV 510 VHA 96.8 VHAIA 98.0
8 HAV 510 VHA 96.8 VHAIA 99.0
16 HAV 510 VHA 96.8 VHAIA 96.0
15 _HAV 510 VHA 96.8 VHATIA 97.0
2 HAV 510 VHA 96.8 VHAIA 93.0
3 HAV 510 VHA 96.8 VHAIA 99.0
21 _HAV 510 VHA 96.8 VHATIA 91.0
24 HAV 510 VHA 96.8 VHATIA 96.0
10 HAV 510 VHA 96.8 VHAIA 93.0
17_HAV 511 VHA 90.3 VHATIA 72.0
9 HAV 217 VHA 96.7 No asignado
12 HAV 292 VHA 96.9 No asignado
S HAV 274 VHA 95 9 No asignado

Con el objetivo de confirmar la relacion de los numerosos casos de hepatitis A surgidos en
nuestra area con los brotes europeos del mismo periodo, se realizé un andlisis filogenético
(figura 5). Para ello, incluimos la secuencia V16-25801 (num. acceso GenBank
LT796556.1) reportada por primera vez en Alemania®** | y las secuencias BCN17_HAV 01
(niim. acceso GenBank MF805869.1) y BCN17/HAV/06 (nim. acceso GenBank
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MF805872.1), idénticas a las secuencias VRD 521 2016 y RIVM-HAV16-090, vinculadas
originariamente a los clisters epidémicos en Reino Unido y Holanda, respectivamente 2%°.
Las secuencias de referencia incluidas en el analisis, tomadas de GenBank, fueron las
siguientes: Genotipo [A: EU131373; AB020565.1; Genotipo IB: M14707; DQ646426;
NC001489; AF314208; Genotipo IIA: AY644676; Genotipo IIB: AY644670; Genotipo I1IA:
AJ299464; DQ991030; AB279733; y Genotipo IIIB: AB279735; AB425339; AB258387.
Los genotipos diferentes a IA fueron utilizados como grupos externos y aparecen en color
amarillo, y con nimeros romanos designando el genotipo al que pertenecen. S6lo se muestran
las ramas con una proporcion de Bootstrap superior al 70%. Las cepas prototipo de los brotes

europeos (VRD 521 2016, V16-25801 y RIVM-HAV16-090; o las idénticas a ellas) y el

pais de origen se indican en diferentes colores.

De las 25 secuencias estudiadas, 20, obtenidas entre abril de 2016 y octubre de 2017,
conformaban un clister monofilético (Cluster I) bien definido (Bootstrap=88%), el cual se
relacionaba con BCN17/HAV/01 (niimero de acceso en Genbank MF805869), una cepa de
VHA idéntica a VRD 521 2016, aislada por primera vez en un paciente de Reino Unido
255266 La presencia de este clister de transmision local relacionado con una de las cepas
europeas se confirmé también mediante andlisis bayesiano con una probabilidad posterior
(pp) asociada de 0.99 (Figura 5). La filogenia fue inferida con el modelo TN93 usando una
distribucion Gamma (+G) con 5 categorias, de acuerdo a los resultados obtenidos de
FindModel (mostrado en el anexo A1.4). Ademas, otro cluster de transmision, el cluster I1I,
que comprendia dos cepas locales (20 y 4 HAV Malaga) asociadas a la cepa de VHA
holandesa original, no pudo ser confirmado mediante andlisis bayesiano (Figura 5). Sin
embargo, si forzdbamos la topologia con el comando restringido, el agrupamiento de estas
tres cepas se sostenia desde el punto de vista estadistico (anexo A1.5). Por otro lado, hubo
otras dos secuencias, 26 y 27 HAV Malaga, que se agrupaban en el mismo cluster (Cluster
II, bootstrap=100%) pero sin presentar relacion filogenética con ninguna de las cepas
europeas. Ademas, hubo una secuencia (22 HAV Malaga) que se mostré mas separada a nivel

filogenético del resto.

El cluster I SP/UK estaba compuesto en su mayoria por hombres espafnoles (80%), con una
mediana de edad de 32.5 afios (27.8-49.8). Para un alto porcentaje de miembros de este
cluster (60%) no fue posible averiguar el factor de riesgo, pero una cuarta parte de estos
pacientes se autodefinian como hombres que tienen sexo con hombres. De los 20 pacientes
incluidos en el cluster, 4 (15%) presentaron coinfeccion con el VIH, estando uno de ellos
coinfectado ademés por Treponema pallidum. Todos los miembros, a excepcion de 2,
mostraron alguna de las manifestaciones clinicas tipicas de la hepatitis, siendo coluria (80%),

fiebre (65%), malestar (60%) e ictericia (55%) las predominantes. Con respecto a lo ocurrido
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en la cohorte general, un mayor porcentaje de pacientes pertenecientes al cluster I precisaron

ingreso hospitalario (35%).
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Figura 5. Inferencia filogenética basada en la region VP1/P2A (aprox. 510 nt) de
secuencias de VHA obtenidas de pacientes con hepatitis A de nuestra area entre 2016 y

| 2017.
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Atendiendo al perfil bioquimico de los pacientes pertenecientes al cluster I (Tabla 14), es
similar al de la cohorte completa (Tabla 6), destacando el aumento de fosfatasa alcalina, la
bilirrubina total y, sobre todo, los valores extremadamente elevados de GOT, GPT y GGT en

todos los casos.

Tabla 15. Valores bioquimicos medios de los pacientes con hepatitis A
pertenecientes al cluster I.

Mo peetacin Vil
GOT diagnéstico (UI/L) 1382 1000 8—40
GOT pico (UI/L) 1732 1178 840
GPT diagnéstico (UI/L) 1812 1236 12-42
GPT pico (UI/L) 2068 1710 12-42
GGT (UI/L) 347 186 9-52
B total inicio (mg/dL) 5,9 3,8 0,1-1,2
B total pico (mg/dL) 6.6 33 0,1-1,2
B directa inicio (mg/dL) 53 2,7 0,1-0,3
B directa pico (mg/dL) 6,1 2,1 0,1-0,3
Fosfatasa alcalina (UI/L) 214,8 106,9 44 - 147
LDH (UI/L) 495,5 246.,8 130 - 240
Colesterol (mg/dL) 135,5 65,9 122 - 220
Proteina C reactiva (mg/dL) 13,1 9.0 <5
Albumina (g/dL) 34 0,6 34-54
Creatinina (mg/dL) 0.9 0,2 0,33-1,13
Urea (mg/dL) 25,2 12,5 15-44

Tabla 16. Hemograma y coagulacion de los pacientes pertenecientes
al claster I.

Media  Desviacion tipica Valores normales

Leucocitos (x109/L) 5,1 1,6 4-10,5
Plaquetas (x109/L) 205,9 42,0 140 — 450
Hematocrito (%) 42,5 3,8 35-46
Tiempo protrombina 74,0 18,2 80-120
(%)

INR 1,2 0,2 0,8—-1,2
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6.9. ANALISIS DE SECUENCIACION MASIVA EN PACIENTES COINFECTADOS
VHA-VIH

Los pacientes infectados por el VIH, a menudo coinfectados por el virus de la hepatitis B o
C, pueden progresar con mayor rapidez a una enfermedad terminal hepatica en aquellos
casos que la infeccion por el VIH no esta bien controlada, contribuyendo ademas la
toxicidad que en fases avanzadas puedan originar algunos farmacos antirretrovirales. Por
tanto, saber como evolucionan el VIH y el VHA en el organismo de las personas afectadas
puede ser relevante para saber si se producen variantes que pueden tener algun efecto sobre
el hospedador o su tratamiento farmacolédgico. En el caso de las muestras referidas en este

trabajo, el 10,8 % de pacientes estaban coinfectados por el VHA y el VIH.

En cuanto a la calidad de las lecturas, al utilizar una ventana de similitud de 90, el porcentaje
medio de secuencias rechazadas es 46,9%. En la prueba realizada con una ventana de
similitud de 22 para la muestra 36_S5, el porcentaje de secuencias rechazadas es 91,3%,
considerablemente mayor que con la ventana utilizada para el analisis completo. El detalle
de los resultados puede consultarse en la hoja “SeqTrimNext” depositada en Zenodo (DOI

10.5281/zenodo.11167941). La tasa media de alincamiento de las lecturas frente a la

referencia es del 0,46%. El nimero medio de virus mapeados es 618. Explorando el fichero
.bam, se puede ver que el virus que mapea mas veces en todas las muestras es BeAn 58058
(referencia en Nucleotide NC 032111), cuyo hospedador es un roedor. El primer virus
humano mapeado en todas las muestras es un retrovirus endégeno (NC 022518), con un
nimero medio de veces mapeado de 2346. La tabla de resultados de Bowtie2 puede
consultarse en el anexo 2. Las tablas de los virus mapeados se encuentran en las siguientes
hojas, nombradas segiin la muestra. En la visualizacion del alineamiento utilizando la
muestra Y_S8 en Tablet, se ha observado que la mayoria de las secuencias mapeadas
corresponden a homopolimeros, secuencias repetitivas o islas gendmicas. Estas secuencias
podrian encontrarse en cualquier virus, por lo que el mapeo no es revelador. La figura 6, la
figura 7 y la figura 8 son capturas de pantalla de Tablet que recogen los eventos

mencionados.
El mapeo realizado no permite identificar virus con precision y seguridad. Como

consecuencia, no es posible llevar a cabo la identificacion de variaciones en las secuencias

de los virus presuntamente presentes en el suero de los pacientes.
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Figura 6. Captura de pantalla del alineamiento de la muestra Y_S8 sobre el virus BeAn 58058. Se observa unicamente una isla genémica mapeada en
todo el genoma del virus.
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Figura 7. Captura de pantalla del alineamiento de la muestra Y_S8 sobre el virus Bacillus phage Stitch (NC_031032). Se observa
unicamente un homopolimero mapeado en todo el genoma.
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Figura 8. Captura de pantalla del alineamiento de la muestra Y_S8 sobre el virus Pandoravirus macleodensis (NC_037665). Se observa unicamente
una secuencia repetitiva mapeada en todo el genoma
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6.10. ESTUDIO DE LA !’RESENCIA DE VHA EN AGUAS RESIDUALES DE LA
PROVINCIA DE MALAGA

El seguimiento de virus de importancia epidemioldgica en aguas residuales ha cobrado

especial relevancia después de la pandemia de COVID19%¢7. Los virus entéricos humanos se

convierten en contaminantes del medio acuatico ya que son excretados en cantidades

significativas por individuos infectados, y los actuales sistemas de depuraciéon de aguas

residuales no garantizan su completa eliminacion. El virus de la hepatitis A se ha vinculado

268

a numerosos brotes documentados de origen hidrico**°. El interés en cuanto a la deteccion de

la presencia de VHA radica en que en el afio 2006 se produjo en Malaga un brote relacionado

con la ingestion de agua de una fuente contaminada®®’

y por ello, es importante vigilar su
presencia en aguas residuales. Este estudio se centrd en la provincia de Malaga, con un
muestreo puntual de muestras de una estacion depuradora de aguas residuales (E.D.A.R.) y
de una planta de tratamiento, en el contexto de otros trabajos y proyectos contemplados en la
Catedra del Litoral, y que amable y desinteresadamente nos cedieron las muestras para estos
analisis. Todas las muestras se concentraron y se sometieron a técnicas de PCR a tiempo real

(RT-gqPCR) especificas para detectar VHA. Sin embargo, todas las muestras de agua potable

resultaron negativas para el virus.
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7. DISCUSION

Entre 2016 y 2017, se produjo un incremento inusual de casos de hepatitis A en Malaga, de
los cuales casi la mitad de ellos eran hombres que mantenian sexo con hombres (HSH).
Durante ese mismo periodo, el Centro Europeo para la Prevencién y el Control de
Enfermedades (ECDC) comunicé diversos brotes de VHA, la mayoria de ellos entre HSH,
asociados a tres cepas pertenecientes al subgenotipo 1A, VRD 521 2016, V16-25801, y
RIVM-HAV16-090, descritas por primera vez en Reino Unido, Alemania y Holanda,

respectivamente 22

. En este trabajo se presenta una caracterizacion detallada del notable
aumento del nimero de casos surgido en el area del HUVV durante estos dos afios, asi como
un analisis del posible vinculo con el resto de brotes europeos y con los acontecidos en el

resto del mundo durante el mismo periodo.

Andalucia es un 4rea de baja endemicidad de hepatitis A?’°. Ante la sospecha de la existencia
de dos patrones epidemioldgicos distintos, se realizd un estudio acerca de la incidencia de
hepatitis A en Andalucia entre los afios 2007 y 2017. Se observd la existencia de dos brotes
de la enfermedad, uno entre 2008 y 2009 y otro, entre 2016 y 2017, coincidiendo con el
repunte de casos registrado en este trabajo, asi como en otros paises europeos 2°°. El primero
de ellos, ocurrido entre enero de 2008 y diciembre de 2009, registrd 1576 casos declarados,
con una media de 788 casos por afio. Los adultos jovenes (20 a 49 anos) constituyeron el
79,1% de los casos, y el 71,4% eran hombres, asocidndose al colectivo HSH. El segundo de
los brotes, que data de junio de 2016 a mayo de 2017, produjo 1.184 casos de hepatitis A
declarados en Andalucia. Los adultos jovenes supusieron el 82,8% de los casos, y el 83,3%
de todos los casos fueron hombres, siendo la razén hombre-mujer de 5:1. El 40,6% de los
hombres confirmé haber mantenido relaciones sexuales de riesgo, porcentaje algo superior
al registrado en el presente trabajo (28,8%). Estos datos son comparables con los publicados
en otros estudios que describen brotes de hepatitis A entre HSH en Europa en el mismo
periodo!>>264266 Durante el periodo interepidémico, se registrd una media de 171 casos
anuales en Andalucia, con un 58,1% de hombres, y una razén hombre-mujer de 1,39. En este
periodo, el 38,5% de los casos fueron menores de 14 anos. Al igual que ocurre en otros paises
desarrollados, este estudio confirma la modificacion del patron epidemiolédgico clasico de la
hepatitis A gracias a la mejora de las condiciones higiénico-sanitarias'®. Al no existir
contacto con el virus durante la infancia, la poblacién llega a la edad adulta sin inmunidad,
lo cual facilita la aparicion y transmision de brotes. Estos adultos expuestos son susceptibles

de padecer la enfermedad con mayor sintomatologia y gravedad que los nifios !%.
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Existen registros previos de brotes entre poblacion HSH acontecidos en Europa. Entre 1997
y 2005 tuvieron lugar en Dinamarca, Alemania, Holanda, Noruega, Espaifia, Suiza y Reino
Unido extensos brotes de VHA que afectaron casi en su totalidad a poblacion HSH. En 2007,
un estudio colaborativo entre los paises afectados, en el que se compararon las regiones VP1
y VP1-P2A del virus, determin6 que la mayoria de cepas encontradas en HSH conformaban
un Unico cluster estrechamente relacionado perteneciente al genotipo IA. Durante el mismo
periodo, circularon entre otros grupos de riesgo (viajeros a zonas endémicas y PID) diferentes
cepas de VHA, indicando que habia cepas especificas circulando en exclusiva entre
poblacion HSH. Estas mismas cepas siguieron detectandose en este grupo de riesgo durante
los afios posteriores lo cual indica que han estado circulando durante un largo tiempo?’!.
Probablemente, las comunidades homosexuales de cada pais son demasiado pequefias para
mantener la transmision en su poblacién a lo largo del tiempo, mientras que la comunidad
homosexual europea en su conjunto es lo suficientemente extensa para mantener la
circulacion continua de cepas durante afios, generando una situacion de endemicidad de
hepatitis A entre HSH 27!, Este estudio ya apuntaba a la probable aparicion de nuevos brotes
entre HSH y enfatizaba la importancia de alcanzar coberturas vacunales elevadas en grupos

de riesgo.

Desde junio de 2016 a mayo de 2017, se detectaron en 17 paises de la Union Europea 4096
casos de VHA asociados a un brote internacional. Se consideraron casos confirmados (1400;
34,2%) aquellos infectados por alguna de las tres cepas del brote, lo cual se determind
mediante secuenciacion de la region VP1-P2A. El andlisis molecular reveld la implicacion
de tres cepas cocirculantes pertenecientes al subgenotipo IA: VRD 521 2016, V16-25801
and RIVM-HAV16-090, y detectadas casi exclusivamente en varones adultos*?’. La
distribucion de las cepas varid segln la geografia. La cepa VRD 521 2016 fue la primera

reportada?®®

y la més prevalente, especialmente en el sur de Europa. RIVM-HAV16-090 fue
la principal cepa implicada en Europa Central y Reino Unido, salvo en Alemania, donde
predomind V16-25801%2%, Sin embargo, aunque 1283 (91,6%) de estos casos eran hombres,
solo se cuenta con informacion acerca de sus conductas sexuales en 676 (53%). De ellos, el
84% eran HSH, porcentaje ligeramente superior al 76,6% registrado en nuestra serie. E1 49%
de los HSH con informacion acerca de su status VIH eran positivos. Las coinfecciones VIH-
VHA habian sido identificadas previamente. Entre 2002 y 2008, el 15,2% de los hombres

diagnosticados de hepatitis A en Italia eran VIH positivo. Al suprimir los casos que carecian

de informacion acerca de la serologia del VIH, el porcentaje ascendia al 27,6% '>°. La elevada
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proporcion de coinfeccion VIH/VHA en éreas de baja endemicidad de hepatitis A subraya la
importancia de solicitar una serologia de VIH en aquellos pacientes diagnosticados de

infeccion por el VHA?72,

El virus del VIH y el VHA no comparten las vias de transmision, pero afectan a los mismos
grupos de riesgo, por lo que la presencia de una coinfeccidon por ambos virus puede ocurrir
en un elevado porcentaje de los casos. La coexistencia de ambos puede poner en riesgo la
efectividad y eficacia de los tratamientos, la progresion de la infeccion y la calidad de vida
de los pacientes. Es por ello que es importante realizar estudios moleculares que permitan
determinar la coexistencia de variantes del VIH. Sin embargo, en este trabajo no fue posible
determinar ni siquiera la presencia del virus en nuestros andlisis pese a realizarse
secuenciaciones masivas. Cabe la posibilidad de que se trate de pacientes con la infeccion
bien controlada, bajo tratamiento con antirretrovirales, y con cargas virales indetectables, y
que, por tanto, la presencia de 4cidos nucleicos del virus del VIH sea escasa. Ademas, la
presencia de fragmentos ha solapado con las secuencias con otros virus, como es el caso de
Pandoravirus macleodensis, que presenta uno de los genomas més grandes descritos en virus,
y que tiene una alta probabilidad de solapar con alguna region de otras moléculas de acidos

nucleicos circulantes.

La cuarta parte de los casos confirmados en Europa declar6 haber viajado a otros paises, de
los cuales el 43% visit6 Espafia ?2°. Durante el periodo del brote, Espafia fue el pais de la UE
mas afectado, concentrando el 52% de los casos, con una incidencia de 4,4 cada 100.000
habitantes, cuatro veces superior a lo registrado en los 4 afios previos, y con un ratio hombre-
mujer de 7:5, superior al 5:6 registrado en este trabajo. La incidencia mds alta se registrd en
Canarias, con una tasa de 15,4 casos por cada 100.000 habitantes, frente al 13,3 registrado
en Andalucia. La ciudad de Mélaga constituye un importante atractivo turistico y cuenta con
un aeropuerto internacional de gran afluencia, ocupando el cuarto lugar en Espaiia en cuanto
al nimero de desplazamientos que registra. Todo ello se traduce en un gran transito de
personas, lo cual favorece el intercambio de enfermedades transmisibles de diferente
procedencia y pudo facilitar la diseminacion del VHA en esta zona geografica. Otras
comunidades autonomas, como Galicia, Pais Vasco y Catalufia, reportaron brotes de las

mismas caracteristicas en ese periodo?32:23%:273,

Atendiendo al marco temporal, el incremento de casos de hepatitis A se detecta en Mélaga a

principios de 2016, con dos picos en diciembre de 2016 y marzo de 2017. El resto de brotes
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europeos se solapa en el tiempo con ese aumento de casos en Malaga 231264265 Entre los
brotes registrados, conviene destacar el ocurrido en Barcelona relacionado con la cepa
VRD 521 2016, predominante en Reino Unido. Al igual que ocurri6 en Catalufia, la mayoria
de casos registrados en Malaga estaban vinculados dicha cepa. Los estudios epidemiologicos
previos ya sefialaban la exportacion de VRD 521 2016 a Inglaterra desde multiples regiones
espafiolas, y una posterior diseminacion entre la poblacion HSH en Reino Unido?>%2%6,
Nuestro estudio infiere la relacion filogenética entre casos registrados en otras zonas de
Espafia, Malaga e Inglaterra, sin profundizar en otros aspectos filodindmicos. La relacion
filogenética de nuestros casos con las otras dos cepas restantes que circularon en los brotes
europeos, V16-25801 y RIVM-HAV16-090, fue inexistente con la primera y escasa con la
segunda, con solo dos secuencias agrupadas junto a la cepa holandesa. La presencia de
diferentes clusters no vinculados a estas cepas podria representar rutas independientes de

introduccion del VHA en nuestra area durante el periodo de estudio.

En cuanto al aspecto clinico, los signos y sintomas y el perfil bioquimico de los casos de
hepatitis A de nuestra cohorte fueron similares a los observados en los ya mencionados
brotes. Sin embargo, se debe enfatizar la manifestacion menos severa de la enfermedad, con
un bajo porcentaje de ingresos, y un menor incremento en los valores de transaminasas
séricas (aun tratandose de valores muy elevados con respecto a los normales) a los
observados en el brote de Catalufia®>®. El porcentaje de pacientes que requirié ingreso (35%)
fue similar a lo registrado entre los casos catalanes. El nimero de casos registrados podria
estar infraestimado ya que solo se contabilizaron aquellos pacientes sintoméaticos que

acudieron al sistema sanitario.

En cuanto al tratamiento sintomatico, en un estudio acerca de los factores implicados en la
hepatitis A fulminante, el consumo de paracetamol se relacion6 con el fallo hepatico, la
encefalopatia hepatica y los niveles bajos de factor V (p= 0,007), aunque este resultd no ser
un factor independiente para el desarrollo de hepatitis fulminante tras el analisis multivariante
274 La administracion de paracetamol para el control de la fiebre debe, por tanto, realizarse

con cautela durante la fase aguda de la hepatitis A.

La relacion entra la carga viral de VHA y el fallo hepatico fulminante no esta clara, y los
estudios realizados muestran resultados opuestos. El trabajo de Rezende y colaboradores
encontré una asociacion entre una menor carga viral y un mayor riesgo de fallo hepatico

274

agudo "%, mientras que para Lee y col. este evento se relacionaba con cargas virales mayores
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275 Esta discrepancia podria deberse a la variabilidad en el momento de extraccion de la
muestra de sangre, y a la fluctuacion natural de la viremia durante la fase aguda de la
enfermedad °*. Existen estudios que sugieren una asociacion entre algunos subgenotipos y
los casos de hepatitis A fulminante. La prevalencia mundial de los subgenotipos IA, IB y
IIA es del 66%, 14% y 21% respectivamente, mientras que la asociacion de esos
subgenotipos a casos de hepatitis fulminante el del 30%, 30% y 41% respectivamente 27°.
Estos datos indicarian que la hepatitis fulminante estd mas frecuentemente asociada con
infecciones por los subgenotipos IB y IIIA. Concretamente, el subgenotipo IIIA esta
relacionado con una mayor produccion de infecciones severas, con una mayor alteracion de

los parametros clinicos y con estancias hospitalarias mas largas 27

. Ademas, el subgenotipo
ITIA se ha asociado a infecciones sintomaticas en nifios menores de 4 afios 2!°. Sin embargo,
se desconoce el mecanismo por el cual se incrementa la virulencia de estos subgenotipos. La
region VP1-2A es altamente variable, lo cual permite la clasificacion filogenética de los
subgenotipos, pero las diferencias en su virulencia podrian estar relacionadas con el genoma

completo o con otras regiones genomicas '°.

La magnitud del brote en cuanto a nimero de casos podria estar infraestimada ya que solo
existen registros de aquellas infecciones en pacientes que acudieron al sistema sanitario por
requerir asistencia, mientras que aquellos con cuadros leves o asintomaticos no habrian

consultado y habrian quedado sin diagnosticar.

La transmision sexual fue sefialada como la via més probable de diseminacion en los brotes
europeos 2°°, dado que el 84% de los casos confirmados eran HSH??*, Los HSH son mas
propensos a realizar practicas sexuales de alto riesgo cuando viajan al extranjero 2”7, Segtn
el European Men-Who-Have-sex-with-men Internet Survey (EMIS) realizado en 2010, el
26% de los HSH europeos declaraban haber mantenido relaciones sexuales en el extranjero
el Gltimo afio, siendo Espafia y Alemania los destinos mas habituales?’” Durante el brote de
2016-2017, el porcentaje de HSH que mantuvo relaciones sexuales en el extranjero fue del
67%, superior a lo registrado en 2010?23, Un aumento de la incidencia de hepatitis A en un
colectivo vulnerable a la infeccion, con subgrupos altamente interconectados como ocurre en
los HSH, pudo potenciar la rapida diseminacion internacional de VHA mediante transmision
sexual. Nuestra cohorte estaba compuesta por un 45,1 % de HSH. La mayoria de los casos
fueron diagnosticados desde el servicio de Urgencias, y no contaron con seguimiento por
parte de un especialista, por lo que no se cuenta con una historia clinica detallada, sino

unicamente con el informe de alta de Urgencias. Ademads, la conducta sexual pudo no ser
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reflejada por el clinico por privacidad del paciente, o bien por no considerarse relevante en
el momento de la anamnesis. Todo ello apunta a que la cifra de HSH podria estar
infraestimada, y acercarse a los valores del resto de Europa lo cual sugiere un
comportamiento de riesgo similar como origen del incremento inusual de casos de VHA
observado en nuestra area durante el periodo de estudio. Sin embargo, el aumento de casos y
la rapida diseminacion fueron de tal magnitud que acabo afectando a la poblacion general®”,
al igual que ocurrio6 en otros paises de Europa 2’327°, Francia report6 en 2017 un incremento
cinco veces mayor en los casos de VHA-ARN positivos en donantes de sangre con respecto
a lo observado en afios previos. De ellos, solo uno declardé ser HSH?’®. Todos los casos,
excepto uno, pertenecian al genotipo IA, al igual que las tres cepas asociadas a los brotes
europeos y al resultado de nuestro genotipado. Ademas, la extension de los brotes ocurridos
en Europa durante 2016 y 2017 termind implicando otros mecanismos de transmision
adicionales, principalmente los relacionados con manipuladores de alimentos infectados 27°.
En Bizkaia, un manipulador de alimentos, HSH no vacunado frente al VHA y VIH positivo,
se infectd por una de las cepas del genotipo A implicadas en el brote europeo (RIVM-
HAV16-090) y transmitio la infeccion a otros 14 individuos (11 consumidores de productos
del establecimiento, 2 compaiieros de trabajo y 1 familiar) 7. La cepa RIVM-HAV16-090
detectada en Holanda, asociada al evento EuroPride 2016 celebrado en Amsterdam, causoé un

gran brote entre HSH en Taiwén desde junio de 2015 231:289,

En Europa, los casos confirmados de hepatitis A descendieron a partir de marzo de 2017,
muy probablemente por una disminucién de la notificacion, y no tanto por un cambio en la

223 Desde entonces, no se han registrado nuevos brotes

evolucion del brote en ese momento
asociados las cepas implicadas ni en Espafia ni en el resto de Europa. Aunque la distribucion
de las cepas varia a lo largo del tiempo y entre paises, no se encontraron diferencias en los
factores de riesgo y en las caracteristicas demogréficas. Se cree que la introduccion multiple
y la transmision prolongada de cepas de hepatitis A procedentes de diferentes partes del
mundo, como Centro América (VRD 521 2016) y Asia (RIVM-HAV16-090), pudo
conducir al desarrollo del brote. Existen reportes de estas cepas en Canada, Israel, Estados
Unidos y Taiwan, lo cual indica que el brote habria afectado también a paises no
europeos>1-281:282 Dyrante el mismo periodo se detectaron eventos similares en paises de

baja endemicidad de América del Norte y del Sur, Oriente Medio y Sudeste Asiatico?8!-284,

En la primera mitad del afio 2017, el Departamento de Salud de Nueva York registré un

incremento de infecciones por VHA, detectandose entre enero y agosto de 2017 un total de
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51 casos asociados a HSH que no habian viajado a zonas endémicas?®!. Del total de pacientes
declarados, 46 provenian de la ciudad de Nueva York, y los 5 restantes se infectaron en los
estados de Colorado y Oregon. De los 46 casos registrados en Nueva York, 45 eran HSH, y
una era una mujer que mantenia contacto sexual con un hombre bisexual. El 33% requirid
hospitalizacion, porcentaje ligeramente superior al 25% registrado en nuestra serie. Aunque
se desconoce el nimero de dosis de vacuna frente al VHA administradas, 3 pacientes
declararon haber sido vacunados con anterioridad. El 17% de los casos habia viajado a paises
de Europa afectados en ese momento por el brote de VHA entre HSH. El anélisis molecular
de 25 muestras de pacientes revelo que 24 secuencias, incluyendo las halladas en 4 pacientes
de los que habian viajado a Europa, se relacionaban estrechamente con las cepas circulantes
en los brotes europeos: HAV16-090 (14 pacientes), VRD 521 2016 (8 pacientes) y V12-
25801 (2 pacientes)?!.

Uno de los casos registrados en Nueva York se produjo en un manipulador de alimentos que
infecté a otro manipulador que trabajaba en el mismo establecimiento. Las autoridades
sanitarias recomendaron profilaxis postexposicion a las 1000 personas que habian consumido
alimentos o bebidas en ese establecimiento en un periodo de 7 dias*®!. Esto pone de
manifiesto el riesgo de diseminacion a la poblacion general de este tipo de brotes, dado que
se producen en contextos de baja endemicidad de hepatitis A en los que el porcentaje de
poblacion inmunizada es muy bajo y, por tanto, existen gran cantidad de adultos susceptibles

de contraer la infeccion.

Desde finales de 2016, tuvo lugar en Chile un brote de hepatitis A que, al igual que ocurri6
en Europa, afecté fundamentalmente a hombres, con una elevada proporcion de HSH. Entre
noviembre 2016 y octubre 2017 se registraron 227 casos, con un pico a mediados de 2017,
durante la semana epidemiologica 20, correspondiéndose con un incremento de la incidencia
del 168% con respecto al mismo periodo de 2016. El ratio hombre-mujer fue de 5:1. El 72%
de los casos se encontraban en el rango de 20 a 39 afios. El 61% de los hombres eran HSH,
porcentaje ligeramente inferior al de nuestra cohorte. El 32% tenia historia previa de ITS,
sobre todo sifilis y VIH (5 de 12 tipados, 41,7%) frente al 24,4% de VIH en los HSH de
nuestra cohorte. Del total de pacientes. Las encuestas epidemioldgicas que se pudieron
realizar a mujeres revelaron que eran familiares de HSH o convivian con ellos?®®. El estudio
filogenético se realizd mediante secuenciacion de la region VP1-P2A, segun protocolo
HAVNET. Todo genotipo [A, secuencias que se agrupan proximas a V16-25801, reportada

por primera vez en Alemania en enero de 2017, y posteriormente detectada en otros paises
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europeos como Reino Unido o Espafia. Un anélisis retrospectivo de esta cepa reveld que dos
pacientes infectados en Italia por cepas pertenecientes al clister V1625801 en 2014 y 2016
procedian de Ecuador, lo cual apunta a una probable circulacion de V16-25801 en
Sudamérica previa a su aparicion en Europa !%°. No esta claro el vinculo epidemioldgico, ya
que ninguno de los pacientes chilenos habia viajado a Europa. Un paciente de los estudiados
en Barcelona habia viajado a Chile. Desafortunadamente, el estudio filogenético de esta cepa

no pudo llevarse a cabo?.

Entre julio de 2017 y abril de 2018, se notificaron en Argentina 32 casos de hepatitis A. De
ellos, el 87,5% eran hombres no vacunados y el 69,9% eran HSH, con una mediana de edad
de 31,9 afos. Todas las secuencias de pacientes HSH correspondian al genotipo IA, y

conformaban un mismo cluster junto a VRD 521-2016, implicada en el brote europeo.

En Israel, se detectaron 19 casos de hepatitis A entre diciembre de 2016 y junio de 201772,
17 eran hombres, con edades entre 22 y 41 afios. De ellos, 15 eran HSH, tres de los cuales
habian viajado a Europa y uno a Estados Unidos. Una mujer habia viajado a India. El resto
de casos se infectaron en Israel. Ninglin paciente estaba vacunado. La secuenciacion de 15
muestras reveld6 que 8 HSH estaban infectados por RIVM _HAV16-90, 6 HSH por
VRD 521 2016, y una mujer, infectada por cepa una cepa india genotipo IB. Entre marzo
de 2012 y marzo de 2013 se produjo en Tel Aviv un brote de hepatitis A con 75 casos,73% de
los cuéles eran hombres jovenes no vacunados. El subgenotipo IB fue el predominante tanto
en muestras clinicas como en aguas de desecho?®. A diferencia de lo ocurrido en el brote de
2012-2013, en el que predomind el genotipo IB asociado a PID no vacunados (y no a HSH),
en 2016-2017 fue mayoritario el genotipo IA. La identificacion deindividuos que se
infectaron en el extranjero refuerza la hipotesis de que el brote de 2016- 2017 fue importado
a Israel por HSH que viajaron a Europa y Estados Unidos.

En un estudio realizado en Estados Unidos?8¢

se estudio la prevalencia de genotipos de
hepatitis A entre 1996 y 2019, para lo cual se analizaron las secuencias de 9.203 muestras.
El estudio revelo que hasta el afio 2015, el genotipo IA era el més frecuente, constituyendo
el 93% de las muestras obtenidas de vigilancia epidemiologica y el 84,4% de las muestras
procedentes de brotes. El genotipo IB fue detectado unicamente en el 6,4% de las muestras
de vigilancia y en el 15,2% de las muestras de brotes. El genotipo IIIB se detecté en menos
del 0,5% del total de muestras. Entre 2016 y 2019, se produjo un aumento de la incidencia

de hepatitis A del 294%, comparado con el periodo 2013-2015, asociado a hombres que tiene
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sexo con hombres, PID y personas sin hogar. En este periodo, se recolectaron 6.661 cepas
asociadas a brotes. El genotipo IB fue el mayoritario, detectindose en el 82,8% de los casos.
El genotipo IA se identifico en el 15,7%, y el IlIA, en el 1,5% de las muestras. El analisis
genético apunto6 a una posible introduccion de genotipo IB procedente de zonas geograficas
en las que es endémico durante el periodo 2016-2019, y esto pudo ser el desencadenante para

la aparicion de brotes entre poblacion vulnerable.

El VHA se transmite via fecal-oral, principalmente por la ingestion de agua o alimentos
contaminados. La endemicidad del virus en paises en vias de desarrollo se debe
fundamentalmente a un incorrecto tratamiento del agua y a condiciones de saneamiento
deficientes. Conocer y controlar las fuentes de contaminacion ambiental de VHA constituye
una medida esencial para el control de la infeccion. El tratamiento efectivo del agua reduce
significativamente la presencia de VHA?%®, por tanto, el empleo de sistemas de tratamiento
de agua potable y de desecho efectivos son fundamentales para evitar la transmision del VHA

por consumo de agua.

El consumo de agua contaminada constituye otra de las principales vias de transmision del
VHA, especialmente en areas en las que el virus es endémico y las condiciones higiénico-
sanitarias son deficientes. En estas zonas, se vierte al agua una elevada carga de virus presente
en las heces de los individuos infectados. Los datos acerca de la vigilancia ambiental de
varios virus, especialmente aquellos relacionados con la viabilidad y la potencial
infectividad, pueden complementar la vigilancia clinica a la hora de predecir brotes de
enfermedad en el tiempo, y proporcionar sefiales de alarma tempranas a las autoridades
sanitarias 287288, En este sentido, la diseminacion del virus de la hepatitis A se ha
monitorizado con frecuencia en los sistemas de aguas de desecho, proporcionando
informacion no solo de la incidencia, sino también acerca de la estacionalidad y de la
distribucion de los diferentes genotipos en el ambiente, y del riesgo real de infeccion 289291
Este hecho resulta especialmente relevante en el caso de la hepatitis A dada su dificil
monitorizacion en la poblacion debido a la existencia de un porcentaje elevado de casos
asintomaticos.

En un meta-analisis publicado recientemente®®®

se analizo la prevalencia de VHA en diversas
fuentes de agua de paises con diferente perfil socioecondmico. A pesar de las variaciones
entre las diferentes regiones, la variabilidad metodologica y la infrarrepresentacion de

regiones con bajos ingresos, el estudio concluyd que la prevalencia global de VHA en las
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diferentes fuentes de agua fue mayor en los paises con un bajo nivel de ingresos (29%),
mientras que, en los paises con ingresos elevados, los mas representados en el estudio, la
prevalencia era significativamente mas baja (10,8%; p <0,001). El estudio concluy6 también
que la prevalencia global de VHA en aguas de desecho era del 31,5%, y del 0,4% en agua

potable lo cual apuntaba a la efectividad de los sistemas de tratamiento.

En un estudio reciente realizado en Argentina®®?, se detecté el VHA presente en aguas de
desecho, y se caracteriz6 con el objetivo de analizar su correlacion con secuencias detectadas
en muestras clinicas en un periodo de cinco afios. Los dos afios con una incidencia mayor de
hepatitis A en la poblacion coincidian con aquellos con mayores tasas de deteccion del virus
en muestras de agua. Todas las secuencias deteectadas, tanto en muestras clinicas como
ambientales, pertenecian al genotipo IA. Sin embargo, se identificaron dos clusters
monofiléticos: uno que agrupaba secuencias de muestras tanto clinicas como de aguas
obtenidas en el periodo 2017-2018, y otro con todas las muestras recogidas en 2022, lo cual
apunta a que la circulacion ambiental del virus podria constituir una réplica de la circulacion

viral en la poblacion®?,

En el proceso de investigar el brote israelita, se evalu6 también la presencia de VHA en agua
de desecho, para lo cual se recolectaron 23 muestras entre agosto de 2016 y junio de 2017
procedentes de tres localizaciones. Las muestras recolectadas entre agosto y diciembre de
2016, los cinco meses previos a la deteccion del primer caso, fueron todas negativas, de lo
cual se deduce que estas cepas no circulaban en Tel Aviv antes de diciembre de 2016. 7 de
las 15 muestras recolectadas entre enero y junio del 2017 fueron positivas para VHA. El
analisis filogenético de estas cepas reveld que se agrupaban junto a RIVM_HAV16-90 y
VRD 521 2016.

La utilidad de la monitorizacion de la circulacion de virus entéricos mediante el muestreo de
aguas residuales fue también demostrada por Bisseux et al. En un estudio en el que analizaron
54 muestras de aguas de desecho, encontraron virus en todas ellas, con un 60% de aguas sin
tratar positivas para VHA???. A pesar del bajo nimero de infecciones notificadas en ese
periodo, debido probablemente al curso asintomatico de la enfermedad en muchos casos,

estos resultados evidencian la circulacion sostenida del virus en la comunidad.

Entre los afios 2000 y 2008 se recolect6 en Barcelona y Valencia un total de 61 muestras de

aguas de desecho con el objetivo de analizar la prevalencia de hepatitis A?**. Desde 2009,
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Catalufia tiene establecida la vacunacion universal en pre-adolescentes, mientras que en la
Comunidad Valenciana se vacuna unicamente a grupos de riesgo. Estudios previos realizados
entre 1994 y 2000 en las mismas regiones encontraron una tasa de positividad para VHA del
57,4%. La distribucién de cepas ambientales, 50% genotipo IA y 50% genotipo IB, se
correspondia con la detectada en muestras clinicas de pacientes infectados en ese periodo.
Varias cepas se detectaron simultineamente en muestras de agua y sueros de pacientes®*>. El
porcentaje de positividad de las aguas cay6 drasticamente en el segundo periodo de estudio,
entre los afios 2000 y 2008, con un 3,1% de muestras positivas***. La disponibilidad de una
vacuna eficiente y la mejora generalizada de las condiciones higiénico sanitarias son
probablemente las principales responsables del descenso de la circulacion del virus en la
poblacion y de los niveles de excrecion de VHA en las aguas de desecho generadas. Este dato
sugiere también un mayor niimero de individuos susceptibles a la infeccion en este segundo
periodo. La inmunizacion universal de nifios o adolescentes tiene un efecto protectoren la
poblacion general. Sin embargo, a pesar de las diferentes estrategias de vacunacion en
Barcelona y Valencia, la prevalencia de muestras positivas para VHA fue igual en ambas.
Este dato apunta a que el descenso de la circulacion de VHA no puede darse de forma
individual en una region de Espafia, ni a consecuencia de programas de vacunacion
autonomicos aislados. La implementacion de plantas de tratamiento de aguas residuales
constituye un factor determinante en la reduccion de la transmision de virus entéricos a la
poblacion. Entre 1992 y 2008, Catalufia incrementd el numero de plantas de tratamiento de

91 a 343%4,

En el curso de este trabajo se quiso saber si algunas de las cepas predominantes en los brotes
europeos seguian circulando en nuestra area varios afios después del ultimo caso registrado
en este estudio (diciembre de 2017). Para ello, se tomaron muestras de agua de desecho antes
de su entrada a las principales plantas de tratamiento de aguas residuales de la provincia de
Malaga. La persistencia de VHA en el ambiente puede detectarse mediante RT-qPCR, como
ya se ha hecho en otros estudios, incluso para otros virus como el SARS-CoV-2262%, Esta
presencia no siempre garantiza infectividad, pero proporciona importante informacion acerca
de la diseminacion ambiental del virus®°3°!, No fue posible amplificar ARN del VHA a
partir de ninguna de las muestras de agua, por tanto, la persistencia del virus en nuestra area
podria ser descartada. La vacunacién en grupos de riesgo, entre ellos el colectivo HSH, junto
a la naturaleza temporal de los brotes, podria haber contribuido de manera importante a

mitigar el nimero de casos en esta zona.
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La monitorizacion de las aguas de desecho constituye una potente herramienta a la hora de
obtener informacion acerca de las tendencias de diseminacion de virus entéricos en una
poblacion. Un sistema de vigilancia combinado, que monitorice la presencia de VHA tanto
a nivel clinico como a nivel ambiental, proporcionaria una imagen mas completa acerca de
la diseminacion del virus y de los genotipos circulantes, permitiendo un mejor conocimiento
de los cambios en las tendencias de la infeccion. El rastreo de virus en aguas residuales
presenta algunas ventajas sobre las pruebas clinicas, ya que supone un coste menor y no
requiere de la presencia de pacientes para la toma de muestras. Sin embargo, con este método
no siempre se pueden rastrear variantes especificas del virus, y, aquellos microorganismos
mas sensibles a la temperatura ambiental o a la presencia de contaminantespueden degradarse
dando lugar a falsos negativos. En el caso del VHA se ha detectado facilmente en aguas
residuales, por lo tanto, la obtenciéon de resultados negativos indica que el virus
actualmente no estd circulando, o no lo hace en cantidades detectables segin la técnica
utilizada en la provincia de Mélaga. Conviene recalcar que las muestras se tomaron de forma
puntual en un momento dado en el contexto de una colaboracion previa. Para hacer un
adecuado seguimiento, se requiere de mayor nimero de tomas y mas continuadas a lo largo

del tiempo.

La vacunacion constituye la inica medida eficaz para la proteccion individual en poblaciones
susceptibles. Paradojicamente, en el momento del brote en Malaga, la vacuna frente al VHA
no estaba disponible por problemas de desabastecimiento a nivel nacional, y los convivientes

recibieron profilaxis con gamma-globulina 7.

En dos estudios llevados a cabo para evaluar la persistencia de la respuesta inmune inducida
por la vacuna inactivada, la tasa de seroproteccion transcurridos 10 afios desde la
administracion era del 99% en adultos, y del 100% en nifios 32293, Se estima que, tomando
como punto de corte >20 mIU/mL, la duracion media de la proteccion otorgada por la vacuna
inactivada seria de 45 afios **4. En un ensayo aleatorizado, la vacuna inactivada demostré una
eficacia similar a la IG en profilaxis postexposicion 3%°. Ademas, presenta ventajas relativas
a la salud publica, como proteccién mas prolongada, mayor facilidad de administracion y
mayor disponibilidad, por lo que, en la actualidad, la vacuna se recomienda en la mayoria de

escenarios para la profilaxis postexposicion 3%,

En 2006 se publico un ensayo clinico que evaluaba la persistencia de anticuerpos anti VHA

generados por la vacuna viva atenuada elaborada a partir de la cepa H2. El 72% de los nifios
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inmunizados con una sola dosis tenian anticuerpos anti-VHA detectables transcurridos ocho
afios, mientras que el grupo que recibid una segunda dosis en los 12 meses posteriores a la

307 En otros dos estudios llevados a

primera, presentaba anticuerpos en el 98% de los casos
cabo en China, esta misma vacuna demostr6 una eficacia del 100% y una persistencia de los
anticuerpos anti-VHA generados del 72%-88% 15 afios después de la inmunizacion 3%, La
vacuna elaborada a partir de la cepa H2 ha mostrado una eficacia del 95% administrada en

profilaxis postexposicion en el contexto de un brote 3%°.

Al igual que ocurre con la vacunacion frente a otras enfermedades infecciosas prevenibles,
las estrategias de inmunizacion frente a la hepatitis A han ido variando a lo largo de los afios.
La experiencia acumulada acerca de la extraordinaria inmunogenicidad, efectividad y
seguridad de las vacunas frente al VHA ha desplazado el enfoque desde la vacunacion
individual centrada en grupos de riesgo hacia campafias de vacunacién masiva, y
posteriormente, vacunacion universal. Sin embargo, esta Ultima sigue restringida a unos

pocos paises 31°.

Con la aprobacion de las primeras vacunas, la inmunizacion se recomendd inicialmente para
individuos con un alto riesgo de infeccion por el VHA. Este criterio incluia a viajeros desde
zonas de baja endemicidad a zonas de endemicidad media o alta, pacientes que precisan de
transfusiones de hemoderivados de por vida, trabajadores de centros de dia, manipuladores
de alimentos, hombres que tienen sexo con hombres, trabajadores en contacto con primates
no humanos y PID 3!!. Una correcta adhesion a la pauta de vacunacion es clave para evitar la
aparicion de mutantes de escape a la vacuna y posibles nuevos serotipos, especialmente en
pacientes inmunocomprometidos *°. A pesar de beneficiar a los receptores a nivel individual,
existe escasa evidencia de que este tipo de politicas consigan proporcionar altas coberturas
dentro de los propios grupos diana, o de que sean efectivas reduciendo la incidencia en la
poblacion general ', Sin embargo, el impacto de la vacunacion masiva a nifios susceptibles
en comunidades de riesgo ha sido demostrado en numerosos proyectos llevados a cabo en
Alaska, en indios americanos, en Puglia (Italia), Bielurrusia y Australia, dando como
resultado un descenso de la incidencia de hasta el 97% 31°. En 1999, el Advisory Committee
on Immunization Practices (ACIP) del CDC ampli6 las recomendaciones de vacunacién a
nifios de zonas de Estados Unidos en las que la incidencia se encontraba por encima de la
media nacional. A pesar de alcanzarse coberturas vacunales variables (entre el 50% y el
80%), la incidencia descendi6 de forma progresiva de 21,1 a 2,5 casos por cada 100.000

habitantes, lo cual supuso una caida del 88% 23°-*12, Basandose en la evidencia que
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confirmaba que la transmision del VHA ocurria fundamentalmente por la excrecion viral de
nifios pequefios, en 1999 Israel fue el primer pais en introducir vacunacién masiva universal
(VMU) en ninos de 18 meses, empleando una pauta de dos inyecciones intramusculares
administradas con un intervalo de 6 meses. Con una cobertura vacunal del 90% y del 85%
con la primera y segunda dosis respectivamente, la incidencia anual de la hepatitis A cay6 de
forma dréstica en los 3 primeros afios tras el inicio del programa, alcanzando un descenso

global del 95% con respecto a las tasas registradas prevacunacion 313,

En 1998 se llevo a cabo en Catalufia un proyecto de vacunacion masiva frente a VHA y VHB
en preadolescentes. El objetivo del estudio era comparar la incidencia de infeccion por VHA
en la cohorte de vacunados frente a la de los no vacunados. La mayor reduccion se observod
en el grupo de 10-14 afios, donde la incidencia pas6 de 10.3 a 1.8 casos por cada 100.000

habitantes. La efectividad de la vacunacion se estimo en un 97% 314,

Los programas de vacunacion son particularmente coste-efectivos cuando la incidencia es
suficientemente alta para producir un riesgo significativo de infeccion, pero suficientemente
baja para que los nifios no desarrollen con frecuencia inmunidad en etapas tempranas en

315 Seglin un estudio realizado con el objetivo de estimar las

ausencia de la vacuna
prevalencias en diferentes areas del mundo, las regiones con ingresos intermedios de Asia,
Latinoamérica, Europa del Este y Oriente Medio podrian beneficiarse si se produjese un

aumento en el uso de la vacuna 129,

En cuanto a la profilaxis postexposicion, la administracion de inmunoglobulina es altamente
efectiva en la prevencion de la hepatitis A cuando se suministra dentro de las dos semanas
posteriores a la exposicion al virus. En un ensayo clinico aleatorizado en el que se compar6
la efectividad de la vacuna frente a la inmunoglobulina en la prevencion de la infeccion por
VHA en contactos, ambas proporcionaron una buena proteccion postexposicion, evitando la
infeccion en mas del 95% de los casos. Sin embargo, las tasas de infeccion fueron ligeramente
mayores entre los que recibieron la vacuna, indicando una modesta diferencia en la eficacia.
Este hallazgo podria ser clinicamente relevante en pacientes con especial predisposicion a la
enfermedad severa, como los ancianos o aquellos con hepatopatias cronicas. La vacunacion
presenta, en cambio, ventajas sobre la inmunoglobulina, como la proteccion a largo plazo
que confiere, la comodidad en la administracién o su mayor disponibilidad. Todas estas
consideraciones deberian ser relevantes a la hora de decidir qué tipo de profilaxis administrar

305
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En la actualidad, la vacunacion sistematica no esta establecida en Andalucia. La vacuna se
administra a colectivos de riesgo, y como medida postexposicion para prevenir infeccion en
contactos, como recomienda en Consejo Interterritorial del Sistema Nacional de Salud. Son
considerados grupos de riesgo viajeros que se desplazan a zonas endémicas, personas con
hepatopatias cronicas, sujetos infectados por el VIH, personas con mayor riesgo ocupacional,
manipuladores de alimentos, personal de guarderia y personas con estilos de vida que
supongan mayor riesgo, como los varones homosexuales con contactos sexuales multiples
270 En Nueva York, la incidencia de infeccion por VHA entre 2013 y 2015 entre HSH que
no habian viajado a zonas endémicas del virus fue 6.8 veces mayor que la registrada en
adultos no HSH?®!. La transmision en este grupo se ve favorecida por practicas de alto riesgo
como el chemsex o el sexo en grupo, habituales entre el colectivo de HSH, por lo cual parece
razonable aumentar las precauciones en cuanto a prevencion y vigilancia en este grupo. Sin
embargo, existe evidencia que avala la utilidad de la vacunacion frente al VHA cuando se
administra a poblacion general en zonas de endemicidad baja o intermedia!S. En Israel se
instaur6 en 1999 la vacunacion universal con dos dosis en nifios de 1,5 y 2 afios, lo cual

condujo a un descenso de la incidencia del 90% 317

. Este programa no protege a los HSH
nacidos antes de 1999. Existe, sin embargo, una recomendacion del Ministerio de Sanidad
israeli de vacunacion a los HSH. En Chile, siguiendo las recomendaciones de la Sociedad
Chilena de Infectologia®!®, y teniendo en cuenta un estudio local de coste-efectividad®!’® y los

buenos resultados de programas similares en otros paises latinoamericanos2%-2!

, se implanto
la vacunacion universal frente al VHA en nifios de 18 meses?®® con el objeto de prevenir la
aparicion de brotes similares. Aun asi, el control de brotes y la proteccion a aquellos no
inmunizados resulta complicado dada la infranotificacion y al elevado nimero de infecciones

asintomaticas, que llevan a la continua circulacion del virus.

Las tasas de seroconversion tras la administracion de dos dosis de la vacuna con una
diferencia de 6 a 12 meses son mas bajas en individuos VIH positivo que en VIH negativo.
En un meta-analisis que incluyd 8 estudios, incluyendo 458 individuos VIH-positivo, la tasa
media de respuesta serologica al VHA fue del 64% 24, Recuentos elevados de linfocitos T
CD#4 se han correlacionado con tasas mayores de seroconversion 272, Las tasas de respuesta
podrian aumentarse anadiendo una tercera dosis intercalada en la semana 4 entre la primera
y la segunda dosis. Sin embargo, no esté claro que esto pueda tener algtn efecto en individuos
VIH que hayan perdido los anticuerpos frente al VHA?"2, En cuanto a la persistencia de los

anticuerpos anti-VHA en pacientes VIH, Lin y colaboradores concluyeron que, transcurridos
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5 afios, el 78% de los VIH vacunados mantenian la seroproteccion frente a la hepatitis A272
Una carga viral indetectable en el momento de la vacunacion y sostenida en el tiempo se ha
correlacionado con seroproteccion persistente 322, Desafortunadamente, se desconoce el
estatus vacunal y la carga viral de los pacientes VIH de este trabajo, aunque si se han
reportado casos de hepatitis A en individuos VIH vacunados durante el mismo periodo de
tiempo en otros paises 2’2. A diferencia de lo que ocurre con la hepatitis B, no existe un
marcador serologico en el VHA que permita distinguir entre individuos vacunados o

naturalmente inmunizados.

A partir del brote ocurrido entre HSH en 2017, Israel intensifico la vigilancia del VHA
introduciendo la confirmacion molecular de las serologias positivas y muestreando aguas de
desecho mensualmente. Ademas, se realizaron campafias de informacion dirigidas a la
poblacion HSH en redes sociales, se repartieron panfletos explicando el modo de transmision
y se ofrecid la vacunacion a todos los casos, sus convivientes y sus contactos sexuales. Un
afio después, en 2018, se analizaron los resultados de estas actuaciones. Mientras que en 2017
el 89% de los casos eran hombres y el 45% se identificaban como HSH, en 2018, el 49%
fueron hombres y solo 3% declar6 ser HSH. En lo que respecta al analisis molecular, se
secuenciaron 50 muestras en 2017 y 47 en 2018. De los 50 casos de 2017, 41 pertenecian al
genotipo IA, mientras que solo 8 pertenecian al genotipo IB. La baja incidencia del
subgenotipo IB podria deberse a una infranotificacion de estos casos, ya que en ese momento
los esfuerzos iban dirigidos a contener el brote por el subgenotipo IA. Una vez controlado el
brote, la proporcion se invirtié en 2018, ya que, de las 47 muestras analizadas, 38
correspondian al genotipo IB y 6, al genotipo IA. Las secuencias de genotipo IB encontradas
pertenecian al mismo cluster que las circulantes en Israel antes del brote. Las posteriores
investigaciones epidemioldgicas revelaron que los pocos casos producidos por el genotipo
IB en 2017 y aquellos registrados en 2018 fueron esporadicos, algunos de ellos producidos
en el seno de familias sin vacunar. E1 96% de las cepas del genotipo IA analizadas en los dos
periodos se detectaron en personas que habian viajado a Europa. Esta tendencia en los
genotipos se observo de igual manera en las aguas de desecho analizadas en ambos periodos.
Un Unico caso de 2017 y tres casos de 2018 pertenecian al genotipo III. Todos ellos eran

viajeros que habian visitado zonas endémicas, o personas que convivian con ellos.
La confirmaciéon molecular de la infeccion por VHA mejoro la especificidad del diagnostico.

En dos de los sueros con IgM anti VHA positiva no se detect6 ARN del virus. Los datos

clinicos y epidemioldgicos terminaron por excluir el diagndstico de hepatitis A en estos dos
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casos 32, En este sentido, el CDC report6 que entre 2017 y 2018, entre el 8% y el 10% de las

muestras con IgM antiVHA positivas no se confirmaron en el analisis molecular324,

Las cepas mayoritarias de los subgenotipos IA y IB identificadas en las aguas israelitas se
agrupaban estrechamente junta a aquellas detectadas en muestras clinicas. Ademas, el hecho
de que exista una correlacion en el tiempo, espacio y correlacion entre subgenotipos de casos
y muestras ambientales sugiere que el estudio de esta Ultimas puede aportar importante
informacion acerca de la circulacion de virus entéricos como el VHA en paises en los que la
incidencia es baja o bien los casos estan infradeclarados. La deteccion de virus en aguas de

desecho alerta de forma precoz de la posible aparicion de brotes?.

Desde el punto de vista de las enfermedades infecciosas, la globalizacion del comercio y de
los desplazamientos internacionales condicionan el cambio epidemiologico’?>. En areas de
endemicidad baja de hepatitis A, existe un riesgo elevado de contaminacion por VHA cuando
se adquieren alimentos procedentes de paises de endemicidad media y elevada'?’. Entre el
periodo de estudio de este trabajo y la actualidad, se han registrado en Europa brotes de VHA
en zonas de baja endemicidad asociados al consumo de alimentos importados contaminados.
En 2018, Suiza registrd 20 casos de hepatitis A atribuidos todos ellos a una cepa idéntica del
genotipo IB, la cual fue hallada en fresas congeladas importadas de Polonia. Esta misma cepa
fue aislada en 14 casos diagnosticados en Austria, y en fresas importadas a este ultimo pais
por el mismo productor polaco?. Tras lo ocurrido en Suiza y Austria, Alemania detectd 65
casos de VHA vinculados a la misma cepa del virus entre octubre de 2018 y enero de 2020,
presente en tartas de fresa congeladas. El analisis filogenético vinculd la cepa del brote a
cepas aisladas previamente en agua de desecho, heces y fresas en Egipto. El estudio
retrospectivo reveld que el productor polaco habia importado fresas congeladas de Egipto®?’,
lo cual permiti6 establecer el origen comun de los tres brotes. En 2021, Reino Unido registrd
un brote de hepatitis A vinculado al consumo de datiles importados de Jordania en el que se
vieron implicadas tres cepas estrechamente relacionadas pertenecientes al genotipo IB, y
proximas a las detectadas en pacientes que habian viajado a Siria y Libano 328, Es probable
que las frutas se contaminasen debido a una higiene deficiente de los trabajadores, o por

empleo de aguas de desecho para el regadio >

. La prevencion de los casos de hepatitis A
causados por alimentos contaminados requiere de la mejora del procesamiento de los
alimentos en el pais de origen. Dada la existencia de un mercado globalizado, parece
necesario establecer regulaciones internacionales acerca de seguridad alimentaria en la que

se vean implicados tanto los paises que importan como los que exportan.

130



En la actualidad, la aparicion de nuevos virus constituye una amenaza directa para la salud
publica, subrayando la importancia de determinar y comprender los factores genéticos y
evolutivos involucrados en este fendmeno. Tras la pandemia por SARS-CoV2 este hecho ha
tomado mas relevancia y ha puesto de manifiesto que la rapida evolucioén de los virus es
consecuencia de genomas compactos, altas tasas de mutacion, ciclos replicativos cortos y
grandes tamafos poblacionales, generando poblaciones altamente variables. Los virus
ofrecen un sistema ideal para estudiar tasas de cambio evolutivo. El estudio de la variabilidad
genética y la evolucion de las poblaciones es crucial para desarrollar estrategias de control,
dado que la diversidad genética y la capacidad de evolucion rapida pueden obstaculizar la
efectividad de las metodologias de control. La capacidad de los virus y viroides para cambiar
rapidamente es una preocupacion central en la gestion de enfermedades, siendo el ascenso y
caida de genotipos en una poblacion viral influido por la seleccion natural. Los cuellos de
botella poblacionales, que reducen drasticamente el tamafio poblacional, pueden acelerar o
inhibir este proceso, afectando la composicién gendémica y las propiedades biologicas. Para
expandirse a nuevos hospedadores, una poblacion viral debe contener variantes capaces de

infectar al nuevo hospedador, lo que puede dar lugar a la emergencia de nuevas cepas.

En muchos paises, la escasez de vacunas frente al VHA obstaculizo el control del brote
ocurrido en 2016-2017 entre HSH. Con el objetivo de minimizar el impacto, se implementd
la reduccidn en el nimero de dosis. Sin embargo, estas medidas podrian tener consecuencias
en la evolucion del VHA, favoreciendo la emergencia de variantes antigénicas. A pesar de la
estabilidad antigénica del VHA, la seleccion ejercida por la presion inmune podria llevar a
la emergencia de variantes e incluso, de nuevos serotipos®*. Este hecho podria hacer
replantear la utilidad de la profilaxis post exposicion, y recalca la importancia de vacunar con
pautas completas, sobre todo en el grupo de HSH en el que la hepatitis A est4 convirtiéndose
en endémica. La replicacion del virus en un contexto de baja concentracion de anticuerpos
podria favorecer la replicacion y seleccion de mutantes de escape. El analisis molecular de
las cuasiespecies resulta de gran interés a la hora de estudiar la evolucion del VHA bajo
presion inmunolégica. Comprender los procesos que generan la diversidad viral, asi como
las presiones selectivas y cuellos de botella, puede guiar intervenciones y determinar la
eficacia de las medidas de control. Aunque no existe suficiente evidencia, la administracion
de dosis de booster en pacientes vacunados mucho tiempo atras, o a aquellos con bajas cargas
de anticuerpos anti-VHA, podrian ser medidas a considerar, sobre todo en contextos en los

que el virus es endémico. En un trabajo realizado en China**°, donde la hepatitis A es
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endémica, se seleccionaron 42 aislados del VHA cuya secuencia de la unién VP1-2A era
idéntica. Para el estudio de las quasiespecies se analizaron y clonaron los genes VP3 y VP1-
2A en tres muestras clinicas. El andlisis filogenético reveldé que la mayoria de los aislados
pertenecian al subgenotipo A, y unos pocos al subgenotipo IB. Aunque no se encontraron
mutaciones aminoacidicas en los sitios de neutralizacidon de epitopos, se identificarondiversas
sustituciones de un Unico aminodcido en las regiones VP1 y VP3, dos de las cualesse
encontraban muy proximas al sitio inmunodominante, lo cual abre la posibilidad de que
aparezcan mutantes antigénicos de escape y subraya la necesidad de seguir investigando en

este sentido.

Las poblaciones de virus de ARN, con su alta variabilidad y heterogeneidad genética, exhiben
una capacidad adaptativa significativa. Sin embargo, pese a que otro de los grandes objetivos
del trabajo era poder identificar coinfecciones y variantes de VHA y VIH, no fue posible
llegar a discriminar entre cuasiespecies pese a trabajar con una de las técnicas mas sensibles
hasta el momento. Hoy en dia se disponen de chip como los disefiados para la deteccion de

genomas minoritarios en cuasiespecies virales mediante el empleo de microchips de ADN,

Los hallazgos reflejados en este trabajo subrayan la importancia de ofrecer la vacuna frente
a la hepatitis A a colectivos de riesgo como los HSH, junto con la realizacion de campafias
sobre la necesidad de prevenir las ITS y reforzar la vigilancia epidemioldgica coordinada

entre paises europeos dada la facilidad de diseminacion de los patdgenos entre fronteras.

A pesar de las medidas establecidas, como la vacunacidon preexposicion en HSH, siguen
apareciendo en nuestro medio brotes de VHA, lo cual hace pensar que no se estén alcanzando
las coberturas vacunales necesarias para controlar la apariciéon de los mismos, y se deben
fomentar politicas que las aumenten®**.La estrategia de vacunacion a personas de riesgo
puede ser suficiente para el control de un brote puntual (junto con las medidas higiénico-
sanitarias adecuadas), pero sin embargo es insuficiente para el control de la enfermedad a
largo plazo y para prevenir la aparicion de nuevos brotes. Dada la repercusion en la poblacion
general de los ultimos brotes registrados en Europa, deberian plantearse nuevas estrategias
como la vacunacion sistematica universal.

Los sistemas sanitarios deben contar con disponibilidad de dosis suficientes para vacunar a
una gran cantidad de individuos en un corto periodo de tiempo en el caso de aparicion de
brotes. Las pautas de vacunacion deben ser completas con el objetivo conseguir una

inmunizacion eficaz y de evitar la aparicion de variantes de escape a la vacuna.

132



Aunque existen vacunas eficaces frente al VHA, el desarrollo de tratamiento antivirales
podria resultar de utilidad a la hora de prevenir y tratar las formas severas o fulminantes de
hepatitis, y en la reduccién de la duracion de los sintomas y del periodo de infectividad. Esto
disminuiria el riesgo de aparicion de brotes y de diseminacion de variantes de escape de la
vacuna '*°. Las investigaciones llevadas a cabo han sido dirigidas tanto a dianas del
hospedador como al desarrollo agentes antivirales. El interferén tipo 1 (IFN-1) ha demostrado

suprimir de forma eficaz la replicacion in vitro 331332

, ¥, en algunos casos, mejorar la funcién
hepética *3. El interferén tipo III, con menos efectos secundarios que el tipo I, se presenta
como una alternativa interesante 34, Otras dianas del hospedador que resultan prometedoras
son la proteina humana La, una proteina de union al ARN que interviene en su metabolismo;
los compuestos de zinc y la enzima hemo-oxigenasa 1

195 Los farmacos antivirales dirigidos a otras infecciones viricas como la ribavirina, la
amantadina o el sofosbuvir han mostrado actividad antiviral frente al VHA en cultivo celular
335-338 'En lo que respecta a compuestos dirigidos especificamente frente al VHA, parece que
las dianas mas interesantes podrian ser el sitio interno de entrada al ribosoma (IRES), la

339341 y la polimerasa 3D %2, El bloqueo de la via de entrada del virus podria

proteasa 3¢
constituir una estrategia interesante, pero es necesario un mayor conocimiento acerca de los

receptores de superficie virales 3.

7.1. LIMITACIONES

Aunque el aumento del nlimero de casos se asocid a un incremento de relaciones sexuales de
riesgo homosexuales resulta dificil de demostrar. En el 15,8% de los casos no se registrd
ningun factor de riesgo para la adquisicion de la infeccion. Esto puede deberse, por un lado,
a que la mayoria de pacientes acudieron al Servicio de Urgencias y carecen de un seguimiento
por un especialista, por lo tanto, se cuenta Unicamente con los datos epidemioldgicos
recogidos brevemente en la anamnesis previa al diagnostico. La informacion acerca de la
conducta sexual pudo no registrarse por privacidad del paciente, o por considerarse
irrelevante en ese momento. La informacion acerca de viajes al extranjero y otros factores de
riesgo para la adquisicion del VHA aparece registrada en un bajo porcentaje de los casos.

Tampoco aparece registrado el estatus vacunal de los pacientes de nuestra cohorte.

El Hospital Universitario Virgen de la Victoria carece de Servicio de Pediatria y Urgencias

pedidtricas. A pesar de que otros trabajos reflejan que el brote se produjo fundamentalmente
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en adultos HSH, nuestro estudio podria presentar un sesgo en cuanto al numero de casos

detectados en nifios.

A pesar de contar con muestra de suero de todos los pacientes diagnosticados, solo pudo
genotiparse un bajo porcentaje de ellos. Esto se debe a que, de rutina, los sueros se encuentran
inicialmente refrigerados y congelados a -20°C en el Laboratorio de Microbiologia, y no a -
80°C. Este hecho, unido a la labilidad del material genético de los virus ARN, pueden ser los

responsables de los problemas de amplificacion.
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8. CONCLUSIONES

Entre marzo de 2016 y diciembre de 2017 se produjo en Malaga un aumento de la incidencia

de hepatitis A, coincidiendo con lo ocurrido en otros paises europeos.

La mayoria de los pacientes eran hombres, con una mediana de edad de 33 afos, espaioles,

y fueron diagnosticados principalmente en el Servicio de Urgencias y en Atencidn primaria.

El 85,3% de los pacientes present6 alguna de las manifestaciones clinicas tipicas de la
enfermedad, aunque el porcentaje de casos que precis6 ingreso hospitalario fue inferior al
registrado en otras series. Los parametros bioquimicos mas afectados fueron las

aminotransferasas (GOT, GPT), y el 10,8% present6 coinfeccion con el VIH.

Al igual que ocurri6 en otros paises de Europa, la conducta de riesgo detectada con mayor

frecuencia fue el ser hombre que tiene sexo con hombres.

El subgenotipo IA fue el mas prevalente, del mismo modo que ocurrid en el tltimo brote
detectado en Malaga entre 2006 y 2010. La mayoria de casos analizados en este trabajo
estaban vinculados a la cepa VDR 521 2016, predominante en los brotes que se produjeron
simultdineamente en Barcelona y Reino Unido, y considerada una de las tres cepas

responsables del brote registrado en Europa durante el mismo periodo.

El analisis mediante secuenciacion masiva de muestras de pacientes con coinfeccion por el

VHA y el VIH no aport6 informacion relevante para este trabajo.

El andlisis de aguas residuales llevado a cabo en este trabajo no detectd presencia de VHA

en las mismas.

A pesar de décadas de mejoras en las condiciones sanitarias, la hepatitis A sigue
constituyendo un problema de salud publica a nivel global, con regiones hiperendémicas y
nuevos grupos de riesgo. Esta situacidon demanda de nuevas estrategias dirigidas a la

prevencion y el control de la infeccion.
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ANEXO 1. MATERIAL COMPLEMENTARIO AL TEXTO

Anexo Al.1. Relacion de centros de Atencion Primaria asociados al HUVYV.

Alhaurin El Grande
Alhaurin de la Torre
Alora

Carihuela

Cartama Estacidn
Churriana

Cruz del Humilladero
Delicias

El Cénsul

Huelin

La Luz

Portada Alta

San Andrés - Torcal
Teatinos

Tiro Pichén
Torremolinos
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ANEXO A1.2. Aprobacion del Comité de ética.

Comité de Etica de la Investigucién Provincial de Midlaga
Servicio Andaluz de Salud
| CONSEJERIA DE SALUD

Dra. Dia. Gloria Luque Ferndndez, Secretaria del CEI Provineial de Malaga
CERTIFICA:

Que en la sesidn de CEI de fecha: 28/07/2022 ha evaluado el proyecto de [nvestigacion: "Caracterizacion epidemiologica y molecular
del virus de la hepatitis A ",

Este Comité lo considera ética y metodolégicamente correcto,

La composicion del CEI en esta sesion es la siguiente:

D Ana Diaz Rufz (Licenciada en Derecho)

Dra. Marta Blasco Alonso (Obst. y Ginecologfa)

Dr. José Leiva Fernandez (Medico Familia)

Dra. M* Dolores Lopez Carmona (Medicina Interna)

D" Inmaculada Dofia Diaz (Alergologia)

Dra. Gloria Luque Ferndndez (Investigacién)

Dr. Juan Carlos Navarro Barrios (Psiquiatria, Centro de Satud El
Dm Cr{swbalina Mayorga Mayorga (Laboraterio)

Dfia. Carmen Lopez Gélvez del Postigo (Miembro Lego)
Dra. Encarncacion Blanco Reina (Farmacologia Clinica)
Dr. Jests Lopez del Peral (Esp.Protec.Datos)

Dra, Elena Sénchez Ydfiez

Dra. M Carmen Vela Mirquez (Farmacéulica Distrito)

Dr. Andrés Fontalba Navas (UGC Salud Mental)

Milaga, a 2 de agoste de 2022

Fdo.. Dra. Gloria Luque Fernandez
Secretaria del CEI
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name

20_HAV_Malaga
4_HAV_Malaga
26_HAV_Malaga
27_HAV_Malaga
22_HAV_Malaga
14_HAV_Malaga
15_HAV_Malaga
2_HAV_Malaga
24_HAV_Malaga
23_HAV_Malaga
11_HAV_Malaga
13_HAV_Malaga
6_HAV_Malaga
10_HAV_Malaga
8_HAV_Malaga
21_HAV_Malaga
7_HAV_Malaga
1_HAV_Malaga
3_HAV_Malaga
16_HAV_Malaga
18_HAV_Malaga
17_HAV_Malaga
12_HAV_Malaga
9_HAV_Malaga
5_HAV_Malaga

begin

%923
%923
%923
%923
922
923
%923
%923
%923
%923
$923
%923
%923
%923
%923
%923
%923
%923
%923
%923
$923
%923
%923
%923
%923

length

%509
%510
%511
%510
%510
%510
%510
%510
%510
%510
B68
%510
%510
%510
%510
%510
%510
%510
%510
%510
%510
%511
%92
B17
B74

end

1433
B433
B433
B433
3433
1433
1433
B433
B433
B433
B3291
1433
B433
B433
B433
B433
B433
B433
B433
B433
3433
1433
B215
B140
B197

BLAST

Hepatitis A virus
Hepatitis A virus
Hepatitis A virus
Hepatitis A virus
Hepatitis A virus
Hepatitis A virus
Hepatitis A virus
Hepatitis A virus
Hepatitis A virus
Hepatitis A virus
Hepatitis A virus
Hepatitis A virus
Hepatitis A virus
Hepatitis A virus
Hepatitis A virus
Hepatitis A virus
Hepatitis A virus
Hepatitis A virus
Hepatitis A virus
Hepatitis A virus
Hepatitis A virus
Hepatitis A virus
Hepatitis A virus
Hepatitis A virus
Hepatitis A virus

BLAST score

%B7.81746
%4.047615
1.30435
%0.51383
®B4.70588
%4.83102
B6.82539
6.82539
®6.82539
%6.82539
’5.027626
6.62698
6.82539
®6.82539
6.82539
%6.82539
%6.82539
%6.82539
®6.82539
®6.82539
%6.62698
%0.29703
’6.969696
®6.74796
%5.93023

refseq

NC_001489
NC_001489
NC_001489
NC_001489
NC_001489
NC_001489
NC_001489
NC_001489
NC_001489
NC_001489
NC_001489
NC_001489
NC_001489
NC_001489
NC_001489
NC_001489
NC_001489
NC_001489
NC_001489
NC_001489
NC_001489
NC_001489
NC_001489
NC_001489
NC_001489

ANEXO A1.3. Resultados del analisis genotipico realizado con HAV Genotiping tool 1.0.

reverse
complement
false
false
false
false
false
false
false
false
false
false
false
false
false
false
false
false
false
false
false
false
false
false
false
false
false

type

1A
1A
1A
1A
1A
1A
IA
1A
1A
1A
1A
1A
1A
1A
1A
1A
1A
1A
1A
1A
1A
Unassigned
Unassigned
IA
Unassigned

type support

100.0
100.0
100.0
95.0
97.0
94.0
94.0
95.0
97.0
98.0
95.0
99.0
97.0
98.0
94.0
98.0
96.0
97.0
97.0
97.0
97.0

subtype

IA_ac
IA_ac
IA_ad
Could not assign
Could not assign
IA_ab
IA_ab
IA_ab
IA_ab
IA_ab
IA_ab
IA_ab
IA_ab
IA_ab
IA_ab
IA_ab
IA_ab
IA_ab
IA_ab
IA_ab
IA_ab

Could not assign

subtype

support
100.0
100.0
93.0

100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
97.0

100.0
100.0
100.0
99.0

100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
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ANEXO A1.4. Resultados obtenidos de FindModel. Ajustes de maxima probabilidad de 24 modelos diferentes de sustitucion de nucleotidos.

Model Parameters BIC AlICc InL +) (+G) R fiA) AT) AC) AG) HAT) HAC) HAG) HTA) HTC) HTG) (CA) HCT) {CG) (GA) {(GT) HGC)
T92+G 84 7656.128 6991.395 -3411.346 n/a 0.86 2.01 0305 0.305 0.195 0.195 0.049 0.031 0.132 0.049 0.132 0.031 0.049 0.207 0.031 0.207 0.049 0.031

HKY+G 86 7662.243 6981.700 -3404.481 n/a 0.85 2.04 0310 0.301 0.144 0.246 0.048 0.023 0.167 0.050 0.098 0.040 0.050 0.204 0.040 0.210 0.048 0.023
TN93+G 87 7664.731 6976.283 -3400.764 n/a 0.86 2.03 0.310 0.301 0.144 0.246 0.048 0.023 0.140 0.049 0.119 0.039 0.049 0.249 0.039 0.176 0.048 0.023
T92+G+I 85 7666.050 6993.412 -3411.346 0.00 0.86 2.01 0.305 0.305 0.195 0.195 0.049 0.031 0.132 0.049 0.132 0.031 0.049 0.207 0.031 0.207 0.049 0.031
HKY+G+I 87 7672.165 6983.718 -3404.481 0.00 0.85 2.04 0310 0.301 0.144 0.246 0.048 0.023 0.167 0.050 0.098 0.040 0.050 0.204 0.040 0.210 0.048 0.023
TN93+G+I 88 7674.652 6978.300 -3400.764 0.00 0.86 2.03 0.310 0.301 0.144 0.246 0.048 0.023 0.140 0.049 0.119 0.039 0.049 0.249 0.039 0.176 0.048 0.023

GTR+G 90 7689.992 6977.831 -3398.512 n/a 0.86 2.03 0.310 0.301 0.144 0.246 0.058 0.022 0.141 0.060 0.120 0.031 0.048 0.250 0.035 0.177 0.038 0.020
T92+1 84 7692.042 7027.309 -3429.303 0.33 n/a 192 0.305 0.305 0.195 0.195 0.051 0.032 0.130 0.051 0.130 0.032 0.051 0.204 0.032 0.204 0.051 0.032
GTR+G+I 91 7699.914 6979.849 -3398.512 0.00 0.86 2.03 0.310 0.301 0.144 0.246 0.058 0.022 0.141 0.060 0.120 0.031 0.048 0.250 0.035 0.177 0.038 0.020
HKY+I 86 7700.369 7019.827 -3423.544 033 n/a 1.94 0310 0.301 0.144 0.246 0.050 0.024 0.164 0.052 0.096 0.041 0.052 0.200 0.041 0.206 0.050 0.024
TN93+I 87 7703.419 7014.972 -3420.108 033 na 192 0310 0.301 0.144 0246 0.049 0.024 0.141 0.051 0.114 0.040 0.051 0.238 0.040 0.178 0.049 0.024
K2+G 83 7703.826 7046.998 -3440.155 n/a 0.90 1.94 0.250 0.250 0.250 0.250 0.042 0.042 0.165 0.042 0.165 0.042 0.042 0.165 0.042 0.165 0.042 0.042
K2+G+I 84 7713.748 7049.015 -3440.155 0.00 0.90 1.94 0.250 0.250 0.250 0.250 0.042 0.042 0.165 0.042 0.165 0.042 0.042 0.165 0.042 0.165 0.042 0.042
GTR+I 90 7728.505 7016.345 -3417.769 033 n/a 192 0310 0.301 0.144 0.246 0.061 0.021 0.142 0.063 0.115 0.035 0.046 0.240 0.034 0.179 0.042 0.020
K2+1 83 7735971 7079.143 -3456.228 033 n/a 1.88 0.250 0.250 0.250 0.250 0.043 0.043 0.163 0.043 0.163 0.043 0.043 0.163 0.043 0.163 0.043 0.043
T92 83 7769.772 7112.944 -3473.128 n/a n/a 1.82 0305 0.305 0.195 0.195 0.052 0.034 0.128 0.052 0.128 0.034 0.052 0.200 0.034 0.200 0.052 0.034
HKY 85 7778.264 7105.626 -3467.452 n/a n/a 182 0310 0.301 0.144 0246 0.052 0.025 0.161 0.054 0.094 0.043 0.054 0.196 0.043 0.202 0.052 0.025
TN93 86 7779.430 7098.887 -3463.075 n/a n/a 1.83 0310 0.301 0.144 0.246 0.051 0.024 0.138 0.053 0.113 0.042 0.053 0.235 0.042 0.174 0.051 0.024
GTR 89 7804.001 7099.745 -3460.477 n/a n/a 1.83 0310 0.301 0.144 0.246 0.063 0.023 0.140 0.065 0.114 0.036 0.049 0.237 0.035 0.175 0.044 0.020
K2 82 7809.440 7160.517 -3497.923 n/a n/a 1.80 0.250 0.250 0.250 0.250 0.045 0.045 0.161 0.045 0.161 0.045 0.045 0.161 0.045 0.161 0.045 0.045
JC+G 82 7910.502 7261.580 -3548.454 n/a 0.99 0.50 0.250 0.250 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083
JC+G+I 83 7920.424 7263.596 -3548.454 0.00 0.99 0.50 0.250 0.250 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083
JC+I 82 7937.670 7288.748 -3562.039 0.32 n/a 0.50 0.250 0.250 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083
JC 81 8004.005 7362.988 -3600.167 na n/a 0.50 0.250 0.250 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083

NOTE.-- Models with the lowest BIC scores (Bayesian Information Criterion) are considered to describe the substitution pattern the best. For each model, AICc value (Akaike Information Criterion, corrected),
Maximum Likelihood value (/nL), and the number of parameters (including branch lengths) are also presented [1]. Non-uniformity of evolutionary rates among sites may be modeled by using a discrete Gamma
distribution (+G) with 5 rate categories and by assuming that a certain fraction of sites are evolutionarily invariable (+/). Whenever applicable, estimates of gamma shape parameter and/or the estimated fraction
of invariant sites are shown. Assumed or estimated values of transition/transversion bias (R) are shown for each model, as well. They are followed by nucleotide frequencies (f) and rates of base substitutions (r)
for each nucleotide pair. Relative values of instantaneous r should be considered when evaluating them. For simplicity, sum of r values is made equal to 1 for each model. For estimating ML values, a tree
topology was automatically computed. The analysis involved 42 nucleotide sequences. Codon positions included were 1st+2nd+3rd+Noncoding. There were a total of 515 positions in the final dataset.
Evolutionary analyses were conducted in MEGAG [2].

Abbreviations: GTR: General Time Reversible; HKY: Hasegawa-Kishino-Yano; TN93: Tamura-Nei; T92: Tamura 3-parameter; K2: Kimura 2-parameter; JC: Jukes-Cantor.
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ANEXO AL1.5. Pruebas con diferentes topologias
Se emplearon los siguientes comandos para probar las dos topologias surgidas a partir de las

dos aproximaciones filogenéticas y abarcar las tres secuencias:

MrBayes > execute archivo.nex

MrBayes > constraint clustering = 20 HAV_ Malaga 4 HAV Malaga MF805872
(idéntica a RIVM- HAV16- 090)

MrBayes> constraint noclustering negative = 20 HAV Malaga4 HAV_ Malaga
MF805872 (identical to RIVM- HAV16- 090)

Hipatesis 1. Topologia considerando el agrupamiento de las cepas 20 y 4 HAV Malaga con
la cepa original holandesa RIVM-HAV-090

Arithmetic mean Harmonic mean

Hipodtesis 2. Topologia considerando agrupamientos independientes con las cepas 20 y 4
HAYV Malaga, y la cepa original holandesa RIVM-HAV-090

Run Arithmetic mean Harmonic mean

2log(B12) =2 * (—3469.97 — (—3474.34) = 8.74, donde Bi2es el factor de Bayes.
De acuerdo a la siguiente tabla:

2log (By2) By Evidence against H,

0to?2 1to3 Not worth more than a bare mention
2to6 3to 20 Positive

6 to 10 20 to 150 Strong

> 10 > 150 Very strong

Interpretacion del factor de Bayes (B12). Basado en (Kass y Raftery, 1995).
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Por lo tanto, existe evidencia solida en contra de la segunda hipotesis (en comparacion con
HI), es decir, contra una rama separada entre cepas locales (20 HAV Malaga y

4 HAV Malaga) y la cepa holandesa.
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ANEXO 2.1. Articulo publicado en Journal of Clinical Medicine (JCM).

Article

Unusual Surge of Acute Hepatitis A Cases in 2016 and 2017 in
Malaga, Southern Spain: Characterization and Relationship
with Other Concurrent European Outbreaks
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Abstract: We aimed to describe the Hepatitis A virus (HAV) cases that arose in Malaga (Spain) in 2016
and 2017 when the European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) reported several
outbreaks among men who have sex with men (MSM). Therefore, we conducted a retrospective study
gathering demographic, clinical, and immunological data from the acute HAV patients attending our
hospital between March 2016 and December 2017. Additionally, VP1/P2A region was amplified from
serum samples, sequenced, and genotyped. We finally performed a phylogenetic analysis, including
the HAV strains from the other European outbreaks. A total of 184 HAV cases were reported, with the
highest number in March 2017. The cohort mostly comprised Spaniards (81.0%), males (84.8%), and
MSM (72.3%), with a median age of 33.0 years (interquartile range (IQR) = 25.0-43.0). Most patients
exhibited symptoms. In addition, a successful amplification and sequencing of the VP1/P2A region
was performed in 25 out of 106 serum samples (23.6%). All the sequences belonged to the genotype
IA, and 20 were phylogenetically related to VRD_521_2016, first described in the United Kingdom
(UK). In conclusion, HAV cases emerged in Malaga in 2016 and 2017, showing an epidemic character
phylogenetically related to the predominant strain first detected in the UK. Characteristics of the
cohort were similar to those from the European outbreaks.
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Key ds: HAV; outbreak; MSM; molecular epidemiology

1. Introduction

The Hepatitis A virus (HAV) is a non-enveloped RNA virus with a positive-sense,
single-stranded genome belonging to the genus Hepatovirus and family Picornaviridae [1].
HAV infection can either be asymptomatic or show a wide assortment of clinical mani-
festations, ranging from mild in children to acute and severe hepatitis, most common in
adults. There are rarely case reports of fulminant hepatic failure and subsequent death as
a complication of acute HAV infection [2]. HAV is transmitted through different routes,
mainly the fecal-oral route or by consuming contaminated food and water, but also by
sexual interaction [3-5].

Vaccination, sanitation, and clean drinking water are the main public health interven-
tions underlying the decreased rate of HAV cases worldwide [6,7]. However, the drop
in the HAV incidence is paradoxical: The older the infected person, the more severe the
disease, increasing the morbidity [6,5]. Outbreaks occasionally appear in places of low
seroprevalence but with a high proportion of susceptible individuals, mainly due to risk
groups like men who have sex with men (MSM) and travelers to endemic areas [5-11].

J. Clin. Med. 2023, 12, 6613, https:/ /doi.org/10.3390/jem12206613

https:/ /www.mdpi.com/journal /jem
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ANEXO 2.2. Articulo publicado en la Revista Espafiola de Enfermedades Digestivas

ORIGINAL PAPERS

Outbreak of acute hepatitis A in the health area served by the Hospital
Universitario Virgen de la Victoria (HUVV): a change in epidemiology

Alejandro José Garcia-Ferreira', Aida Ortega-Alonso’, Julia Cobos-Rodriguez', Paula Bardon-de-Tena?,
Miguel Calderén-Cid?, Alberto Garcia-Garcia', M.* Dolores Garcia-Escafio', Ramiro Alcantara-Benitez!,
Encarnacion Clavijo-Frutos?, Miren Garcia-Cortés' y Ral J. Andrade’
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Received: 24/08/2017 - Accepted: 05/01/2018

Correspondence: Alejandro José Garcia Ferreira. Digestive Diseases Clinical Management Unit. Instituto de
Investigacion Biomédica de Malaga (IBIMA). Hospital Universitario Virgen de la Victoria. Campus de Teatinos, s/n.
29010 Malaga, Spain. e-mail: alejandrogarciaferreira89@gmail.com

ABSTRACT

In 2016, an outbreak of hepatitis A was identified in the Mal-
aga province among patients with specific epidemiological
characteristics, which were predominantly males.This is a
report of 51 subjects with acute hepatitis A and a mean age of
35.7 years, 90% were male and 55% of cases were men who
had had sex with other men within the last two months.
Half of them required hospitalization for significant coagu-
lopathy at diagnosis and no cases progressed to fulminant
failure or encephalopathy. Four patients had ascites at the
time of diagnosis. This outbreak adds to those reported in
the United Kingdom and the Netherlands with a similar
number of cases and epidemiology.These studies highlight
the importance of epidemiological surveillance, the need
for vaccination in this particular at risk population and the
need for informative campaigns in order to prevent this
disease.

Key words: Hepatitis A. Epidemiology. Sexually transmitted
diseases. Men who have sex with men.

INTRODUCTION

Hepatitis A virus (HAV) usually induces a self-limited acute
infectious illness in humans.Transmission is mainly via the
fecal-oral route due to contaminated water and food, and
may also occur due to person-to-person contact. Sexual
transmission has been associated with epidemic outbreaks
among men who have sex with men (MSM) since 1980 (1),
some of these cases in Spain (2-4). However, recent reports
suggest that this is related to the European hepatitis A out-
break in 2016 (5). Outbreaks have also been reported in
parenteral drug users in association with infected fomites
blood transfusion recipients (6). Infection is usually asymp-

AJ Garcia Ferreira y A Ortega Alonso have equally

to the present

1130-0108/2018/110/6/380-385 * REVISTA ESPANOLA DE ENFERMEDADES DIGESTIVAS
© Copyright 2018. SEPD y © ARAN EDICIONES, S.L.

tomatic or mild in children and more severe in adults.
The mean incubation period is 28 days and infectiveness
peaks during the second half of the incubation period when
patients are still asymptomatic. Most cases are deemed as
noncontagious from one week after jaundice onset. Diagno-
sis relies on serologic testing, and the presence of anti-HAV
immunoglobulin M (IgM) or HAV-RNA are indicative of an
acute infection (7). No specific therapy is available for acute
infection with HAV. Stringent hygiene measures, avoidance
of risky contact and vaccination of exposed individuals
have proven effective to prevent new cases. Both active
and passive immunization are effective when administered
within two weeks after exposure (8).

Improved hygienic and healthcare conditions in Spain
have contributed to a reduced fecal-oral viral transmis-
sion. During 2008-2009, a significant outbreak via water
transmission was recorded in our health area. No relevant
outbreaks were recorded until 2016, when cases notably
increased during the last few months of the year. This situ-
ation persists as of today, as reported by the World Health
Organization (9). This may result from a lower number of
immunized individuals but also from increasing sexual
transmission.

The goal of the study was to describe an epidemic outbreak
of hepatitis A in our setting with epidemiological and clini-
cal characteristics of cases and to assess potential changes
in viral transmission mechanisms.

Garcfa-Ferreira AJ, Ortega-Alonso A, Cobos-Rodriguez J, Barddn-de-Tena P,
Calderén-Cid M, Garcia-Garcia A, Garcia-Escaiio MD, Alcantara-Benitez R,
Clavijo-Frutos E, Garcfa-Cortés M, Andrade RJ. Outbreak of acute hepatitis
A in the health area served by the Hospital Universitario Virgen de la Victoria
(HUWV): a change in epidemiology. Rev Esp Enferm Dig 2018;110(6):380-385.
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