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Datos del centro

La Fundacion para la Investigacién Sanitaria y Biomédica de la Comunidad
Valenciana (FISABIO) forma parte de red mundial de gripe hospitalaria
(GHISN). Este proyecto estd enfocado en la deteccion de gripe Ay B de
pacientes hospitalizados por infecciones respiratorias. Una vez detectados
los virus de la gripe, se secuencian para estudiar las mutaciones y cambios

en aminacidos de la glicoproteina hemaglutinina (HA).

Los resultados se incluyen en una base de datos mundial, a partir de la cual
se elabora un arbol filogenético que permite visualizar la evolucion del virus

y su circulacion en la poblacion.

El area de genomica y salud de FISABIO hace una distincion de pacientes
vacunados y no vacunados con tal de estudiar la incidencia de la gripe en

ambos grupos y la efectividad de la vacuna.

En este trabajo se caracterizan las muestras para distinguirlas de otros virus
respiratorios y se analizan las mutaciones para prever cambios en la
estructura tridimensional de HA, que a su vez condicionaran la especificidad
de los anticuerpos (producidos por la inmunidad inducida por la vacuna)

contra los virus en circulacion.



.  Introduccidn

Resumen

El objetivo de este trabajo es evaluar la efectividad de la vacuna anual contra la
gripe. Para ello, primero se han identificado los virus en muestras
nasofaringeas de pacientes hospitalizados y se han caracterizado las muestras
de gripe. Una vez conocido el tipo y subtipo de cada muestra se ha realizado
una RT-PCR para obtener ADN complementario (ADNc) de la glicoproteina
hemaglutinina (HA), diana de los anticuerpos generados en la vacunacion, la
cual posteriormente se ha secuenciado. Se han comparado las secuencias de

las muestras con las secuencias de las cepas incluidas en la vacuna anual.

El estudio de las mutaciones ha permitido diferenciar las muestras en grupos o
clados que comparten mutaciones. La capacidad de evasion del virus a los
anticuerpos producidos tras la exposicion a la vacuna se ha evaluado a partir
de las mutaciones en residuos localizados en epitopos de la HA y variaciones

del potencial de glucosilacion.

La diferenciacion de 2 clados principales del virus A/H3N2 con multiples
mutaciones en epitopos de la HA y la aparicion de un nuevo clado de B/Victoria
caracterizado por poseer una delecciéon de dos aminoacidos, sugierié que la
vacuna de la temporada 2018-2019 debia ser actualizada. Por otra parte, los
virus A/HIN1pdmQ09 y B/Yamagata mostraron baja variacion, por lo que no

parecia necesario actualizar las cepas incluidas en la vacuna.

Palabras clave: gripe, epitopo, mutacion, glucosilacién, vacuna



1.1Gripe

La gripe es una enfermedad respiratoria contagiosa causada por un virus ARN
de cadena sencilla y polaridad negativa (grupo V de Baltimore), perteneciente a
la familia Orthomyxoviridae. En Espafia la temporada de epidemia empieza en
octubre y se intensifica a final de diciembre y principio de enero. Tras un
periodo de incubacion de entre 1 y 4 dias se manifiestan los primeros sintomas:
fiebre, tos seca, mucosidad nasal, fatiga y dolores de garganta, cabeza,
musculares y corporales. La gripe de temporada infecta entre el 5% y 15% de
la poblacion global cada afio (Stéhr, 2002). En Espafa la tasa de incidencia
supero en nivel basal (55,68 casos por 100.000 habitantes) la semana 50/2016
y llegd a un maximo (229,10 casos por 100.000 habitantes) la semana
3/2017(Grupo de Vigilancia de Gripe, 2017). Anualmente fallecen 500.000
personas en todo el mundo debido a complicaciones como la bronquitis, siendo

la mas frecuente la pneumonia (Chan & World Health Organization, 2009).

Los virus de la gripe se divide en tipos (A, B, C) y subtipos distintos. Ay B son
los responsables de las epidemias estacionales (B.L., 2003). La gripe A es un
ejemplo de zoonosis. Las primeras cepas se originaron en aves y se
transmitieron a humanos, donde evolucionan independientemente.(Russell et
al., 2014). La gripe B circula exclusivamente en humanos. Los virus de la gripe
C causan infecciones con sintomas leves (Zambon, 1999) y los virus D infectan
principalmente al ganado bovino, no suponiendo una amenaza para humanos
(Su, Fu, Li, Kerlin, & Veit, 2017).

Los subtipos de gripe A se nombran en funcion de la glicoproteina HA y NA.
Las combinaciones que se encuentran en circulacion en humanos son A/H1N1,
A/H2N2 y A/H3N2. La variante en circulacion de A/HIN1 (A/H1N1pmdQ9) data
de la pandemia del afio 2009, conocida como “gripe porcina”, por su origen
zoonodtico. A/H3N2 se diferenci6 a partir de A/H2N2 en el afio 1968,
ocasionando la pandemia de “Hong Kong”. Los linajes de gripe B en
circulacion son B/Yamagata (B/yam) y B/Victoria (B/vic), diferenciados

filogenéticamente por las secuencias de sus genes HA y NA.



En la temporada 2016-2017 en Espafia se detectaron 11.712 casos de gripe.
De las 2.140 detecciones centinela de gripe, el 98,6% fueron gripe A, y de
ellos el 99,7% correspondian al subtipo H3N2. De las 809 caracterizaciones de
virus de gripe A/H3N2 que se realizaron, el 78% coincidia con el grupo o clade
3C.2al (A/Bolzano/7/2016) y el 20% con el <clade 3C.2a
(A/Honkong/4801/2014), siendo el 2% restante otros grupos. El 88% de los
virus de gripe B en circulacion se asemeja al linaje utlizado en la vacuna
(B/Brisbane/60/2008) (Grupo de Vigilancia de Gripe, 2017)

1.2 Vacuna

El método mas efectivo para prevenir la gripe es mediante la vacunacion de la
poblacién(Gasparini et al., 2002; WHO, 2012). La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) recomienda la vacunacion de grupos de riesgo. La infeccion por
gripe puede agravar problemas de salud cronicos como por ejemplo la
suficiencia cardiaca o el asma. Se incluye en este grupo a aquellas personas
susceptibles de contraer la enfermedad o con riesgo de desarrollar
complicaciones: trabajadores del ambito sanitario; embarazadas; sujetos con
condiciones de salud comprometidas y personas mayores de 65 afios
(Costantino & Vitale, 2016). La mediana de edad de las 2.874 hospitalizaciones
graves confirmadas por gripe fue de 64 afos (Grupo de Vigilancia de Gripe,
2017). Cabe destacar que el 48% de los pacientes de riesgo hospitalizados no
habian recibido la vacunacion la temporada 2016-2017.(Grupo de Vigilancia de
Gripe, 2017) EIl colectivo de personas mayores de 64 afios constituye el 90%
de las muertes relacionadas con la gripe (L Simonsen et al., 1998; Lone
Simonsen et al., 2005), tiene en la poblacién una media de edad los 81 afios.
Por otra parte, los grupos de edad mas afectados fueron los menores de 0 a 4

afios (incidencia maxima de 554,64 casos por cada 100.000 habitantes)

La vacuna administrada en Espafia en otofio-invierno de la temporada 2016-
2017 fue trivalente. Incluye componentes inactivados pertenecientes a cepas
analogas de A/H1IN1pmd09, A/H3N2 y B/Vic (A/Michigan/45/2015, A/Hong
Kong/4801/2014 y B/Brisbane/60/2008 respectivamente (World Health
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Organization (WHO), 2017). Las cepas se seleccionan en funcion de su
capacidad por inducir la produccién de anticuerpos especificos contra las cepas
de mayor incidencia en la temporada de gripe anterior. (WHO, 2016; World
Health Organization (WHO), 2017) El modo mas comun para producir los
componentes es utilizando un proceso de fabricacion basado en la inoculacion
de huevos embrionados. Las cepas seleccionadas se inyectan con las cepas

en cuestion y se incuban para que el virus se replique.

El objetivo de la vacuna es inducir la proliferacion de linfocitos B que produzcan
anticuerpos contra el virus de la gripe. Mientras que los anticuerpos contra HA
previenen la infeccion de la célula huésped, impidiendo el reconocimiento del
virus, los anticuerpos contra NA interfieren en la replicacion viral y su
propagacion. Adicionalmente, los anticuerpos pueden inducir la lisis de las
células infectadas mediante la activacion de la via del complemento,
citotoxicidad de células dependiente de anticuerpo, o la activacion de células
NK.

1.3 Hemaglutinina (HA) y Neuraminidasa (NA)
El genoma del virus de la gripe esta constituido por 8 segmentos que codifican
12 proteinas distintas. EI complejo ribonucleoproteico (RNP) replica y transcribe
los segmentos de ARN viral. Este complejo incluye el segmento de unién a la
nucleoproteina (NP), involucrada en el importe del ARN al nucleo, y un
complejo heterotrimérico polimerasa formado por una polimerasa acida (PA),
una subunidad catalitica de ARN polimerasa dirigida por ARN (PB1) y una
proteina basica de la polimerasa 2 (PB2) (Petrova & Russell, 2018).
Envolviendo el nucleo del viribn se encuentra la proteina multifuncional de
matriz M1, que interactia con RNP regulando asi el transito de ARN vy la
formacion de la envoltura viral. La proteina de extraccién nuclear (NEP o NS2)
media la interaccion del complejo M1/RNP y la proteina no estructural NS1,
involucrada en la exportacion de ARN. La variante espliceosémica PB1-F2
induce la muerte celular y PA-X es una RNA endonucleasa que modula la

patogenicidad viral. Recientemente se han identificado nuevas proteinas con
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un papel importante en el ciclo vital viral (PB1-N40, PA-N155, PA-N182, M42,
NS3). Estas proteinas son traducidas en marcos de lectura alternativos a partir

de los 8 segmentos génicos.

Las glicoproteinas HA y NA, integradas en la superficie de la bicapa lipidica
procedente de la membrana plasmética de la anterior célula huésped, son
vitales en el proceso de reconocimiento e infeccion. La principal funcién de HA
es facilitar la internacionalizacion del virus ya que su cabeza globular se une al
acido sidlico presente en los receptores de la membrana plasmatica del
huésped. NA habilita la liberacion de nuevos viriones de las células infectadas
al eliminar el enlace HA-acido sidlico del receptor del huésped.

La proteina HA es un homotrimero formado por monémeros de 549 residuos de
aminoacidos. Los monomeros de HA (llamados HAO) estan codificados en el
segmento de ARN 4. Un péptido sefial de 17 aminoacidos que permite la
translocacion al reticulo endoplasmatico rugoso (RER). Durante la co-
traduccion el péptido sefial se escinde y se glucosilan los nitrogenos de los
residuos de Asn que se encuentran en el motivo Asn-X-Ser/Thr-Y. Sin
glucosilar, el monémero tiene una masa molecular de 60kDa. El patron de
glucosilacion varia en funcién de la secuencia de aminoacidos, pudiendo
alterarse la estructura tridimensional de la proteina y por lo tanto el

reconocimiento por parte de los anticuerpos.

El monémero HAO es transportado al Aparato de Golgi, donde proteasas
celulares realizan un corte en la posicién 329, que usualmente se corresponde
con una arginina (ocasionalmente lisina), dando lugar a dos fragmentos:
HAL1(327 aminoacidos) y HA2 (222 aminoacidos). El dominio de la cabeza
globular esta constituido por los residuos 116-261 de HAl y se encuentra
formando el motivo ‘jelly-roll” de ocho hojas B antiparalelas, ademas forma una
hendidura poco profunda en la punta distal que actlia como un sitio de union al
receptor rodeado de sitios antigénicos. Comprende un dominio de unién al
receptor y un dominio esterasa vestigial. EI dominio del tallo est4 formado por
el resto de residuos de HAL y por los residuos de HA2. Esta constituido por una

espiral de hélices a de triple cadena, que se extiende 76 A desde la superficie.
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Para que la proteina se ancle a la membrana, HA2 incluye un péptido
hidrofébico formado por 28 residuos formando una hélice, seguido por una tallo
citosolico de 10 residuos. Ambos fragmentos, HA1 y HA2, se enlazan mediante
puentes disulfuro. (SRIWILAIJAROEN & SUZUKI, 2012)

El virus de la gripe se encuentra en un estado no infeccioso hasta que alcanza
el tracto respiratorio o gastrointestinal. Las células de estos tractos sintetizan
enzimas proteoliticas similares a la tripsina, que cortan la arginina situada en la
posicién 329 del péptido HAO. De este modo la HA adopta una conformacién

activa.

Después de unirse a los receptores de la célula huésped mediante la union HA-
acido sialico, EIl virion es endocitado. El bajo PH del endosoma induce un
cambio conformacional de HA. Como consecuencia, la membrana viral y la
endosomal se fusionan. Finalmente, las RNP virales se liberan al citoplasma.
Una vez han entrado en el nucleo los fragmentos de ARN viral (polaridad
negativa), éstos se transcriben, mediante la polimerasa del virus, a ARN de

polaridad positiva, a partir del cual se realiza la replicacion y transcripcion virica.

1.4 Sitios antigénicos de HA
La proteina HA es la principal diana de la respuesta adaptativa al virus de la
gripe. La mayoria de las respuestas mediadas por anticuerpos estan dirigidas a
HA1l y en menor medida a HA2. Mutaciones en el gen HA pueden variar la
estructura de sus epitopos, comprometiendo el reconocimiento por parte de los
anticuerpos. A este fendmeno se le conoce como deriva antigénica. Los
cambios antigénicos permiten que al virus evadir la inmunidad inducida por la

vacuna o la memoria inmune intrinseca del hospedante.

De cara a la vacunacion, inducir una respuesta inmune mediada por
anticuerpos contra HA2, debido a que muestra una elevada conservacion de la
secuencia supondria un escenario prometedor. Asi, un mismo tipo de
anticuerpo contra HA2 puede reconocer distintas cepas de gripe. Pero debido a

la poca accesibilidad de los epitopos de HA2, este tipo de anticuerpos son



menos prevalentes que los especificos de HALl. Para que se produzcan,

normalmente se requiere de vacunaciones repetidas.

La cabeza globular (HA1) es la parte mas expuesta de la proteina HA. Su
accesibilidad facilita tanto el reconocimiento por el sistema inmunitario como la
interaccion con los anticuerpos desarrollados. HAL1 posee 5 sitios antigénicos,

estos conforman la diana de los anticuerpos.

La tabla 1 ilustra los sitios antigénicos, y las posiciones de los residuos que los
componen, de HA1 de A/H3N2, A/HIN1PDMQ9 y B/Yamagata (Mcanerney et
al., 2015).
utilizando anticuerpos monoclonales y proteina HA (Koel et al., 2013; Skehel et

Estos sitios antigénicos fueron identificados en el afio 1980

al., 1984). Estos estudios sugieren que la alteracion de un residuo de estos
sitios antigénicos es suficiente para dar lugar a una variedad antigénica nueva,

aunque dependiendo del trasfondo genético en ocasiones son necesarias dos 0

tres mutaciones.

Tabla 1.1 A/H3 Mapa de los sitios antigénicos y sus

residuos (n=131)

Tabla 1.2 A/H1 Mapa de los sitios antigénicos y sus

residuos (n=50)

Epitopo

Posicion de los residuos

A (n=19)

122, 124, 126, 130-133, 135,
137, 138, 140, 142-146, 150,
152, 168

B (n=22)

128, 129, 155-160, 163-165,
186-190, 192-194, 196-198

C (n=27)

44-48, 50, 51, 53, 54, 273, 275,
276, 278-280, 294, 297, 299,
300, 304, 305, 307-312

D (n=41)

96, 102, 103, 117, 121, 167,
170-177, 179, 182, 201, 203,
207-209, 212-219, 226-230,
238, 240, 242, 244, 246-248

E (n=22)

57,59, 62, 63, 67, 75, 78, 80-83,
86-88, 91, 92, 94, 109, 260-262,
265

Epitopo Posicion de los residuos
Sa (n=13) 124,125, 153-157, 159-164
Sb (n=12) 184-195
Cal (n=11) 166-170, 203-205, 235-237
Ca2(n=8) 137-142, 221, 222

Cb(n=6) 70-75

Tabla 1.3 B/Yam Mapa de los sitios antigénicos y sus

residuos (n=72)

Tabla 1.4 B/Vic Mapa de los sitios antigénicos y sus

residuos (n=72)

Epitopo

Posicion de los residuos

Epitopo

Posicion de los residuos

Lazo 120 (n=29)

73-79; 116-137

Lazo 120 (n=29)

73-79; 116-137

Lazo 150 (n=10) 141-150
Lazo 160 (n=8) 162-169
Hélice 190 (n=9) 196-204
Regién 230 (n=16) 228-243

Lazo 150 (n=10) 141-150
Lazo 160 (n=8) 162-170
Hélice 190 (n=9) 197-205
Region 230
(n=16) 229-244
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Tabla 1. Mapa de los sitios antigénicos de HA los virus de gripe A/H3N2, A/HIN1pdm09, B/Yam B/Vic. (h=ntimero
de residuos) Skowronski et al 2015-16 influenza vaccine effectiveness

Estudios recientes muestran el cambio antigénico del virus A/H3N2 que circuld
el afo 1968 al del 2003 en el cual hubo una substitucion de 7 aminoacidos
( posicién 145, 155, 156, 158, 159, 189 y 193) cercanos al sitio de union al
receptor permitiendo al virus evadir el sistema inmune. Por otra parte, un
estudio reciente ha identificado mediante Deteccion Mutacional Profunda (DMP)
substituciones en posiciones alejadas del epitopo con un rol importante en el
escape inmune (Lewis et al., 2011; Linderman et al., 2014).

Teniendo en cuenta la cercania de los 7 aminoacidos al sitio de union al
receptor, debe haber un equilibrio entre la deriva antigénica y especificidad de
unién al acido sialico ya que su reconocimiento es vital para la entrada viral. De
este modo la variabilidad de residuos se ve limitada a unas posiciones
concretas, cosa que explica la uniformidad de diferencias antigénicas entre las
variedades circulantes(Smith, 2004; Smith et al., 2004). Como ejemplo, en la
temporada 2006-2007 se observaron 3 variedades de A/HIN1PDMO09
antigénicamente similares en sitios geograficos alejados entre si (Bedford et al.,
2015), todas ellas con una mutacion en la posicion K140E, inmediatamente
adyacente al sitio de unién al receptor. A su vez, A/H3N2 posee un sitio

variable en un lugar equivalente.

1.5 Glucosilacion

La modificacion del patron de glucosilacion de las glicoproteinas HA y NA es
otro de los mecanismos responsables de la deriva antigénica(Tate et al., 2014).
Los oligosacaridos en la superficie de HA juegan un papel importante en la
unién a los receptores celulares, forman parte de los sitios antigénicos de HA 'y
son reconocidos por los anticuerpos (Abe et al., 2004; Medina et al., 2013; Wei

et al.,, 2010). Los glucanos también pueden ser reconocidos por lectinas



flogenéticamente antiguas del sistema inmune innato. Por lo tanto, una
modificacién puede alterar tanto la efectividad de su infeccion como la evasion

de la inmunidad humoral (Tate et al., 2014).

La naturaleza de los oligosacéridos expresados en los sitios de glucosilacién de
HA y NA depende de la célula huésped. Estos oligosacaridos pueden ser una
mezcla de estructuras terminadas en un azlcar manosa, complejos con
ramificaciones terminadas en galactosa y/o N-acetyl-galactosamine (GalNAc), u
oligosacaridos hibridos(S Basak, Pritchard, Bhown, & Compans, 1981; Ward &
Dopheide, 1981). Ademas, los glucanos unidos a N se pueden sulfatar
(Compans & Pinter, 1975). Los glucanos complejos expresados por la HA viral
carecen de acido sialico (SIA) debido a su eliminacién por la accion de NA
viral(Sukla Basak, Tomana, & Compans, 1985; Kaverin & Klenk, 1999)

Los oligosacaridos se unen mediante un enlace N-glucosidico al residuo
asparagina (Asn) del motivo (Asn-X-Ser/Thr-Y), donde cualquier aminoacido a
excepcion de la prolina puede ocupar la posicion X o Y. Dependiendo del
aminoéacido la probabilidad de que Asn se glucosile varia (Kornfeld, 1985). Si
dos sitios potenciales de glucosilacion se encuentran cercanos es posible que
no se glucosilen debido a un impedimento estérico. Esto también ocurre
cuando X o Y es una prolina, por este motivo los motivos Asn-Pro-Ser/Thr o
Asn-X-Ser/Thr-Pro son sitios no glucosilados. Algunos ejemplos de inhibicion
de la glucosilacién son la combinacion Asn-Leu-Ser o Asn-Glu-Ser o cuando
hay un aminoacido concreto en la posicion adyacente al motivo de
glucosilacibn como Asn-X-Ser/Thr-Trp o Asn-X-Ser/Thr-Glu (Mellquist, Kasturi,
Spitalnik, & Shakin-Eshleman, 1998).

Estudios evolutivos de gripe A/H3N2 y A/HIN1pdm9 indican que desde su
emergencia en humanos el nimero de glucosilaciones en la cabeza globular de
HA ha aumentado(Sun, Wang, Zhao, Chen, & Li, 2011) . Sin embargo, los
oligosacaridos en la cola de HA se han mantenido invariables. El principal
motivo de esta conservacion es que los glucanos en la region de la cola son

imprescindibles para garantizar su conformacion tridimensional (Roberts,
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Garten, & Klenk, 1993). La reduccion de sitios en esta region tiene como

resultado errores en la trimerizacion de la proteina y su transporte.

1.5 Sistema de vigilancia

Debido a la elevada tasa de mutaciones comun en virus de ARN, aparecen
nuevas variantes de los virus de la gripe A/H3N2 cada 3-5 afios, y de los
A/HIN1pdmO9 y B cada 3-8 afos, siendo necesario actualizar la vacuna cada

3-4 afos.

El Sistema centinela de vigilancia de gripe en Espafia (SVGE) nace con el
objetivo de establecer un sistema que permita realizar un seguimiento del virus
de la gripe y que controle su evolucidon. El SGVE integra 17 redes de vigilancia
pertenecientes a cada comunidad auténoma, a excepcion de Galicia y Murcia,
20 laboratorios de microbiologia encargados de detectar y caracterizar virus
gripales y una serie de unidades e institutos de Salud Publica pertenecientes a
las CCAA (anexo del informe) encargados de realizar las labores

administrativas.

Asi mismo, el SGVE forma parte de la Red de Vigilancia Europea de Gripe
(European Influenza Surveillance Network -EISN-), coordinada por el Centro

Europeo para el Control y Prevencién de Enfermedades (ECDC).

Bajo la coordinacion del Centro Nacional de Epidemiologia (CNE) y el Centro
Nacional de Microbiologia (CNM), el SVGE se encarga de recopilar los datos
obtenidos mediante la vigilancia viroldgica y epidemiolégica del virus y su

difusion geogréfica.

El sistema de vigilancia esta centralizado. El del Instituto Carlos Ill de Madrid
(ICIII) evalta muestras de todo el territorio espafiol, mientras que otros centros

como FISABIO brindan apoyo estudiando los casos autonémicos, en este caso
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de la Comunidad Valenciana. Semanalmente, el CNE emite un informe que
recopila la incidencia de la gripe en las provincias espafiolas.

. Hipotesis del trabajo y objetivos

La elevada variacion antigénica que presenta el virus de la gripe representa un
problema para la Salud Publica. Con el objetivo de dotar a la poblacion de una
respuesta inmune humoral capaz de impedir, o en su defecto disminuir, la

infeccion de la gripe, es necesario disponer de una vacuna actualizada.

Con tal de predecir la efectividad que tendra la vacuna actual en la epidemia de

la siguiente temporada, en este estudio:

- Se caracterizara la gripe en circulacion
- Se estudiaran las mutaciones de los virus de gripe A (A/HIN1pdmOQ9 y
A/H3N2) y B (B/Yamy B/Vic)

En el caso de que se obtengan resultados que pongan en duda la eficacia de la

vacuna se sugeriran soluciones.

Metodologia:

Disefio del estudio

El estudio se ha realizado con muestras nasofaringeas pertenecientes a
pacientes hospitalizados por infecciones respiratorias. Al estudiar los pacientes
graves es posible conseguir informacién de los virus mas virulentos y que
representen mayor peligro para la Salud Publica, ademas de permitir adaptar

las vacunas a estas variantes en circulacion.

En este estudio han participado los hospitales: Hospital General de Castellon

(Castellon), Hospital La Fe (Valencia), Hospital Doctor Peset (Valencia) y
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Hospital General de Alicante (Alicante), los cuales brindan servicios sanitarios
al 22% de los 4,860,874 habitantes de la Comunidad Valenciana.

Por este motivo, tras la deteccidn, tipado y subtipado de los virus de gripe, se
escogieron para secuenciar la hemaglutinina aquellas muestras con valores de
Cycle Threshold (CP) <25 en la RT-PCR en tiempo real usada en la deteccién,
indicativo de una elevada carga viral. Con tal de ajustarse al presupuesto del
estudio se eligié al azar para secuenciar 1 de cada 4 muestras que cumpliesen

el crtierio.

La metodologia seguida en este estudio se basa en los protocolos
recomendados por el informe de la OMS (WHO, 2011). Ese informe recoge las

practicas Optimas para caracterizar y secuenciar el virus de la gripe.

Recogida y transporte de muestras
Las muestras nasofaringeas fueron recogidas utilizando un hisopo flocado, se

sumergieron en medio de transporte y se congelaron hasta su transporte al
Laboratorio de Virologia de la Fundacion para el Fomento de la Investigacion
Sanitaria y Biomédica de la Comunitat Valenciana (FISABIO), siguiendo los
procedimientos establecidos por la Organizacion Mundial de la Salud OMS
(WHO, 2011). Una vez en el laboratorio, se utilizé6 un 1 ml de los 3 ml de medio

de transporte de cada muestra recolectada, para extraer el ARN viral.

Extraccion de ARN
La extraccion de ARN se realiz6 automaticamente utilizando el instrumento

NucliSENS easyMAG, (BioMérieux, Lyon, France) basado en la captura los
acidos nucleicos en microesferas magnéticas de silicio. La extraccion se realizé
en tandas de 22 muestras y un control negativo (con medio de transporte sin

muestra).

Cribado
Para la deteccion de virus respiratorios se realizan 4 RT-PCR multiplex en

tiempo real (RT-PCR) utilizando el instrumento Lightcycler 48011 (Roche Applied
Science, Penzberg, Germany) siguiendo las indicaciones de He et al. (He et al.,
2009).
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La multiplex n°1 distingue virus de la gripe Ay B, utilizando pruebas disefiadas
para la proteina Matriz (He et al., 2009; Suwannakarn et al., 2008). La n°2
detecta coronavirus humano (HuCoV) 229E, NL63, OC43, y HKUL1 utilizando
sondas para el gen 1b (Kuypers et al.,, 2007), metapneumovirus humano
(HMPV) A y B utilizando sondas para el gen N (Matsuzaki et al., 2009) y
bocavirus humano (hBoV) utilizando sondas para el gen NP1 (Neske et al.,
2007). La n°3 virus parainfluenza (PIV) 1, 2, 3, y 4 mediante sondas para el
gen HN (van de Pol et al., 2007), Adenovirus (AdV) con sondas para el gen
Hexon (van de Pol et al., 2007), y virus respiratorio sincitial (VRS) A 6 B
estudiando el gen NC (van-de-Pol et al., 2007). La n°4 rinovirus y enterovirus
(HRV/ENV) mediante sondas para la region 5 (Tapparel et al., 2009). Se
incluyen cebadores y sondas para amplificar y detectar ARN del gen humano
para la ribonucleoproteina RNP, que sirve como control interno positivo y de
calidad de la muestra.

Tipado y subtipado
Para las muestras positivas de gripe A, se realiza una RT-PCR en tiempo real

tanto para confirmar que la muestra es gripe (gen Matriz) como para distinguir
los subtipos H3N2, HIN1pdm09 y H1N1 (gen HA). Para muestras positivas de
gripe B, se realiz6 un ensayo de RT-PCR en tiempo real para distinguir los
linajes B / Yamagata y B / Victoria (gen HA). Se utilizan unos primers y sondas
especificos para cada subtipo o linaje. (tabla 2; real-time PCR group protocol

#1, WHO molecular diagnosis of influenza virus in humans, August 2011 update)

Tipo/Subtipo Gen Cebador Secuencia
. MP-39-67For CCMAGGTCGAAACGTAYGTTCTCTCTATC
Control Matriz
positivo (RNP) MP-183-153Rev TGACAGRATYGGTCTTGTCTTTAGCCAYTCCA
MP-96-75ProbeAs 5'-FAM-ATYTCGGCTTTGAGGGGGCCTG-MGB-3'
NIID-H3 TMPrimer-F1 CTATTGGACAATAGTAAAACCGGGRGA
A(H3N2) HA NIID-H3 TMPrimer-R1 GTCATTGGGRATGCTTCCATTTGG
NIID-H3 Probel 5'-Cy3-AAGTAACCCCKAGGAGCAATTAG-MGB-3'
NIID-swH1 TMPrimer-F1 AGAAAAGAATGTAACAGTAACACACTCTGT
A(HIN1pmd09) HA NIID-swH1 TMPrimer-R1 TGTTTCCACAATGTARGACCAT
NIID-swH1 Probe2 5’-Cy5-CAGCCAGCAATRTTRCATTTACC-MGB-3'
NIID-H1 TMPrimer-F1 CCCAGGGYATTTCGCYGACTATGAG
A(H1IN1) HA NIID-H1 TMPrimer-R1 CATGATGCTGAYACTCCGGTTACG
NIID-H1 Probel 5'-Yakima yellow-TCTCAAAYGAAGATACTGAACT- MGB-3'
BHA-188F* AGACCAGAGGGAAACTATGCCC
B(Victoria) HA BHA-270R** TCCGGATGTAACAGGTCTGACTT
Probe-VIC2 5’ ROX-CAGACCAAAATGCACGGGGAAHATACC-3’-BHQ
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BHA-188F* AGACCAGAGGGAAACTATGCCC
B(Yamagata) HA BHA-270R** TCCGGATGTAACAGGTCTGACTT
Probe-YAM?2 5’ Cy5-CAGRCCAATGTGTGTGGGGAYCACACC-3’-BHQ

Tabla 2 Cebadores y sondas utilizadas en el tipado
* Schweiger et al. 2000 (Journal of Clinical Microbiology 38(4) 1552—-1558)

** Watzinger et al. 2004 (Journal of Clinical Microbiology 42(11) 5189-5198)

RT-PCR en dos pasos
Para secuenciar las muestras antes deben transcribirse de ARN a ADNc. Esto

se consigue mediante una RT-PCR realizada siguiendo los protocolos de la
OMS (WHO, 2012). El primero de los pasos consiste en una retrotranscripcion
en la que se utiliza el cebador universal Unil2W para amplificar las regiones
conservadas que flanquean cada uno de los 8 segmentos del genoma de gripe.
Aunque la bibliografia indica que el cebador Unil2W es especifico de gripe Ay
para gripe B se deberia utilizar BunillW, se utliza Unil2W
independientemente del tipo de gripe ya que no se observan distinciones en el

exito de la amplificacion (Tabla 3).

Cebador Secuencia
Unil2w AGCRAAAGCAGG
Bunillw AGCAGAAGCGS

Tabla 3 Cebadores utilizados en el 1r paso (retrotranscripcion) de la RT-PCR a dos pasos

En el segundo paso se utilizan cebadores especificos de cada tipo de gripe
para amplificar dos regiones del gen HA, una region cercanaa 3’ yotraa 5. La

tabla 4 incluye los cebadores utilizados.
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. . Fragmento . Tama‘ﬁ-o del
Tipo/Subtipo Gen Cebador Secuencia amplificado
(bp)
H3A1F6 AAGCAGGGGATAATTCTATTAACC 1127
AJH3N2 HA-5’(H3) H3A1R1 GTCTATCATTCCCTCCCAACCATT
H3A1F3 TGCATCACTCCAAATGGAAGCATT 863
HA-3'(H3) HARUCc ATATCGTCTCGTATTAGTAGAAACAAGGGTGTTTT
H1F1 AGCAAAAGCAGGGGAAAATAAAAGC 1264
HA-5'(H1) H1R1264 CCTACTGCTGTGAACTGTGTATTC
A/H1IN1pmd09
H1F848 GCAATGGAAAGAAATGCTGGATCTG 945
HA-3'(H1) HARUCc ATATCGTCTCGTATTAGTAGAAACAAGGGTGTTTT
THAF2 GCAGGGGAAAATAAAAACAACC 990
AJHINI HA-5'(H1) SPHAR11 TATTTTGGGCACTCTCCTATTG
H1HAF552 TACCCAAACCTGAGCAAGTCCTAT 1239
HA-3'(H1) HARUCc ATATCGTCTCGTATTAGTAGAAACAAGGGTGTTTT
BHAF1u TATTCGTCTCAGGGAGCAGAAGCAGAGCATTTTCTAATATC 1361
Gripe B (Yamy HA-5 BHAR1341 TTCGTTGTGGAGTTCATCCAT
Vic) BHAF458 AGAAAAGGCACCAGGAGGACCCTA 1391
HA-3’ BHA2R1 GTAATGGTAACAAGCAAACAAGCA

T
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abla 4 Cebadores utilizados en el 20 paso (amplificacién de HA) de Ia RT-PCR a dos pasos

Electroforesis
Los amplificados se comprobaron mediante una electroforesis en gel de

agarosa. El gel utilizado se preparo a partir de 120 ml de agarosa 0,8% y 3,5 pl
Gelred de Biotium (agente intercalante fluorescente). En cada ensayo se
utilizaron 5 pl de producto de PCR con 2 ul de tampon de carga. Como
marcador de peso molecular se utiliz6 GeneRuler DNA Ladder 1kb (Fermentas,

Lituania). Los geles se visualizaron en una transiluminador de luz ultravioleta.

Las muestras con ausencia de bandas o con bandas tenues se registraron
como errores y se repitio la RT-PCR en dos pasos. Lo mismo con aquellas
muestras que presentaban mdaltiples bandas, posiblemente fruto de un error

metodolégico o de una muestra inadecuada.

Purificacién de los amplificados
Se seleccionaron aquellas muestras que presentaban bandas visibles y se

purificaron por filtracion en membrana en placas de 96 pocillos mediante
centrifugacion. Esto se realiza para eliminar del producto de PCR impurezas

como dimeros de cebador o los reactivos utilizados en la amplificacién del ADN.




Una vez comprobada la concentracion y pureza de las muestras utilizando el
espectofotdmetro Nanodrop 2000, se prepara una placa de 96 pozos en la que
se secuenciardn 12 muestras, para cada una se utilizan 8 cebadores
especificos de distintas zonas del gen HA. Posteriormente los fragmentos
secuenciados se integrardn en una Unica secuencia consenso ya que hay

segmentos del ADN secuenciado que se solapan.

Las placas se envian al departamento de Genomica del Servicio Central de
Soporte a la Investigacion Experimental (SCSIE) de la Universidad de Valencia,
Espafia, donde secuencian los fragmentos mediante el método Sanger con el
kit de secuenciacién de BigDye Direct Cycle en un secuenciador de ADN ABI
3730xlI (Applied Biosystems, Life Technologies, Foster City, California, EE. UU.)

Alineamiento de secuencias
Los 8 fragmentos secuenciados mediante secuanciacion Sanger en SCSIE de

cada muestra se ensamblaron utilizando el programa GAP. Tomando como
secuencia de referencia la secuencia de la vacuna se establecié una secuencia
consenso de cada muestra. Estas secuencias se integraron y alinearon en una
misma tabla utilizando el software Bioedit version 7.2.5. Las secuencias de
nucleotidos se tradujeron a aminoacidos y se eliminaron los péptidos sefial (15

primeros residuos)

Utilizando el programa MEGA 6.0 se abri6é el archivo FASTA que contenia la
tabla de secuencias y se seleccionaron Unicamente aquellas posiciones de

aminoacidos que varian respecto la secuencia de referencia.

Resultados y discusién

Andlisis de mutaciones
Las tablas 10-14 (anexo) recogen las substituciones de aminoacidos que

presenta cada muestra respecto a la cepa utilizada en la vacuna
(A_Hong_Kong 4801 2014 para A/H3N2; A _Michigan_45 2015 para
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A/HIN1pdmO9 y B_Phuket 3073 2013 para B/Yam ), el porcentaje de similitud
respecto a la secuencia de la vacuna y las posiciones de residuos que se

corresponden con un epitopo (columnas marcadas con color)

La secuencia de referencia (B/Brisbane/60/2008) con la que se compara la
Gnica muestra de gripe B/Vic coincide con la que la OMS recomienda que se
incluya en vacunas cuadrivalentes en el hemisferio sud para las temporadas de
vacunacion 2017- 2018. (World Health Organization (WHO), 2017)

De las 105 muestras de gripe analizadas y secuenciadas, 58 se corresponden
con A/H3N2, 14 con A/HIN1pdmQ9, 32 B/Yam y 1 B/Vic.

A/H3N2 presenta 54 mutaciones distintas (27 en sitios antigénicos y 25 en
sitios no antigénicos), A/H1N1pdmO9 14 mutaciones distintas(3 en sitios
antigénicos y 11 en sitios no antigénicos), B/Yam 24 mutaciones distintas (4 en
sitios antigénicos y 20 en sitios no antigénicos) y 1 B/Vic mutaciones distintas

(O en sitios antigénicos y 1 en sitios no antigénicos).

A/H3N2
De las 105 muestras secuenciadas, 58 se corresponden con A/ H3N3. Estas se

pueden clasificar en 2 grupos en funcion de las mutaciones que comparten las
muestras. El grupo 1 comparte mutaciones en las posiciones E62G (n=20),
K92R (n=23), N121K (n=23), T128A (n=16), T135 (n=22), R142G (n=22),
K171N (n=23), H311Q (n=23) todas ellas formando parte de algun epitopo y
1406V (n=23) y G484 (n=23) que no forman parte de ningln epitopo y se ubican
en HA2. El grupo 2 posee mutaciones comunes en las posiciones T131K
(n=34), R142K (n=35) y R161Q (n=35).

Se observa una heterogenicidad de aminoacidos significativa en los sitios
antigénicos. Se recogen 27 mutaciones en 24 posiciones distintas, lo que
sugiere una elevada evolucion. Ademas de las mutaciones que caracterizan los
grupos o linajes, se observan modificaciones puntuales en E62K (n=2), Q80K
(n=3), L86F (n=1), Y94H (n=4), N96S (n=1), N122D (n=3), T135N (n=1), S137A
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(n=1), S144R (n=11), N158K (n=1), G186S (n=1), L194R (n=1), A212T (n=3),
A212S (n=1), S219F (n=1), K264l (n=1) y S265G (n=3).

La existencia de dos grupos con mutaciones comunes apunta a la
diferenciacién de dos clados independientes. El grupo 2 se corresponde con el
Clado 3c2.Ab2 identificado por la OMS, ya que comparte las 3 mutaciones
documentadas (131K, 142K y 161Q). Mientras tanto, la presencia de
mutaciones en las posiciones N171K y N121K coinciden con la evolucién que
siguio hasta 2016 el Clado 3c2.Al identificado por la OMS, y E62G y R142G
hasta el afio 2017. A partir de este punto las muestras se diversifican en dos
subclados. Las muestras comparten mutaciones que las posicionarian tanto en
el subclado Ala (135K) como Alb (92R y 311Q) (Bedford & Neher, 2017)

Para abreviar se les nombrara como clados A2, Alay Alb.

A fechas de febrero de 2018 habian 4 clados de A/H3N2 en circulacion. A2 y
Alb con una elevada incidencia en la poblacion, llegando a representar el 40%
y el 30% de los casos de de gripe A/H3N2 a nivel mundial. Se estima que el
clado A3 tiene una frecuencia global del 25% y el clado A4 menor al 5%. En

Europa, la frecuencia en la poblacion de A2 asciende al 60% y Alb al 40%.

De las 58 muestras analizadas en la Comunitat Valenciana, el 62%

corresponden al clado A2 y aproximadamente el 38% al Alb.

A/H1N1pdmO09
Las 14 muestras de A/H1IN1pdmO09 comparten 2 mutaciones en sitios

antigénicos S74R (n=14) y S164T (n=14) y 2 en sitios no antigénicos R223Q
(n=14) y 1295V (n=13). En total, las muestras presentan mutaciones en 14
posiciones diferentes, 3 de ellas en sitios antigénicos S74R (n=14), S164T
(n=14) y E235D (n=1).

A diferencia de A/H3N2, actualmente solo hay un clado de A/HIN1pdmO09 en
circulacién. Este se caracteriza por poseer los residuos S74R, S164T y 1295V,
los cuales coinciden con las muestras secuenciadas. A este clado se le nombré
6b.1. Por otra parte, el 50% de los casos estudiados presentan una mutacion

en la posiciéon T120A (n=7) que coincide con los datos reportados por (Bedford
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& Neher, 2017). La frecuencia de esta mutacion habia aumentado al 40% a
fechas de febrero del 2018. Nuestra muestra n°14 posee las mutaciones
compartidas con el clado 6.1 (S74R, S164T, S223Q yl295V) y 4 mutaciones
caracteristicas (S183P, E235D, N260D y V510A), una de ellas en un epitopo
(E235D). Anteriormente, la substitucién S183P habia circulado independiente
del clado 6b.1, pero recientemente ha resurgido dentro del clado S164T,

predominante en EEUU.

B/Yam
Las 32 muestras de B/Yam analizadas presentan 24 mutaciones distintas. Las

muestras comparten 2 mutaciones en sitios no antigénicos: L172Q (n=30) y
M251V (n=32). Se observan 4 mutaciones aisladas en sitios antigénicos: M71T
(n=1), A79P (n=1), G141R (n=1) y D229N (n=1).

En muestras de B/Yam se observa una baja variacion del gen HA. Las cepas

en circulacion se caracterizan por la mutacion M251V.

B/Vic
La unica muestra de B/Victoria obtenida presenta 1 mutacidon en sitios

antigénicos (1117V(n=1)) y otras 3 en sitios no antigénicos (N129G(n=1),
1178V(n=1) y S195T(n=1)), ademas de 2 delecciones (N162del K163del; tabla
13, Anexos), coincidente con los virus circulantes en otros paises. Aungue en
su momento se identifico otra muestra como B/Vic, esta ultima no se ha

incluido en el trabajo ya que no se secuencié correctamente.

Estructura tridimensional
En las figuras 1-4 se puede observar las posiciones que ocupan las mutaciones

en la estructura tridimensional de la hemaglutinina (HA) de los distintos tipos de
virus de la gripe estudiados. Las mutaciones en sitios antigénicos estan
coloreadas en funcion del epitopo en el que se encuentran (Tabla 5) y sus
posiciones estan escritas en color rojo. Las mutaciones en sitios no antigénicos

estan coloreadas de blanco y escritas en negro para distinguirlas del resto.



Las mutaciones detectadas en los sitios antigénicos se recogen en la tabla 5.
En las tablas, cada epitopo esta marcado con un color determinado que se

corresponde con el utilizado para localizarlo en la estructura tridimensional

(Figuras 1-4).

A/H3N2 A/HIN1pdm09
§|t!o' Residuos modificados ?It!o. Res.,u.:luos
antigénico antigénico modificados
122,131, 135, 137,
142, 144 >a 164
128, 158, 186, 194 Sb
331 235
96,121, 171, 212, 219 Ca2
62, 80, 86, 92, 94, 261,
E 264, 265 4
B/Yam B/Vic
§|t!o. Residuos modificados ?Itfo. Res@uos
antigénico antigénico modificados
Lazo 120 71,79 1117V
| Lazo 150 | 141 Lazo 150
Lazo 160 K162Del N163Del
Hélice 190 Hélice 190
229 Region 230

Tabla 5: Mapa de mutaciones en sitios antigénicos de A/H3N2, A/H1N1pdm09, B/Yam y B/vic
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Figura 1 Caracterizacion de las mutaciones en sitios antigénicos en el monémero de HA de A/H3N2
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Figura 2 Caracterizacién de las mutaciones en sitios antigénicos en el trimero de HA de A/H1IN1pdm09
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Figura 3 Caracterizacion de las mutaciones en sitios antigénicos en el trimero de HA de B/Yam
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Figura 4 Caracterizacién de las mutaciones en sitios antigénicos en el trimero de HA de B/Vic



30

Glicosilaciéon

El andlisis de la secuencia de aminoacidos se puede efectuar como método
predictivo para conocer los sitios potenciales de glucosilacién. Localizando la
secuencia de glucosilacion ligada a N(Asn-X-Ser/Thr-Y) y sus modificaciones

es posible predecir la probabilidad de la glucosilacion.

Los sitios de glicosilacion (Asn-X-Ser/Thr-Y) de las muestras incluidas en el
estudio se predijeron utilizando el algoritmo del portal web NetNGlyc 1.0
server http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/ . El programa genera por cada

muestra una tabla en la que indica el potencial de glucosilacion para cada sitio
de glucosilacion. Si el potencial sobrepasa el umbral de 0,5 se considera el sitio
como glucosilado y si es menor a 0,5 como no glucosilado. La puntuacién
'‘potencial’ se establece a partir promedio de nueve algoritmos (ECHO,
GLYCOME, AWK, PERL, swiss-prot, etc)

El resultado de la glicosilacién se marcara con los signos “-,+, ++, +++, ++++”,

(3} (3]

Si el potencial de glicosilacion es <0,5 se marcara con indicando que el sitio

no se glicosilara. Si el umbral es >0,5 se marcara como positivo.
Si el potencial de glicosilacién <0,5, el resultado es -

Si el potencial de glicosilacion >0,5, el resultado es “+°

Si el potencial de glicosilacion >0,5 y coinciden 9/9 portales, el resultado es

H++H

Si el potencial de glicosilacion >0,75 y coinciden 9/9 portales, el resultado es

H+++”

Si el potencial de glicosilacion >0,90 y coinciden 9/9 portales, el resultado es

H++++H


http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/

A/H3N2

La tabla 6 recoge los cambios en la glucosilacion, tanto reducciones (483
NGTY) como la perdida de glicosilacion (122 NESF, 126 NWGT, 133 NGKS y
158 KYTY). Las pérdidas de glicosilacion se asocian con la mutacion del
residuo N122K y N158K, que al no presentar residuo Asparagina no se realiza
la glicosilacién; y las mutaciones 126 NWGT y 133 NGKS que no presentan ni
una Treonina ni Serina en la tercera posicion del motivo (Asn-X-Ser/Thr-Y). Por
otra parte, se observa una reduccién del potencial de glucosilacién en el motivo
localizado en la posicion 483 debido a la mutacion G484E, localizado en la

segunda posicién del motivo.

. Cola Cabeza Cola
Subtipo
Posicion
. 8 22 38 45 63 122 126 133 135 158 165 246 285 483
motivo
Secuencia NSTA NGTI NATE NSSI NCTL NESF NWTG NGTS TSSA NYTY NVTM NSTG NGSI NGTY
vacuna +++ 4+ + + ++ - + ++ No Glyc + +++ + ++ +
NWAG NGKS NETY
16
A/H3N2 Muestras No glyc No Glyc
DESF NWTG NGKS KYTY NETY
1 Muestras
No Glyc - No Glyc No Glyc
DESF NWTG NGKS NETY
2 Muestras
No Glyc - No Glyc
3 Muestras NGKS NETY
No Glyc
1 Muestras NGKS NGNS NETY
No Glyc ++ -
oJoloJofJo] 3 [ 16 | 2] 1 [ 1 | | | | 23 |

Recuento

Tabla 6 Potencial de glucosilacién en virus A/H3N2

Unicamente se observan estas alteraciones en el patron de glucosilacién en
muestras pertenecientes al clado Al. Por ejemplo, la muestra N° 1 presenta
una mutacion T135N que altera el motivo en la posicion 133 y crea uno nuevo

en la posicion 135 ya que cumple el patrén N-X-S/T-Y.

Por otra parte, el clado A2 no posee ninguna mutacion que altere el patrén de

glucosilaciones, y se ha observado que es idéntico al de la cepa de la vacuna.

31



A/HIN1pdmO09

Las 12 muestras de A/HIN1pdmOQ9 presentan una mutacién (T162S) que
substituye el residuo Ser por un residuo Thr en la tercera posicion del motivo
(Asn-X-Ser/Thr-Y). Esta modificacién que aumenta el potencial de glucosilacion
de 162 Asn. (Tabla 7)

Cola

Cabeza Cola
Subtipo
Posicion 10 11 23 87 162 276 287 481 540
motivo
Secuencia NNST NSTD NVTV NGTC NQTY NTTC NTSL NGTY NGSL
vacuna - HH+ + " - ++ + ++
NQSY
A/HIN1pdm09 12 muestras i_

Recuento
variaciones
Tabla 7 Potencial de glicosilacion A/H1IN1pdmO09

ool o]o|122]o0of]o] o] o]

B/Yam

De las 34 muestras de B/Yam analizadas, ninguna de ellas presenta una
mutacion localizada en un motivo de glucosilacion, por lo que no se observa
ninguna variedad en el patréon de glucosilacion o el potencial de las

glucosilaciones (Tabla 8).
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Cola Cabeza Cola
Subtipo
Posicion motivo 25 59 145 162 206 303 332 491 517 530 562
NVTG NCTD NATS NATN ngrq NKSK NGTK NQTC NITA NHTI nysc
Secuencia vacuna
4+ + + -+ +H+ A+ - + + +
B/Yam 0 muestras alteradas

0o JoJofJoJoJoJoJoJofol]o]

Recuento

Tabla 8: Potencial de glicosilacion B/Yam



B/Vic

En la Unica muestra de gripe B/Vic, la mutacién S195N crea un motivo de
glucosilacién nuevo (197* NETQ) (Tabla 9)

Cola Cabeza Cola
Subtipo

Posicién motivo 25 59 145 166 195 233* 304* 333* 492* 518* 531* 563*

NVTG NCTD NITN NKTA SETQ NQTE NKSK NGTK NQTC NITA NHTI NVSC

Secuencia vacuna
+++ +++ + + No Glyc + +++ -+ - + + +

NETQ
B/Vic 1 muestra

wwea | 0 [ 0 JOJ0[ 12 JoJofoJofoJo o]

variacion

Tabla 9: Potencial de glicosilacion B/Vic

*Debido a las 2 deleciones que presenta esta muestra, la posicion de los
residuos de la muestra estan desplazados a partir del residuo 163. Cada
posicion de la secuencia de la muestra se corresponde con dos mas de la

vacuna.

Discusion de los resultados

A/HIN1

Aunque las autoridades sanitarias temen la aparicion, o liberacién, de una
nueva cepa de gripe A/HIN1 en este estudio no se ha identificado ninguna

muestra perteneciente a este grupo.

A/H3N2
La elevada variacion de aminoacidos localizados en sitios antigénicos y la

presencia de dos clados en gripe A/H3N2 sugiere una elevada evolucién de
este tipo de gripe. Filogenéticamente, la cepa incluida en la vacuna actual
A/Hong Kong/4801/2014 se asemeja al clado A2, mientras que el clado Al
varia respecto a la secuencia de A/Hong Kong/4801/2014 en 10 residuos, 7 de
ellos en sitios antigénicos. Estos resultados explican porqué, sin ir mas lejos, la

efectividad de la vacuna en casos de gripe A/H3N2 durante la temporada
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2017-2018 ha sido del 25%, siendo la eficacia conjunta para gripe A y B del
36%. Los resultados para A/H3NNZ2 en el grupo de riesgo de personas con mas
de 65 afos ha sido del 17%.

A mediados de la temporada, se ha sugerido que se debian haber utilizado
componentes de la cepa A/Bolzano/7/2016. Esta cepa pertenece al clado Al,
por lo que induce la produccion de anticuerpos contra virus del clado Al,
frecuentes en la temporada 2017-18.

Finalmente, la OMS recomendd en marzo de 2018 la substitucion de la cepa
vacuna A/Hong Kong/4801/2014 (A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016, clado A2)
por otra parecida a A/Bolzano/7/2016 (clado Al). Si, a la hora de tomar la
decision —finales de febrero de 2018- tenemos en cuenta las dos vertientes
evolutivas, era dificil predecir cual de los clados tendra una mayor incidencia en
la poblacion la temporada 2018-2019, pero debido al tiempo necesario para la
produccion de la nueva vacuna, se ha escogido la opcion mas plausible. (World
Health Organization (WHO), 2018)

Hin1pdmO09
A diferencia de A/H3N2, la cepa de la vacuna de A/H1IN1pdmO09 se actualizo en

el aflo 2016 a A_Michigan_45 2015 para que coincidiese con el clade 6b.1.
Ninguna de las recientes mutaciones de A/H1N1pdmOQ9 tiene un impacto
remarcable en ensayos antigénicos, por lo que la vacuna para A/H1IN1pdmO09
estaria actualizada. Sin embargo, las mutaciones recurrentes sugieren el

posible inicio de la diferenciacion en distintos clados.

B/Yam
Las muestras de B/Yam comparten 2 mutaciones respecto a la secuencia

incluida en la vacuna, aungue ninguna en sitios antigénicos. Tampoco ve
alterado su patron de glucosilacion. Por otra parte, se han informado a la OMS
de un elevado niamero de mutaciones en el gen NA que ha conducido a la

diferenciacion de distintos clados.

Al no haber secuenciado NA no es posible determinar la variabilidad de

nuestros virus en circulaciéon. De haber sabido anteriormente esto se hubiese
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sugerido al laboratorio incluir ensayos enfocados en NA ya que el 30% de las
muestras recogidas pertenecen a este linaje.

La OMS, sin embargo, sigue recomendando la cepa del 2013
B/Phuket/3073/2013 para la nueva campafa 2018-19.

B/Vic
El bajo numero de muestras identificadas (n=1) indica una baja incidencia en

nuestra poblacién. Asimismo, esta escasez limita el estudio de su evolucion. Es
destacable que se hayan identificado 2 delecciones simultaneas (N162Del y
K163Del), las cuales se encuentran en el epitopo “giro 160”, que inducide la
aparicibn de un nuevo motivo de potencial glucosilacion. Observando
Unicamente la secuencia es imposible predecir como estas delecciones
modifican la estructura terciaria de la glucoproteina, mas alla de reducir el
reconocimiento por los anticuerpos, aunque teniendo en cuenta la importancia
de HA podemos anticipar que conserva su funcion. Con solo una muestra no
podemos realizar observaciones significativas. La OMS recomendado, sin
emabargo, sustituir cepa B/vic de la vacuna con B/Colorado/06/2017, la cual

presenta estas dos caracteristicas delecciones.

Conclusiones

Este trabajo nos ha permitido caracterizar las muestras de gripe A/HIN1pdmQ9,
A/H3N2, B/Yam y B/Vic, e identificar las mutaciones en HA que acumulan los
distintos clados respecto a la secuencia de la cepa incluida en la vacuna, tanto
en epitopos como en sitios no antigénicos, y detectar variaciones en el patron

de glucosilacion.

Comparando los resultados obtenidos, estos coinciden con los documentados

por GHISN y por la OMS, llegando a las mismas conclusiones:

- Para virus A/H3N2, la acumulacion de mutaciones en los epitopos en el
clado A2 y en mayor medida en el A1 hace necesario actualizar la cepa

de la vacuna (por ejemplo con una parecida a A/Bolzano/7/2016)
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- La emergencia de un clado de virus en B/Vic con 2 delecciones en
residuos localizados en el epitopo “giro 160" sugiere la substitucién de
la cepa actual por una con las dos delecciones (por ejemplo, con una
parecida a B/Colorado/06/2017).

- La baja variabilidad de A/HIN1pdmO09 y B/Yam y la similitud con las
cepas incluida en la vacuna actual justifica que no se actualicen estos

componentes de la vacuna.

Autoevaluacion

Debo reconocer que al inicio de este trabajo, tanto mi conocimiento de virus
como mis habilidades de procesado de datos no superaba el nivel que tendria
cualquier biotecnélogo en su primer afilo de carrera. Lejos de suponer un
obstaculo, esta falta de saber ha hecho mas grande la franja de aprendizaje,
permitiéndome disfrutar el goteo de conocimientos que emana del laboratorio,
ademas de sentir el paciente que hay detras de cada muestra. Realizar este
trabajo me ha brindado la oportunidad de contemplar la investigacion de
primera mano, de interaccionar con profesionales del sector y de formar por
primera vez parte de un equipo cuyo trabajo tiene una clara repercusion en la

sociedad.
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III. Anexos
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